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Zusammenfassung

Pannexin-1 ist ein neu entdecktes Glykoprotein, das in der Zelle als Membrankanal
vielfdltige Funktionen erfiillt. Der Kanal wird im menschlichen Korper ubiquitdr
exprimiert und ist unselektiv permeabel fiir Nukleotide wie ATP. Das Protein ist sowohl an
zahlreichen physiologischen als auch pathologischen Prozessen beteiligt. Pannexin-1
interagiert in der Zellmembran mit Purinrezeptoren und spielt eine wichtige Rolle bei der
parakrinen Kommunikation im Zellverbund. Es ist involviert in wichtige
Regulationsprozesse des Korpers wie Vasokonstriktion und Vasodilatation, unspezifischer
Immunabwehr und Zellapoptose. Im Herz ist der Kanal verantwortlich fiir eine
Aktivierung von Fibroblasten und damit fiir eine potentiell pathologische Entwicklung

einer Herzfibrose.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung einer Pannexin-1-Defizienz auf den kardialen
Phénotyp der Maus untersucht. Dazu wurden Pannexin-1-defiziente Knockout-Méduse
geziichtet und deren Phidnotyp mit dem von Wildtypméusen verglichen. Insgesamt 29
Maiusen wurden in Operationen unter Inhalationsnarkose telemetrische Transmitter in das
Abdomen implantiert, die eine Aufzeichnung von Elektrokardiogrammen ermdglichten. Es
wurden die Herzfrequenzen, die Herzfrequenzvariabilitdt und leistungsphysiologische
Parameter untersucht. Die Elektrokardiogramme wurden in Ruhe {iber 24 Stunden und

wihrend unterschiedlichen Belastungsversuchen aufgezeichnet.

Um die Auswirkungen einer submaximalen Belastung auf die Elektrophysiologie zu
untersuchen, wurde mit den Tieren ein Schwimmversuch durchgefiihrt. In zwei
Laufbandversuchen wurde zudem die maximale Leistungsgrenze der Tiere erreicht und

miteinander verglichen.

Bei den Auswertungen zeigten sich bei der Untersuchung der Herzfrequenzen und der
Leistungsphysiologie keine signifikanten Unterschiede zwischen Panx1-Knock-Maiusen
und Wildtypen. Bei der Herzfrequenzvariabilitit ergaben sich signifikante Unterschiede in
der Very Low Frequency, was fiir eine Neigung zu Herzrhythmusstérungen und fiir eine
erhohte kardiale Vulnerabilitit sprechen konnte. In weiteren Ergebnissen der
Arbeitsgruppe konnte die Anfélligkeit fiir Herzrhythmusstérungen bewiesen werden.
Daher kann zusammengefasst festgestellt werden, dass eine Pannexin-1-Defizienz
Auswirkungen auf die Erregungsleitung und Erregungsausbreitung im Herzen der Maus

hat und Anomalien des Herzrhythmus in Form von AV-Blockierungen begiinstigt.
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1. Einleitung

1.1 Uberblick

Transmembranproteine spielen im Herzen des Menschen eine zentrale Rolle. Sie
durchspannen die Lipiddoppelschicht der Zellen und haben jeweils spezifische Funktionen
sowohl fiir die Zelle selbst als auch fiir die Kommunikation im Zellverbund. Eine Vielzahl
von unterschiedlichen lonenkandlen und Gap Junctions beeinflussen mafigeblich die
strukturellen sowie funktionellen Eigenschaften des Herzens. Ein Funktionsverlust dieser
Proteine, beispielsweise durch Mutation, hat oftmals pathologische Auswirkungen auf den
gesamten Organismus. Zahlreiche Krankheiten werden verursacht durch fehlerhafte oder
fehlende Transmembranproteine, wie beispielsweise der Komplex der Long-QT-Syndrome

oder das Brugada-Syndrom (Kauferstein et al. 2009).

Uber die genaue Funktion des GroBteils der Membranproteine ist nur sehr wenig bekannt.
Im Gegensatz dazu erzielen jedoch etwa 60 % der rezeptpflichtigen Pharmaka ihre
Wirkung direkt oder indirekt {iber Plasmamembranproteine (Mintele 2012). Die
Untersuchung der Funktionen spezifischer Membranproteine im Tiermodell kann einen
Beitrag dazu leisten, ein umfassendes Verstdndnis der physiologischen sowie
biochemischen Prozesse zu erlangen. Diese Kenntnisse sind wiederum die Grundlage fiir
die Entwicklung neuer pharmakologischer Interventionsmoglichkeiten und eréffnen damit

neue Perspektiven und Handlungsspielrdume in der Medizin.
1.2 Die Familie der Pannexine

Die Pannexine sind eine Gruppe neu entdeckter Glykoproteine, die strukturelle sowie
funktionelle Ahnlichkeiten mit den Connexinen teilen. Uber die funktionellen
Eigenschaften der Pannexine ist derzeit wenig bekannt (Locovei et al. 2006a; Boassa et al.
2007). Ebenso wie die Connexine haben Pannexine die Fahigkeit, die interzelluldre
Kommunikation zu beeinflussen. Pannexine konnen als Oligomere Membrankanile durch
die Phospholipidmembran der Zellen bilden und erfiillen diverse Funktionen im
menschlichen Korper. Die Familie der Pannexine besteht aus drei verschiedenen

Unterarten, die mit Panx1, Panx2 und Panx3 bezeichnet werden (Penuela et al. 2013).



Betrachtet man neben der funktionellen auch die genetische Ebene, so weisen die
Pannexine keine Homologie mit den Connexinen auf. Stattdessen zeigt ihre DNA-Sequenz
groBe Ahnlichkeit mit den Innexinen, welche Gap Junctions in Invertebraten bilden
(Locovei et al. 2006a). Im Genom der Mammalia wurden die Pannexine zuerst im Jahr
2000 erwihnt. Panchin et al. beschrieben zur Jahrtausendwende erstmals eine zweite
Proteinfamilie mit junktionalen (verbindenden) Funktionen in der Zelle zusétzlich zu den
bereits bekannten Connexinen. Die Arbeitsgruppe suchte im menschlichen Genom nach
Abschnitten auf der DNA, die der Sequenz der Innexine in Invertebraten &hnlich waren
und entdeckte so die Familie der Pannexine (Panchin et al. 2000). Dem neu entdeckten
Membranprotein wurde der Name ,,Pannexin® gegeben. Der Name setzt sich zusammen
aus dem lateinischen Préfix ,ppan* fur ,,alles, allumfassend“ und dem lateinischen Wort
,,nexus ““ fur ,,Verkniipfung* und wurde gewihlt aufgrund des ubiquitdren Vorkommens des

Proteins in Sdugetieren (Panchin et al. 2000).

1.3 Molekulare Struktur der Pannexine

Auf molekularer Ebene durchspannen die Pannexine als Transmembranproteine mit einer
Aminosdurenkette die Phospholipidmembran. Die Pannexine bestehen aus vier
transmembrandsen Helices, zwei extrazelluldren und einem intrazelluldren Loop. In der
Abfolge der Aminosduren zeigen der Carboxy- sowie der Amino-Terminus in das
Zytoplasma der Zelle. Panx1 besteht aus 426 Aminosduren, Panx2 aus 677 Aminosiduren
und Panx3 aus 392 Aminosduren (D'hondt et al. 2009). Analog zu den Connexinen sind
beim Pannexin-1 sechs Untereinheiten notig, um als Hexamer einen funktionsfihigen
Kanal bilden zu kénnen. Neuere Studien haben zudem gezeigt, dass Pannexin-2 sich nicht
als Hexamere sondern als Heptamere oder Octomere verbinden (Ambrosi et al. 2010). Die
Anzahl der Monomere im Pannexin-3-Kanal ist noch nicht erforscht. Oligomere von
Pannexinen werden einheitlich als Pannexone bezeichnet, analog zu der Nomenklatur der
Connexine, welche als Oligomere Connexone genannt werden. Die sechs Untereinheiten
von Panxl bilden zusammen einen nicht-selektiven Membrankanal, der sowohl fiir
positive, als auch fiir negativ geladene Molekiile mit einer Grofle bis zu 1 kDa permeabel

ist (Boassa et al. 2007; Bao et al. 2004).



Panx1 Panx2 Panx3

Abbildung 1: Schematische Darstellung der molekularen Struktur der Pannexine

Die Proteine bestehen aus einer unterschiedlichen Anzahl von Aminosduren (Panx1 426, Panx2 677,
Panx3 392) und sind eingebettet in die Phospholipidmembran. An einem der extrazelluldren Loops (EL)
befindet sich jeweils eine Kohlenhydratkette. Der Carboxy-Terminus (CT) und der Amino-Terminus (NT)

zeigen in das Zytoplasma der Zelle (aus Penuela et al. 2013).

14 Expression der Pannexine

1.4.1 Pannexin-1

Northern Blot-Analysen haben gezeigt, dass Pannexin-1 im menschlichen Gewebe
ubiquitdr exprimiert wird. Die mRNA des Panx1-Gens wurde in Gewebeproben aus dem
zentralen Nervensystem, Herz, Gehirn, Skelettmuskel, Haut, Hoden, Ovar, Plazenta,
Thymus, Prostata, Lunge, Leber, Diinndarm, Pankreas, Milz, Endothel und aus
Erythrozyten nachgewiesen (Baranova et al. 2004). Vogt et al. haben gezeigt, dass
Pannexin-1 auch im embryonalen Gewebe von Ratten hochexprimiert ist, die Expression in

der Entwicklung zum adulten Tier jedoch abnimmt (Vogt et al. 2005).

1.4.2 Pannexin-2

Pannexin-2 ist vor allem in verschiedenen Regionen des zentralen Nervensystems
exprimiert. Das Transkript des Pannexin-2-Gens wurde gefunden im Cerebellum, im
zerebralen Cortex, im Putamen, in der Medulla oblongata sowie im Frontal- und
Temporallappen (Penuela et al. 2013). Im Tierexperiment wurde gezeigt, dass
Pannexin-2-mRNA schon im prianatalen Gehirn von Ratten vorhanden ist und die

Expression in der postnatalen Entwicklung weiter ansteigt (Vogt et al. 2005).



1.4.3 Pannexin-3

Pannexin-3 ist in Osteoblasten, synovialen Fibroblasten und im Knorpel des Innenohrs
vorhanden (Penuela et al. 2013). AuBlerdem wurde gezeigt, dass Pannexin-3 sowohl die
Differenzierung von Keratinozyten in der Haut unterstiitzt, als auch die Proliferation und
anschlieende Differenzierung von Keratinozyten im Knorpelgewebe reguliert (Iwamoto et

al. 2010; Celetti et al. 2010).
1.5 Physiologie des Pannexin-1-Kanals

Die Physiologie der Pannexin-1-Membrankandle ist noch weitestgehend unerforscht,
jedoch beschiftigt sich aktuell eine Vielzahl von experimentellen Studien mit den

spezifischen Eigenschaften des Pannexin-1-Kanals in den unterschiedlichen Geweben.

1.5.1 Pannexin-1, ein Gap Junction-Protein?

Aufgrund der Ahnlichkeit in der Topologie mit den Connexonen war bis 2003 die gingige
wissenschaftliche Meinung, dass Pannexone sich an der interzelluldiren Kommunikation
durch Bildung von Gap Junctions beteiligen (Bruzzone et al. 2003). Nach eingehender
Untersuchung der Pannexine im letzten Jahrzehnt wird nach derzeitigem Kenntnisstand
jedoch angenommen, dass Pannexone iiberwiegend eine Rolle bei der Kommunikation
zwischen Zytoplasma und Extrazelluldirraum spielen (Sosinsky et al. 2011). Durch
Transport von Molekiilen wie ATP {iber die Membran interagieren sie mit dem
Extrazelluldrraum. In der gegenwértigen Literatur ist man sich uneinig, ob und in wie weit
Pannexine iiberhaupt zur Bildung interzelluldrer Gap Junctions féhig sind. Viele neuere
Forschungsergebnisse sprechen gegen eine Rolle von Pannexin-1 in der direkten
interzelluldren Kommunikation. So wird Pannexin-1 unter anderem auch in Erythrozyten
exprimiert, die keine Gap Junctions ausbilden (Locovei et al. 2006a). Pannexin-1 wurde in
polaren Zellen des Respirationsepithels ausschlieBlich an der apikalen Membran der Zelle
gefunden, welche an der direkten interzelluliren Kommunikation keinen Anteil hat
(Ransford et al. 2009). Des Weiteren sind Pannexine im Gegensatz zu Connexinen
Glykoproteine. Es wird angenommen, dass die Kohlenhydratkette die Verbindung zweier
Pannexone stereochemisch erschwert und somit die Ausbildung eines funktionsfdhigen,
interzelluldren Kanals, dhnlich dem von gepaarten Connexonen, verhindert. Es gibt bis
heute keinen in vivo Beweis, dass Pannexin-1 einen interzelluldren Kanal analog zu den

Connexinen bildet (Penuela et al. 2013; Sosinsky et al. 2011).



1.5.2 Permeabilitit von Pannexin-1 fiir ATP

Der von sechs Pannexinen gebildete Membrankanal gehort zu den grofften des
menschlichen Korpers. Durch den Pannexin-Kanal koénnen Molekiille mit einer
Gesamtgrofle bis zu 1 kDa passieren. Unter dem Ruhemembranpotential liegt er im
geschlossenen Zustand vor, bei Depolarisation Offnet sich der Kanal. Der
Pannexin-1-Kanal hat eine maximale Leitfahigkeit von 500 pS und kann mindestens fiinf
verschiedene Offnungsstadien einnehmen. Neben der vollstindigen Offnung kdnnen
Zustinde mit 5%, 25%, 30% und 90% der maximalen Leitfdahigkeit unterschieden werden

(Bao et al. 2004).

Um die Permeabilitit des Kanals fiir groBere Molekiile und Second Messenger zu
untersuchen, haben Bao et al. im Jahr 2004 die Durchflussmenge von ATP iiber dem
Pannexin-1-Kanal durch Biolumineszenz gemessen. Dabei wurde in den untersuchten
Oozyten eine erhohte Flussrate von ATP vom Intrazelluldrraum in den Extrazelluldrraum
wihrend des depolarisierten Zustands der Zelle gefunden (Bao et al. 2004). Diese
Erkenntnisse bewiesen erstmals, dass Pannexin-1 permeabel flir groBe Molekiile wie
Adenosintriphosphat (ATP) und andere Second Messenger ist. Damit ist eine Rolle der

Pannexine bei der Kommunikation und Interaktion im Zellverbund sehr wahrscheinlich.

1.5.3 ATP-induzierte ATP-Freisetzung durch den Purinrezeptor P2Y

P2Y ist eine Gruppe von purinergen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die von
Nukleotiden wie ATP, ADP, UTP und UDP stimuliert werden kdnnen. Die Aktivierung von
Rezeptoren der Gruppe P2Y fiihrt zu der intrazelluldren Aktivierung von Phospholipase C.
In einer Signalkaskade innerhalb der Zelle kommt es unter anderem zur Freisetzung des
Second Messengers Inositol-1,4,5-trisphosphat in das Zytoplasma (Abbracchio et al.
2006). Locovei et al. coexprimierten 2005 den Pannenxin-1-Kanal mit dem Purinrezeptor
PY2 in Oozytenzellen, um ihre Hypothese zu stiitzen, dass beide Proteine miteinander
interagieren konnen. Sie stellten fest, dass eine Stimulierung des Purinrezeptors durch
Nukleotide wie ATP zu einer Offnung des Pannexin-1-Kanals in der Membran fiihrt. Der
aktivierte Panx1-Kanal kann nun wiederum ATP aus dem Intrazellulirraum in den
Extrazelluldrraum transportieren. Das freigesetzte ATP stimuliert jetzt die Purinrezeptoren
der Gruppe P2Y. Es findet durch diesen Kreislauf also eine ATP-induzierte ATP-
Freisetzung statt (Locovei et al. 2006b).



1.5.4 Aktivierung durch zytoplasmatisches Calcium

Die Aktivierung des Pannexin-1-Kanals durch den Purinrezeptor P2Y geschieht entweder
durch Kopplung und Interaktion beider Proteine in der Plasmamembran oder iiber eine
Stimulierung des Pannexin-1-Kanals durch einen Second Messenger wie Ca’".
Durch die Aktivierung des Purinrezeptors P2Y werden infolge der Ausschiittung von
Inositol-1,4,5-trisphosphat unter anderem Calcium-lonen aus dem endoplasmatischen
Retikulum freigesetzt. Es wird angenommen, dass die Erhohung der intrazelluldren
Ca’"-Konzentration durch einen noch unerforschten Mechanismus zu einer Aktivierung
des Pannexin-1-Kanals fiihrt. Locovei et al. testeten 2006 mittels Single-Patch-Clamp-
Technik die Sensitivitdt des Panx1-Kanals auf eine Erh6hung des intrazelluldren Calciums.
Schon eine geringe Zunahme der intrazelluldren Ca® -Konzentration resultierte in erhohten
elektrischen Stromen {iber dem Pannexin-1-Kanal (Locovei et al. 2006b). Eine Erhohung
des Calciums im extrazelluliren Medium beeinflusst die Leitfdahigkeit des Pannexin-1-

Kanals dagegen nicht (Bruzzone et al. 2005).

1.5.5 Reaktion auf mechanischen Stress

Mittels Single-Patch-Clamp-Technik iiberpriiften Bao et al. die Reaktion von PanxI-
exprimierenden Zellen auf mechanischen Stress. Dazu applizierten sie einen negativen Sog
auf die Patch-Clamp-Pipette und beobachteten die Reaktion des Pannexin-1-Kanals. Uber
eine Potentialreichweite von -50mV bis +50mV zeigte sich hierbei eine erhdhte
Kanalaktivitat. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass mechanischer

Stress mit einer erhohten Leitfahigkeit des Pannexin-1-Kanals einhergeht (Bao et al. 2004).

1.5.6 Blockade durch Probenecid

Probenecid wird aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften in der klinischen
Therapie der chronischen Gicht verwendet. Silverman et al. haben gezeigt, dass Probenecid
jedoch auch zur Blockade von Pannexin-1-Kanidlen verwendet werden kann. Der genaue
Mechanismus der Interaktion zwischen Probenecid und Pannexin-1 ist nicht vollstdndig
erforscht. Es wird vermutet, dass Probenecid durch die Lipiddoppelmembran in den Kanal
gelangt und an einer hydrophilen Stelle des Proteins seine Wirkung entfaltet. Die Blockade
ist bei Probenecid im Gegensatz zu anderen Kanalblockern wie Carbenoxolon spezifisch

fiir Kanile, die durch Pannexine geformt werden (Silverman et al. 2008).



1.6 Funktionen des Pannexin-1-Kanals

Neueren Studien zufolge haben Panx1-Kanidle im Organismus vielfdltige Aufgaben. Die
physiologischen Eigenschaften von Panxl wie seine Permeabilitit fir ATP, die
Mechanosensitivitit, die Interaktion mit Purinrezeptoren sowie die Aktvierung durch
intrazelluldre Calcium-lonen ermdglichen dem Kanal, spezifische Aufgaben im

Organismus zu iibernehmen.
1.6.1 Parakrine Signalweiterleitung durch Calciumwellen

Es wird vermutet, dass Panx1 eine entscheidende Rolle beim Weiterleiten von elektrischen
Signalen von Zelle zu Zelle spielt. In Astrozyten wurden sogenannte Calciumwellen
nachgewiesen, die eine parakrine Kommunikation iiber weite Strecken ermdglichen
(Guthrie et al. 1999; Barbe et al. 2006). Dabei werden Pannexin-1-Kanéle zunéchst iiber
einen variablen Stimulus wie mechanischen Stress oder Depolarisation aktiviert.
Infolgedessen gelangt ATP iiber Pannexin-1 vom Intrazelluldr- in den Extrazelluldrraum.
An einer Nachbarzelle bindet das ATP an den metabotropen Purinrezeptor P2Y und fiihrt
so zu einem Anstieg von Inositol-1,4,5-trisphosphat im Zytoplasma. Dieser Second
Messenger setzt nun Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum der Zelle frei. Das
freigesetzte Calcium gelangt zum einen iiber Connexone in die Nachbarzellen, zum
anderen bindet es wiederum an Panx1-Kanile und erhdht deren Leitfdhigkeit, sodass ATP
in den Extrazelluldrraum diffundiert und das Signal zu einer Nachbarzelle weitertragt

(Locovei et al. 2006b; Barbe et al. 2006).
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Abbildung 2: Parakrine Weiterleitung von Calciumwellen

(verdndert aus Locovei 2006)

1.6.2 Vasodilatation und Vasokonstriktion

Wihrend einer Hypoxie oder wenn sie mechanischem Stress ausgesetzt sind, schiitten
Erythrozyten ATP aus (Bergfeld und Forrester 1992). Die Freisetzung von ATP wird in
Erythrozyten durch Panx1-Kanile vermittelt, welche so Einfluss auf die Gefdalspannung
nehmen konnen. Das ATP bindet an Purinrezeptoren an den Endothelzellen und fiihrt iiber
eine erhohte Calciumkonzentration zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid. NO diffundiert
in benachbarte glatte Muskelzellen und fiihrt dort zu einer Vasodilatation, die den Blutfluss
und die Sauerstoffzufuhr im Gefafl erhoht (Locovei et al. 2006a). Weiterhin haben Billaud
et al. im Jahr 2011 festgestellt, dass Pannexin-1 sowohl in der glatten Muskulatur als auch
im Endothel von arteriellen Widerstandsgefdlen exprimiert wird. Das Team entdeckte
einen Zusammenhang zwischen Pannexin-1-Kandlen und o-Rezeptoren in glatten
Muskelzellen. So wird angenommen, dass Pannexin-1 die durch a1D-Rezeptoren evozierte
Vasokonstriktion vermittelt (Billaud et al. 2011). Somit ist eine entscheidende Rolle von
Pannexin-1 auf die systemische Blutdruckregulation sehr wahrscheinlich. Die genauen
Mechanismen dieser Regulation sind derzeit noch unbekannt und Gegenstand intensiver

Forschungen.

1.6.3 Apoptose und Immunabwehr

Apoptotische Zellen schiitten in noch intaktem Zustand Nukleotide wie ATP und UTP aus.
Diese agieren im Extrazelluldirraum als chemotaktisches ,find me* Signal an

phagozytischen Zellen wie Monozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen (Elliott et



al. 2009). Diese Zellen der unspezifischen Immunabwehr werden von den Nukleotiden
angelockt und konnen die apoptotischen Zellen phagozytieren und abbauen. Chekeni et. al
haben 2010 gezeigt, dass Pannexin-1 an der Freisetzung von ATP aus den apoptotischen
Zellen involviert ist und somit auch direkt in die unspezifische Immunabwehr eingreift

(Chekeni et al. 2010).

Weiterhin wurde in neueren Studien beschrieben, dass Pannexin-1 in Kombination mit dem
ionotropen Purinrezeptor P2X an vielfiltigen Prozessen im Immunsystem beteiligt ist.
Durch Interaktion mit dem Purinrezeptor ist Pannexin-1 an der Freisetzung von dem
Zytokin Interleukin-18 aus Makrophagen, an der T-Zell-Aktivierung sowie an der
Regulation von neutrophilen Granulozyten beteiligt (Schenk et al. 2008; Chen et al. 2010;
Pelegrin und Surprenant 2006).

1.7 Spezifische Funktionen von Pannexin-1 im Herz

Die spezifischen Funktionen von Pannexin-1 im Herzen sind im Vergleich zu anderen
Organsystemen wenig beschrieben. Die Auswirkungen einer Panx1-Defizienz auf die

Elektrophysiologie der Maus waren bisher ginzlich unbekannt.

1.7.1 Aktivierung von Fibroblasten

Nach einem Myokardinfarkt setzen Herzmuskelzellen vermehrt ATP {iber Pannexin-1-
Kanile frei (Dolmatova et al. 2012). Auch die Expression von Panx1 in der Zellmembran
steigt unter hypoxischen Bedingungen in Myozyten an (Dolmatova et al. 2012). Das aus
den Myozyten freigesetzte ATP kann Fibroblasten am Rande des Ischdmieareals
stimulieren, sich in Myofibroblasten zu differenzieren. Diese konnen durch Produktion von
Proteinen der extrazelluldren Matrix, Zytokinen und Kollagen zu einer Fibrosierung des
Herzens fiihren. Durch diese Fibrosierung werden iiberlebende Zellen der Herzmuskulatur
vom iibrigen funktionellen Synzytium getrennt, was zu einer verzogerten elektrischen
Weiterleitung und damit potentiell zu Arrhythmien fiithren kann (Bakker und van Rijen

2007).

1.7.2 Kardioprotektion durch ischimische Prikonditionierung

In mehreren Studien wurde beschrieben, dass Pannexin-1 in Interaktion mit dem

ionotropen Purinrezeptor P2X im Herz eine wichtige Funktion bei einer ischdmischen



Priakonditionierung iibernimmt und somit kardioprotektiv wirken kann. Bei einer
ischdmischen Prékonditionierung kann ein prikonditionierender Reiz in Form einer
kurzzeitig induzierten Hypoxie das Herz {iiber einen gewissen Zeitraum vor den
Auswirkungen eines Myokardinfarktes schiitzen (Gross und Gross 2007). Es gibt Hinweise
darauf, dass ein Pannexin-1/P2X-Rezeptor-Komplex an der Ausschiittung verschiedener
kardioprotektiv wirkender Faktoren beteiligt ist. Dazu gehdren beispielsweise Adenosin,
Sphingosin-1-Phosphat, Opioide und Bradykinin, welche ihre kardioprotektive Wirkung
durch Bindung an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren entfalten (Vessey et al. 2010).

1.8 Die Knockout-Maus

Mit dem Begriff ,,Knockout-Maus* wird eine Maus bezeichnet, der mithilfe eines
gentechnischen Verfahrens das Erbgut gezielt verdndert wurde. Durch eine Manipulation
an der DNA konnen bestimmte Gene gezielt deaktiviert werden. Die dazu verwendete
Technik heiBit gene-targeting und verwendet die homologe Rekombination von
Gensequenzen (Schenkel 2006). Die US-Amerikaner Mario Capecchi und Oliver Smithies
sowie der Brite Martin J. Evans erhielten fiir Entwicklung des gene targeting im Jahr 2007

den Nobelpreis fiir Medizin.

Bei der Methode werden zundchst Stammzellen aus einem Mauseembryo im
Blastozystenstadium entnommen und vermehrt. Danach wird ein Inaktivierungsvektor
hergestellt. Der Inaktivierungsvektor ist eine DNA-Sequenz, die anndhernd homolog zu
der Sequenz des zu deaktivierenden Gens ist. Wichtige, codierende Abschnitte der
Gensequenz des Vektors werden jedoch verdndert oder entfernt. Der Inaktivierungsvektor
wird nun in eine noch undifferenzierte, pluripotente Stammzelle einer Maus injiziert. Im
Zellkern lagern sich der Inaktivierungsvektor und die homologe Gensequenz auf dem
Chromosom der Maus dicht aneinander und werden teilweise rekombiniert. Es kommt zu
einem Austausch von Gensequenzen zwischen Vektor und Chromosom der Stammzelle
(Capecchi 1989). Das vom Vektor integrierte Gen enthélt jedoch aufgrund der vorherigen
Manipulation eine gezielt fehlerhafte Sequenz der DNA-Basen. Die Transkription in der
Zelle ergibt damit eine fehlerhafte mRNA und die genetische Information ist zerstort
(Schenkel 2006). Zusitzlich zu dem fehlerhaften Gen wird eine Sequenz fiir eine
Antibiotika-Resistenz in die DNA der Stammzelle eingebracht. So kdnnen die transgenen
Zellen, welche die Sequenz des Vektors integriert haben, durch gezielten Einsatz des

Antibiotikums gefiltert und selektiert werden. Die rekombinante Stammzelle wird nun



wieder in eine Blastozyste injiziert und mittels Embryotransfer in den Uterus einer Maus,
die als Leihmutter fungiert, eingebracht. Es entstehen chimére Nachkommen, die das
deaktivierte Gen in einem Teil der Korperzellen tragen. Nur ein Teil der heterozygoten
Nachkommen trdagt das fehlerhafte Gen auch in der Keimbahn und kann zur Zucht
verwendet werden. Die heterozygoten Tiere konnen im weiteren Verlauf miteinander
verpaart werden. In 25% der Nachkommen wird geméf der Vererbungslehre nach Gregor
Mendel das verdnderte Gen in seiner homozygoten Form an die Nachkommen
weitergegeben. Die so entstandenen Mduse sind vollstindig defizient fiir das Ziel-Gen und

werden nun als Knockout-Mause bezeichnet (Braun und Willnow 1996).

Embryonen- Blastozysten Injektion der homolog Embryotransfer
spender rekombinierten ES-Zellen
—
\t-w \‘:M.r
chimare oder nichttransgene Zucht von keimbahn-
Nachkommen chiméaren Tieren
—_— — - ‘é
\:*";“
keimbahn- Zucht der
chimére Tiere mutierten Linie

Abbildung 3: Darstellung des Ablaufs der Zucht von Knockout-Miiusen
(aus Schenkel 2006)

1.9 Das Elektrokardiogramm der Maus

Das Elektrokardiogramm der Maus zeigt im Vergleich zum Elektrokardiogramm des
Menschen einige Besonderheiten. Ruhende Miuse mit einem Korpergewicht von 30g
zeigen eine Herzfrequenz von etwa 600 min' und damit eine weit héhere Herzfrequenz als
die von menschlichen Herzen (Dobson 2003). Die elektrophysiologischen Korrelate der
Potentialdifferenzen sind analog zum Menschen eine P-Welle, eine PQ-Strecke, ein QRS-

Komplex und eine T-Welle. Eine spezifische Besonderheit bei Mausen ist das Fehlen einer



isoelektrischen Linie zwischen dem QRS-Komplex und der T-Welle, begleitet von einem
relativ kurzen ST-Intervall. Die T-Welle verschmilzt mit dem letzten Teil des
QRS-Komplexes. Die Repolarisation des Méauseherzens beginnt am J-Punkt, welcher
definiert ist als Punkt, in dem der QRS-Komplex abrupt in die T-Welle iibergeht. Die
Repolarisation endet analog zum Menschen mit dem Ende der T-Welle. Die gesamte

Repolarisation findet somit innerhalb des JT-Segments statt (Gussak et al. 2000).

——— R-Zacke

4 T-Welle

P-\Welle

Abbildung 4: Typische EKG-Kurve einer Maus
Zu sehen ist neben der P-Welle auch die aus jedem QRS-Komplex hervorgehende T-Welle.

1.10 Die Herzfrequenzvariabilitit

Der Abstand zweier aufeinanderfolgender Herzschlidge entspricht der Zeit zwischen zwei
Kontraktionen der Herzkammern. Im Elektrokardiogramm stellt sich die Erregung der
Kammermuskulatur als QRS-Komplex dar. Die Herzfrequenzvariabilitét ist definiert als
physiologisch alternierender Abstand zwischen den R-Zacken bei normalem
Sinusrhythmus (Task Force of the European Society of Cardiology and the North American
Society of Pacing and Electrophysiology 1996). Die klinische Relevanz der
Herzfrequenzvariabilitidt wurde bereits im Jahr 1963 festgestellt, als Hon und Lee zeigten,
dass einer Hypoxie des menschlichen Fetus im Mutterleib bereits eine verminderte
Variabilitdt der Herzfrequenz vorausgeht. Diese reduzierte Herzfrequenzvariabilitit tritt
ein, bevor andere quantifizierbare Verdanderungen am Herzen zu beobachten sind (Hon und
Lee 1963). Neuere Studien haben gezeigt, dass eine verminderte Herzfrequenzvariabilitit
auch mit kongestiver Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und plotzlichem Herztod assoziiert
ist und somit ein Marker fiir die kardiovaskuldre Mortalitdt sein kann (Sandercock und

Brodie 2006; Chiou und Zipes 1998; Bigger et al. 1992).



Ursdchlich fiir die Alterationen in der Herzfrequenz ist hauptsdchlich das autonome
Nervensystem mit dem Sympathikus und dem Parasympathikus. Der parasympathische
Einfluss auf das Herz wird generiert durch Freisetzung des Transmitters Acetylcholin
durch den Vagusnerv. Die Stimulierung der muscarinergen Rezeptoren flihrt iiber
inhibitorische G-Proteine zu einer Senkung des cAMP-Spiegels und einer nachfolgenden
Dephosphorylierung von Membranproteinen in den Vorhofen, im Sinusknoten und im
Atrioventrikularknoten.

Der Parasympathikus {ibt eine negativ chronotrope, eine negativ inotrope und eine negativ
dromotrope Wirkung auf das Herz aus (Klinke et al. 2009). Der Sympathikus dagegen
vermittelt seine ergotrophe Wirkung am gesamten Herz iiber die Transmitter Adrenalin und
Noradrenalin. Diese bewirken iiber - und a-Rezeptoren eine Erhohung des
zytoplasmatischen cAMP-Spiegels und eine Phosphorylierung von Membranproteinen.
Der Sympathikus hat eine positiv chronotrope, eine positiv inotrope, eine positiv
bathmotrope sowie eine positiv dromotrope Wirkung auf das Herz. In kdrperlicher Ruhe

iiberwiegt die vagale Stimulation des Sinusknotens auf das Herz (Klinke et al. 2009).

Durch die Verwendung einer Frequency Domain Analysis sowie einer Time Domain
Analysis  der Herzfrequenzvariabilitit kann eine differenzierte Aussage zum
Erregungszustand des Sympathikus und des Parasympathikus getroffen werden. Die
Herzfrequenzvariabilitét ist daher ein aussagekréftiger Parameter, um den physiologischen
Status des autonomen Nervensystems zu eruieren, sowie pathologische Zustinde zu
erfassen, die mit einer gestdrten sympatho-vagalen Balance einhergehen (Bianchi et al.

1990).

1.10.1 Frequency Domain Analysis

Die Frequenz des Herzschlags wird zundchst bestimmt durch unabhingige, spontane und
periodische Depolarisationen des Sinusknotens. Das autonome Nervensystem moduliert
durch eine Interaktion des Sympathikus mit dem Parasympathikus diese sinuatrialen
Schrittmacherpotentiale jedoch erheblich und passt damit die Herzfrequenz den aktuellen
Anforderungen des Organismus an (Jong und Randall 2005). Unter Ruhebedingungen
dominiert der parasympathische liber den sympathischen Tonus bei der Anpassung der
Herzfrequenz. Bei Anderungen der Ruhefrequenz haben Aktivititen in parasympathischen,
efferenten Nerven eine sehr schnelle und hochfrequente Modifikation der Herzfrequenz zur

Folge, wohingegen sympathische Efferenzen deutlich langer fiir ihre niederfrequente



Modulation bendtigen (Jong und Randall 2005). Der kurze Effekt des Parasympathikus
wird unter anderem durch eine Acetylcholinesterase im Sinusknoten verursacht, welche
das anfallende Acetylcholin schnell hydrolisiert (Task Force of the European Society of
Cardiology and the North American Society of Pacing and Electrophysiology 1996).

In der Frequency Domain Analysis (deutsch: Frequenzspektrumanalyse) wird daraus
resultierend angenommen, dass das Integral der Hochfrequenzen (High Frequency) die
Gesamtaktivitit des Parasympathikus abbildet.

Die Interpretation des niedrigfrequenten Spektrums (Low Frequency) wird dagegen
kontrovers diskutiert. Wéahrend einige Autoren das niederfrequente Spektrum allein der
Aktivitdt des Sympathikus zurechnen, postulieren andere Autoren eine Beteiligung des
sympathischen und des parasympathischen Nervensystems (Malliani et al. 1991; Akselrod
et al. 1981; Pomeranz et al. 1985).

Das physiologische Aquivalent des sehr niedrigen Frequenzspektrums (Very Low
Frequency) ist derzeit noch ungekldrt. Eine Korrelation mit dem sehr niedrigen
Frequenzspektrum ist weder flir das sympathische, noch fiir das parasympathische
Nervensystem erwiesen. Es ist fraglich, ob es iiberhaupt einen physiologischen Prozess
gibt, der sich durch Analyse des sehr niedrigen Frequenzspektrums abbilden ldsst. Als
weitere Parameter reflektieren die 7ofal Power die Gesamtvariabilitit des autonomen
Nervensystems und der Quotient aus Low Frequency und High Frequency (LF/HF) die
sympathovagale Balance (Task Force of the European Society of Cardiology and the North
American Society of Pacing and Electrophysiology 1996).
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Abbildung 5: Frequency Domain Analysis eines EKG-Segments

Die senkrechten Linien markieren die Grenzen der Frequenzbereiche. Deutlich zu sehen ist ein hoher
Ausschlag in der Low Frequency (0,15-1,5 Hz) sowie ein kleinerer in der High Frequency (1,5-5 Hz).
(Knock-Out-Maus 24, EKG-Segment 22, aufgezeichnet am 20.1.2012)

1.10.2 Time Domain Analysis

Mithilfe einer Time Domain Analysis (deutsch: Zeitbereichsanalyse) werden die zeitlichen
Intervalle zwischen den R-Zacken gemessen. Als Parameter stehen hier SDNN, r-MSSD

und pNNG6 zur Verfiigung.

Der SDNN (englisch: standard deviation of NN intervals) misst die Standardabweichung
aller RR-Intervalle im Messzeitraum und wird in Millisekunden angegeben. Der SDNN
weist eine hohe Korrelation mit der Total Power der Frequency Domain Analysis auf. In
den SDNN gehen sdmtliche hochfrequenten sowie niederfrequenten Variationen der
Zeitspanne zwischen den RR-Intervallen ein. Der Wert reprasentiert daher die
Gesamtvariabilitdt der Herzfrequenz und ist damit ein Mal} fiir die Gesamtaktivitit des

autonomen Nervensystems.

Der --MSSD (englisch: root mean square of sucsessive differences) ermittelt hochfrequente
Variationen in der Abfolge der RR-Intervalle und wird in Millisekunden angegeben. Im
Gegensatz zur SDNN misst der --MSSD nicht die Differenz zwischen den RR-Intervallen
und dem Mittelwert sondern die Abweichung vom darauffolgenden RR-Intervall und somit

die Variabilitit des einzelnen Herzschlags. Der Wert weist eine hohe positive Korrelation



mit der High Frequency der Frequency Domain Analysis auf und reflektiert damit den

Parasympathikotonus des autonomen Nervensystems.

Der pNN6 gibt den prozentualen Anteil aller RR-Intervalle an, deren zeitliche Differenz
tiber 6 ms liegt. Dieser statistische Wert ist ebenfalls ein Indikator fiir hochfrequente
Abweichungen der Herzfrequenz und korreliert hoch mit dem r-MSSD und der High
Frequency der Frequency Domain Analysis (Task Force of the European Society of
Cardiology and the North American Society of Pacing and Electrophysiology 1996). Der
pNN6 ist abgeleitet vom pNNS50, welcher in Herzfrequenzvariabilititsanalysen beim
Menschen verwendet wird. Dort entsprechen 50 ms etwa 10 % des durchschnittlichen
RR-Intervalls. Ubertragen auf die Maus wurde ein Wert von 6 ms in einer Studie von
Thireau et al. als optimal postuliert, um hochfrequente Abweichungen der Frequenz zu

detektieren (Thireau et al. 2008).

1.11  Der Belastungsversuch bei der Maus

Bei der Maus wird die Herzfrequenz analog zum menschlichen Organismus durch eine
Interaktion zwischen sympathischem und parasympathischem Nervensystem reguliert.
Wihrend einer Belastung wird der sympathische Tonus erhoht und der parasympathische
Tonus erniedrigt. Aus dieser Anpassung des kardiovaskuldren Systems auf die Belastung
entsteht eine Tachykardie. Wéhrend zu Beginn der Belastung die Herzfrequenz
iiberwiegend durch einen verringerten parasympathischen Tonus steigt, so wird bei
ansteigender bis maximaler Belastung insbesondere der sympathische Tonus erhdht und
Katecholamine ausgeschiittet, um eine physiologische Anpassung der Frequenz zu
gewihrleisten (Bernstein 2003). Durch diese Regulationsmechanismen kénnen in der Maus

Spitzenfrequenzen bis zu 840/min erreicht werden (Bernstein 2003).

1.12  Ziel der vorliegenden Arbeit

Nach derzeitigem Stand der Forschung sind Pannexine und insbesondere Pannexin-1 in
vielfdltigen Regulationsprozessen im Korper involviert. Die ubiquitire Exprimierung
ermdglicht dem Panx1-Kanal, zahlreiche Funktionen des Organismus zu modulieren. Der
Expression von Pannenxin-1 in atrialen und ventrikuldren Myozyten kommt hierbei eine
besondere Bedeutung zu. Durch seine unselektive Permeabilitét, seine GroBBe und seine

Funktionen bei der Kommunikation im Zellverbund hat Panxl das Potential, die



Elektrophysiologie im Herz entscheidend zu beeinflussen. Trotz dieses Umstandes gibt es
noch keine publizierten Studien, die sich explizit mit den Auswirkungen einer

Pannexin-1-Defizienz auf den kardialen Phénotyp in vivo beschéftigen.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmals eine kardiale Phénotypisierung der Knockout-
Maiuse mittels elektrophysiologischer ~Methoden. Es  wurden telemetrische
Elektrokardiogramme der PanxI-defizienten Mause aufgenommen und mit denen der
Wildtypen verglichen. Die Elektrokardiogramme wurden sowohl in Ruhe als auch unter
Belastung im Schwimmversuch und auf einem Laufband aufgezeichnet. Bei der
Auswertung wurden minimale, durchschnittliche und maximale Herzfrequenzen
miteinander verglichen. Mithilfe frequenzspezifischer und zeitspezifischer Untersuchungen
der Herzfrequenzvariabilitit wurde der Zustand des autonomen Nervensystems der Maus
evaluiert. Zudem wurden in den Belastungsversuchen die maximale  kardiale

Leistungsfahigkeit beider Mauspopulationen getestet und miteinander verglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch eine Untersuchung der Herzfrequenzen, den
kardialen Phanotyp der Panx1-KO-Maus erstmals zu charakterisieren und den Einfluss von
Pannexin-1 auf die Herzfrequenz, die kardiale Belastbarkeit und die

Herzfrequenzvariabiliét zu eruieren.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Panx ™ Knockout-Miuse und Wildtyp-Miuse

Alle Tierversuche wurden durch die Bezirksregierung Diisseldorf (Aktenzeichen
87-51.04.2010.A032) genehmigt und im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz
durchgefiihrt. Der Autor dieser Dissertation verfiigt iiber einen Fachkundenachweis,
welcher ihn nach §8 des Tierschutzgesetzes zur Mitarbeit an Tierversuchsprojekten

berechtigt.

Fiir die Versuche wurden insgesamt 29 Maiuse verwendet, von welchen 21 ménnlichen
Geschlechts und 8 weiblichen Geschlechts waren. Die Tiere wurden in der
Versuchstieranlage der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf gehalten. Die Tierhaltung
erfolgte in Makrolonkifigen Typ II (350 cm?) auf staubfreiem Weichholzgranulat. Zur
Fiitterung erhielten die Tiere autoklaviertes Pelletfutter ,,Ssniff M-Zucht“. Es wurde
ozoniertes und mit HCL angesduertes Leitungswasser in Triankflaschen ad [libitum
angeboten. Die Beleuchtung erfolgte von 7.00 Uhr bis 19.00 Uhr MEZ und wurde
automatisch gesteuert, um einen natiirlichen Tag/Nacht-Rhythmus zu simulieren. Die
Temperatur betrug konstant 22 + 2 °C, die Luftfeuchtigkeit wurde jederzeit auf einem Wert
von 55 + 5% gehalten.

2.1.2 Zucht

Die fiir die Zucht verwendeten heterozygoten Maiause wurden der Klinik fiir
Kinderkardiologie und Pneumologie der Universitit Diisseldorf von der Abteilung fiir
Klinische Neurobiologie der Universitit Heidelberg zur Verfiigung gestellt. Fiir die

Versuche und die Zucht wurde der Mausestamm C57B1/6 verwendet.

Die Zucht der homozygoten Méuse gestaltete sich wie folgt: Im Alter von drei Wochen
wurden die Zuchttiere abgesetzt. Nach vier Wochen wurden den Maiusen die
Schwanzspitzen gekiirzt und jede Maus durch eine Ohrlochung markiert. Mit den
abgetrennten Schwanzspitzen wurde eine DNA-Analyse zur Bestimmung des Genotyps
durchgefiihrt. Nach Erreichen der Geschlechtsreife wurden die Méause im Alter von acht

Wochen der Paarung zugefiihrt. Heterozygote Mause wurden miteinander verpaart, um



homozygote, fiir das Pannexin-1-Gen defiziente Méuse zu erlangen. Zusitzlich wurde, um
die Zahl der Merkmalstrager zu erhohen, Wildtypen in die Zuchtlinie eingekreuzt.
Aufgrund schlechter Ergebnisse in der Zucht wurden zeitweilig auch homozygote

Zuchttiere untereinander und homozygote mit heterozygoten Zuchttieren verpaart.

2.1.3 Transmitter

Die Aufzeichnung des Elektrokardiogramms erfolgte telemetrisch mithilfe eines in die
Maus implantierten Transmitters aus Silikon-Elastomer. Zur Dateniibertragung an ein
Empfingermodul wurden Funkwellen verwendet. Es wurden zwei verschiedene
Transmitter-Modelle benutzt. Der Transmitter EA-F20 hatte ein Gewicht von 3,9 g und ein
Volumen von 1,9 ml. Der zweite in den Versuchen eingesetzte Transmitter ETA-F10 hatte
ein Gewicht von 1,6 g und ein Volumen von 1,1 ml. Die Stromversorgung beider
Transmitter erfolgte iliber eine eingebaute Batterie mit einer Laufzeit von 4 Monaten. Am
vorderen Ende der Transmitter befanden sich jeweils zwei flexible Elektroden. Diese
waren iiberzogen und markiert mit rotem Silikon flir den Pluspol und mit weillem Silikon
fir den Minuspol. Mithilfe eines Magneten wurden die Transmitter aktiviert und
deaktiviert. Alle Transmitter wurden nach dem Exitus der Maus explantiert und fiir eine

Wiederverwendung sterilisiert.

Abbildung 6: Verdeutlichung des

GroBenverhiltnisses zwischen Maus und

Transmitter

2.1.4 Geriite und Instrumente

Bezeichnung Hersteller

Transmitter EA-F20/ETA-F10 Data Sciences, Minneapolis, USA




Receiver RPC-1

Data Sciences, Minneapolis, USA

Analog/Digital-Wandler

ADInstruments GmbH, Spechbach, Deutschland

Simplex II Metabolic Modular

Treadmill

Columbus Instruments, Ohio, USA

Inhalationsnarkosegerét
Sulla 808

Driagerwerk AG & Co, Liibeck, Deutschland

Temperatur-Messgerit
GTH 175/PT

GHM Messtechnik GmbH, Regenstauf, Deutschland

Operationsbesteck

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Tierrasurgerdt Super AGR+

Andis Company, Wisconsin, USA

Heizplatte HT007

Minitiib GmbH, Tiefenbach, Deutschland

Einmalkaniilen, 26G

B.Braun Melsungen GmbH, Melsungen, Deutschland

Nahtklammern

Perfect Agrafes, Brétigny-sur-Orge, Frankreich

Vicryl-Faden, resorbierbar

Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland

2.1.5 Medikamente

Bezeichnung Hersteller

Xylazin Rompun, Bayer Healthcare AG, Leverkusen,
Deutschland

Ketamin Ketanest, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carprofen Rimadyl, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Isofluran Baxter

Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
Deutschland

Aloxan Silber-Spray

Agrochemica GmbH, Bremen, Deutschland

Glucose 5% Infusionslosung

B.Braun Melsungen GmbH, Melsungen, Deutschland

Hautantiseptikum Codan

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

Sauerstoff

Linde AG, Pullach, Deutschland

Regepithel-Salbe

Alkon Pharma GmbH, Freiburg, Deutschland

2.1.6 Software

Bezeichnung

Hersteller

LabChart Pro, Version 7.2.1

ADInstruments GmbH, Spechbach, Deutschland

Prism, Version 5.04

GraphPad Software, Inc., Kalifornien, USA




Citavi, Version 3.4.0 Swiss Academic Software GmbH, Ziirich, Schweiz

Word 2007 Microsoft Corporation, Washington, USA

Excel 2007 Microsoft Corporation, Washington, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Implantation des Transmitters

Alle Operationen zur Implantation der Transmitter wurden in den Operationssidlen der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf ausgefiihrt. Insgesamt
wurden 37 Méuse operiert, wobei 8 Miuse wihrend der Operation verstarben.
Dementsprechend iiberlebten 29 Méuse die Operation und konnten an den nachfolgenden

Versuchen teilnehmen.

Zu Beginn der Operation wurde das Tier zunidchst manuell fixiert und als Pramedikation
ein Bolus aus Ketamin in einer Dosierung von 100 pg/g Koérpergewicht und Xylazin in
einer Dosierung von 4 ug/g Korpergewicht mit einer Einmalkaniile der GroBe 24G
intraperitoneal injiziert. Die Maus wurde wihrend der Anschlagszeit zuriick in den Kéfig
gesetzt. Nach ca. 2-3 Minuten war die Maus ausreichend narkotisiert, um sie auf einer
vorgewarmten Heizplatte in Riickenlage zu positionieren. Alle vier Extremititen sowie der
Schwanz wurden mit einem Klebestreifen fixiert. Die gedffneten Augen des Tieres wurden
mit einer Epithelsalbe bedeckt, um sie gegen Austrocknung zu schiitzen. Mit einem fiir
Tiere geeigneten Rasiergerdt wurde das Operationsgebiet an der ventralen Thoraxwand der
Maus grof3flichig von Haaren befreit. Zudem wurde durch dreimaliges Desinfizieren der
Operationsstelle eine groBtmogliche Keimfreiheit gewahrt. Ein Kunststoffschlauch wurde
iiber die Nasenspitze des Tieres gezogen und an das Narkosegerdt angeschlossen. Die
Erhaltungsnarkose des Tieres erfolgte mit 1,5-2,5% Isofluran Narkosegas gemischt mit 31
Sauerstoffzufuhr pro Minute. Mit einem Skalpell wurde die Haut des Tieres entlang der

Linea alba inzidiert und mithilfe stumpfer Préparation eine subkutane Tasche geschaffen.

Bei Verwendung des kleineren Transmitters ETA-F10 wurde dieser in die préparierte
subkutane Tasche implantiert und das Peritoneum nicht eréffnet. Beim groferen
Transmitter EA-F20 wurde durch einen weiteren Schnitt das Peritoneum mittig

durchtrennt. Der Transmitter EA-F20 wurde im Bereich der Darmschlingen platziert und




zwei an den Seiten des Transmitters befindliche Schlaufen mithilfe einer Naht am
Peritoneum fixiert. Das Peritoneum wurde darauf durch eine Naht mit resorbierbarem
Vicryl-Faden verschlossen. Mithilfe eines Trokars wurde die Haut von der Inzisionsstelle
bis zu den Vorderbeinen untertunnelt. Die zwei Elektroden des Transmitters wurden
subkutan zum Bereich der Vorderbeine ausgeleitet, um eine Verletzung der intraperitoneal
gelegenen Organe durch die Spitzen der Elektroden zu vermeiden. Die Elektrodenspitzen
wurden unterhalb der vorderen Extremitdten mit zwei weiteren nicht resorbierbaren Nihten
durch einen chirurgischen Knoten an der Muskulatur fixiert, um so eine bipolare
Extremitdtenableitung I nach Einthoven zu formen. Danach wurde die Haut iiber der
Operationsstelle mit einer Donati-Riickstichnaht verschlossen und zur weiteren Fixierung
der Wundrédnder zusétzlich vier Nahtklammern angebracht. Die Zufuhr des Narkosegases
wurde nun gestoppt und die Sauerstoffzufuhr auf 3 Liter pro Minute belassen. Um einen
Ausgleich der intraoperativ verlorenen Fliissigkeit zu gewihrleisten wurde der Maus ein
Gemisch aus 0,6 ml 5% Glucose-Losung und 0,4 ml isotonischer NaCl-Losung subkutan
verabreicht. Zur postoperativen Analgesie erhielt die Maus zusétzlich 0,2 mg Carboprofen
subkutan. Die Wunde wurde nochmals desinfiziert und zum Schutz vor Kontamination mit
einem Silber-Spray groBflichig behandelt. Sobald das Tier erste Zeichen -einer
nachlassenden Narkose zeigte (Zucken der Extremitidten, Schmerzreiz durch Zwicken an
den Pfoten auslosbar), wurde es in den Kéfig zuriickgelegt. Der Makrolonkéfig mit der
Maus wurde postoperativ fiir etwa eine Stunde in einen dafiir geeigneten Inkubator gestellt
und auf Indifferenztemperatur der Maus erhitzt, um einer eventuellen Hypothermie
entgegenzuwirken. Die Gesamtzeit einer Operation betrug inklusive Narkose 70-90

Minuten.
2.2.2 Operationsnachsorge

Um eine interkurrente Infektion der Versuchstiere zu vermeiden, wurden die Tiere nach der
Operation in IVC-Kifigen gehalten. In diesen Kéfigsystemen wird jeder Kifig eigens mit
sterilfiltrierter Luft ventiliert. Dadurch kann eine mikrobiologische Isolation der Tiere
erfolgen und die durch Ausscheidungen im Kaéfig entstehenden Schadstoffe konsequent
reduziert werden. Um das Risiko einer Kontamination der Mause zu minimieren, wurde
der Tierhaltungsraum nur in Schutzkleidung (Kittel, Handschuhe, Mundschutz, Haube,
Schuhiiberzug) betreten. Alle Interventionen am offenen Kéafig wurden ausschlieSlich unter
speziellen Umsatzstationen vorgenommen, die durch einen vertikalen, laminaren Luftstrom

eine mikrobiologische Kontamination der Tiere verhindern.



Nach der Operation wurde die Nahtstelle tdglich inspiziert. Falls die Inzisionsstelle nicht
ausreichend verschlossen war, wurde die Maus mithilfe einer inhalativen Isofluran-
Narkose kurzzeitig sediert und die offene Nahtstelle revidiert. Als Analgetikum bekamen
die Maiuse tiglich 0,2 mg Carboprofen fiir eine Zeitdauer von zwei Tagen nach der
Operation subkutan injiziert. Falls die Versuchstiere danach noch Schmerzsymptome
zeigten, wurde die analgetische Therapie verlingert. Um den Zugang zum Futter zu
erleichtern, wurde Pelletfutter auf dem Kéafigboden verteilt. Das Gewicht der Mause wurde
jeden Tag dokumentiert und mit dem Ausgangsgewicht vor der OP verglichen. Mit den
telemetrischen Versuchen wurde erst begonnen, wenn die Nahtstelle ausreichend verheilt
war, frithestens jedoch acht Tage nach dem Operationsdatum fiir die Langzeitversuche und

zehn Tage fiir die Belastungsversuche.



Abbildung 7

Abbildung 9 Abbildung 10

Abbildung 7: Fixierung aller vier Extremitdten sowie des Schwanzes auf der Warmeplatte durch Klebeband

Abbildung 8: Positionierung des Transmitters auf den Darmschlingen unterhalb des Peritoneums

Abbildung 9: Priparation einer subkutanen Tasche zur Fixierung der zwei Elektroden im Bereich des

Humerus

Abbildung 10: Verschluss der Inzisionsstelle durch eine Donati-Naht und Nahtklammern



2.2.3 Ableitung des EKG-Signals

Die Ableitung der Messwerte erfolgte iiber eine drahtlose Telemetrie. Zur Ableitung des
telemetrischen Signals wurden die Potentialinderungen des Maéuseherzens iiber zwei
implantierte Elektroden registriert und mittels Radiowellen an den Empfanger gesendet.
Die Maus konnte sich wéahrend der Ableitung frei im gesamten Raum des Kifigs bewegen.
Der Empfinger hatte die Form einer Platte und stand bei den Ableitungen der
Elektrokardiogramme zu jeder Zeit unter dem Méusekéfig. Die Empfangerplatte sendete
die Messwerte iiber einen analogen Eingang an einen Analog/Digital-Wandler, welcher die
Signale erfasste und vor der Digitalisierung verstirkte. Das digitalisierte Signal wurde
anschliefend iiber den USB-Anschluss an einen Computer iibertragen. Mithilfe der
Software LabChart Pro wurde das Signal auf dem Bildschirm dargestellt. Zur Auswertung

wurde stets die Ableitung I nach Einthoven verwendet.

oooo

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der telemetrischen Versuche
Maus und Empfingerplatte (links), Analog/Digital-Wandler (Mitte)

Computer mit Auswertungssoftware (rechts)

2.2.4 24-Stunden-Elektrokardiogramm-Telemetrie

Es wurde von allen im Versuch eingeschlossenen Versuchstieren zunichst ein 24-Stunden-
EKG angefertigt. Zur Ableitung des EKGs wurden die Méuse in ihrem Kifig auf eine
Empfingerplatte gestellt. Die Radiotransmitter wurden durch einen Magneten aktiviert.
Zur Aufzeichnung der 24-Stunden-EKGs wurde simtliche Hardware in einem Raum der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit aufgebaut, sodass die Tiere jederzeit in

threr gewohnten Umgebung verbleiben konnten und einen konstanten Tag/Nacht-



Rhythmus durchliefen. Die aufgezeichneten Daten wurden mit der Nummer der Maus

versehen und auf einer Festplatte gespeichert.

2.2.5 Schwimmversuch

Als Ausdruck einer submaximalen Belastung wurde mit allen Versuchstieren ein
fiinfminiitiger Schwimmversuch durchgefiihrt. Alle Schwimmversuche fanden in der
Versuchstieranlage der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf statt. Zunédchst wurde ein
365 x 205 x 140 mm (Lange x Breite x Hohe) groBer, durchsichtiger Kunststoffbehélter
mit sechs Litern Wasser befiillt. Das Wasser wurde auf 32° Celsius erhitzt, um die
Indifferenztemperatur der Maus zu erreichen. Die Temperatur wurde mit einem
Wassertemperaturmessgerit kontrolliert. Es erfolgte eine kontinuierliche, telemetrische
Aufzeichnung des EKGs beginnend ab 5 Minuten vor dem Schwimmversuch, wahrend des
gesamten Schwimmversuchs sowie bis 10 Minuten nach dem Versuch. Die Aufzeichnung
wurde {liber eine Empfangerplatte registriert analog zum Versuchsaufbau der 24-Stunden-
EKG-Telemetrie. Die Versuchsmaus wurde zu Beginn des Schwimmversuchs vorsichtig
aus dem Kiéfig in den Schwimmbehélter umgesetzt. Es befanden sich keine Hilfsmittel
oder Befestigungen im Becken, an denen sich die Maus festhalten konnte. Die Maus hatte
keine Moglichkeit, das Becken zu verlassen. Das Versuchstier wurde fiir exakt 5 Minuten
schwimmen gelassen und danach vorsichtig zuriick in den Kéfig umgesetzt.
Nach dem Schwimmversuch wurden die Tiere vorsichtig mit einem Handtuch abgetrocknet
um ein Absinken der Korpertemperatur der Tiere zu verhindern. Die aufgezeichneten

Daten wurden mit der Nummer der Maus versehen und gespeichert.

2.2.6 Laufbandversuch

Zur Untersuchung des Einflusses einer maximalen Belastung auf die Physiologie des
Versuchstieres wurden mit den Mausen zwei Laufbandversuche durchgefiihrt. Es wurde
darauf geachtet, dass nur Mause mit einheitlichem Gewicht der Transmitter verwendet
wurden. Die Transmitter aller Méause im Laufbandversuch wogen 1,8 g. Zunichst wurden
die Tiere in einem Versuch mit zunehmender Geschwindigkeit iiber die Zeit belastet. Nach
einer Erholungsphase erfolgte ein weiterer Laufbandversuch, bei dem neben der
Geschwindigkeit auch die Steigung des Laufbandes mit der Zeit zunahm. Das Laufband
bestand aus einem sich drehenden Riemen aus Kunststoff, der von der Umgebung durch
ein Plastikgehduse abgetrennt war. Am Ende des Riemens war ein Elektrostimulator

angebracht, welcher wahlweise an- und abgeschaltet werden konnte. Vor Beginn des



Versuchs wurden das gesamte Gerdt und das Laufband sorgfiltig gereinigt, um eine
Beeinflussung des Versuchs durch Kot- oder Urinriickstéinde anderer Tiere zu vermeiden.
Das Tier wurde dann vorsichtig aus dem Kéfig in das Innere des Laufbandtunnels gesetzt
und zur Adaption an die Umgebung fiir 5 Minuten bei ausgeschaltetem Laufband dort
belassen. Der Elektrostimulator wurde in dieser Zeit bereits aktiviert, um dem Tier seine
Funktion zu verdeutlichen. Nach der Eingewdhnungszeit wurde das Laufband in
Bewegung gesetzt. Die Geschwindigkeit betrug zu Beginn der Versuche 2m/min und der

Neigungswinkel 0 Grad.

Beim Laufbandprotokoll ohne Steigung wurde die Geschwindigkeit des Laufbandes alle
zwel Minuten um 1 m/min erhdht. Beim Protokoll mit Steigung des Laufbandes erhohte
sich die Geschwindigkeit des Lautbandes um 1,15 m/min und der Neigungswinkel alle 4
Minuten um 5 Grad, bis eine maximale Steigung von 25 Grad erreicht wurde. Falls die
Maus aufhorte zu laufen, fiel sie hinter dem Laufband auf einen Elektrostimulator. Hier
bekam die Maus einen leichten elektrischen Reiz, um sie zum Weiterlaufen zu animieren.
Der Reiz war dabei grof3 genug, um unangenehm fiir die Maus zu sein, er fiihrte jedoch zu
keiner Zeit zu inneren oder dulleren Verletzungen. Eine LED-Leuchte auf dem Laufband
zeigte die Abgabe eines elektrischen Reizes an. Ein Sistieren der Maus auf dem
Elektrostimulator (> 5 sec) oder haufiger Kontakt (> 5 Kontakte in 15 sec) wurden als
Erreichen der physiologischen Leistungsgrenze des Tieres interpretiert und fiihrte zum
Abbruch des Versuches. Das Elektrokardiogramm der Maus wurde 10 Minuten vor dem
Versuch, wiéhrend der Eingewohnungszeit und wihrend des gesamten Versuchs
kontinuierlich aufgezeichnet. Die aufgezeichneten Daten wurden mit der Nummer der

Maus versehen und gespeichert.



Laufbandprotokoll (gerade) Laufbandprotokoll (Rampe)

Eingewohnungszeit: 5 Minuten Eingewohnungszeit: 5 Minuten

Zeit Geschwindigkeit Zeit Geschwindigkeit Steigung

(min) (m/min) (min) (m/min) (Grad)
0 2 0 2 0
2 3 2 3 0
4 5 4 3,3 5
6 6 6 4,5 5
8 7 8 5,6 10
10 8 10 6,8 10
12 9 12 7,9 15
14 10 14 9,1 15
16 11 16 10,2 20
18 12 18 11,4 20
20 13 20 12,5 25
22 14 22 13,7 25
24 15 24 14,8 25
26 16 26 15,9 25
28 17 28 16,5 25
30 18 30 17,7 25

Tabelle 1: Protokoll des Tabelle 2: Protokoll des Laufbandversuchs mit

Laufbandversuchs ohne Steigung Steigung durch eine Rampe

2.2.7 Auswertung der Elektrokardiogramme

Die gesamte Auswertung der Messwerte erfolgte mit der Software LabChart Pro.
Zusitzlich zur Basisversion wurden die Zusatzmodule ECG Analysis zur Messung der
Herzfrequenzen und Heart Rate Variability zur Analyse der Herzfrequenzvariabilitét

installiert. Alle Elektrokardiogramme wurden mit einer Sample Rate von 1000 Hz

aufgenommen.

2.2.7.1 Herzfrequenzanalyse der 24-Stunden-Elektrokardiogramme

Miuse sind nachtaktive Tiere. Dem physiologischen Tagesrhythmus der Tiere
entsprechend wurde zur Analyse der Langzeit-EKGs das aufgezeichnete
Elektrokardiogramm zundchst unterteilt in eine Aktivitidtsphase (19:00 Uhr-7:00 Uhr) und
eine Ruhephase (7:00 Uhr-19:00 Uhr). AnschlieBend wurde jedes Elektrokardiogramm

manuell auf Artefakte und Herzrhythmusstérungen iiberpriift. Artefakte wurden von der



Analyse ausgeschlossen und auffillige Herzrhythmusanomalien mit einem Kommentar
markiert. Zur Datenerhebung wurde mithilfe der Software LabChart Pro alle 20 Minuten
ein Segment von 20 Sekunden ausgewdhlt und abgespeichert. Pro Maus ergaben sich so 36
Segmente in der Aktivititsphase und 36 Segmente in der Ruhephase. Es wurde darauf
geachtet, dass in den Segmenten keine Artefakte und Herzrhythmusstérungen die Analyse
beeinflussen. In jedem Segment wurden mithilfe des Moduls ECG Analysis der Software
LabChart Pro die maximale, die minimale sowie die durchschnittliche Herzfrequenz
ermittelt. Dazu erfasste die Software automatisch alle R-Zacken und visualisierte die
Erkennung durch einen griinen Punkt iiber dem QRS-Komplex. Zur Bestimmung der
Frequenzen wurden jeweils 10 Herzschldge gemittelt. Die korrekte Erfassung aller QRS-
Komplexe der Maus durch die Software wurde nochmals manuell kontrolliert. Die Werte
fiir die maximale, die durchschnittliche sowie die minimale Herzfrequenz aus allen 36
Segmenten wurden gesammelt und in eine Tabelle libertragen. Es wurde je ein Mittelwert
aus den 36 Einzelwerten fiir die maximale, fiir die durchschnittliche und fiir die minimale

Herzfrequenz bestimmt.

2.2.7.2 Herzfrequenzvariabilititsanalyse der 24-Stunden-Elektrokardiogramme

Zur Erfassung der Herzfrequenzvariabilitdt wurden die Langzeit-Elektrokardiogramme der
Ruhephase benutzt (7.00 Uhr-19.00 Uhr), um eine exakte und stérungsfreie Analyse zu

gewihrleisten.

Um ein moglichst vergleichbares und reliables Ergebnis der Messung der
Herzfrequenzvariabilitdt zu erhalten, miissen nach Thireau et al. mehrere Faktoren

sichergestellt werden (Thireau et al. 2008).

1. Das fiir die Analyse verwendete Elektrokardiogramm muss iiber den gesamten
Zeitraum einen stabilen Sinusrhythmus zeigen.
2. Das fiir die Analyse verwendete Elektrokardiogramm muss absolut frei von

Artefakten und Rhythmusstorungen sein.

Da diese Faktoren aufgrund der gro3en Anzahl von Herzschldgen im 24-Stunden-EKG (bei
einer Frequenz von 500" min = 7,2 x 10° Schliige/24h) nicht kontinuierlich gesichert
werden konnen, miissen fiir die Analyse der Herzfrequenzvariabilitit einzelne Segmente

ausgewdhlt und analysiert werden. Alle 60 min wurde ein storungsfreies Segment von 20



sec ausgewdhlt und gespeichert. Es wurde darauf geachtet, dass die Segmente moglichst
exakt eine Dauer von 20 sec haben. Pro Maus ergaben sich so 12 Segmente in der
Ruhephase zur Analyse der Herzfrequenzvariabilitit. RR-Intervalle kleiner als 57 ms und
grofer als 300 ms wurden von der Software als Artefakte klassifiziert. In die Bewertung
eingeflossen sind alle RR-Intervalle mit einer Dauer zwischen 70 bis 214 ms. In allen
Segmenten sind mindestens 99 % der RR-Intervalle in die Auswertung eingeflossen. Zur
Analyse der Herzfrequenzvariabilitit wurden zwei verschiedene Messmethoden benutzt.
Neben einer Time Domain Analysis wurde eine Frequency Domain Analysis durchgefiihrt.
Zur Analyse wurde mit dem Modul Heart Rate Variability der Software LabChart Pro

folgende Parameter erhoben:



Parameter Einheit Definition

SDNN ms Standardabweichung aller RR-Intervalle

r-MSSD ms Quadratwurzel des quadratischen Mittelwertes der
Summe aller Differenzen zwischen benachbarten

RR-Intervallen

pNN6 % Prozentualer Anteil aller RR-Intervalle, die sich um

Time Domain Analysis

mindestens 6 ms vom vorherigen unterscheiden

Tabelle 3: Parameter der Zeitbereichsanalyse der Herzfrequenzvariabilitéit (Task Force of the European

Society of Cardiology and the North American Society of Pacing and Electrophysiology 1996)

Parameter Einheit Definition
VLF ms” Leistungsdichtespektrum im sehr niedrigen
Frequenzbereich
E\ LF ms’ Leistungsdichtespektrum im niedrigen
% Frequenzbereich
é HF ms’ Leistungsdichtespektrum im hohen
8 Frequenzbereich
g
§ LF/HF - Verhiltnis des Niedrigfrequenzspektrums zum
§ Hochfrequenzspektrum
Total Power ms’ Quantifizierung des Gesamtleistung iiber alle
Frequenzbinder

Tabelle 4: Parameter der Frequenzanalyse der Herzfrequenzvariabilitit (Task Force of the European Society

of Cardiology and the North American Society of Pacing and Electrophysiology 1996)

2.2.7.3 Time Domain Analysis

In der 7ime Domain Analysis wurden die Parameter SDNN, r-MSSD und pNN6 erhoben
und ausgewertet. Nach den Empfehlungen von Thireau et al. 2008 wurde beim pNN ein
Zeitintervall von 6 ms (pNNo6) festgelegt, um hochfrequente Abweichungen der Frequenz

zu erfassen.



2.2.7.4 Frequency Domain Analysis

Bei dieser Messmethode wurden mithilfe physikalisch-mathematischer Verfahren Analysen
des Frequenzspektrums der Herzfrequenz durchgefiihrt. Durch eine Fourier-
Transformation wandelte die Software mit einem mathematischen Algorithmus die
zeitbezogenen Daten (Herzfrequenzabstinde) in frequenzbezogene Daten um (Lollgen

1999). Bei der Auswertung dieser Spektren wurden drei Frequenzbereiche unterschieden:

sehr niedrige Frequenzen von 0-0,15 Hz (englisch: VLF fiir Very Low Frequency)
niedrige Frequenzen von 0,15-1,5 Hz (englisch: LF fiir Low Frequency)
hohe Frequenzen von 1,5-5 Hz (englisch: HF fiir High Frequency)

Weiterhin wurde die Total Power als Parameter zur Quantifizierung der Gesamtleistung
iiber alle Frequenzbiander bestimmt. Durch die Berechnung des Quotienten aus niedrigem
Frequenzband und hohem Frequenzband (LF/HF) kann die relative Gewichtung beider

Frequenzanteile untersucht werden.

2.3 Statistik

Samtliche Auswertungen der Versuchsdaten werden dargestellt als Mittelwert =+
Standardabweichung von einer spezifischen Anzahl an Miusen. Die Analysen erfolgten
beziiglich des Genotyps geblindet. Als Signifikanztests wurden gepaarte und ungepaarte
T-Tests verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde dabei als signifikanter Unterschied der
Messwerte angesehen. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den Messwerten
wird in den folgenden Abbildungen durch einen Stern (*) dargestellt, ein sehr signifikanter
Unterschied (p < 0,01) durch zwei Sterne (**) und ein hochsignifikanter Unterschied
(p < 0,001) durch drei Sterne (***). Die statistischen Berechnungen wurden mit der
Software Prism 5 durchgefiihrt. Weiterhin wurden folgende Verfahren der deskriptiven

Statistik angewandt:

Arithmetisches Mittel: Das arithmetische Mittelist definiert als Summe aller Werte
> x dividiert durch die Anzahl der Werte (n)

Standardabweichung: Die Standardabweichung ist definiert als die Wurzel der

Summe der quadrierten Abweichung aller Messwerte von



threm arithmetischen Mittel, dividiert durch die um eins

verminderte Anzahl aller Messwerte



3. Ergebnisse

Insgesamt waren 29 unterschiedliche Versuchstiere an den Experimenten beteiligt.

Versuch Anzahl der Tiere

Herzfrequenzanalyse 22 Miuse (10 Panx” KO, 12 Panx™* WT)
Herzfrequenzvariabilitit 22 Miuse (10 Panx”" KO, 12 Panx”" WT)
Schwimmversuch 20 Miuse (7 Panx” KO, 13 Panx”" WT)
Laufband ohne Steigung 14 Miuse (7 Panx” KO, 7 Panx™" WT)
Laufband mit Steigung 14 Miuse (7 Panx” KO, 7 Panx”" WT)

Tabelle 5: Anzahl der Miuse in den einzelnen Versuchsabschnitten

3.1 Ergebnisse der Analyse der 24-Stunden-EKGs

Bei der Analyse der Herzfrequenzen und der Herzfrequenzvariabilitit im Langzeit-EKG
ergaben sich folgende Ergebnisse: Es wurden 24-Stunden-EKGs von 10 Panx1”~ Méusen

und von 12 Panx1™*

Maiusen analysiert. Die Elektrokardiogramme aller Méuse konnten
ausgewertet werden. Keine Maus starb wéhrend der Aufzeichnung oder unmittelbar

danach.
3.1.1 Herzfrequenzanalyse

Bei der Analyse der Herzfrequenzen im Langzeit-EKG wurden die Parameter der
minimalen, der maximalen sowie der mittleren Herzfrequenzen erhoben. Die minimale
Herzfrequenz der Panx1”" Miuse (425 + 59 bpm) unterschied sich nicht signifikant von
der minimalen Herzfrequenz der Panx1” Miuse (457 = 85 bpm) (p = 0,25). Ebenso lief3
sich bei der mittleren Herzfrequenz kein signifikanter Unterschied zwischen den Panx1™"*
Miusen (514 + 66 bpm) und den Panx1”™ Miusen (558 + 84 bpm) feststellen (p = 0,16).
Bei der maximalen Herzfrequenz zeigte sich ebenso kein signifikanter Unterschied
zwischen Panx1™" Méausen (582 = 57 bpm) und Panx1”~ Méusen (631 = 81 bpm) (p =

0,11).
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Abbildung 12: Vergleich der Herzfrequenzen im 24-Stunden-EKG

Dargestellt sind die minimale, die durchschnittliche sowie die maximale Herzfrequenz.

3.1.2 Herzfrequenzvariabilititsanalyse

Bei der Analyse der Herzfrequenzvariabilitdt wurden die statistischen Parameter SDNN,
r-MSSD, pNN6, Total Power, VLF, LF und HF und der Quotient aus LF/HF erhoben und
verglichen. Es wurden Herzfrequenzvariabilitdtsanalysen von 10 Panx1”~ Mausen und von
12 Panx1”* Miusen erstellt. Das EKG einer Panx1"* Maus war so artefaktreich, dass es

fiir die Auswertung der Herzfrequenzvariabilitdt nicht verwendet werden konnte.

Bei der Time Domain Analysis gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen dem
SDNN der Panx1™* Méuse (9,69 + 2,66 ms®) im Vergleich zu den Panx 1™~ Mausen (7,61 +
2,78 ms®) (p = 0,09). Auch die Auswertung des r-MSSD ergab bei den Panx1"* Mausen
(7,6 + 2,88 ms?) im Vergleich zu den Panx1”~ Mausen (6,34 + 3,57 ms®) keine signifikante
Differenz (p = 0,38). Der pNN6 unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwischen
Panx1"™" Miusen (28,68 + 14,4 %) und Panx1”~ Miusen (24,31 + 20,53 %) (p = 0,58).
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Abbildung 13: Vergleich des SDNN und des r-MSSD der Frequenzanalyse

Bei der Untersuchung der Frequency Domain Analysis mit den Parametern VLF, LF und
HF ergaben sich folgende Ergebnisse: Die Power der Very Low Frequency war bei den
Panx 1" Mausen (33,81 + 21,36 ms?) signifikant groBer als bei den Panx1”~ Miusen (16,93
+ 12,24 ms?) (p = 0,041). Der Vergleich der Low Frequency bei den Panx1” Miusen
(34,67 + 26,47 ms®) mit den Panx1"" Miusen (59,23 + 40,25 ms?) ergab keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,12) zwischen beiden Versuchsgruppen. Bei der High

4

Frequency stellte sich zwischen den Panx1”~ Méusen (19,58 + 15,83 ms?) und den Panx1

Miusen (26,32 + 24,37 ms?) ebenfalls kein signifikanter Unterschied dar (p = 0,47).
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Abbildung 14: Vergleich von VLF, LF und HF der Frequency Domain Analysis
(* p<0,05)



Der Quotient aus LF und HF (LE/HF) war bei den Panx1"* Méusen (4,37 + 1,71) nicht
signifikant different im Vergleich zu den Panx1”~ Mausen (4,15 + 1,9) (p = 0,78). Auch bei
der Total Power stellte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Panx1"" Miusen
(118,4 + 67,22 ms?) im Vergleich zu den Panx1”" Miusen (71,70 + 45,70 ms?) dar (p =
0,081).
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Abbildung 15: Vergleich der Total Power der Frequency Domain Analysis

3.2 Ergebnisse der Analyse der Schwimmversuche

Bei den Schwimmversuchen wurde die Herzfrequenz wihrend der fiinfminiitigen
Ruhephase, wihrend des gesamten Schwimmversuchs und in der zehnminiitigen
Nachbelastungsphase erfasst. Der Schwimmversuch wurde mit 13 Panx1”" Mausen und
mit 7 Panx1”~ Méusen durchgefiihrt, wobei ein Elektrokardiogramm jeder Mauspopulation
so artefaktreich war, das es fiir die Analysen nicht zur Verfligung stand. Keine Maus starb

wahrend des Schwimmversuchs oder unmittelbar danach.

Um eine signifikante Mehrbelastung der Tierorganismen zu beweisen, wurde zundchst die
Ausgangsherzfrequenz der Tiere vor dem Schwimmversuch mit der maximalen
Herzfrequenzen wéhrend des Schwimmversuchs verglichen. Hier zeigte sich bei den
Panx 17~ Miusen eine signifikant hohere maximale Herzfrequenz wihrend des
Schwimmversuchs (792 + 15 bpm) im Vergleich zu der Ausgangsherzfrequenz vor dem
Schwimmversuch (694 + 87 bpm) (p = 0,013). Bei den Panx1"* Méusen fand sich ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen der maximalen Herzfrequenz wéhrend des
Schwimmversuchs (774 + 37 bpm) im Vergleich zu der Ausgangsherzfrequenz vor dem

Schwimmversuch (623 = 114 bpm) (p <0,001).
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Abbildung 16: Nachweis der Mehrbelastung der Tiere im Schwimmversuch
Dargestellt sind die Ausgangsherzfrequenzen beider Mauspopulationen vor dem Schwimmversuch (links)
und die maximalen Herzfrequenzen beider Mauspopulationen wihrend des Schwimmversuchs (rechts).

(* p < 0,05) (** p< 0,001)

Die Analyse der Herzfrequenzen im Schwimmversuch ergab keine signifikanten
Unterschiede der beiden Mauspopulationen. Die minimale Herzfrequenz der Panx1™"*
Maiuse wihrend des Schwimmversuchs (607 £ 79 bpm) war nicht signifikant groer als die
minimale Herzfrequenz der Panx1”~ Miuse (599 + 71 bpm) (p = 0,85). Die mittleren
Herzfrequenzen wihrend des Schwimmversuchs waren bei den Panx1”" Miusen (728 + 51
bpm) und den Panx1” Méusen (725 = 51 bpm) anndhernd identisch (p = 0,91). Der
Vergeich der maximalen Herzfrequenzen wihrend des Schwimmversuchs ergab fiir die

Panx1™" Miuse (774 + 37 bpm) und die Panx1”" Miuse (792 + 15 bpm) ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,27).
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Abbildung 17: Vergleich der Herzfrequenzen im Schwimmversuch

Dargestellt sind die minimale, die durchschnittliche sowie die maximale Herzfrequenz

In der fiinfminiitigen Ruhephase vor dem Schwimmversuch sowie in der zehnminiitigen
Phase nach dem Schwimmversuch wurden die Herzfrequenzen der Tiere ebenfalls
verglichen.

Die durchschnittliche Frequenz der Panx1™" Miuse in der fiinfminiitigen Ruhephase vor
dem Schwimmversuch (632 + 115 bpm) unterschied sich nicht signifikant von der
durchschnittlichen Frequenz der Panx1”" Miuse (685 = 82 bpm) (p = 0,29). Wihrend der
ersten fiinf Minuten nach dem Schwimmversuch waren die durchschnittlichen Frequenzen
der Panx1"* Mause (728 + 24 bpm) nicht signifikant héher als die Frequenzen der Panx1”"
Mause (718 + 34 bpm) (p = 0.45). Auch zehn Minuten nach Ende des Schwimmversuchs
lieB3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den durchschnittlichen Frequenzen der
Panx1"" Miuse (729 + 26 bpm) gegeniiber den Panx1”" Mausen (711 £+ 42 bpm) feststellen
(p=10,32).

Zehn Minuten nach Ende des Schwimmversuchs waren die durchschnittlichen
Herzfrequenzen der Panx1"”" Miuse noch signifikant hoher (729 + 26 bpm) im Vergleich
zu den durchschnittlichen Herzfrequenzen der fiinfminiitigen Ruhephase vor dem
Schwimmversuch (632 + 115 bpm) (p = 0,016). Bei den Panx1”~ Miusen stellte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den durchschnittlichen Herzfrequenzen der
flinfminiitigen Ruhephase (694 + 87 bpm) und den durchschnittlichen Herzfrequenzen
zehn Minuten nach dem Schwimmversuch (711 & 42 bpm) dar (p = 0.065).
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Abbildung 18: Vergleich der durchschnittlichen Herzfrequenzen vor Beginn und nach Ende des
Schwimmversuchs

Dargestellt sind die durchschnittlichen Herzfrequenzen 5 Minuten vor dem Schwimmversuch (links), 5
Minuten nach dem Schwimmversuch (Mitte) und 10 Minuten nach dem Schwimmversuch (rechts).

(*p<0,05)
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Abbildung 19: Exemplarische Darstellung des Verlaufs der Herzfrequenz wihrend des
Schwimmversuchs

Die roten Linien kennzeichnen den Beginn und das Ende des Schwimmversuchs (SV). Zu sehen ist der
abrupte Anstieg der Frequenz nach Beginn der Belastung und das kontinuierliche Abfallen der Frequenz nach

dem Versuch.



33 Ergebnisse der Analyse der Laufbandversuche

3.3.1 Laufband ohne Steigung

Bei den Laufbandversuchen ohne Steigung wurde die Herzfrequenz wéahrend der
fiinfmintitigen Ruhephase vor dem Versuch, wihrend des gesamten Laufbandversuchs und
in der zehnminiitigen Phase nach der Belastung kontinuierlich erfasst. Der
Laufbandversuch ohne Steigung wurde mit 7 Panx”” Mausen und mit 7 Panx1™" Miusen
durchgefiihrt, wobei das EKG einer Panx”” Maus aufgrund vieler Bewegungsartefakte
nicht ausgewertet werden konnte. Keine Maus starb wéihrend des Laufbandversuchs oder

unmittelbar danach.

Zunichst wurde bei den Laufbandversuchen ohne Steigung analog zu den
Schwimmversuchen gepriift, ob eine signifikante Mehrbelastung des Tierorganismus beim
Laufen auf dem Band im Vergleich zum Ruhezustand vorliegt. Dazu wurde die
Ausgangsherzfrequenz in der fliinfminiitigen Ruhezeit vor dem Versuch in Relation zur
maximalen Frequenz wéhrend des Laufbandversuchs gesetzt. Hier zeigte sich ein sehr
signifikanter Unterschied zwischen der Ausgangsherzfrequenz der Panx1"”* Miuse vor
dem Laufbandversuch (669 + 90 bpm) im Vergleich zu der maximalen Herzfrequenz
wiéhrend des Laufbandversuchs ohne Steigung (809 = 12 bpm) (p = 0,004). Auch bei den
Panx1” Miusen ergab sich ein sehr signifikanter Unterschied zwischen der
Ausgangsherzfrequenz vor dem Laufbandversuch (753 + 39 bpm) gegeniiber der
maximalen Herzfrequenz wihrend des Laufbandversuchs ohne Steigung (790 + 15 bpm)

(p=0,003).
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Abbildung 20: Nachweis der Mehrbelastung der Tiere im Laufbandversuch ohne Steigung
Dargestellt sind die Ausgangsherzfrequenzen beider Mauspopulationen vor dem Laufbandversuch (links) und
die maximalen Herzfrequenzen wihrend des Laufbandversuchs (rechts).

(** p<0,01)

Weiterhin wurden die Herzfrequenzen der Méuse im Laufbandversuch ohne Steigung
miteinander verglichen. Es wurden jeweils die minimale, die durchschnittliche sowie die
maximale Herzfrequenz der Miuse wihrend des Laufbandversuchs gegeniiber gestellt.
Hier ergab sich fir die minimale Herzfrequenz der Panx” Miuse wihrend des
Laufbandversuchs ohne Rampe (759 + 22 bpm) kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu der minimalen Herzfrequenz der Panx1”" Miuse (711 £ 85 bpm) (p =0,21).
Ebenso unterschied sich die durchschnittliche Herzfrequenz der Panx1”~ Méuse wihrend
des Laufbandversuches (776 + 17 bpm) nicht signifikant von der durchschnittlichen
Herzfrequenz der Panx1”" Miuse (782 £ 12 bpm) (p = 0,42). Die Analyse der maximalen
Herzfrequenz wihrend des Laufbandversuchs ergab bei den Panx1”" Miusen (790 £+ 15
bpm) ebenfalls keine signifikante Differenz im Vergleich zu der maximalen Herzfrequenz

der Panx1™" Miuse (809 + 12 bpm) (p = 0,024).



900+

D Panx1""
. Panx1”"

800+ —

700+

600-

Herzfrequenz [min'l]

500+

400
Minimale HF Durchschnittliche HF Maximale HF

Abbildung 21: Vergleich der Herzfrequenzen im Laufbandversuch ohne Steigung

Dargestellt sind die minimale, die durchschnittliche sowie die maximale Herzfrequenz.

Im Laufbandversuch ohne Steigung wurde die Geschwindigkeit des Laufbands im
zeitlichen Abstand von 2 Minuten nach Angaben des Laufbandprotokolls erhoht. Die
Anfangsgeschwindigkeit des Laufbands betrug zu Beginn des Versuchs 2 m/min. Die
héchste erreichte Geschwindigkeit betrug bei den Panx™ Mausen 22 m/min und bei den
Panx”™ Miusen 20 m/min. Die durchschnittlich erreichte Geschwindigkeit auf dem
Laufband unterschied sich bei den Panx1”~ Méusen (18,0 £ 1,5 m/min) nicht signifikant
von der durchschnittlich erreichten Geschwindigkeit der Panx1”" Miuse (18,29 + 2,6

m/min) (p = 0,81).
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Abbildung 22: Vergleich des prozentualen Anteils der Miuse auf dem Laufband in Relation zur



Geschwindigkeit des Laufbands

Als leistungsphysiologischer Parameter wurde die zuriickgelegte Distanz in Metern auf
dem Laufband von allen Méusen dokumentiert und verglichen. Die durchschnittlich
erreichte Distanz der Panx1"" Mause auf dem Laufband (360 + 97 m) war nicht signifikant
groBer als die durchschnittlich erreichte Distanz der Panx1”” Miuse (377 + 101 m) (p =
0,75).
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Abbildung 23: Durchschnittlich erreichte Distanz der Miiuse auf dem Laufband in Meter

3.3.2 Laufband mit Steigung

Die Herzfrequenzen bei den Laufbandversuchen mit Steigung wurden wéhrend der
fiinfmintitigen Ruhephase vor dem Versuch, wihrend des gesamten Laufbandversuchs und
in der zehnminiitigen Phase nach der Belastung kontinuierlich erfasst. Der

+/+ .
" Miusen

Laufbandversuch mit Steigung wurde mit 7 Panx”” Miusen und mit 7 Panxl
durchgefiihrt, wobei das EKG einer Panx” Maus aufgrund vieler Bewegungsartefakte
nicht ausgewertet werden konnte. Keine Maus starb wéihrend des Laufbandversuchs oder

unmittelbar danach.

Zunichst wurde die Ausgangsherzfrequenz vor dem Laufbandversuch mit Steigung in
Relation zur maximalen Frequenz beim Laufbandversuch gesetzt, um die kdorperliche
Mehrbelastung wiahrend des Laufbandversuchs darzustellen. Es stellte sich heraus, dass bei

den Panx1"" Mausen zwischen der Ausgangsherzfrequenz vor dem Laufbandversuch (723



+ 54 bpm) und der maximalen Herzfrequenz wihrend des Laufbandversuchs (802 + 16
bpm) ein sehr signifikanter Unterschied besteht (p = 0,0036). Bei den Panx1”" Miusen
besteht beim Vergleich der Ausgangsherzfrequenz vor dem Versuch (758 £ 11 bpm) ein
hochsignifikanter Unterschied zu der maximalen Frequenz wéhrend des Laufbandversuchs

(790 + 10 bpm) (p < 0,0001).
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Abbildung 24: Nachweis der Mehrbelastung der Tiere im Laufbandversuch mit Steigung
Dargestellt sind die Ausgangsherzfrequenzen beider Mauspopulationen vor Laufbandversuch (links) und die
maximalen Herzfrequenzen wéhrend des Laufbandversuchs (rechts).

(**p <0,01) (***p <0,001)

Beim Vergleich der minimalen, maximalen und durchschnittlich Herzfrequenzen beider
Mauspopulationen wéhrend des Laufbandversuchs mit Steigung stellten sich folgende
Ergebnisse dar: Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der minimalen
Herzfrequenz der Panx1™" Miuse (723 + 56 bpm) und der minimalen Herzfrequenz der
Panx 1™~ Miuse (734 + 32 bpm) (p = 0,66). Des Weiteren besteht ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen der durchschnittlichen Herzfrequenz der Panx1™*
Maiuse beim Laufbandversuch mit Steigung (782 + 23 bpm) im Vergleich zu der
durchschnittlichen Frequenz der Panx1”~ Mausen Méuse (777 + 12 bpm) (p = 0,60). Auch

bei der maximalen Herzfrequenz stellte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

Panx 1" Miusen (802 + 16 bpm) und Panx1”~ Méusen (790 + 10) heraus (p = 0,16).
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Abbildung 25: Vergleich der Herzfrequenzen im Laufbandversuch mit Steigung

Dargestellt sind die minimale, die durchschnittliche sowie die maximale Herzfrequenz.

Um die Leistung der Versuchstiere zu quantifizieren wurde die zuriickgelegte Distanz auf
dem Laufband bis zur Leistungsgrenze miteinander verglichen. Ebenso wie beim
Laufbandversuch ohne Steigung fand sich auch beim Lautband mit Steigung kein
signifikanter Unterschied in der zuriickgelegten Distanz auf dem Laufband. Die Distanz
der Panx1"" Miuse (259 + 65 m) war nur geringfiigig groBer als die Distanz der Panx 1™

Mause (252 = 71 m) (p = 0,86).
34 Kontextrelevante Ergebnisse der Arbeitsgruppe

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Analyse der Herzfrequenzen, der
Herzfrequenzvariabilitit und den leistungsphysiologischen Parametern der Panxl-
defizienten Maus. Andere Doktoranden im kardiovaskuldren Forschungslabor des Bereichs
Kinderkardiologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf haben gleichzeitig, als Teil
eines iibergeordneten Forschungsteams, andere Fragestellungen in Bezug auf die Panx1-

defiziente Maus untersucht. Diese Ergebnisse werden hier kurz vorgestellt und erldutert:

Lisa Girgenrath untersuchte die Elektrokardiogramme beider Mauspopulationen auf
rhythmologische Pathologien wie AV-Blocke, AV-Dissoziationen und Extrasystolen. Sie
stellte fest, dass die Pannexin-1-defizienten Méause unter Ruhebedingungen signifikant
haufiger Rhythmusstérungen in Form von AV-Blockierungen II° aufweisen. In den

Schwimm- und Laufbandversuchen zeigte sich selbst unter maximaler korperlicher



Aktivitdit in keiner der beiden Mauspopulationen eine erhdhte Anzahl von

Herzrhythmusstorungen.

Abbildung 26: Darstellung einer AV-Blockierung im telemetrischen EKG einer Maus

Sofia Klein errechnete die QT-Zeiten in den Elektrokardiogrammen. Sie ermittelte eine
signifikant hohere korrigierte QT-Zeit (nach Mitchell et al.) bei den Panx1-defizienten
Maiusen im Vergleich zu den Wildtypen.
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Abbildung 27: Darstellung der Korrigierten QT-Zeit (QTc) (nach Mitchell et al.)

Panx1 defiziente Méuse sind durch schwarze Balken, Wildtypen durch weille Balken représentiert.



4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen einer Pannexin-1-Defizienz auf den
kardialen Phédnotyp der Maus zu untersuchen. Dazu wurden telemetrische
Elektrokardiogramme von Panx1” Miusen und Panx1'* Miuse aufgezeichnet und
anschlieBend ausgewertet. Insbesondere wurden die Herzfrequenzen untereinander
verglichen, die Herzfrequenzvariabilitit untersucht und die Leistungsphysiologie beurteilt.
Es gibt derzeit noch keine verdffentlichte, wissenschaftliche Studie, in der die kardialen
elektrischen Aktivititen von Panx1”~ Miusen in vivo untersucht wurden. Die bisherigen
Erkenntnisse iiber Panx1 resultieren iiberwiegend aus publizierten Studien, in denen der
Kanal in vitro mithilfe molekularbiologischer und elektrophysiologischer Methoden

untersucht wurde.
4.1 Diskussion der Herzfrequenzanalyse

Die Herzfrequenz kann als Indikator fiir die Gesundheit und Wohlergehen der Tiere
verwendet werden (Broom und Johnson 1993). Da eine erhohte Herzfrequenz oftmals eine
Adapation des Tierorganismus an erhdhte Stresspegel darstellt, ist die Herzfrequenz ein
guter Parameter fiir die Untersuchung des kardialen Phéanotyps (Herd 1991; Hau und
Schapiro).

4.1.1 Diskussion der Methodik der Herzfrequenzanalyse

Neben Umweltbedingungen, Tageszeit und Aktivitdtslevel beeintrachtigt auch die
Methodik der Messungen die Herzfrequenz der Méuse. In dieser Studie wurden
implantierbare Transmitter gewihlt, sodass sich die Miuse frei und mdglichst natiirlich in
threm Kifig bewegen konnen. Durch Fixierung, Andsthesie oder Katheterisierung der
Maiuse wihrend der Messungen konnen sich jedoch ehebliche Konfundierungseffekte
entwickeln. So stellen sich die durchschnittlichen Herzfrequenzen von C57Bl/6 Wildtypen
aus Studien mit telemetrischer Datenerhebung (siehe Tabelle 6) signifikant niedriger als die
durchschnittlichen Herzfrequenzen aus Studien mit Katheterisierung oder Fixation

wéhrend der Messungen dar (p = 0,0005).

Mittlere Herzfrequenz | Studie Moglicher Confounder




622 + 20 bpm Barbee et al. 1994 Fixierung der Tiere wihrend Messungen
627 =21 bpm Mattson 1998 Manipulation durch arteriellen Katheter
594 £ 9 bpm Mattson 2001 Manipulation durch arteriellen Katheter
630 £ 69 bpm Campen et al. 2005 Manipulation durch arteriellen Katheter
478 £ 11.4 bpm Constantinides et al. Anisthesie mit 1,5% Isofluran

Tabelle 6: Einfluss moglicher Confounder auf die mittlere Herzfrequenz von C57Bl/6 Wildtypen
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Abbildung 28: Vergleich der durchschnittlichen Herzfrequenzen
Dargestellt sind die durchschnittlichen Herzfrequenzen aus Studien mit Einsatz von Telemetrie (n=5) (links)
und Studien mit Einsatz von Katheterisierung oder Fixation wahrend den Messungen (rechts) (n=4).

(***p<0,001)

Diese Untersuchungen zeigen, dass ein implantierbarer Transmitter mit weniger Stress fiir
die Tiere einhergeht als eine dauerhafte Manipulation durch einen Katheter oder eine
Fixierung wihrend der Messungen. Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint die Verwendung
von Transmittern der Goldstandard fiir die Evaluation von kardiovaskuldren Parametern

wie Herzfrequenz oder Blutdruck bei kleinen Versuchstieren wie der Maus.
4.1.2 Diskussion der Ergebnisse der Herzfrequenzanalyse

Die durchschnittliche Herzfrequenz der C57Bl/6 Wildtypen in den EKG-Ableitungen

stellte sich annahernd identisch mit den Resultaten anderer veroffentlichter Studien mit




vergleichbarer Methodik dar (Desai et al. 1997; Rohrer et al. 1996; Johansson et al. 1999,
Uechi et al. 1998). Es gibt derzeit keine Studie, in der die Herzfrequenz von

Panx 1’ Miusen telemetrisch erfasst wurde.

Mittlere Herzfrequenz Anzahl der Tiere Studie

Panx1“ (C57BV/6)

514 + 66 bpm 12 vorliegende Arbeit
501 £ 14 bpm 14 Desai et al. 1997

521 £25 bpm 6 Rohrer et al. 1996
538 = 12 bpm 10 Johansson et al. 1999
568 £ 28 bpm 26 Uechi et al. 1998
Panx1“” (C57BV/6)

558 £ 84 bpm 10 vorliegende Arbeit

Tabelle 7: Vergleich der publizierten mittleren Herzfrequenzen von wachen, sich frei bewegenden

Wildtypen und Panx1” Miusen.

In der Literatur wird eine Normfrequenz von 450-550 Schligen pro Minute unter
Ruhebedingungen fiir den Stamm C57Bl/6 angegeben (Bernstein 2003). Die tatsdchliche
Herzfrequenz der Maus ist dabei abhingig von Tageszeit, Umweltbedingungen und
Aktivitatslevel und unterliegt einer physiologischen Regulationsbreite (Ho et al. 2011).
Diese reicht von einer Herzfrequenz von 400-450 Schligen pro Minute wéhrend des

Schlafs bis 750-800 Schldgen pro Minute wéhrend maximalem Stress (Hau et al. 2013).

Die maximal erreichbare Herzfrequenz der C57B1/6 Wildtypen wird einheitlich bei 750-
800 Schldgen pro Minute gemessen (Kramer et al. 1993; Stiedl et al. 2004; Hau und
Schapiro). Diese hohen Frequenzen wurden in Belastungstests, aber auch wihrend
maximalem Stress wie Fixierung der Tiere oder Manipulationen am Kéfig erreicht (Kramer
et al. 1993). Wie Tabelle 8 zu entnehmen, unterscheiden sich die maximalen Frequenzen
sowohl der Panx1” Miuse als auch der Panx1™" Miuse in keinem der Belastungstests
signifikant von den maximalen Frequenzen anderer Untersuchungen, die in der Literatur

beschrieben sind.

Maximale Frequenzen Studie




750-800 bpm Kramer et al. 1993
750-800 bpm Hau et al. 2013

~ 800 bpm Stiedl et al. 2004

840 bpm Bernstein 2003
Panx1“" (C57BV/6) Vorliegende Arbeit
790 £ 15 bpm Laufband ohne Steigung
790 + 10 bpm Laufband mit Steigung
792 £+ 15 bpm Schwimmversuch
Panx1"” (C57Bl/6) Vorliegende Arbeit
809 + 12 bpm Laufband ohne Steigung
802 + 16 bpm Laufband mit Steigung
774 + 37 bpm Schwimmverusch

Tabelle 8: Vergleich der publizierten maximalen Herzfrequenzen mit den maximalen Herzfrequenzen

in den einzelnen Belastungsversuchen

Zusammengefasst unterschieden sich weder die durchschnittlichen Herzfrequenzen noch
die maximalen Herzfrequenzen signifikant von den Herzfrequenzen der C57Bl/6
Wildtypen, die in anderen Studien mit freibeweglichen Méausen und vergleichbarer
Methodik ermittelt wurden (siche Tabelle 6 und Tabelle 8). Es gibt derzeit noch keine
verdffentlichten Messwerte zu durchschnittlichen und maximalen Herzfrequenzen von
Panx1” Mausen. Zu diesem Zeitpunkt kann davon ausgegangen werden, dass eine
Pannexin-1-Defizienz keine unmittelbaren Auswirkungen auf die Herzfrequenz unter

Ruhebedingungen und auf die maximale Herzfrequenz unter Belastung hat.
4.2 Diskussion der Herzfrequenzvariabilitit

Die Herzfrequenzvariabilitit bietet Hinweise, um einerseits den Zustand des autonomen
Nervensystems der Maus zu untersuchen und auf der anderen Seite, die kardiovaskulire
Morbiditdt und Mortalitét zu eruieren. Da eine herabgesetzte Variabilitdt der Herzfrequenz
nachweislich als unabhéngiger Pridiktor fiir eine Vielzahl von Pathologien wie

kongestivem Herzversagen und plotzlichem Herztod fungiert, ist eine Untersuchung der




Herzfrequenzvariabilitdt nicht nur von akademischem Interesse, sondern auch klinisch
relevant (Thireau et al. 2008; Bigger et al. 1992; Sandercock und Brodie 2006; Chiou und
Zipes 1998). Beispielsweise wurden in mehreren Untersuchungen bewiesen, dass die
Herzfrequenzvariabilitdt praktisch verwendet werden kann, um die Mortalitdit nach
stattgefundenem Myokardinfarkt einzuschétzen (Bigger et al. 1992; Malik et al. 1989;
Kleiger et al. 1987).

4.2.1 Diskussion der Methodik der Herzfrequenzvariabilititsanalyse

Die quantitative Einordnung der Messwerte der Herzfrequenzvariabilitdt im Kontext zu
anderen Studien ist nur bedingt moglich, da aufgrund ungeeigneter standardisierter
Messprotokolle fiir die Untersuchung der Herzfrequenzvariabilitit bei der Maus eine
Vergleichbarkeit nur eingeschrankt vorhanden ist.

Wiéhrend fiir die Untersuchung der Herzfrequenzvariabilitit beim Mensch schon
einheitliche Standards herrschen, ist die Studienlage fiir die Durchfiihrung der
Herzfrequenzvariabilitidt bei der Maus noch unzureichend (Task Force of the European
Society of Cardiology and the North American Society of Pacing and Electrophysiology
1996). Uneinheitlich sind vor allem die unterschiedliche Linge der Segmente fiir die
Herzfrequenzvariabilititsanalyse, der Umgang mit Artefakten und Rhythmusanomalien
und die unterschiedlichen Einstellungen der Messparameter bei der Frequency Domain

Analysis.

Mit der Absicht, einen einheitlichen Standard fiir die Dauer der zu analysierenden
Segmente festzulegen, postulierte Thireau et al. eine optimale Linge von 3 Minuten alle 2
Stunden (Thireau et al. 2008). Beim Versuch dieses Protokoll umzusetzen, fanden sich
jedoch in dieser Arbeit bei den Miusen wahrend des dreiminiitigen Messintervalls ektope
Herzaktionen und Artefakte. Diese filhren nachweislich zu Verzerrungen der
Messergebnisse und diirfen in der Analyse der Herzfrequenzvariabilitit keine Verwendung
finden (Lippman et al. 1994). Thireau et al. empfiehlt daher, Ektopien, Artefakte und
Rhythmusanomalien aus den Messungen zu exkludieren. Lippman et al. zeigten jedoch,
dass der bei diesem Vorgehen entstehende Datenverlust ebenfalls zu einem nachweisbaren

Bias der Messergebnisse fiihrt (Lippman et al. 1994).

Segmentlinge fiir HRV-Analyse | Studie




20 Sekunden vorliegende Arbeit

30 Sekunden Uechi et al. 1998

120 Sekunden Gehrmann et al. 2000
120 Sekunden Tankersley et al. 2004
180 Sekunden Thireau et al. 2008
120-180 Sekunden Ishii et al. 1996

Tabelle 9: Vergleich der publizierten Lingen der EKG-Segmente fiir die Analyse der

Herzfrequenzvariabilitit

Aufgrund dieser Problematik wurde die von Thireau et al. empfohlene Methodik in der
vorliegenden Arbeit nicht tibernommen. Die Liange der Segmente wurde stattdessen auf 20
Sekunden reduziert und das Intervall auf 60 Minuten erhoht. Mit diesem Kompromiss
konnte gewdhrleistet werden, dass die Segmente moglichst frei von Ektopien und
Artefakten sind, sich keine Rhythmusstérungen finden lassen und die isoelektrische Linie

horizontal verlauft.

Auch die Empfehlungen fiir die optimalen Intervalle der Frequenzspektren in der
Frequency Domain Analysis unterscheiden sich. Wahrend die Very Low Frequency
einheitlich im Spektrum zwischen 0-0,15 Hertz und die Low Frequency im Spektrum bei
>0,15 Hertz gedeutet werden kann, gehen die Meinungen {iber das optimale Intervall des
Spektrums bei der High Frequency auseinander. Baudrie et al. empfiehlt bei der High
Frequency das Spektrum von 2,5-5 Hertz zu verwenden (Baudrie et al. 2007). Im
Gegensatz dazu beflirwortet Thireau et al. ein erweitertes Intervall von 1,5-5 Hertz, um
etwaige Variabilitdten im Spektrum der High Frequency abbilden zu konnen (Thireau et al.
2008). In dieser Arbeit lagen die Hohepunkte der Frequenzspektren der High Frequency im
Bereich von 2,4 Hertz (siche Abbildung 5). Diese Ergebnisse decken sich mit den
Untersuchungen von Thireau et al., welche ebenfalls den Hohepunkt der Frequenzspektren
der High Frequency bei 2,4 Hertz gemessen haben (Thireau et al. 2008). Aufgrund dieser
Ubereinstimmungen sind die Frequenzempfehlungen von 1,5-5 Hertz fiir die High
Frequency von Thireau et al. in der vorliegenden Arbeit iibernommen worden. So kann das
Frequenzspektrum optimal dargestellt und auch die Variabilitit der High Frequency
abgebildet werden.



4.2.2 Diskussion der Ergebnisse der Herzfrequenzvariabilititsanalyse

In der Time Domain Analysis wurden die Parameter SDNN, r-MSSD, pNN6 ausgewertet.
Es zeigte sich in keinem der Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Genotypen. Fiir die Parameter r-MSSD und pNN6 bedeutet dies, dass sich Panx1”" Miuse
und Panx1”” Miuse in ihrem Parasympathikotonus nicht signifikant unterscheiden. Der
Parameter SDNN sagt aus, dass die beiden Genotypen auch in der Gesamtvariabilitit des
autonomen Nervensystems nicht signifikant voneinander abweichen.

In der Frequency Domain Analysis wurden die Parameter Low Frequency, High
Frequency, Very Low Frequency und der Quotient aus Low Frequency und High Frequency
(LF/HF) untersucht. Als weiterer Marker fiir den Parasympathikotonus bestitigt der
fehlende signifikante Unterschied in der High Frequency die Ergebnisse der Parameter
r-MSSD und pNN6 der Time Domain Analysis. Ebenso bestitigt das insignifikante
Ergebnis der Total Power als Indikator fiir die Gesamtvariabilitit des autonomen
Nervensystems die Untersuchung der SDNN der Time Domain Analysis. Da auch im
Quotient LF\HF kein signifikante Differenz gemessen wurde, unterscheiden sich Panx1™*
Miuse und Panxl” Miuse folglich ebenfalls nicht in der Balance zwischen
Parasympathikus und Sympathikus. Somit kann festgestellt werden, dass eine Pannexin-1-
Defizienz weder messbare Auswirkungen auf die parasympathische autonome
Herzregulation noch auf Gesamtvariabilitit und die sympatho-vagale Balance des

autonomen Nervensystems der Maus hat.

Bei der Low Frequency zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen

" Mausen und Panx1” Miusen. Die Interpretation der Low Frequency wird in der

Panx]1
derzeitigen Literatur kontrovers diskutiert und ist nicht abschlieBend geklirt. Bis die
physiologische Relevanz der Low Frequency nicht eindeutig gekldrt ist, kann dieses

Spektrum nicht interpretiert werden.

Interpretation der Low Frequency Studie

LF reflektiert sympathische und vagale Aktivitit Houle und Billman 1999
LF reflektiert sympathische und vagale Aktivitit Pomeranz et al. 1985

LF reflektiert sympathische Aktivitét Inoue et al. 1990

LF reflektiert sympathische Aktivitét Malliani et al. 1991




Tabelle 10: Vergleich der Interpretationen der Low Frequency in der Frequency Domain Analysis

In der Very Low Frequency zeigte sich zwischen den beiden Genotypen ein signifikanter
Unterschied. Panx1”” Miuse zeigten in den Untersuchungen im Vergleich zu Panx1"*
Mausen eine signifikant reduzierte Power in der Very Low Frequency. Eine Bedeutung der
Very Low Frequency in der autonomen Regulation der Herzfrequenz ist noch nicht
abschliefend geklart. Allerdings wurde in mehreren Studien eine Assoziation zwischen
einer reduzierten Power der Very Low Frequency und der kardialen Mortalitdt gefunden.
Bigger et al. untersuchte die Power der Very Low Frequency nach stattgefundenem
Myokardinfarkt beim Mensch und stellte eine negative Korrelation zwischen der Very Low
Frequency und der kardialen Mortalitdt dar. Eine reduzierte Very Low Frequency war in
dieser Untersuchung insbesondere assoziiert mit einem erhohten Risiko fiir todliche
kardiale Arrhythmien und dem plétzlichen Herztod (Bigger et al. 1993). Des Weiteren
konnte beim Mensch gezeigt werden, dass eine erniedrigte Power der Very Low Frequency

ein unabhéngiger Pradiktor flir die Morbiditdt und Mortalitédt bei Traumapatienten ist (Ryan
etal. 2011).

Diese Erkenntnisse iiber die erniedrigte Power der Very Low Frequency besitzen eine
vergleichbare Kausalitit wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die Ergebnisse
der Arbeitsgruppe. Durch die Untersuchungen der Panx1”" Miuse konnte gezeigt werden,
dass eine Pannexin-1-Defizienz mit einer signifikant hdheren Anzahl von
Rhythmusstorungen (AV-Blocke und Vorhofflimmern), aber einer signifikant reduzierten
Power der Very Low Frequency in der Frequency Domain Analysis einhergeht.

Die Very Low Frequency kann demnach sowohl im murinen Tiermodell als auch beim
Mensch ein Préadiktor fiir Anomalien des Herzrhythmus dienen. Ob die reduzierte Very Low
Frequency bei den Panx1” Mausen ebenfalls, wie bei den Untersuchungen am Mensch,

mit einer erhohten Mortalitdt einhergeht, miissen weitere Untersuchungen zeigen.
4.3 Diskussion der Belastungsversuche

Die Belastungsversuche bei der Maus dienen dazu, die elektrokardiografische Reaktion des
Tierorganismus auf eine Stressbelastung zu untersuchen und die Leistungsphysiologie der
Mauspopulationen miteinander zu vergleichen. In dieser Arbeit wurden mit einem

Schwimmversuch und zwei unterschiedlichen Laufbandversuchen die -etabliertesten



Methoden ausgewihlt, um das kardiovaskuldre System der Maus gezielt zu beanspruchen

(Hoit und Walsh 2002).
4.3.1 Diskussion der Methodik der Belastungsversuche

Beide in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur Belastung des kardiovaskuldren Systems
der Maus (Laufbandversuch und Schwimmversuch) haben Vorteile und Nachteile. Der
Vorteil der Laufbandversuche gegeniiber den Schwimmversuchen liegt in der exakten
Quantifizierung der Arbeitsbelastungen und somit in einer besseren Vergleichbarkeit der
Messdaten (Fox et al. 2007). Des Weiteren kann die Intensitéit der Belastung kontinuierlich
gesteigert und fiir alle Méause standardisiert werden. Durch die Verwendung zweier
Laufbandprotokolle konnten sowohl die Belastung in der Ebene als auch die Belastung
unter Steigung des Laufbandes gemessen werden. Im Schwimmversuch wird dagegen eine
kontinuierliche submaximale Belastung von 60 - 75 % der Leistungsgrenze erreicht, die

sich jedoch aufgrund einer Vielzahl von Einflussfaktoren schlecht quantifizieren ldsst.

Der Vorteil des Schwimmversuchs gegeniiber dem Laufbandversuch liegt zum einen in der
einfacheren Durchfiihrbarkeit und den geringeren Materialkosten. Zum anderen kombiniert
der Schwimmversuch eine konstante submaximale Belastung mit erheblichem
emotionalem Stress und erfordert so eine Anpassung des kardiovaskuldren Systems der

Maus (American Physiological Society 2006).

Diese Erkenntnisse zeigen, dass nur durch ein gleichzeitiges Verwenden beider
Methodiken ein umfassendes und detailliertes Bild iiber die Leistungsphysiologie der

beiden Mauspopulationen dargestellt werden kann.

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse der Belastungsversuche

Die Belastung auf dem Laufband und im Schwimmversuch ist seit Entwicklung der
Radiotelemetrie ein allgemein anerkanntes Instrument, um kontrollierten physiologischen
Stress auf das kardiovaskulidre System der Maus auszuiiben (Hoit und Walsh 2002). In
dieser Arbeit wurden mit den Tieren jeweils zwei Laufbandversuche und ein

Schwimmversuch durchgefiihrt.

Durchschnittliche Herzfrequenz

+/+ -/-
/ Panx1”

Belastungstest Panx1




Schwimmversuch 728 £51 bpm 725 £ 51 bpm

Laufband mit Steigung 782 + 23 bpm 777 £ 12 bpm

Laufband ohne Steigung 782 £ 12 bpm 776 £ 17 bpm

Tabelle 11: Vergleich der durchschnittlichen Herzfrequenzen in den Belastungstests

Die durchschnittlichen Frequenzen der Laufbandversuche waren fiir Dbeide
Mauspopulationen identisch. Dies zeigt, dass die Belastungsintensitéit des Laufbandes ohne
Steigung vergleichbar hoch ist wie die Belastungsintensitit des Laufbandes mit Steigung.
Die Herzfrequenzen sowohl der Panx1”” Méuse als auch der Panx1”" Miuse waren in

beiden Versuchen nahe an der physiologischen Grenze.

Fine maximale anaerobe Ausbelastung im Laufbandversuch bei vergleichbaren
Geschwindigkeiten wurde zudem durch Ferreira et al. 2007 mithilfe Untersuchungen der
Laktat-Konzentrationen im Blut der Maus wéhrend der Belastung belegt. Bei einer
Geschwindigkeit von 18 m/min auf dem Laufband iiberschritten die Miuse deutlich die
anaerobe Schwelle, was zu einer Akkumulation des Laktats im Blut der Maus fiihrte. In der
vorliegende Arbeit erreichten die Panx1”” Mause eine maximale Geschwindigkeit von 18,0
+ 1,5 m/min und die Panx1™" Miuse von 18,29 £ 2,6 m/min. Diese Untersuchungen
sprechen dafiir, dass in der vorliegenden Arbeit eine metabolische Ausbelastung sowohl

der Panx1"* Miuse als auch der Panx1”~ Miuse erreicht wurde (Ferreira et al. 2007).
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Abbildung 29: Zusammenhang zwischen Geschwindigkeit des Laufbandes und Laktat-Konzentration

im Blut der Maus (aus Ferreira 2007)

Die Herzfrequenzen im Schwimmversuch waren analog zur submaximalen Belastung beim
Schwimmen signifikant niedriger als in den Laufbandversuchen. Bei den Panx1” Miuse
unterschied sich die durchschnittliche Frequenz um 52 bpm und bei den Panx1™" Miuse

um 54 bpm.

Als Parameter flir den Vergleich der Leistungsgrenze der Méiuse wurde neben der
Herzfrequenz auch die zuriickgelegte Distanz auf dem Laufband bis zum Abbruch des
Experiments gewihlt. Die in anderen Studien gemessene Distanz von Wildtypen auf dem
Laufband unterschied sich dabei nicht signifikant von den Daten der vorliegenden Arbeit.
Die =zuriickgelegten Distanzen sind jedoch nur eingeschrinkt vergleichbar, da die
verwendeten Messprotokolle in allen Untersuchungen geringfiigig variieren. Es existieren
derzeit keine publizierten Studien iiber leistungsphysiologische Parameter von Panx1™

Maiusen.



Erreichte Distanzen auf dem Laufband Studie

Panx1“"? (C57B1/6)

360£97 m Vorliegende Arbeit
273+ 72 m Niebauer et al. 1999
409 +£26 m Massett und Berk 2005
407+ 11 m Ferreira et al. 2007
249 m Frey et al. 2008

314m Sato et al. 2013
Panx1“” (C57B1/6)

377+ 101 m Vorliegende Arbeit

Tabelle 12: Vergleich der zuriickgelegten Distanzen von Wildtypen auf dem Laufband

Somit kann festgestellt werden, dass sich die Leistungsphysiologie der Panx1”~ Miuse
nicht von Wildtypen aus anderen publizierten Studien unterscheidet. Derzeitig muss
deshalb davon ausgegangen werden, dass eine Pannexin-1-Defizienz keine Auswirkungen

auf die Leistungsphysiologie von Méusen hat.
4.4 Limitationen und methodische Einschrinkungen

4.4.1 Erholungszeit nach Operation

Die Implantation des Transmitters hat fiir einen gewissen Zeitraum deutliche
Auswirkungen auf die Herzfrequenz. Der Wechsel der gewohnten Umgebung des Tieres,
der Stress durch die Operation und die Narkose beeinflussen die Herzfrequenz und die
Herzfrequenzvariabilidt unmittelbar nach dem Eingriff (Thireau et al. 2008). In zwei
Studien wurden Messdaten der Temperatur und der Herzfrequenz nach Implantation des
Transmitters erhoben. Es zeigte sich, dass sich die zirkadiane Rhythmik von Temperatur
und Herzfrequenz nach 4 Tagen stabilisiert (Johansson und Thoren 1997; Clement et al.

1989).

Die daraus resultierenden empfohlenen Erholungszeiten variieren von 7 bis 10 Tagen. In

dieser Studie wurde als Konsequenz dieser Studienergebnisse eine Erholungszeit von




mindestens 8 Tagen fiir die Messungen der Ruhe-EKGs und 10 Tagen fiir die

Belastungsuntersuchungen verwendet.

Erholungszeit nach Implantation Studie

8 Tage vorliegende Arbeit

3 Tage Cerrone et al. 2005
3-6 Tage Uechi et al. 1998

7 Tage Johansson et al. 1997
7 Tage Hawkins et al. 2004
7 Tage Clement et al. 1989
10 Tage Thireau et al. 2008
10 Tage Gehrmann et al. 2000

Tabelle 13: Darstellung der Erholungszeiten nach der Implantation der telemetrischen

EKG-Transmitter

4.4.2 Gewicht und Lage des Transmitters

Der Einsatz der Radiotelemetrie hat erstmals kontinuierliche Messungen unter
physiologischen Bedingungen an Tieren ermdglicht. Durch das Verbleiben der Tiere in
ihrer gewohnten Umgebung und ihre freie Beweglichkeit konnen Konfundierungseftekte
auf die Messungen reduziert werden. Trotz dieses immensen Fortschritts wird die Maus
durch das Gewicht, das Volumen und die Lage des implantierten Transmitters beeinflusst.
Das Gewicht des Transmitters betrug in dieser Studie je nach Bauart 4-9 % des
Korpergewichts der Maus. Bernstein et al. untersuchten den Einfluss des Radiotransmitters
auf die zuriickgelegte Distanz im Laufband. Dazu lieBen sie die Méuse nach Explantation
des Transmitters das Experiment auf dem Laufband wiederholen. Es zeigte sich, dass die
Maiuse ohne Transmitter eine durchschnittlich um 33 % gréfere Distanz auf dem Laufband
zuriicklegten (Bernstein 2003). Eine weitere Reduktion von Gewicht und Grofe der

Transmitter kann in Zukunft diesen Effekt verringern.

Gehrmann et al. postulierten in ihrer Studie, dass die Lage des implantierten Transmitters
Auswirkungen auf die Herzfrequenz und die Leistungsphysiologie der Tiere hat. So wird

angenommen, dass ein im Abdomen der Maus implantierter Transmitter durch




mechanische Kompression der Gefdle den vendsen Riickstrom zum Herz beeintréchtigen
konnte. Des Weiteren ist es moglich, dass der Transmitter im Abdomen die Ausdehnung
des Zwerchfells behindert und somit direkten Einfluss auf die Atmungsphysiologie des
Tieres hat (Gehrmann et al. 2000).

4.4.3 Schwimmversuch

Auffallend in den Belastungsversuchen ist die hohe Frequenz in der fiinfminiitigen
Ruhephase vor dem Schwimmversuch. So ist die durchschnittliche Frequenz in der
fiinfmintitigen Ruhephase vor dem Schwimmuversuch bei den Wildtypen um 18,1% und bei
den Panx1”~ Mausen um 19,7 % héher als die durchschnittliche Frequenz im 24-Stunden-
EKG. Es muss angenommen werden, dass diese erhohte Frequenz vor den
Belastungsversuchen aufgrund von Manipulationen am Kéfig und an der Maus zustande
kommt. Um die Maus auf das Laufband oder in das Schwimmbecken umzusetzen, ist es
ndtig, den Kifig zu 6ffnen und die Maus manuell einzufangen. Diese Intervention bedeutet
fiir das Tier einen enormen Stressor, der die Herzfrequenz moglicherweise schon vor

Beginn des Versuchs erhdht.

Auch nach Ende des Schwimmversuchs blieben die Frequenzen {iber einen ldngeren
Zeitraum erhoht. Aufgrund eines Mangels an geeigneten Protokollen fiir
Schwimmversuche iiber einen kurzen Zeitraum wurde eine Erholungsdauer von 10
Minuten festgelegt. Selbst nach einer zehnminiitigen Ruhephase waren die Herzfrequenzen

noch signifikant hoher im Vergleich zu den Frequenzen der fiinfminiitigen Ruhephase.

Fir zukiinftige, kurzzeitige Schwimmversuche muss fiir ein mdglichst exaktes
Messergebnis jegliche Manipulation am Tier vor dem Versuch minimiert werden.
Weiterhin sollte die Erholungsphase der Tiere ausgedehnt werden, um ein detaillierteres

Bild des Verlaufs der Herzfrequenz nach dem Versuch zu erhalten.
4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Herzfrequenz, die kardiale Belastbarkeit und die
Herzfrequenzvariabilidt von Panx1”" Mause zu untersuchen und mit Wildtyp-Méiusen zu

vergleichen.



Die Untersuchungen haben ergeben, dass sich der kardiale Phinotyp der Panx1”~ Miuse
hinsichtlich Herzfrequenz und autonomer Herzregulation nicht von Wildtyp-Méusen
unterscheidet. Signifikante Unterschiede in beiden Genotypen zeigten jedoch, dass eine
Pannexin-1-Defizienz mit einem signifikant erhdhten Auftreten von AV-Blockierungen I1°
und einer signifikant erhohten korrigierten QT-Zeit einhergeht. Des Weiteren zeigten die
Panx1”" Mause im Vergleich zu den Panx1"* Méuse in der Frequency Domain Analysis
eine signifikant reduziertes Spektrum der Very Low Frequency (VLF), was einerseits die
Anfilligkeit gegeniiber Herzrhythmusstérungen bestdtigt und andererseits fiir eine erhohte
kardiale Vulnerabilitét sprechen kdnnte. Daher kann abschlieend festgestellt werden, dass
eine Pannexin-1-Defizienz vor allem Auswirkungen auf Parameter hat, die mit einer
erhohten kardialen Vulnerabilitdt einhergehen. In weiteren Untersuchungen sollte daher
zum einen die kardiale Vulnerabilitit und Mortalitdt von Panx1”~ Méausen detailliert
untersucht und zum anderen der Zusammenhang zwischen Herzrhythmusstérungen und

reduzierter Very Low Frequency spezifiziert werden.
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