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1 Einleitung

1 Einleitung

SUDEP — dieses Akronym steht fiir den pl6tzlichen und unerwarteten Epilepsietod. Ein

derartiger dramatischer Vorfall findet sich in der frithen US-amerikanischen Geschichte:

,,She rose from Dinner about four Oclock [sic!], in better health and spirits than
she appeared to have been in for some time; soon after which she was siezd [sic!]
with one of her usual Fits, & expired in it, in less than two Minutes without utter-
ing a Word, a groan, or scarce a Sigh. This Sudden, and unexpected blow, I scarce
need add has almost reduced my poor Wife to the lowest ebb of Misery"
(Washington, 1773 zit. in Jackson und Twohig, 1978, S. 188).

Mit diesen Worten bedauert George Washington den plotzlichen Tod seiner an Epilep-
sie erkrankten Stieftochter im Alter von 17 Jahren (DeToledo et al., 1999; Surges et al.,
2009). Ihr plotzlicher und unerwarteter Tod im Zusammenhang mit einem epileptischen
Anfall im Jahre 1773 kann als einer der ersten gut dokumentierten Félle von SUDEP
(sudden unexpected death in epilepsy) gesehen werden (Doherty, 2004).

Doch was ist SUDEP genau? Es ist definiert als unerwarteter, beobachteter oder auch
unbeobachteter, nicht trauma- oder ertrinkungsbedingter Tod eines Epilepsiepatienten
mit oder ohne direkten Zusammenhang eines Anfalls, jedoch unter Ausschluss der
Maximalvariante eines epileptischen Anfalls, des Status epilepticus (Nashef, 1997;
Nashef et al., 2012). Zu den Kriterien gehort weiter das Fehlen eines Autopsiebefundes
hinsichtlich einer toxikologischen oder anatomischen Todesursache (Nashef, 1997).
Unter mindestens 50 Millionen Menschen weltweit, welche an einer Epilepsieerkran-
kung leiden (Scorza et al, 2012), ist SUDEP wohl als die haufigste
Todesursache anzusehen (Surges et al., 2009; Bateman et al., 2010; Surges und Sander,
2012). Besonders hoch ist das Mortalititsrisiko sowohl bei Patienten wihrend der
Adoleszenz als auch bei Patienten mit einem langjéhrigen, therapierefraktdren Leiden
(Tomson et al., 2005; Tomson et al., 2008; Surges und Sander, 2012). Das hohe Risiko
ist bei diesen Epilepsiepatienten auf bis zu 24-fach gesteigert und nicht nur deshalb ein
bedeutendes und forschungsrelevantes Ereignis (Ficker et al., 1998; Surges und Sander,
2012). Doch was ist die Ursache fiir den plotzlichen und unerwarteten Tod? Nach
jahrzehntelanger Forschung besteht kein einheitlicher Konsens iiber zugrundeliegende

Pathomechanismen. Kontrovers wird unter anderem diskutiert, ob kardiale,



1 Einleitung

respiratorische, neuronale oder metabolische Aspekte dazu beitragen, oder womdglich
eine  Verkettung dieser Gesichtspunkte malgeblich ist. Die vermuteten
Mechanismen reichen dabei von iktaler Hypoxdmie oder Hyperkapnie, respiratorischem
Arrest durch zentrale Apnoe oder peripherer Obstruktion, iiber autonome Dysregulation
und neurogenem Lungenddem bis hin zu Dysregulationen in Katecholamin-, pH- oder
Elektrolythaushalt (Surges et al., 2009; Bateman et al., 2010; Surges et al., 2010a;
Velagapudi et al., 2012; Seyal, 2015). Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur
Erforschung von SUDEP unter Beleuchtung der potentiellen kardialen Atiologie durch
Arrhythmie oder Asystolie liefern.

1.1 Kardiale Exzitation und Konduktion

Zur Einordung der Thematik in den kardiologischen Kontext ist zunédchst ein kurzer

Abriss liber die kardiale Erregung sinnvoll.

1.1.1 Complexus stimulans und Systema conductente cordis

Mehr als zwei Milliarden Mal schldgt das menschliche Herz rhythmisch wéhrend einer
gewohnlichen Lebensspanne (Chen et al., 2010). Doch was passiert, wenn das System
einmal aus dem Takt gerdt? Grundlage jedes einzelnen Herzschlages ist die Initiation
einer Erregung auf zelluldrer Ebene und ihre koordinierte Weiterleitung bis zur
Kontraktion des gesamten Herzmuskels. Diese Aufgabe wird von dem Erregungsbil-
dungssystem (Complexus stimulans) und dem Erregungsleitungssystem (Systema
conductente cordis) libernommen (Abb. 1). Es handelt sich dabei um eine Ansammlung
von spezialisierten Herzmuskelzellen, nicht etwa um Nervenzellen (Benninghoff und
Drenckhahn, 2003; Schmidt et al., 2005). Das System ldsst sich anatomisch in vier hie-
rarchisch gegliederte Abschnitte unterteilen: Sinusknotenareal, Atrioventrikularknoten,
Atrioventrikularbiindel sowie Kammerschenkel mit Purkinje-Fasern (Benninghoff und
Drenckhahn, 2004). Das Sinusknotenareal (Nodus sinuatrialis) reprasentiert den Sitz
des priméren Schrittmacherzentrums im Sulcus terminalis des rechten Vorhofs an dem
Miindungsbereich der oberen Hohlvene (Vena cava superior). Von hier aus gelangt der
Schrittmacherimpuls iiber das Vorhofmyokard zu dem AV-Knoten (Nodus atrio-

ventricularis, Aschoff-Tawara-Knoten) im Bereich des Koch-Dreiecks am Rand des
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septalen Trikuspidalsegels. Nach einer gewissen zeitlichen Leitungsverzogerung zur
adidquaten Fiillung der Ventrikel gelangt der Impuls iiber die einzige elektrische Leit-
struktur zwischen Vorhof und Ventrikel, dem Atrioventrikularbiindel (7Truncus fasciculi
atrioventricularis, HIS-Biindel), zu den beiden Kammerschenkeln (Tawara-Schenkel).
Der linke Tawara-Schenkel zweigt dabei nahezu senkrecht aus dem HIS-Biindel ab und
unterteilt sich anschlieBend in einen anterioren, mittleren und posterioren Faszikel, wéh-
rend der rechte Tawara-Schenkel im Ventrikelseptum weiter herzspitzenwérts zieht
(Benninghoff und Drenckhahn, 2003; Benninghoff und Drenckhahn, 2004). Uber das
terminale Netzwerk der Purkinje-Fasern gelangt der Impuls schlieBlich an das Ventri-
kelmyokard, das als funktionelles Synzytium wirkt und die Erregung von der Herzspitze
aus in Richtung Herzbasis fortleitet, um einen effektiven Blutauswurf in den kleinen
sowie groflen Kreislauf zu gewihrleisten (Benninghoff und Drenckhahn, 2004; Schmidt
et al., 2005).

3

i
Arcus aortae —————— J
—L, - Truncus
V. cava superior i ‘
Nodus sinuatrialis | ————— S8
A .

pulmonalis
(Keith-Flack-Knoten)
B 2
4

Atrium dextrum

Septum inter-
ventriculare

Ventriculus
dexter

Nodus atrioventri-
cularis (Aschoff-
Tawara-Knoten)

Trabecula
septomarginalis

M. papillaris
anterior

Fasciculus atrio-
ventricularis Purkinje-
(His-Biindel) Fasern

Abb. 1: Erregungsbildungs- und Leitungssystem am Herzen

Sicht in rechten Vorhof und rechte Kammer mit skizziertem Sinusknoten (primdres Schrittmacherzent-
rum), AV-Knoten (sekunddres Schrittmacherzentrum) und HIS-Biindel mit linkem und rechtem Tawara-
Schenkel (Crus sinistrum et dextrum) als tertidres Schrittmacherzentrum, nach (Schiinke et al., 2005)

Ort der Entstehung des elektrischen Impulses ist das hierarchisch aufgebaute Schrittma-

chersystem. Unter physiologischen Bedingungen wird der Herzschlag durch den

primdren Schrittmacher des Sinusknotenareals initiiert. Bei dessen Ausfall sind auch
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AV-Knoten als sekundidres sowie HIS-Tawara-System als tertidres Zentrum zur
Schrittmacheraktivitit fahig. Wéhrend die Ruhefrequenz des priméren Schrittmachers
bei 60-80 bpm liegt, erfolgt der Schrittmacherersatz der subsididren Zentren mit redu-
zierter Eigenfrequenz von 40-50 bpm im sekunddren beziehungsweise 30-40 bpm im

tertidren Schrittmacherzentrum (Schmidt et al., 2005).

1.1.2 Kardiales Aktionspotential

Das Aktionspotential am Herzen lésst sich in zwei grundlegend verschiedene Formen
unterteilen: das Aktionspotential einer Herzschrittmacherzelle und das einer Herzmus-
kelzelle. Allen Schrittmacherzellen sind einige Eigenschaften gemeinsam, die sie vom
Arbeitsmyokard abgrenzen. Neben histologischen Besonderheiten wie Myofibrillen-
armut ist dies vor allem die Fihigkeit zur Automatie der Herzschlaginitiation, die
sogenannte intrinsische Aktivitdt (Benninghoff und Drenckhahn, 2003). Grundlage hier-
fiir 1st das Fehlen eines stabilen Ruhemembranpotentials und somit der Hang zur
Spontandepolarisation der Schrittmacherzellen. Diese Fahigkeit wird durch differenzier-
te Expression von Ionenkandlen in den unterschiedlichen Zelltypen erreicht
(Marionneau et al., 2005). Im menschlichen Herzen wurde bereits die Expression von
mehr als 70 verschiedenen Kandlen und kanalverwandten Genen identifiziert
(Marionneau et al., 2005), auf die im Folgenden allerdings nur bedingt eingegangen
werden kann. Transmembrandre lonenstrome iiber Ionenkanile sind generell bei der
Entstehung von Potentialen an biologischen Membranen maligeblich beteiligt (Surges et
al., 2010b). Bei einer Schrittmacherzelle liegt das maximale diastolische Potential bei
etwa -60 mV und ist damit deutlich weniger negativ als das Potential des Arbeitsmyo-
kards bei etwa -90 mV (Boyett, 2009). Wahrend das Myokard ein stabiles Ruhememb-
ranpotential aufweist, das tiberwiegend durch den Ausstrom von K*-lonen in Richtung
des K*-Gleichgewichtspotentials strebt, tendiert das Schrittmacherpotential zu spontaner
Depolarisation. Verantwortlich hierfiir ist der Schrittmacherstrom Ir iiber HCN-Kanile
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated). Diese Kanile
beschreiben unspezifische Kationenkandle, die aufgrund ihrer unkonventionellen
Aktivierung wihrend der Hyperpolarisation der Zellmembran bei ihrer Entdeckung
auch funny channel genannt wurden (Larsson, 2010). Durch diesen lonenstrom sowie

dem Strom iiber Calciumkanile vom T-Typ wird die Membran der Schrittmacherzelle
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langsam in Richtung des Schwellenpotentials bei etwa -40 mV depolarisiert. Auch dem
intrazelluldren Ca?*-Strom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum sowie der Reduzie-
rung potentialstabilisierender K*-Strome (Ik.1) werden Anteile der spontanen Depolari-
sation zugesprochen (Chen et al., 2010; Larsson, 2010). Ist das Schwellenpotential
erreicht, entsteht ein Aktionspotential, das zur Fortleitung iiber das Herzleitungssystem
fahig ist. Im Gegensatz zu dem steilen Aufstrich des Aktionspotentials (Phase 0) des
Arbeitsmyokards, welcher durch den schnellen Na*-Einstrom (In.) ermdglicht wird, ist
der Aufstrich einer Schrittmacherzelle deutlich flacher (Abb. 2). Der flachere Aufstrich
und die damit verbundene geringere Depolarisationsgeschwindigkeit von etwa 10 V/s,
verglichen mit ungefdhr 100 V/s in der Arbeitsmyokardzelle, wird von dem tragen
Ca’*-Einstrom iiber Calciumkanile vom L-Typ getragen (Boyett, 2009). Ein weiteres
Charakteristikum des Aktionspotentials einer Schrittmacherzelle ist das Fehlen einer
Plateauphase, die in der Arbeitsmuskulatur dafiir sorgt, die elektromechanische
Kopplung zur Kraftentwicklung zu gewéhrleisten. Die Membran wird also direkt nach
dem Overshoot der Depolarisationsphase wieder repolarisiert. Dies erfolgt durch das
Uberwiegen von repolarisierenden K*-Auswirtsstrdmen nach Inaktivierung der depola-
risierenden Kanidle. Damit befindet sich die Zellmembran nach gewisser Zeit wieder in
repolarisiertem Zustand fiir den folgenden Zyklus mit dem Beginn spontaner Depolari-
sation. Welche funktionale Rolle Na*-Kanile bei der Entstehung und Leitung der Erre-
gung im menschlichen Herzen {ibernehmen, scheint bis dato nicht abschlieend geklart
(Maier et al., 2003; Kaufmann et al., 2013). Allerdings wurden im Mausmodell eine
verringerte Herzfrequenz sowie eine groflere Herzfrequenzvariabilitit beim selektiven
Blockieren von Na'-Kandlen beobachtet, die fiir cine Beteiligung dieser Kanile

sprechen (Maier et al., 2003; Lei et al., 2004).
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Abb. 2: Kardiales Aktionspotential

Uberlagerung des Aktionspotentials einer Sinusknoten- und einer Myokardzelle. Zu beachten sind stabi-
les Ruhepotential (resting potential) und senkrechter Aufstrich (Na*-Einstrom) des Aktionspotentials im
Arbeitsmyokard (Atrial muscle, 100 V/s) versus spontaner Depolarisation des Schrittmacherpotentials
(pacemaker potential) mit anschliefendem flacheren Aufstrich (Ca’*-Einstrom) im Sinusknoten (Sinuatri-
al node, 10 V/s). Ebenfalls zu beachten ist das reduzierte maximal diastolische Potential von
-60 mV im Sinusknoten versus Ruhepotential bei -90 mV im Arbeitsmyokard; nach (Boyett, 2009)

1.2 Spannungsabhingige Natriumkanile

Den Durchtritt von Ionen durch die elektrisch isolierende Lipiddoppelschicht der Zell-
membran ermoglichen lonenkanéle, die als integrale Membranproteine den intrazellula-
ren Raum mit dem extrazellularen Raum verbinden (Schmidt et al., 2005). Innerhalb der
grolen Gruppe der lonenkanéle lassen sich Superfamilien nach Art ihrer Aktivierung
unterteilen. Neben den ligandenaktivierten oder auch chemisch aktivierten lonenkanilen
besteht eine Vielzahl von iiber 140 Ionenkanilen, welche durch Anderung der Memb-
ranspannung aktiviert werden (Yu et al., 2005). Hierunter befindet sich die
Familie der spannungsgesteuerten Natriumkandle (Nay). Sie sorgen mit dem Strom von
hydrophilen Ionen iiber die hydrophobe Zellmembran dafiir, dass eine Signaliibertra-
gung in erregbarem Gewebe wie Herz- oder Skelettmuskulatur, neuronales Gewebe
oder auch neuroendokrine Zellen stattfinden kann (Isom, 2001; George, 2005). Uber
elektrische Signale wird somit eine Vielzahl physiologischer Prozesse von Muskelkon-
traktion, Hormonsekretion, neuronaler Informationsverarbeitung iiber intrazelluldren
Metabolismus bis hin zu Genexpression und Proteinsynthese ermdglicht (Catterall et al.,
2007). Im Folgenden soll die Gruppe der Nay-Kandle ndher betrachtet werden. Die
Nomenklatur dieser Kanile bezieht sich dabei auf das wesentliche permeable Ton Na*

und setzt den physiologischen Regulator Spannung (voltage gated) in den tiefergestell-
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ten Index (Nay). Die folgende Ziffer Nayl indiziert die Gensubfamilie SCN. Verschie-
dene Isoformen des Kanals werden weiter durch eine zweite Ziffer wie zum Beispiel

Nay1.1 abgegrenzt (Goldin et al., 2000).

1.2.1 Struktur und Topologie

Spannungsabhingige Na"-Kandle (Nay) sind Glykoproteinkomplexe innerhalb der
Zellmembran. Sie sind durch schnellen Na'-Einstrom fiir den initialen Aufstrich des
Aktionspotentials in den meisten erregbaren Zellen verantwortlich (Isom, 2001;
Catterall et al., 2005). Thre heterotrimere Struktur besteht aus einer a-Untereinheit,
welche die Kanalpore bildet, in Assoziation mit bis zu zwei verschiedenen auxiliaren

B-Untereinheiten (Meisler und Kearney, 2005; Catterall et al., 2007).

a-Untereinheit

Von den zehn identifizierten Genen, die a-Untereinheiten kodieren, wurden bislang
neun funktionell exprimiert (Goldin et al., 2000; Kaufmann et al., 2013). Die
a-Untereinheit besitzt eine atomare Masse von 220-260 kDa und bildet nicht nur die
Ionenpore, sondern beinhaltet auch wichtige funktionale Elemente fiir ihre Selektivitét,
die Spannungssensorik und die Inaktivierung (Catterall et al., 2007). Sie wird in vier
homologe Domaénen (I-IV) mit jeweils sechs hydrophoben transmembranédren Segmen-
ten (S1-6) gegliedert (Abb. 3). Durch die dreidimensionale Tertidrstruktur der Protein-
doménen bildet sich die selektive lonenpore, ein wissriger Kanal, der den passiven
Durchtritt von Na*-Ionen entlang ihres osmotischen Gradienten zuldsst. Die Pore wird
dabei von den Segmenten S5, S6 und einer sie verbindenden Schleife, dem sogenannten
P loop, gebildet (Catterall et al., 2007). Der Selektivitétsfilter entsteht durch einen
inneren und 4uBeren Ring iiber der extrazelluliren Offnung der Kanalpore. Diese Ringe
bestehen aus geladenen Aminosédureresten der intersegmentalen Loops und interagieren
mit den selektiv permeablen Na'-lonen bei deren Durchtritt durch die Membran

(Catterall, 2000).
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Abb. 3: Membrantopologie eines Na-Kanals

a-Untereinheit bestehend aus vier homologen Domdnen (I-1V) mit jeweils sechs helicalen Transmemb-
ransegmenten (S1-6), Porendffnung zwischen S5/6, Spannungssensor bei S4 mit +-markierter positiver
Ladung, Inaktivierungsloop zwischen Domdne III und IV. Flankiert wird die o-Untereinheit von f-
Untereinheiten mit singuldrer transmembrandrer Verankerung und extrazelluldrem Ig-dhnlichem Loop;,
nach (Brackenbury und Isom, 2011)

Die Mechanismen des Offnens und SchlieBens der Pore, das sogenannte pore gating,
sind komplex. Hierbei ist wichtig, die verschiedenen Funktionsstadien des Natriumka-
nals zu betrachten. Es werden dabei drei verschiedene Schaltzustinde postuliert
(Schmidt et al., 2005). Der Kanal kann demnach geschlossen und aktivierbar, offen oder
geschlossen und inaktiviert vorliegen (Abb. 4). Der im geschlossenen und aktivierbaren
Zustand befindliche Kanal o6ffnet bei Spannungsdnderung die Kanalpore fiir den
Durchtritt von Na*-lonen. Nach Millisekunden schlie3t sich die Pore allerdings wieder
und versetzt den Kanal in einen geschlossenen und nicht aktivierbaren Zustand
(Schmidt et al., 2005). Vor erneutem Offnen muss der Kanal anschlieBend zunichst
wieder in den aktivierbaren Zustand versetzt werden. Diese Riickfiihrung in den akti-
vierbaren Zustand (recovery from inactivation) wird durch Repolarisation der Zell-
membran erreicht (George, 2005). Wichtig fiir spannungsabhiingiges Offnen des Kanals
ist der Spannungssensor in dem transmembrandren Segment S4 (Stuhmer et al., 1989).
Dieses funktionelle Element besteht aus einer a-helicalen Struktur mit iiberwiegend
positiv geladenen Aminosduren (Stuhmer et al., 1989). Im elektrischen Feld des Ruhe-
membranpotentials mit deutlich negativer Ladung auf zytosolischer Seite der Membran
halten elektrische Kréfte diesen positiv geladenen Abschnitt in Richtung Zytosol zu-
riick. Dadurch ist der Kanalzustand geschlossen (Catterall, 1986). Bei
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Depolarisation schwinden diese elektrischen Anziehungskrifte und die positiv geladene
a-Helix fiithrt eine Art Auswértsbewegung innerhalb der Membran durch. Diese Bewe-
gung wurde mit verschiedenen Modellen wie sliding helix (Catterall, 1986) oder helical
screw (Guy und Seetharamulu, 1986) beschrieben und fiihrt demnach {iber eine Kon-
formationsdnderung der assoziierten Segmente S5 und S6 zum spannungsabhingigen
Offnen der Kanalpore (Catterall, 2000). Die Inaktivierung erfolgt innerhalb von Milli-
sekunden. Dabei wird ein kurzer intrazelluldrer Loop, der die Doménen III und IV ver-
bindet, bei anhaltender Depolarisation ebenfalls spannungsabhingig in die innere Off-
nung der Pore bewegt und verschlieBt diese somit (Catterall, 2000). Dieser spannungs-
abhingige Inaktivierungsvorgang wurde mit dem sogenannten ball-and-chain model
beschrieben (Armstrong und Bezanilla, 1977; Armstrong und Hille, 1998) und veran-
schaulicht die Okklusion der inneren Pore durch eine Seitenkette des Kanalproteins bei

Potentialinderung der Membran (Abb. 4).

o — Lo |

Abb. 4: Schaltverhalten eines Na-Kanals

Gezeigt sind die drei Funktionsformen: geschlossen und aktivierbar (C), offen (O), geschlossen und inak-
tiv (I). Auswdirtsbewegung der Spannungssensoren bei Depolarisation fiihrt zum Offnen und folglich zum
Na“-Einstrom (O); Blockade der inneren Porendffnung bei anhaltender Depolarisation durch den Inakti-
vierungsloop fiihrt bereits nach Millisekunden zum Schlieflen des Kanals (I); nach (Schmidt et al., 2005)

p-Untereinheit

Bislang wurden im Sdugetiergenom vier Gene identifiziert, die fiir B-Untereinheiten des
Nay-Kanals kodieren — B1, B2, B3 und P4 (Brackenbury und Isom, 2011). Wie

a-Untereinheiten sind auch sie Transmembranproteine. Allerdings besitzen sie im
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Gegensatz zu ihnen nur eine einzige Transmembrandoméne, einen kurzen intrazellula-
ren Carboxy-Terminus und eine singulidre extrazellulire Schleife mit struktureller
Ahnlichkeit zu Immunglobulinen (Isom, 2001; Meisler und Kearney, 2005) (Abb. 3).
Eine fiinfte B-Untereinheit, 1B, stellt als alternative Splicevariante ein sekretorisches
Protein dar, welchem im Unterschied zu den anderen Untereinheiten der n-terminale
Teil zur transmembrandren Verankerung fehlt (Brackenbury und Isom, 2011). Wéhrend
B2 und B4 tiber Disulfidbriicken kovalent an die a-Untereinheit des Kanals binden, sind
B1 und B3 nicht kovalent assoziiert (Yu et al., 2003; Brackenbury und Isom, 2011).
Lange Zeit galten B-Untereinheiten als auxiliar oder akzessorisch, da sie kein strukturel-
les Element von lonenpore, Spannungssensor oder Inaktivierungsloop darstellen. Zahl-
reiche Studien zeigen allerdings ihre Multifunktionalitét. Sie tragen modulierend zu der
Regulation und Kinetik des Nay-Kanals bei (Isom et al., 1992; Isom et al., 1994;
Malhotra et al., 2001; Yu et al., 2003) und sind weit dariiber hinaus an Zell-Zell- sowie
Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt (Malhotra et al., 2000; Isom, 2001; Malhotra et al.,
2001; Brackenbury und Isom, 2011). Sie regulieren das Level der Kanalexpression an
der Zelloberfliche und die Kanallokalisation in verschiedenem Gewebe (Isom et al.,
1992; Isom, 2001; Malhotra et al., 2001; Kim et al., 2007). Gleichzeitig sind sie iiber
Interaktion mit extrazelluldren Matrixproteinen wie Tenascin-C und Tenascin-R sowie
mit zytoskelettdren Strukturen wie Ankyrin an Zelladhdsion und Zellaggregation
beteiligt (Isom und Catterall, 1996; Srinivasan et al., 1998; Xiao et al., 1999; Malhotra
et al., 2000; Isom, 2001; Malhotra et al., 2001). Auch Zellmigrationsvorgénge scheinen
durch B-Untereinheiten beeinflusst zu werden und sind Gegenstand weiterer

Untersuchungen (Brackenbury und Isom, 2011).

1.2.2 Isoformen mit Lokalisation und Funktion

Nayl-Kanile der SCN-Gensubfamilie lassen sich anhand ihrer genetischen Grundlage in
neun spezifische Kanalisoformen, Nay1.1-Nay1.9, unterteilen (Catterall et al., 2005).
Diese Isoformen haben unterschiedliche gewebespezifische Expressionsmuster, die
auch wihrend der Maturation des Gewebes mit unterschiedlicher Expression in neonata-
len und adulten Zellen variieren (Scheinman et al., 1989; Maier et al., 2002; Lei et al.,
2004; Kaufmann et al., 2010). Klassischerweise lassen sich die Isoformen in

Nay-Kanaltypen vom kardialen (heart-type) und neuronalen Typen (brain-type)
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differenzieren. Wiahrend Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3 und Nay1.6 als brain-type Isoformen
praferentiell in Neuronen des Zentralnervensystems vorkommen, mit unterschiedlicher
Expression in Zellsoma oder Axon, stellt Nay1.5 die sogenannte kardiale Isoform dar
(Whitaker et al., 2000; Westenbroek et al., 2013). Dariiber hinaus sind Nay1.7, Nay1.8
sowie Nay1.9 vorwiegend im peripheren Nervensystem wie somatosensorischen und
teilweise sympathischen Nervenfasern zu finden (Catterall et al., 2008). Nay1.4 ist

dagegen die primire Isoform des adulten Skelettmuskels (Goldin, 2001).

Tetrodotoxinsensibilitdt

Neben dem differenten Expressionsmuster unterscheiden sich Nay-Kanile auch in ihren
pharmakologischen Eigenschaften beziiglich des Tetrodotoxins (77X). Tetrodotoxin,
unter anderem das Gift der Familie der Kugelfische (Tetraodontidae) sowie einiger
anderer Tiere wie Wassermolche (Taricha) oder Nabelschnecken (Naticidae), ist ein
potentes Neurotoxin (Zakon, 2012). Durch die Inhibition von Natriumkanélen fiihrt das
Toxin zu neuromuskuldrer Blockade und damit zu zentraler wie auch peripherer Atem-
lahmung. Sogenannte neuronale Nay-Kanile (Nay 1.1, -1.2, -1.3, -1.6) werden bereits ab
einer nanomolaren TTX-Konzentration (KD = 1-10 nM) inhibiert und gelten somit als
TTX-sensibel, wie auch der skelettmuskuldre Kanal Nay1.4 (Maier et al., 2003).
Dahingegen wird die sogenannte kardiale Isoform Nay1.5 erst ab einer mikromolaren
TTX-Konzentration (KD = 2-6 uM), also eine um den Faktor 10° hohere Dosis,
inhibiert und gilt damit als TTX-insensibel oder sogar -resistent (Maier et al., 2003;
Maier et al., 2004; Westenbroek et al., 2013). Diese Resistenz beruht auf dem
Austausch einer aromatischen Seitenkette der Toxinbindungsstelle innerhalb der Poren-
region mit der Aminosdure Cystein, wodurch reduzierte Affinitit gegeniiber TTX

erreicht wird (Satin et al., 1992; Fozzard und Hanck, 1996; Kaufmann et al., 2010).

Lokalisation und Funktion

Der sogenannte kardiale Nay1.5-Kanal stellt mit ungefahr 80% die priddominante Isof-
orm des Herzens dar und ist fiir einen groBen Anteil des kardialen Natriumstroms ver-
antwortlich (Kaufmann et al., 2013; Westenbroek et al., 2013). Zahlreiche Studien
konnten allerdings belegen, dass ebenso Natriumkanédle vom neuronalen Typ (Nayl.1,

Nay1.2, Nay1.3, Nay1.6) sowie der skelettmuskelspezifische Kanal Nay1.4 in verschie-
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denen Regionen des Herzens exprimiert werden, wodurch eine Partizipation an kardia-
len Funktionen nahe gelegt wurde (Malhotra et al., 2001; Maier et al., 2002; Maier et
al., 2004; Duclohier, 2005; Marionneau et al., 2005; Tomson, 2008; Kaufmann et al.,
2010; Kaufmann et al., 2013; Westenbroek et al., 2013) (Abb. 5).
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Abb. 5: Quantitative Analyse der Na,-Isoformen in ventrikuliren Myozyten
Neben der prdadominanten Isoform Nayl.5 wird auch kardiale Expression von brain-type Isoformen (Nay

1.1,-1.3,-1.6) sowie skelettmuskuldrer Isoform (Navl.4) in Ventrikelmyozyten deutich; nach (Westenbroek
etal, 2013)

Neuronale Nay-Kanéle konnten im Herzen sowohl in Zellen des Reizbildungssystems
wie dem Sinusknoten als auch in Zellen des Arbeitsmyokards identifiziert werden. In-
nerhalb des Sinusknotens wurden neuronale Nay1.1-Kanéle in zentraler Lage detektiert,
wiahrend der kardiale Kanaltyp Nay1.5 in der Sinusknotenperipherie lokalisiert wurde
(Maier et al., 2003). Durch diese unterschiedliche Verteilung sowie die Verdnderung
von Herzfrequenz und Frequenzvariabilitit bei selektiver Blockade neuronaler Kanéle
konnte eine Beteiligung des Kanals an der Schrittmacherfunktion des Sinusknotens

gezeigt werden (Maier et al., 2003; Lei et al., 2004).

Innerhalb der Zellen des Arbeitsmyokards sind die Kanalisoformen in bestimmten
Mustern auf subzelluldrer Ebene verteilt und scheinen dabei verschiedene Funktionen
wie Impulsiibertragung zwischen Kardiomyozyten oder Ubertragung des Impulses auf
den intrazelluldren kontraktilen Apparat des Herzen zu ibernehmen (Maier et al., 2002).
Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur agiert der kardiale Zellverband als funktionelles
Synzytium, indem Kardiomyozyten zur Impulsiibertragung elektrochemisch gekoppelt

sind. Somit kann eine einzelne ankommende Erregung das komplette Herz stimulieren
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und durch organisierte Kontraktion effektiven Blutauswurf gewdhrleisten. Die Impuls-
iibertragung erfolgt dabei liber Nexus (Gap junctions) an den Glanzstreifen (Disci inter-
calares) und wird durch spannungsabhédngige Natriumkanéle erleichtert (Kucera et al.,

2002; Benninghoff und Drenckhahn, 2003) (Abb. 6).
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Abb. 6: Elektronenmikroskopische Ultrastruktur eines Kardiomyozyten

a) Schema eines Kardiomyozyten mit Zell-Zell-Verbindungen iiber Glanzstreifen (Disci intercalares),
Nexus an longitudinalem Abschnitt des Glanzstreifens und streifenférmiger Anordnung der T-Tubuli.
b) Vergrifserter Ausschnitt eines Glanzstreifens. Nexus (Gap junctions) dienen der elektrischen Kopplung
zwischen den Zellen. In dem Bereich befinden sich zudem herzspezifische Natriumkandle (Navl.5). Macu-
la adherens sowie Fascia adherens dienen dariiber hinaus der mechanischen Verankerung des Zellver-
bandes wdhrend der Kontraktion. T-Tubuli bilden Dyaden mit dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR).
Hieriiber gelangt die Erregung der Zelloberfliche in das Zellinnere bis hin zur Kontraktion der Myo-
fibrillen. Die Lokalisation ist gleichzeitig Sitz sogenannter neuronaler Natriumkandle (Nayl.1);

nach (Benninghoff und Drenckhahn, 2003)

Molekulare Bestandteile der Nexus sind Connexine: Transmembranproteine, die zu-
sammengenommen einen Halbkanal, das Connexon, bilden (Liillmann-Rauch, 2006).
Das herzspezifische Connexin ist Connexin 43. In Ventrikelmyozyten von Maus und
Ratte konnte durch immunzytochemische Féarbung eine Kolokalisation der primér kar-
dialen Isoform Nay1.5 mit Connexin 43 und somit deren Lokalisation an den Disci in-
tercalares gezeigt werden (Maier et al., 2002; Maier et al., 2004) (Abb. 7).
Im Gegensatz dazu wurden neuronale Isoformen Nay1.1, Nay1.3, Nay1.6 in streifenfor-
miger Distribution am T-tubuldren System detektiert (Malhotra et al., 2001; Maier et al.,
2002) (Abb. 7). T-Tubuli sind transversal angeordnete Einstiilpungen der Zellmembran
auf Hohe der Z-Scheiben. Sie bilden Kontakte (Dyaden) mit den terminalen Zisternen
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des sarkoplasmatischen Retikulums, einem intrazelluliren Ca?*-Speicher (Liillmann-
Rauch, 2006). Uber diese Kontakte gelangt die Erregung der Zellmembran in das Innere
des Kardiomyozyten und fiihrt zur intrazelluldren Freisetzung des Ca’>* wihrend der
elektromechanischen  Kopplung. Zusammengefasst sprechen die genannten
Erkenntnisse fiir eine Beteiligung der sogenannten neuronalen Isoformen sowohl an
Schrittmacherfunktionen als auch an der Kopplung der Oberfldchenerregung bis hin zur
Kontraktion, wahrend die kardiale Isoform an der interzelluldren Erregungsfortleitung

beteiligt zu sein scheint (Maier et al., 2002; Maier et al., 2003).

Informationen aus Studien mit humanen Atriummyozyten sprechen fiir eine
abweichende Isoformendistribution beim Menschen. Der Kanal Nay1.2 wurde dabei im
Bereich der Disci intercalares detektiert, wihrend die kardiale Isoform Nay1.5 an der
Zelloberfliche in Deckung mit den Z-Linien der Sarkomere gefunden wurde (Kaufmann

et al., 2013).
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Abb. 7: Immunlokalisation der Na-Isoformen in murinen Ventrikelmyozyten

1) zeigt immunhistochemische Anfirbung mittels Anti-Nay1.5 im Bereich der Disci intercalares (a) sowie
streifenformige Anfirbung mittels Anti-Nayl.1 entlang des T-tubuliren Systems (b).

2) zeigt Immunfirbungen der Markerproteine Connexin 43 als Marker der Disci intercalares (a), a-Actin-
in als Markerprotein der Z-Linien im Bereich der T-Tubuli (b). c) und d) zeigen Doppelimmunfdrbungen
mit Kolokalisation des kardialen Nav1.5 (griin) und Connexin 43 (rot) im Bereich der Glanzstreifen (c)
sowie Kolokalisation von Navl.1 (griin) und a-Actinin (rot) mit streifenférmiger Anordnung entlang der
T-Tubuli (d); nach (Maier et al., 2002, Maier et al., 2004)

1.3 Tonenkanalopathien

Die Vielfalt von lonenkandlen ist groB3, ebenso ihre unterschiedliche Aufgabe und
Distribution in verschiedenem Gewebe. Entsprechend hoch ist die Anzahl der Erkran-
kungen in Zusammenhang mit ihnen. Diese Erkrankungen, sogenannte Kanalopathien,
haben ihren Ursprung in Mutationen der zugrundeliegenden Gene, die zu aberrantem
Schaltverhalten der Kanile und damit zu unterschiedlicher Erregbarkeit des betroffenen

Gewebes fithren (George, 2005). Dabei reicht das Spektrum von leichten beziehungs-
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weise latenten bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen. Der folgende Abschnitt soll
keinen Anspruch auf Vollstindigkeit erheben, sondern lediglich einen Einblick in die
Vielfalt der Nay-Kanalopathien im Allgemeinen geben, bevor auf die Nayl.1-

Erkrankungen genauer eingegangen wird.

1.3.1 Spektrum der Natriumkanalopathien

Die Vielfalt der Nay-Kanalisoformen und ihre unterschiedliche Expression in
verschiedenem Gewebe ldsst eine hohe Variation an Erkrankungen bei ihrer Dysfunk-
tion erwarten. Das weite Spektrum reicht von Erkrankungen der Skelettmuskulatur und
des Herzens bis hin zu Erkrankungen des zentralen sowie des peripheren Nerven-
systems (George, 2005; Mullen und Scheffer, 2009). Auch psychiatrische Erkrankungen
oder kognitive Einschriankungen sind in Verdacht in Zusammenhang mit Natriumkanal-
dysfunktionen zu stehen (Meisler und Kearney, 2005). Unterschiedliche Erbkrankheiten
der Skelettmuskulatur resultieren aus Mutationen des skelettmuskelspezifischen Kanals
Nayl.4. Verminderte Kanalaktivitdt fiihrt dabei zu episodenartiger Muskelerschlaffung
bei der hyperkalidimischen periodischen Paralyse, wihrend vermehrte Aktivitidt des
Kanals zu fehlender Relaxation bei der Paramyotonia congenita fiihrt (George, 2005).
Mutationen des herzspezifischen Kanals Nayl1.5 fithren zu kardialen Rhythmus-
storungen wie etwa bei dem Brugada-Syndrom oder dem Long-QT-Syndrom Typ 3
(Catterall und Yu, 2006). Bei Dysregulationen der brain-type Na,-Kanédle kommt es zu
genetischen Formen der Epilepsie wie die benigne familidire neonatal-infantile Epilep-
sie (BFNIE), generalisierte Epilepsie mit Fieberkrimpfen plus (GEFS+), Dravet-
Syndrom oder auch einer Form der familidren hemiplegen Migrine (FHM3) (Mulley et
al., 2005; Kahlig et al., 2008). Verdndertes Schaltverhalten der peripher neuronalen
Kanile Nay1.7, Nay1.8, Nay1.9 fiihrt iiber Hyperexzitabilitidt von sensiblen Neuronen zu
familidren Schmerzsyndromen wie die paroxysmale extreme Schmerzstérung (PEPD)
oder die primdre Erythromelalgie mit anfallartigem brennenden Schmerz sowie
Schwellung und Rotung der Extremitédten (Catterall et al., 2008). Die folgende Tabelle

soll einen Uberblick iiber die Na,-Kanalisoformen und assoziierte Kanalopathien geben.
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Tab. 1: Nay-Isoformen mit assoziierten Kanalopathien
S= sensibel; n.s.= non selektiv, R= Resistent, ZNS= Zentralnervensystem, PNS= Peripheres Nervensys-
tem; SIDS= Sudden Infant Death Syndrom (Plotzlicher Kindstod), nach (Savio-Galimberti et al., 2012)

Kanal Gen Expression TTX Kanalopathie
Nayl.1  SCNIA Neuronen des ZNS (Soma), S Epilepsieerkrankungen (GEFS+,
Kardiomyozyten (T-Tubuli) Dravet-Syndrom, West-Syndrom,

Lennox-Gestaut-Syndrom) Familidre
hemiplege Migrane (FHM),

Navl.2 SCN2A  Neuronen des ZNS (Axon) S Erbbedingte Fieberkrampfe und Epi-
lepsie
Nav1.3 SCN3A  Embryonale Neuronen des ZNS S Potentieller Faktor bei peripher neu-
(Soma), Kardiomyozyten ropathischem Schmerz nach Riicken-
marksverletzung
Nav1.4 SCN4A  Skelettmuskelzelle S Hyperkalidmische periodische Paraly-

(n.s.)  se, Paramyotonia congenita, Kalium-
bedingte Myotonie, Maligne Hyper-

thermie
Navl.5 SCN5SA  Kardiomyozyt, unrei- R Long QT-Syndrom, Brugada-
fe/denervierte Skelettmuskelzel- Syndrom, Sick-Sinus-Syndrom, SIDS,
le, bestimmte Neurone Dilalative Kardiomyopathie
Nayl.6 SCN8A  Neuronen des ZNS (Purkinje- S Cerebelldre Ataxie, Erkrankungen der

Zellen, Hippocampus), Astrozy- (n.s.)  motorischen Endplatte
ten, PNS, Kardiomyozyt (T-

Tubuli)

Nayl.7 SCN9A Neuronen der Spinalganglien, S Congenitale Schmerzunempfindlich-
Sympathische Neuronen, (n.s.)  keit (CIP), Primére Erythromelalgie,
Schwannzellen, neuroendokrine Paroxysmale extreme Schmerzstérung
Zellen, (PEPD)

Nav1.8 SCNIOA Neuronen der Spinalganglien, R Periphere Schmerzstorung, Leitungs-
Intrakardiale Neurone storung (atrial/ventrikulér)

Nayl.9 SCNI1A Neuronen der Spinalganglien R Potentielle Rolle bei Nozizeption und
(Nozizeption) Hyperalgesie

1.3.2 Scnla Mutation und Dravet-Syndrom

Der iiberwiegend im zentralen Nervensystem exprimierte Kanal Nay1.1 wird durch das
Scnla-Gen kodiert. Zahlreiche Mutationen dieses Gens fiihren zu unterschiedlich stark
ausgepragten Erkrankungen, die in erster Linie aus dem Bereich der Epilepsieerkran-
kungen kommen. Das Spektrum reicht hierbei von leichten Stérungen wie einfachen
Fieberkrampfen sowie benigner familidrer neonatal-infantiler Epilepsie (BFNIE) iiber
generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen plus (GEFS+) bis hin zu schweren epilepti-
schen Enzephalopathien wie das Dravet-Syndrom (Scheffer und Berkovic, 1997,
Berkovic et al., 2004; Dravet et al., 2005; Mantegazza et al., 2005). Hierbei besteht ein
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gewisses Kontinuum in der Schwere der Erkrankung, das von dem unterschiedlichen
Ausmal} der zugrundeliegenden Mutation abhéngig ist (Ragsdale, 2008) (Abb. 8). Als
schwerwiegend gelten dabei unter anderem sogenannte nonsense-Mutationen, die zu
verkiirzten und damit funktionslosen Kanalproteinen fiihren, sowie Mutationsloki in
essentiellen Bereichen der porenbildenden Region des Kanals (Mulley et al., 2005).
Eine unterschiedliche Ausprdagung des Phinotypen scheint zudem durch modulierende
Gene sowie verschiedene Umweltfaktoren beeinflusst zu sein (Akiyama et al., 2012;

Guerrini, 2012).

Mild Moderate Severe Truncation
missense missense missense loss-of-function

Na,1.1 Mutation Sev

Febrile seizures GEFS+

Febrile seizures Febrile seizures Febrile seizures
Generalized seizures Generalized seizures
Myoclonic seizures
Atypical absence
Ataxia
Cognitive impairment

Abb. 8: Kontinuum der Nay1.1-Kanalopathien
Mit der Progression des Mutationsausmafes bis zu komplettem Verlust der Kanalfunktion steigt der
Schweregrad des klinischen Phdnotyps von familidren Fieberkrimpfen tiber GEFS+ bis hin zu SMEI
(Dravet-Syndrom),; nach (Catterall et al., 2010)

Dravet-Syndrom

Es wird von 100 bis 700 Nay1.1-Kanalmutationen berichtet, die in Zusammenhang mit
dem Dravet-Syndrom stehen (Catterall et al., 2008; Nabbout, 2008; Akiyama et al.,
2012). Diese iiberwiegend sporadisch entstehenden Mutationen, sogenannte de novo
Mutationen, sollen fiir ungeféahr 70-80% der Erkrankungen verantwortlich sein (Mulley
et al., 2005; Le Gal et al., 2010; Dravet et al., 2011). Die mutierten Kanéle fiithren dabei
iber Reduktion des Na'-lIonenstroms in inhibitorischen GABAergen Interneuronen des
Hippocampus zu einer neuronalen Ubererregbarkeit, welche zu Epilepsie fiihrt (Yu et
al., 2006). Das Dravet-Syndrom, urspriinglich 1978 als severe myoclonic epilepsy in

infancy (SMEI) bezeichnet, beschreibt eine schwere Form der infantilen epileptischen
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Enzephalopathie (Dravet et al., 2005). Nach der International League Against Epilepsy
(ILAE) ist es definiert als Epilepsieerkrankung, die innerhalb des ersten Lebensjahres
mit unterschiedlichen therapierefraktdren Krampfanféllen bei ansonsten unauffdlligen
Sduglingen beginnt und mit Stérungen in der kognitiven sowie motorischen Entwick-
lung einhergeht (Dravet, 2011a). Innerhalb des Syndroms lassen sich drei Krankheits-
phasen abgrenzen. Zunichst die initiale Phase des Krankheitsausbruchs mit typischer-
weise langanhaltenden, fieber- oder vakzinationsbezogenen, konvulsiven klonischen
oder tonisch-klonischen Anféllen. Die Krankheit beginnt innerhalb des ersten Lebens-
jahres bei einem zuvor unauffilligen Sdugling (Dravet, 2011a; Akiyama et al., 2012).
Darauf folgt eine Phase der klinischen Verschlechterung zwischen dem ersten und dem
flinften Lebensjahr unter Zunahme der Frequenz sowie des Repertoires epileptischer
Anfille mit atypischen Absencen, myoklonischen und partialen Anfdllen. Simultan
werden psychomotorische Entwicklungsstorungen auffillig (Guerrini, 2012). Es treten
neurologische Stérungen wie Ataxie, Pyramidenbahnzeichen sowie unkoordinierte
Bewegungen auf und es werden Auffilligkeiten in der kindlichen Sprach- und
Verhaltensentwicklung deutlich. Nach dem fiinften Lebensjahr setzt meist eine Phase
der Stabilisierung ein. Zwar persistieren epileptische Anfille weiterhin, ihre Haufigkeit
nimmt jedoch ab (Akiyama et al., 2012; Guerrini, 2012). Auch die mentale Entwicklung
wird verbessert, wobei kognitive Defizite bestehen bleiben. Innerhalb des Dravet-
Syndroms besteht eine weite Heterogenitdt beziiglich der Krankheitsauspragung mit
neuropsychologischem Outcome sowie mentaler Retardierung und es werden atypische,
sogenannte borderline Formen (SMEIB) abgegrenzt, welche nicht alle Kriterien der
typischen Form erfiillen (Dravet, 2011b). Im Vergleich zur nicht betroffenen Bevol-
kerung haben Dravet-Patienten ein erhohtes Risiko von bis zu 17,5% friihzeitig zu
versterben (Dravet, 2011b). Unter den Ursachen befinden sich neben dem Status epilep-
ticus unter anderem auch anfallsbedingte Unfille sowie Ketoazidose. Auffillig ist zu-
dem die besonders hohe Rate von 50% einen plotzlichen unerwarteten Epilepsietod
(SUDEP) zu erleiden, welche die durchschnittliche SUDEP-Rate anderer Epilepsieer-
krankungen deutlich iibersteigt (Dravet, 2011b). Dieses erhohte Risiko ist ein ernst zu

nehmendes Problem bei Dravet-Patienten und gilt es daher weiter zu erforschen.
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1.4  Fragestellung und Intention dieser Arbeit

Das Dravet-Syndrom, auch severe myoclonic epilepsy in infancy (SMEI) bezeichnet, ist
eine therapierefraktire schwere Form der epileptischen Enzephalopathie. Sie wird durch
Mutation des Nayl.1-Kanalgens (Scnla) verursacht. Epilepsiepatienten tragen im
Allgemeinen ein erhohtes Risiko im Vergleich zur nicht betroffenen Bevdlkerung
frithzeitig zu versterben (Surges und Sander, 2012). Mit einer Beteiligung von 10-20%
der Todesfélle zdhlt hierbei der plotzliche und unerwartete Epilepsietod (SUDEP) zu
den Hauptursachen (Velagapudi et al., 2012). Bei Dravet-Patienten ist das SUDEP-
Risiko hingegen auf bis zu 50% der friihzeitigen Todesfille erhdht. Uber die pathophy-
siologischen Vorgénge des SUDEP herrscht bis dato jedoch kein einheitlicher Konsens.

Da der epilepsieverursachende Nay1.1-Kanal nicht exklusiv im Gehirn, sondern auch im
Herzen exprimiert wird, stellt sich die Frage, welche kardialen Auswirkungen ein
Defekt dieses Kanals mit sich bringt. Es wird hypothetisiert, dass kardiale Arrhythmien
durch den Defekt der Ionenkandle an der Pathogenese von SUDEP in SMEI-Patienten
beteiligt sind. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, den kardialen Phinotyp eines SMEI-
Models mit moglicher Beteiligung des Nay1.1-Kanals an der Entstehung von SUDEP zu

evaluieren.

Der kardiale Einfluss der Nay1.1-Defizienz wurde anhand eines Knockout-Mausmodells
im Rahmen von elektrokardiographischen sowie elektrophysiologischen Unter-
suchungen charakterisiert. Diese wurden sowohl unter Ruhebedingungen als auch unter
Stresssimulation durchgefiihrt. Die Stressinduktion erfolgte dabei mittels pharmakologi-

scher Stressstimuli sowie des Weiteren mittels Induktion von Hyperthermie.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden werden alle bei dieser Arbeit angewandten Versuchsanordnungen vorge-

stellt und die dabei verwendeten Materialien aufgelistet.

2.1  Transgenes Mausmodell

In den durchgefiihrten Versuchen wurde ein transgenes Mausmodell herangezogen, das
nachfolgend nédher beschrieben wird. Im Anschluss wird die Genotypisierung fiir die

korrekte Zuordnung der untersuchten Mause in die jeweilige Gruppe erldutert.

2.1.1 Scnla-Knockout

Um die loss-of-function Mutation des Nay1.1 kodierenden SCN1A-Gens zu studieren,
die zu generalisierter Epilepsie wie dem Dravet-Syndrom fiihrt, wurde in vorliegender
Arbeit ein transgenes Mausmodell verwendet, das von Yu et al. (2006) entwickelt
wurde. Im Rahmen der internationalen Kooperationen CURE (Citizens United for
Research in Epilepsy) und der DSF (Dravet Syndrome Foundation) wurde dieses
129Sv]J:C57BL6.Nay1.1 Mausmodell freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Bei
diesem hybriden Modell sind sowohl homozygote (Scnla™") als auch heterozygote
(Scnla*™™) Mutanten von wildtypischen Miusen bis zu Tag neun nach Geburt (P9)
phinotypisch nicht zu unterscheiden (Yu et al., 2006). Eine mogliche Erklarung hierfiir
bietet die initiale Expression des Nayl.1 Kanals ab der zweiten postnatalen Woche
(Gordon et al., 1987; Scheinman et al., 1989). Homozygote Mutanten beginnen ab dem
neunten postnatalen Tag (P9) koordinative Auffélligkeiten wie Tremor sowie posturale
Instabilitdt zu zeigen. Bis zu ithrem Exitus am fiinfzehnten postnatalen Tag (P15)
(Abb. 9a) zeigen diese Méuse neben allgemeiner Inaktivitdt periodische generalisierte
konvulsiv klonische Anfille und versterben selbst unter manueller Fiitterung bis zu
P17.5 aufgrund von Dehydration und insuffizienter Nahrungsaufnahme (Yu et al., 2006)
(Abb. 9b). Diese homozygot Scnla-negativen Miuse (Scnla™) wurden den
Versuchsreihen in vorliegender Arbeit nicht zugefiihrt. Es wurden ausschlieBlich

heterozygote Tiere in der Experimentalgruppe neben Wildtypen in der Kontrollgruppe
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verwendet. Heterozygote Mutanten (Scnla™) werden zwischen P21 und P27 durch
erste spontane Anfille und spontanen Exitus auffillig, wobei 40% der Méause beider

Geschlechter innerhalb von fiinfzehn Wochen versterben (Yu et al., 2006).

100 1 —--,—-—._.__‘__-k/+ Not fed Manually fed

80 : 109 1 1
s 1 +/— el i
< 604 ! 2 :
1= i T 5 :
8 404 i I3 :
o : E 41 i
: —/— 2 7 :
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I 1 1 I 1 1 I 1 1 O _I : 1 I I 1

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 P16 P16 P16.5 P17 P17.5

a) Postnatal weeks b) Postnatal days

Abb. 9: Uberleben der Scn-Mutanten

a) Uberlebenskurve nach Kaplan-Maier. Wihrend homozygote Scnla™~ Miuse bereits in der zweiten
postnatalen Woche ausnahmslos versterben, sterben 40% der heterozygoten Scnla™~ Mduse bis zur fiinf-
zehnten Woche. Wildtypische Mdiuse Scnla™*sind hiervon nicht betroffen und zeigen diese gesteigerte
Mortalitdt der Dravet-Mutanten nicht.

b) Uberleben der homozygoten KO-Miiuse unter manuellem Fiittern. Wihrend die Méuse ohne manuelle
Nahrungszufuhr bereits bis zu Tag 16 versterben, tiberleben wenige von ihnen unter Fiitterung bis zu Tag
17,5, nach (Yu et al., 2006)

In vorliegender Arbeit wurden insgesamt 69 Tiere beider Geschlechter mit dem
Genotyp Scnla™ (WT) sowie Scnla”~ (HET) in vivo untersucht. Einer
elektrokardiographischen Untersuchung (EKG) wurden 22 Tiere unterzogen, welche
sich in einem Alter zwischen 70 und 80 Tagen (P70-80) befanden. Weitere 27 Tiere in
diesem Alter wurden elektrophysiologischen Untersuchungen (EPU) zugefiihrt. An 20
Tieren wurden daneben 40 bis 45 Tage post natum (P40-45) kombinierte
elektrokardiographische =~ sowie  elektrophysiologische = Untersuchungen  unter
temperierten Bedingungen durchgefiihrt, um altersspezifische Unterschiede des
Kardiophédnotyps und eine mdgliche Thermosensitivitit zu untersuchen. Die Méuse
wurden geschlechtsspezifisch getrennt in Kédfigen mit bis zu fiinf Tieren unter freiem
Zugang zu Wasser und Nahrung gehalten. Die Umgebungstemperatur betrug 24 Grad
Celsius (°C) und ein zirkadianer zwolfstiindiger Tag/Nacht-Rhythmus wurde

eingehalten. Alle Untersuchungen wurden mit der Erlaubnis der Regierung von
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Unterfranken unter den Vorgaben des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik

Deutschland durchgefiihrt.

Hyperthermie-Versuch EKG
Kombinierte EKG/EPU n=22 (WT 11/ HET 11)
unter temperierten
Bedingungen EPU
n=20 (WT 10/ HET 10) n=27 (WT 14/ HET 13)

7 7

I I - I y I I - I - 1
PO P20 P30 P40 P50 P60 P70 P80 P90

Abb. 10: Versuchstieralter

Abgebildeter Zeitstrahl verdeutlicht Alter und Anzahl der Versuchstiere bei den unterschiedlichen Ver-
suchsanordnungen. PO markiert den Zeitpunkt der Geburt. Px das Versuchstieralter in Tagen postnatal.
Wiihrend isolierte EKG- sowie EPU-Versuche an Mdusen im Alter zwischen 70-80 Tagen postnatal (P70-
80) durchgefiihrt wurden, erfolgte die kombinierte Versuchsanordnung der Hyperthermie-Versuche be-
reits an Mdusen im Alter zwischen 40 und 45 Tagen postnatal (P40-45).

2.1.2  Genotypisierung via PCR

Fiir korrekte Zuordnung der Versuchstiere in die HET- oder Kontrollgruppe wurden die
Mause hinsichtlich ihres Scn-Genotyps genetisch identifiziert. Die Genotypisierung
erfolgte in tblicher Art und Weise iiber drei Schritte. Beginnend mit der DNA-
Extraktion liber die DNA-Amplifikation bis zur UV-Visualisierung gelelektrophoretisch
aufgetrennter DNA-Banden (Mullis et al., 1986). Die hierfiir verwendeten Materialien
und Chemikalien werden tabellarisch in dem Gliederungspunkt der Appendix darge-

stellt (Tab. 20, Tab. 21).

Zunichst wurde DNA aus Schwanzbiopsien der Versuchstiere extrahiert. Dies erfolgte
mit Hilfe des DNeasy® Blood and Tissue Kit (250) (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutsch-
land). Hierbei wurde das Biopsiematerial nach Zugabe von 180 pul ATL-Puffer und
20 pl Proteinkinase K in einem Eppendorfgefdl unter Erwérmung auf 60 °C durch ein
Thermogerét liber Nacht lysiert. Um beim Durchlauf des Lysats das selektive Haften

der DNA an die Matrix der Trennsdulen (DNeasy mini spin columns) zu verbessern,
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wurde dem Lysat 200 pul AL-Puffer sowie 200 pl Ethanol (96-100%) hinzugefiigt. Der
Durchlauf wurde von der mit DNA behafteten Trennsdule in einer Tischzentrifuge bei
6000 x g (8000 rpm) fiir eine Minute getrennt und verworfen. In zwei separaten Wasch-
schritten mit 500 pul AWI1-Puffer bei 6000 x g fiir eine Minute sowie 500 ul AW2-
Puffer bei 20000 x g (14000 rpm) fiir drei Minuten wurde die DNA von Kontaminanten
befreit. In einem letzten Schritt wurde die haftende DNA nach Inkubation von einer
Minute mit 200 pul AE-Puffer durch Zentrifugieren bei 6000 x g fiir eine weitere Minute
von der Matrix gelost und lag nun fiir die nachfolgende Verwendung in Losung vor

(Qiagen-GmbH, 2006).

Die relevanten DNA-Segmente der aufgereinigten DNA wurden mittels Polymerase-
Kettenreaktion im Folgeschritt exponentiell amplifiziert. Hierfiir wurde wie tiiblich eine
thermostabile Polymerase des Organismus Thermus aquaticus (Taq) zwecks Automati-
sierung in einem Thermocycler verwendet (Saiki et al., 1988). Es wurden insgesamt drei
Primer (bezogen von der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)
verwendet, um die DNA-Fragmente in wildtypisches Scn-Gen und Knockout-Gen
differenzieren zu konnen. Die Primer-Nukleotidsequenzen werden in folgender Tabelle

dargestellt (Tab. 2).

Tab. 2: Primersequenzen
A=Adenin;, C=Cytosin; G=Guanin; T=Thymin

Oligoname Nukleotidsequenz 5'—3’ Funktion

268 for CGA ATC CAG ATG GAA GAG CGG TTC ATGGCT  WT/ KO forward Primer
269 rev ACA AGC TGC TAT GGA CAT TGT CAG GTC AGT WT reverse Primer

316 rev TGG CGC TCG ATG TTC AGC CCA AGC KO reverse Primer

Bei beiden gesuchten Fragmenten wurde der Startpunkt der Amplifikation mit Primer
Oligo 268 for gewihlt (Tab. 2). Das Ende differierte jeweils, um unterschiedlich grofe
Fragmente zu erhalten und die Genotypen somit anhand der Fragmentgrof3e unterschei-
den zu konnen. Primer Oligo 269 rev terminierte das wildtypische Scn-Gen, wodurch
sich ein Amplifizierungsfragment von circa 300 bp ergab, wihrend Primer Oligo 316
rev die Termination des circa 150 bp langen Knockout-Fragments bestimmte (Abb. 11).

Durch die unterschiedliche GroBe der Fragmente und die damit verbundene unterschied-
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liche gelelektrophoretische Auftrennung konnten die Genotypen der heterozygoten

Knockout-Méuse von den wildtypischen Genotypen unterschieden werden.

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
bpng/0Spg %

10000 180 36
2000 180 36
6000 180 36
80 36
80 36
80 36
00 120
60 32
160 32
= 160 32
3 160 32
o 600 120
: i .
g 0 i | —~WT-Bande bei 300 Bp
g 60.0 1?
2 20040
= 200 40 .
* 26— KO-Bande bei 150 Bp
2
g
*

0.5 pg/lane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Vificm, 45 min

Abb. 11: PCR-Marker
Die Abbildung zeigt die Aufirennung des GeneRuler™ Ladder Mixes nach Banden unterschiedlicher
Grifie bei 1%igem Agarosegel, angelegter Spannung von 7V/cm und 45 miniitiger Laufzeit. Rot markiert

sind die relevanten Bandenbereiche fiir die Genfragmente des WT-Gens bei 300 bp sowie die Fragmente
des KO-Gens bei 150 bp; nach (Thermo-Fisher-Scientific-Inc, 2014)

Der genaue Reaktionsansatz zur DNA-Amplifizierung findet sich in 7ab. 3. Wie
beschrieben wurden hierbei 10 pl DNA-Lysat mit 40 pl des Mastermix-
Reaktionsansatzes vermischt und anschlieBend in einem Thermocycler nach

beschriebenem PCR-Protokoll behandelt (Tab. 4).

Tab. 3: PCR-Mastermix Pipettierschema

PCR-Reaktionsansatz

pro Sample

[DNA-Sample 10 pl]
Primer 268 for (5 uM) 2 ul
Primer 269 rev (10 uM) 4 ul
Primer 316 rev (5 uM) 2 ul
Puffer (5x) Sul
dNTPs (0,2 mM) 1 ul
DREAMTAQ inklusive 0,6 pl
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PCR-Reaktionsansatz

pro Sample

MgCla

H.0 25,4 1l
Gesamtvolumen 50 pl

Tab. 4: PCR-Protokoll des Thermocyclers

Phase Temperatur [°C] Zeit [min]

Denaturierung initial 95 2

Denaturierung 95 30

Annealing 67 30 } x 30
Elongation 72 45

Elongation final 72 7

Pause 15 unbestimmt

Nachdem die DNA-Fragmente des KO- sowie des WT-Gens amplifiziert in Losung
vorlagen, wurden sie gemél ihrer GroBe gelelektrophoretisch aufgetrennt. Um eine
differenzierte Auftrennung der 150 bp und 300 bp Fragmente zu ermoglichen, wurde
ein Elektrophoresegel mit 2% Agaroseanteil gewéhlt. Zur Farbung der doppelstrangigen
DNA wurde dem Gel bei der Herstellung Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) hinzugefiigt.
Dieses bewirkt durch Interkalierung eine Verdnderung des UV Emissionsspektrums,
wodurch die gewiinschten DNA-Banden auf einem UV-Tisch sichtbar werden (Le Pecq
und Paoletti, 1966; Sharp et al., 1973). Aufgrund der Kanzerogenitit des Ethidium-
bromids wurden hierbei die iiblichen Sicherheitsvorschriften wie das Tragen von Hand-
schuhen und einer Schutzbrille eingehalten. Vor dem Gellauf wurden jeweils 10 pl
Ladepuffer zu den PCR-Proben pipettiert und die Geltaschen anschlieBend mit 25 ul des
Gemisches geladen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte nach Anlegen einer
Spannung von 140 V (ca. 250 mA, 39 W) fiir eine Stunde in der Elektrophorese-
apparatur. Als Laufpuffer wurde dabei 1x TAE (TRIS-Acetat-EDTA) verwendet. Im
letzten Schritt wurde das Gel durch Auflage auf einen UV-Tisch der Fotodokumentation
zugingig gemacht. Durch Verwendung des bp-Markers konnten die aufgetrennten
DNA-Banden ihrer GréBe entsprechend zugeordnet und die Genotypen der Méuse auf-

grund ihres Bandenmusters bestimmt werden. Als Positivkontrolle diente DNA von
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bereits hetero- beziechungsweise homozygot getesteten Miusen (Scnla™~; Senla™). Als

Negativkontrolle diente H>O.

Z

10 Mectrictr

E -
=
- =

X
N s Bl

Py

Abb. 12: UV-Fotodokumentation der PCR

Die Abbildung zeigt die Fotodokumentation von 22 PCR-Samples. Die mit rotem Stern markierten Samp-
les sind als heterozygot Scnla™™ zu werten. Die mit x markierten Samples sind nicht auszuwerten. Restli-
che nicht markierte Samples entsprechen dem WT-Genotyp Scnla™*. H:O= Negativkontrolle; WT/HET
Ctr*= Positivkontrollen, M=Marker mit zugehorigen Banden.

2.2 Elektrokardiographische Untersuchung (EKG Ruhe/Stress)

Zur Erforschung kardialer Phénotypen in vivo sind Mausmodelle weit verbreitet, trotz
der nicht zu vernachldssigenden Unterschiede in der Durchfiihrung und Auswertung
eines murinen EKGs zu einem humanen EKG (Richards et al., 1953; London, 2001).
Lange Zeit galten unter vielen Aspekten vor allem die rdumliche Auflosung des kleinen
Maiuseherzens sowie die zeitliche Auflosung der schnellen Herzfrequenz als Herausfor-
derung (Hartley et al., 2002). Sie liegt mit ungefdhr 500-700 Schldgen pro Minute im
Vergleich zu 60-70 Schldgen pro Minute beim Menschen in etwa bei dem Zehnfachen
(Desai et al., 1997; Kass et al., 1998; Ho et al., 2011). Nicht nur aus diesen Griinden
gibt es einige Punkte bei der Elektrokardiographie von Méusen zu beachten. Ihre
Durchfiihrung soll im Folgenden detailliert beschrieben werden. In vorliegender Arbeit
wurden Oberflichen-EKGs abgeleitet. Sie wurden sowohl unter Ruhebedingungen als
auch unter Stressinduktion mittels pharmakologischer Stimuli durchgefiihrt. Als Phar-
makon wurde hierbei das Adrenergikum Isoproterenol verwendet, welches vornehmlich

tiber selektive Aktivierung von -Adrenozeptoren (Bi/ B2) wirkt.
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2.2.1 Materialien, Chemikalien, Hard- und Software

Fiir einen besseren Uberblick sind verwendete Materialien, Chemikalien, Hard- sowie
Software der elektrokardiographischen Untersuchungen tabellarisch aufgelistet. Diese

Tabellen befinden sich unter dem Gliederungspunkt der Appendix (Tab. 22, Tab. 23).

2.2.2 Narkose mittels 2,2,2 Tribromethanol

Die Tiere wurden mit Hilfe von 2,2,2-Tribromethanol (TBE), das frither unter dem
Handelsnamen Avertin® vertrieben wurde, narkotisiert. Eine Narkose der Miuse ist
notwendig, um Schmerzfreiheit der Tiere zu garantieren und die Mause vor Stressin-
duktoren der ungewohnten Situation wihrend der Untersuchung abzuschirmen. Auf
diese Weise kann die hiermit verbundene kardiale Beeinflussung minimiert werden und
das EKG moglichst artefaktfrei aufgezeichnet werden. Avertin® ist ein verbreitetes All-
gemeinandsthetikum beim Umgang mit Méusen, das fiir angemessene Anésthesie bei
spontaner Atmung wéhrend kurzzeitiger chirurgischer Interventionen sorgt (Arras et al.,
2001). Allerdings sind korrekte Herstellung der Substanz sowie Sorgfalt in Umgang und
Lagerung wichtig, um ausreichende Anésthesie und Vertriglichkeit bei den Méusen zu
erreichen (Weiss und Zimmermann, 1999; Roth et al., 2002). Zunichst wurde mittels
Glaspipette jeweils 1 ml tert-Amylalkohol zu 1 g Aliquot TBE Pulver in ein Reagenz-
glas gegeben und fiir zwei Minuten bei Zimmertemperatur (ca. 25 °C) in einem Vortex-
riittler griindlich vermischt. Die hergestellte Stammlosung wurde beschriftet und durch
Aluminiumfolie lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert. Somit war sie zum weiteren Gebrauch
fir einen Monat haltbar. Fiir die Versuche wurde die eigentliche Anésthesielosung
tiglich frisch angesetzt. Daflir wurde die Stammlosung im Verhiltnis 1:40 mit einer
Natriumchloridlésung 0,9% verdiinnt und wiederum fiir zwei Minuten gevortext, um
das gewiinschte TBE 2,5% zu erhalten. Dieses wurde den Mausen préinterventionell zu
10 ul/g Korpergewicht intraperitoneal appliziert und anschlieBend fiinf Minuten
gewartet, um adidquate Anflutung, Verteilung und Anisthesiewirkung zu gewéhrleisten.
Im direkten Anschluss an die Versuche wurden die Méuse noch im narkotisierten
Zustand durch zervikale Dislokation euthanasiert, um eventuelle Folgen des TBE wie
Hepatotoxizitét, Peritonitis, Muskelnekrosen oder Ileus zu vermeiden (Roth et al., 2002;

Lieggi et al., 2005).
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2.2.3 Datenakquisition und -analyse

Nachdem die Miuse wie beschrieben narkotisiert worden waren und Anésthesie mittels
Verlust des Schmerzreflexes bestétigt wurde, wurden die Tiere mit Hilfe von Leuko-
silk® Klebestreifen auf einer Wirmeplatte in Riickenlage fixiert. Normothermie bei ca.
37 °C Korperkerntemperatur wurde durch das Temperaturkontrollmodul inklusive des
rektalen Temperatursensors sichergestellt. Somit konnte kardiale Beeinflussung durch
Hypothermie wie Reduktion der Herzfrequenz wéhrend der Narkose der Tiere mini-
miert werden (Richards et al., 1953). Oberflichen-EKGs wurden im Sinne der bipolaren
Extremititenableitungen nach Einthoven iiber subkutan angebrachte 29-Gauge Nadel-
elektroden abgeleitet. Das schwache elektrische Signal wurde dabei durch Powerlab und
BIOamp Verstirker amplifiziert und gefiltert. Der low-pass Filter wurde bei 1 kHz fest-
gelegt, der high-pass Filter bei 0,3 Hz. Zusitzlich wurde ein notch-Filter bei 50 Hz an-
gelegt, um Netzstorsignale umliegender elektronischer Gerdte zu minimieren und das
EKG moglichst rauschfrei aufzuzeichnen. Begonnen wurde nach korrekter Platzierung
der Nadelelektroden und kurzer Akklimatisationsphase mit der EKG-Aufzeichnung in
Ruhe fiir zwei Minuten. Im Anschluss wurde fiir das Stress-EKG ein pharmakologischer
Stimulus mittels abdomineller Injektion von 2 pg/g Korpergewicht Isoproterenol ge-
setzt. Hierzu wurde in einer téglich frisch angesetzten Stammldsung 10 mg Isoprote-
renol-Hydrochlorid in 50 ml Natriumchlorid 0,9% geldst. AnschlieBend wurden den
Mausen hiervon entsprechend 10 pl/g Korpergewicht appliziert. Isoproterenol ist ein
potenter non-selektiver B-Rezeptoragonist, der vor allem via B1-Rezeptorstimulation am
Herzen eine positiv chrono-, dromo- sowie inotrope Wirkung besitzt (Whalen et al.,
2006). Um die regelgerechte Isoproterenolgabe zu erfassen, wurde der Applikations-
zeitpunkt dokumentiert und der folgende kardiale Effekt der Herzfrequenzsteigerung
aufgezeichnet. Die Aufzeichnung des Stress-EKGs erfolgte fiir fiinf Minuten. Dahinge-
gen beschrinkte sich die Auswertung auf zwei Minuten nach dem Erreichen einer pla-
teauartigen Phase der Herzfrequenz nach initialem Anstieg direkt im Anschluss an die
Isoproterenolgabe. Somit konnte Anflutung und addquate Wirkung des Pharmakons
gewihrleistet werden. Demnach wurden jeweils zwei Minuten der Ruhe- sowie der

Stress-EKGs ausgewertet und analysiert (Abb. 13).
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Abb. 13: Auswertungsintervalle Ruhe- und Stress-EKG

Die Aufzeichnung des EKGs ist iiber fiinf Minuten dargestellt. Das Auswertungsintervall in Ruhe beginnt
bei Minute 1 fiir zwei Minuten nach kurzer Akklimatisation (erstes gestricheltes Intervall) mit anschlie-
fender dokumentierter Isoproterenolgabe. Deutlich wird im Anschluss an die i.p. Injektion des Adrener-
gikums eine Steigerung der Herzfrequenz nach kurzer Latenz zur Anflutung des Pharmakons von unge-
fahr 450 auf 650 bpm, welche gleichzeitig als Nachweis regelrechter Injektion galt. Das zweiminiitige
Intervall zur Auswertung des EKGs unter Stressbedingungen beginnt nach Erreichen der plateauartigen
Phase konstanter Herzfrequenz (zweites gestricheltes Intervall). Im Verlauf des gesamten Aufzeichnungs-
intervalls wurden somit jeweils zwei Minuten méglichst konstanter Herzfrequenz in Ruhe und unter
Stressbedingungen ausgewertet und verglichen.

Das auszuwertende Intervall wurde mittels EKG-Auswertungssoftware ecgAuto
(emka TECHNOLOGIES S.A.S., Paris, Frankreich) in Abschnitte zu je 15 Sekunden
unterteilt. In reprasentativen EKG-Abschnitten wurden die zu untersuchenden Parame-
ter bei jedem Versuchstier zundchst manuell bestimmt und in einer sogenannten Library
zusammengefiihrt. Diese Libraries beinhalteten somit ein Arsenal an unterschiedlichen
reprasentativen Abschnitten des EKGs und bildeten die Grundlage der softwareunter-

stiitzten EKG-Analyse (Abb. 14).

37



2 Material und Methoden

Abb. 14: EKG-Parameter

Reprdsentativer EKG-Abschnitt innerhalb des Aufzeichnungsintervalls mit manueller Eingabe der ge-
suchten EKG-Parameter. Mehrere solcher manuell bearbeiteter EKG-Abschnitte wurden individuell fiir
Jede einzelne Maus erstellt und in einer Library zusammengefiihrt, welche die Basis der softwareunter-
stiitzten EKG-Auswertung bildete.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende EKG-Parameter bet WT- und KO-Méusen
in beschriebener Weise sowohl in Ruhe als auch unter Stressbedingungen (Iso)
analysiert und verglichen. Bei den beiden korrigierten QT-Zeiten (QTBgazett, QTFridericia)
handelte es sich um Frequenzkorrekturen (Bazett, 1920; Fridericia, 1921), die ebenfalls
bei klinischen elektrophysiologischen Untersuchungen Anwendung finden, um den

Einfluss der Herzfrequenz auf die Dauer des QT-Intervalls zu berticksichtigen.

Tab. 5: Parameter der EKG Auswertung

EKG Parameter Definition

RR [ms] Abstand zweier folgender R-Zacken (R bis R2)

HR [bpm] Herzfrequenz reziprok zum RR Intervall

PR [ms] Intervall Beginn P bis Beginn QRS Komplex (<P bis Q)
Pdur [ms] Dauer der P-Welle ( <P bis P>)

PP [ms] Abstand Beginn zweier folgender P-Wellen (<P; bis <P2)
QRS [ms] Dauer des QRS-Komplexes (Q bis S)

QT [ms] Intervall Beginn QRS-Komplex bis Ende T Welle (Q bis T>)
QT+ [ms] Intervall Beginn QRS-Komplex bis negatives Maximum T-Welle (Q bis T+)
QTBazett [ms] QT-Intervall frequenzkorrigiert nach Bazett

QT Fridericia [MS] QT-Intervall frequenzkorrigiert nach Fridericia
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2.3 Elektrophysiologische Untersuchung (EPU)

Elektrophysiologische Untersuchungen (EPU) sind heute in der Kardiologie nicht mehr
wegzudenken. Thr Einfluss erstreckt sich von Rhythmusdiagnostik, Therapie der Herz-
rhythmusstérungen bis hin zur Erforschung ihrer Arrhythmogenese (Horowitz, 1986;
Feld, 1999; Luderitz, 2003; Wellens, 2008). Zugrundeliegende Mechanismen konnten
erst nach Miniaturisierung des Instrumentariums und Entwicklung der nétigen Techni-
ken anhand von Mausmodellen funktionell analysiert werden (James et al., 1998; Berul,
2003). Hierbei wurde der urspriinglich epikardiale Zugang, verbunden mit relevantem
chirurgischen Trauma, durch weniger invasive endokardiale oder transdsophageale Zu-
gangswege abgeldst (Berul et al., 1996; Berul et al., 1997; Berul et al., 1998; Saba et al.,
2000). Im Unterschied zu dem epikardialen open-chest-Zugang mit Erdffnen der Thora-
xhohle haben die weniger invasiven Zugangsformen den Vorteil im tiberwiegend intak-
ten Organismus unter physiologischeren Bedingungen zu messen. Ohne mediane Ster-
notomie konnen somit mogliche kardiale Einfliisse des autonomen Systems durch den
chirurgischen Eingriff per se sowie durch damit verbundene Schmerzen reduziert wer-
den (Berul, 2003; Sastry et al., 2006). Aufgrund dieser Vorteile wurde in vorliegender
Arbeit eine minimalinvasive endokardiale Form mit vaskuldrem Zugang gewihlt. All-
gemein konnen mit Hilfe der elektrophysiologischen Untersuchungstechniken induzier-
te Genalterationen im Sinne von spezifischen Krankheitsmodellen hinsichtlich ihres
kardialen Phénotyps charakterisiert werden (Berul et al., 1996; Saba et al., 2000). In
vorliegender Arbeit wurden in diesem Sinne Scnla®” -Miuse als Krankheitsmodell des
Dravet-Syndroms im Vergleich zu wildtypischen Miusen untersucht. Somit konnten
neben basalen elektrophysiologischen Parametern der Impulsinitiation, Konduktion
sowie Refraktaritit ebenso Arrhythmogenitit bei programmierter elektrischer

Stimulation evaluiert werden.

2.3.1 Materialien, Chemikalien, Hard- und Software

Verwendete Materialien werden wiederum tibersichtshalber tabellarisch aufgelistet und
im Abschnitt der Appendix angefiihrt, sofern sie nicht bereits im Materialteil der

elektrokardiographischen Untersuchungen zu finden sind. Sie werden somit um jene
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erweitert, welche ausschlieBlich bei den elektrophysiologischen Untersuchungen und

nicht gleichzeitig bei der EKG-Ableitung Anwendung fanden (Tab. 24, Tab. 25).

2.3.2 Narkose mittels [sofluran

Wihrend der elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Méuse via Intuba-
tionsnarkose mit Isofluran narkotisiert. Es handelt sich hierbei um ein halogeniertes
volatiles Narkotikum. Unter den Pharmaka, die zur Narkotisierung von Nagern einge-
setzt werden, scheint Isofluran besonders giinstige Eigenschaften im Bezug auf rasche
Narkoseeinleitung sowie Steuerung der Narkosetiefe bei geringer Toxizitdt zu haben
(Roth et al., 2002). Gerade bei prolongierten Studien wie etwa elektrophysiologische
Untersuchungen sind diese Charakteristika entscheidend, um Reproduzierbarkeit zu
gewihrleisten. Ebenso entscheidend ist der geringe depressive Einfluss auf die kardiale
Funktion verglichen mit alternativen Narkotika (Roth et al., 2002). Intubation erfolgte
iiber direkte Laryngoskopie. Hierfiir wurden die Méuse zunéchst in einer verschlieB3-
baren transparenten Narkosekammer, in der sich ein isoflurangetrinkter Wattepad
befand, sediert. Anschlieend wurden sie dorsal mit leichter Reklination des Kopfes auf
einer Wérmeplatte gelagert. Fiir freie Sicht auf den Larynxbereich wurde die Zunge
vorsichtig mit einer Pinzette gefasst und nach kranioventral verlagert. Nun konnte die
Intubationskantile (1,2 mm OD) zwischen die Plicae vocales hindurch tracheal einge-
fiihrt werden. Der Tubus wurde durch einen Klebestreifen an der Warmeplatte fixiert,
die regelrechte Lage anhand suffizienter Beatmung nach Anschluss an den Respirator
kontrolliert. Das Respirationssetting wurde in Konsens mit wissenschaftlicher Literatur
(Holland, 1973; Schwarte et al., 2000; Rémer, 2003) innerhalb der Herstellervorgaben
(Hugo Sachs Elektronik Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) in Bezug auf
murine Tidalvolumina von ungefdhr 10 ul/g Korpergewicht und einer Respirationsrate
von 130-150 Atemziigen pro Minute gewihlt. Der Frischgaszufluss am Flowmeter
betrug 0,2 I/min Sauerstoff, um die Funktion des nachgeschalteten Anédsthesiegassys-
tems nicht durch zu geringen Frischgasflow zu beeintridchtigen (Romer, 2003). Die Isof-
lurankonzentration wurde zu Beginn auf 2% eingestellt und anschliefend unter Beach-
tung ausreichender Anisthesietiefe sukzessive bis auf 1% fiir den Zeitraum der Mes-

sung reduziert.
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2.3.3 Operatives Prozedere/Vorgehen

Bei der Durchfiihrung der EPU wurde eine intrakardiale Positionierung des Katheters
via vaskuldrem Zugang gewihlt. Die im Folgenden beschriebene Katheterisierung er-
folgte tiber die Vena jugularis externa dextra. Wahrend der Intervention wurde der Isof-
lurananteil des Narkosegasgemisches am Vaporisator auf 1,5-2% eingestellt, unter Be-
achtung ausreichender Narkosetiefe. Analog des Versuchsaufbaus der beschriebenen
EKG-Studien wurde wiederum iiber 29-Gauge Nadelelektroden ein Oberflichen-EKG
nach Einthoven abgeleitet. Neben Herzrhythmus und -frequenz wurde die Korperkern-
temperatur iiber einen rektal eingefiihrten Temperatursensor iiberwacht. Uber das
Temperaturkontrollmodul und die damit verbundene Wiérmeplatte wurde die

gewlinschte Korpertemperatur von ungefahr 37 °C reguliert.

Ralfitampe EKG-Aufzeichnung BlOsmp. Versiker

Stereomikroskop

Intubierte Maus mt Mikrochirurgisches
EKG-Elektroden und Beatmungspumpe EPU-Katheter Praparationsbesteck
Temperatursensor

Abb. 15: EPU-Arbeitsplatz

In der Bildmitte befindet sich der Monitor zur EKG-Aufzeichnung mit den unterschiedlichen Ableitungs-
kandlen. Links davon ist unter dem Operationsmikroskop eine intubierte Maus mit angeschlossenen EKG-
Elektroden und Temperatursensor auf einer Wirmeplatte fixiert zu sehen. Die Beatmungspumpe befindet
sich an der Unterseite des Tisches. Das angeschlossene Andsthesiegassystem ist auf dem Bild nicht zu
sehen. Der 1.1French octapolare Katheter ist in einer Einmalspritze mit isotonischer Kochsalzlosung
gelagert. Daneben befindet sich das mikrochirurgische Instrumentarium. Rechts ist die Einheit zur EKG-
Aufzeichnung, Verstirkung und Stimulation mit Powerlab und BIOamp-Verstirker abgebildet.
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Nachdem das intraoperative Monitoring installiert, das hierfiir notwendige Instrumenta-
rium mittels Klebestreifen fixiert und ausreichende Anésthesie des Tieres sichergestellt
wurde, folgte der eigentliche operative Eingriff. Das Operationsgebiet wurde zunichst
mit einer Schermaschine enthaart und mittels Desinfektionsspray desinfiziert. Die
Arbeit an dem grazilen Mausgewebe erfolgte mikrochirurgisch unter dem Binokular
nach Einstellen des Stereomikroskops. Mit einer feinen chirurgischen Schere wurde die
zervikale Kutis fiir ungefdhr 7 - 12 mm rechts des Jugulums inzidiert. Subkutanes
Binde- und Fettgewebe wurde durch stumpfes Préparieren mit feinen Pinzetten vorsich-
tig disseziert, um die oberflachlich verlaufende Vena jugularis externa aufzufinden.
AnschlieBend wurde die Vene von restlichem Bindegewebe befreit, isoliert dargestellt
und mittels zweier chirurgischer Faden (USP 8-0) angeschlungen. Die kraniale Ligatur
wurde verknotet, um den storenden vendsen Riickstrom ins OP-Gebiet zu unterbinden
und das Gefdll zu fixieren. Die kardialwirts gelegene Umschlingung wurde mit einer
Klemme fixiert und leicht angezogen, um eine unterstiitzende Fiithrung bei der anschlie-
Benden Venotomie zu bekommen. Das fixierte Gefdl wurde mittels Mikroschere vor-
sichtig zwischen beiden Fiden venotomiert und der EPU-Katheter anschliefend unter
Zuhilfenahme einer feinen Pinzette in das GefaBlumen eingefiihrt (Abb. 16). Der Kathe-
ter wurde vorsichtig gemal3 des Gefal3verlaufs iiber die Vena jugularis externa dextra,
die Vena brachiocephalica dextra und die Vena cava superior schlieBlich bis ins rechte
Herz antegrad vorgeschoben. Bei leichtem Widerstand wurde der Katheter vor erneutem
Vorschieben zunidchst etwas zuriickgezogen, um weder eine Perforation noch eine
Dissektion der fragilen Gefdle zu provozieren. Nach korrekter Positionierung der Ka-
thetersonde im Mauseherzen, die im Folgenden beschrieben wird, wurde der Katheter
mittels Ligatur in seiner Lage fixiert. Der fixierte Katheter war somit einsatzbereit flir

die elektrophysiologischen Untersuchungen.
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Abb. 16: EPU-Katheterisierung

Dorsalfixierte und intubierte Maus mit rechtsjuguldrer Inzisur. Die Katheterisierung erfolgt nach Veno-
tomie unter Sicht mittels mikrochirurgischer Pinzette (rechte Hand) via V. jug. ext., wobei das Gefif3 zur
Fixierung mit einer Ligatur angeschlungen wurde (linke Hand). Im Folgenden wird der 1.1French octa-
polare Katheter vorsichtig entsprechend des Gefdfsverlaufs antegrad bis in das rechte Herzen vorgescho-
ben.

2.3.4 Datenakquisition und -analyse

Elektrophysiologische Untersuchungen erfolgten an intubierten, narkotisierten Méiusen
unter Normothermie von ungefdhr 37 °C. Wéhrend der EPU wurden kontinuierlich
sowohl Oberflachen- als auch intrakardiale EKGs abgeleitet und iiber die Aufzeich-
nungssoftware LabChart 7.3 (ADInstruments, Dunedin, New Zealand) aufgezeichnet.
Erstere wurden analog der EKG-Untersuchungen bipolar nach Einthoven abgeleitet,
gefiltert, amplifiziert und oszillographisch am Monitor dargestellt. Die intrakardialen
Signale wurden ebenfalls low- (1 kHz) sowie high-pass (0,3 Hz) gefiltert, amplifiziert
und oszillographisch dargestellt. Bei verwendetem EPU-Katheter handelte es sich um
einen 1.1-French (0,37 mm OD) kleinen octapolaren Katheter (Scisense, London, Onta-
rio, Kanada) (Abb. 17). Dieser ist durch acht konsekutiv angeordnete Platinelektroden
von 0,25 mm und einem Interelektrodenabstand von 0,5 mm spezifiziert. Durch diese
Anordnung konnte iiber die Elektroden an multiplen intrakardialen Lokalisationen abge-

leitet und simultan elektrisch stimuliert werden.
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Abb. 17: EPU-Katheter
Das Schema des verwendeten 1.1-French (0,37mm OD) octapolaren EPU-Katheters zeigt acht konsekutiv

angeordnete Platinelektroden von 0,25 mm Ldnge und einem Interelektrodenabstand von 0,5 mm; nach
(Scisense-Inc, 2015)

Fiir die korrekte Datenerhebung wurde zunichst die intrakardiale Lage des Katheters
dokumentiert (Abb. 18). Die gewiinschte Positionierung des EPU-Katheters im Mause-
herzen erfolgte EKG-gesteuert. Hierbei wurden neben dem intrakardialen Signal auch
die Extremitdtenableitungen beachtet. Durch taktile Reizung des Vorhofendokards
konnten UnregelmiBigkeiten des kardialen Rhythmus provoziert werden, sobald der
Katheter in das rechte Atrium gefiihrt wurde. Die intraatriale Lage konnte zudem durch
Ableitung eines deutlichen Vorhofsignals bestitigt werden. Das Signal, welches iiber
den EPU-Katheter abgeleitet wurde, stimmte in diesem Fall zeitlich mit der P-Welle des
Oberflachen-EKGs iiberein, als Pendant der Vorhoferregung. Bei weiterem Vorschub
des Katheters iiber die Klappenebene hinaus in den rechten Ventrikel fiel das Signal
dagegen zeitlich auf den QRS-Komplex des Oberflichen-EKGs, als Pendant fiir die
Kammererregung. Auch durch elektrische Stimulation liber die Kathetersonde konnte
deren Lage anhand des Oberflichen-EKGs bestimmt werden. Folgte auf den Stimulus
eine P-Welle, lag der Stimulus im Bereich des Vorhofs. Folgte dagegen unmittelbar ein
QRS-Komplex, lag er im Bereich des Ventrikels. Somit konnte die exakte Katheterlage

fiir die entsprechenden Protokolle ermittelt werden.
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Abb. 18: Intrakardiale Lage des EPU-Katheters

Schematische Lage des EPU-Katheters nach transjuguldrem Zugang mit Blick in das humane rechte
Herz. Bei diesem Schema ist der Katheter bereits in den rechten Ventrikel vorgeschoben, wobei die pro-
ximale Katheterelektrode ebenfalls im rechten Ventrikel zu liegen kommt.

Rechts daneben sind exemplarisch EKG-Ableitungen zur Katheterlokalisation zu sehen. Im oberen Kasten
ist in der intrakardialen Ableitung (Atrium) ein deutliches Signal in Ubereinstimmung mit der P-Welle
des Oberflichen-EKGs (Lead 1) zu sehen, was fiir eine Vorhof-Lokalisation der Katheterelektrode
spricht. In dem unteren Kasten dagegen zeigt die intrakardiale Ableitung (Ventrikel) keinen deutlichen
Ausschlag im Zusammenhang mit der P-Welle des Oberflichen-EKGs, jedoch ein deutliches Signal syn-
chron zum QRS-Komplex. Dies steht fiir eine intrakardiale Lage der Katheterelektrode in der rechten
Herzkammer, nach (Schiinke et al., 2005)

2.3.5 EPU-Protokolle

Nachdem der Katheter ordnungsgemil intrakardial installiert wurde, konnten die
elektrophysiologischen Untersuchungen anhand folgender Protokolle nach kurzer
Akklimatisationsphase durchgefiihrt werden. Diese standardisierten Protokolle wurden
in Anlehnung an humane klinische EPU-Protokolle fiir murine Herzen entwickelt (Berul
et al., 1996; Gehrmann et al., 2001; Appleton et al., 2004; Knollmann et al., 2007). E-
PU-Protokolle geben den genauen zeitlichen Ablauf der elektrischen Stimulation, den
Ort der Stimulation sowie die Analyse der elektrokardiographischen Antwort auf den
elektrischen Reiz an. Stimuliert wurde mit Hilfe von Stimulationssoftware und
Stimulationsgenerator (beides Multi Channel Systems, Reutlingen, Deutschland) iiber

den Katheter in Form eines Impulses von 1 V iiber eine Impulsdauer von 500 ps.
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Vorab wurden analog zu den EKG-Untersuchungen zunichst basale EKG-Parameter
unmittelbar vor der ersten Stimulationsserie erhoben. Neben der Herzfrequenz (HR)
sowie der Zykluslinge, die hier als Dauer zwischen zwei aufeinanderfolgenden
P-Wellen ermittelt wurde, wurden wiederum PR-Zeiten sowie die Dauer der P-Welle
(Pdur) erhoben. Die anschlieBenden Stimulationsversuche wurden in zwei Abschnitte
unterteilt. Im ersten Abschnitt wurden Vorhofprotokolle durchgefiihrt, bei denen der
EPU-Katheter im rechten Atrium lag. Hierbei wurden zunéchst libliche Basisparameter
der EPU wie die Sinusknotenerholzeit (SNRT) und die Wenckebach-Zykluslinge
(WBT) untersucht (Berul et al., 1996). Im Folgenden wurden verschiedene Protokolle
mit programmierten Vorhofstimulationen durchgefiihrt, um potentielle atriale respektive
supraventrikuldre Arrhythmien zu induzieren. Neben Extrastimulationstechniken mit
vorzeitig einsetzendem Stimulus wurden sogenannte Burst-Stimulationen durchgefiihrt,
bei denen durch rapide Abfolge elektrischer Impulse das kardiale Reizleitungssystem
maximal stimuliert wurde, um potentielle Arrhythmien auszul6sen. Fiir den zweiten
EPU-Abschnitt wurde der Katheter wie bereits beschrieben EKG-gesteuert bis in den
rechten Ventrikel vorgeschoben. Es schlossen sich Ventrikelprotokolle an. Diese
bestanden zu weiten Teilen aus Protokollen, die analog zu den Vorhofprotokollen der
Arrhythmieinduktion waren. Im Folgenden soll auf die einzelnen Protokolle genauer
eingegangen werden. Nach Ablauf der EPU wurden die Versuchstiere im Rahmen des
Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland durch zervikale Dislokation eutha-

nasiert.

Atriumprotokolle

Wihrend der Atriumprotokolle befand sich der EPU-Katheter im Bereich des rechten
Atriums, um dort sowohl stimulieren als auch intrakardial ableiten zu konnen. Die In-
tention lag hierbei zum einen in der Analyse der Eigenschaften des Sinusknotenareals
sowie des AV-Knotens, zum anderen in der Analyse der Induzierbarkeit von atrial aus-

geldsten Arrhythmien.

Sinusknotenerholzeit (SNRT)

Das Sinusknotenareal besitzt als priméres Zentrum der Erregungsbildung die hochste

intrinsische Aktivitdt aller Erregungsbildungszentren des Herzens (Schmidt et al.,
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2005). Damit tbertrifft seine Frequenz unter physiologischen Bedingungen die
Frequenzen der nachgeschalteten Zentren und supprimiert diese somit in ihrer
Erregungsbildung (Lange, 1965). Bei der Ermittlung der Sinusknotenerholzeit oder
auch sinus node recovery time (SNRT) wird durch Uberstimulation des Vorhofs mit
einer Frequenz, die liber der des Sinusknotens liegt, die intrinsische Aktivitdt des Sinus-
knotens supprimiert. Nach der Stimulationsserie ist der Sinusknoten unter physio-
logischen Bedingungen wiederum die erste Instanz der Erregungsbildung, welche durch
Automatiemechanismen die Initiation des folgenden Herzschlages iibernimmt (Lange,
1965; Mandel et al., 1971). Dieses Zeitintervall bis zum Einsetzen der ersten spontanen
Vorhofdepolarisation (p-Welle) nach atrialer Uberstimulation wird als Sinus-
knotenerholzeit bezeichnet. In beschriebenem Versuch wurde jeweils iiber einen Zeit-
raum von zehn Sekunden stimuliert. Dabei betrug das Impulsintervall zunachst 100 ms,
welches einer Frequenz von 600 bpm entspricht. AnschlieBend wurde das Impulsinter-
vall auf 85 ms beziehungsweise 75 ms reduziert, entsprechend den Frequenzen von
700 bpm beziehungsweise 800 bpm. AnschlieBend wurde die SNRT als Zeitintervall bis
zur ersten spontanen p-Welle des Oberflichen-EKGs nach dem letzten Stimulus gemes-

sen (Abb. 19).
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Abb. 19: Sinusknotenerholzeit (SNRT)

Die Sinusknotenerholzeit ist bei einem Stimulationsintervall von 85 ms (700 bpm) bei einer WT-Maus
dargestellt. Gut zu erkennen ist die atriale Lage des Katheters aufgrund der folgenden p-Welle nach
jedem Stimulus. Die SNRT ist die Zeit zwischen der letzten Stimulation und der ersten spontan einsetzen-
den erneuten Vorhofdepolarisation, (S=Stimulus, QRS=QRS-Komplex, P=P-Welle)

47



2 Material und Methoden

Wenckebachpunkt (WBP)

Zur Analyse der atrioventrikuliren Uberleitung wurden Wenckebachtests durchgefiihrt.
Hierbei wurden vornehmlich Konduktionseigenschaften des AV-Knotens (Nodus
atrioventrikularis) beurteilt. Im hierarchischen Schrittmachersystem des Herzens gilt
der AV-Knoten als sekundérer Schrittmacher, welcher der intrinsischen Aktivitit des
Sinusknotens untergeordnet ist (Schmidt et al., 2005). Unter physiologischen
Bedingungen besteht seine Aufgabe primir in der atrioventrikuliren Ubertragung der
kardialen Erregung. Diese Ubertragung erfolgt mit einer zeitlichen Verzdgerung (James,
1961), wodurch ein gewisser Schutz des Ventrikelmyokards vor Uberstimulation durch
supraventrikuldre Zentren gegeben ist. Ab einer bestimmten Frequenz ankommender
Erregungswellen aus iibergeordneten Zentren des Vorhofs kommt es durch die
Verzdgerung im AV-Knoten also nicht mehr zu einer 1:1 Uberleitung an das
Ventrikelmyokard. Die Ventrikeldepolarisation bleibt aus. Dieses Prinzip wurde bei der
Bestimmung des WBP zu Nutze gemacht. Der Vorhof wurde fiir jeweils 30 Schldge bei
steigender Frequenz stimuliert. Begonnen wurde mit einem Stimulationsintervall von
100 ms, das einer Frequenz von 600 bpm entspricht. AnschlieBend wurde das
Stimulationsintervall sukzessive um 2 ms reduziert, bis ein Intervall von 50 ms erreicht
wurde. Dies entspricht einer Frequenz von 1200 bpm. Als WBP konnte nun dasjenige
Stimulationsintervall bestimmt werden, bei welchem eine 1:1 Uberleitung an das
Ventrikelmyokard aufgehoben und somit erstmalig eine Ventrikelerregung blockiert
wurde. Elektrokardiographisch wurde dieses Ausbleiben der Kammererregung an einem

fehlendem QRS-Komplex auffillig (Abb. 20).
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Abb. 20: Wenckebachtest

Obere Abbildung zeigt in der Ubersicht die Stimulationsabfolge zur Bestimmung des Wenckebachpunktes.
Die stufenformige Anordnung reprdsentiert den sukzessiven Frequenzanstieg der Stimulationsblocke a 30
Schldgen mit jeweils um 2 ms verkiirzten Stimulationsintervallen. Der Pfeil markiert die Stelle des
Wenckebachpunktes, welcher in der unteren Abbildung vergrofsert dargestellt ist.

Die vergrofierte Abbildung zeigt die Ermittlung des WBP bei erstmaligem Ausbleiben einer AV-Uber-
leitung. Mit rotem Stern markiert ist das Fehlen des QRS-Komplexes durch Leitungsblockierung im AV-
Knoten nach ankommender Erregung aus externer Stimulation. Gut zu beobachten ist die prolongierende
PQ-Zeit der vorangehenden Schidge bis zur AV-Blockierung mit Ausbleiben des Kammerkomplexes,
WBP=Wenckebachpunkt, S=Stimulus, QRS=QRS-Komplex, P=P-Welle)

Programmierte Vorhofstimulation nach Knollmann (Knolls)

Ziel der programmierten Vorhofstimulation nach Knollmann (Knolla) (Knollmann et
al., 2007) war die Induktion von Rhythmusstérungen und ihre anschlieBende Analyse.
Insbesondere tachykarde Rhythmusstérungen konnen mit Hilfe von Extrastimulations-
techniken oder Burst-Stimulationen provoziert werden (Wakimoto et al., 2001). Ein
wesentlicher Faktor ist hierbei das vorzeitige Eintreffen eines externen Stimulus in die
vulnerable Phase des Erregungszyklus mit relativer Refraktaritét. In dieser Phase ist das

Myokard nur zum Teil bereits wieder erregungsfahig, wihrend ein anderer Teil noch

49



2 Material und Methoden

refraktdr ist. Somit kdnnen inhomogene Depolarisationskaskaden in Form kreisender
Erregungen zu tachykarden Rhythmusstérungen flihren (Starmer, 2006). Das Spektrum
reicht hierbei von singuldren Extrasystolen bis hin zu komplexeren Arrhythmien wie
Flattern oder Flimmern. Durch die bereits beschriebene Leitungsverzogerung und somit
Filterung im AV-Knoten bleiben diese Arrhythmien bei atrialer Stimulation iiblicher-
weise auf supraventrikuldrer Ebene. Bei dem durchgefiihrten Protokoll nach Knollmann
handelte es sich um ein Extrastimulationsprotokoll. Dabei wurde zunichst iiber
30 Schldge mit einer Basisfrequenz von 600 bpm (S1) stimuliert, die einer Basiszyklus-
lange von 100 ms entspricht. Im Anschluss folgte ein vorzeitig einsetzender
Extrastimulus mit einer Kopplungslinge von 50 ms (S2), gefolgt von drei weiteren
Extrastimuli mit nochmals verkiirztem Kopplungsintervall von 30 ms (S3) (Knollmann

et al., 2007). AnschlieBend wurde die potentielle Auslosung von Arrhythmien analysiert
(Abb. 21).
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Abb. 21: Programmierte Vorhofstimulation (Knollmann )
Gezeigt ist die Stimulation des Vorhofprotokolls nach Knollmanna bei einer WT-Maus. Nach 30 Schligen
mit der Basiszyklusldnge von 100 ms (S1) folgen ein vorzeitig einsetzender Schlag (S2) mit einem Kopp-
lungsintervall von 50 ms sowie 3 weitere Extrastimuli nach jeweils 30 ms (S3). In vorliegendem Beispiel
zeigt sich ein unauffilliges EKG im Anschluss an die Stimulationsserie mit Ubergang in den Sinusrhyth-
mus bei einer WT-Maus, P=P-Welle, QRS=0QRS-Komplex)

Atriale Burst-Stimulation (AFI, AF1)

Die Intention der atrialen Burst-Stimulationen lag analog zur programmierten Vorhof-

stimulation nach Knollmann in der Induktion und Analyse potentieller Arrhythmien.
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Hierbei fanden zwei Protokolle mit den Namen Atrial Fibrillation Induction (AFI) so-
wie Atrial Fibrillation Induction 2 (AFl;) Anwendung. Bei Protokoll AFI, handelte es
sich lediglich um eine Erweiterung von AFI. Die Burst-Stimulationen wurden in Stimu-
lationsblocken von je fiinf Sekunden mit festgelegtem Impulsintervall durchgefiihrt.
Daraufhin wurde ein impulsfreies Intervall von 30 Sekunden angeschlossen, bevor im
folgenden Stimulationsblock das Impulsintervall reduziert wurde. Begonnen wurde bei
beiden Protokollen mit einem Impulsintervall von 50 ms, das in den folgenden Blocken
auf 33 ms, 25 ms und schlieBlich auf 20 ms reduziert wurde. Im AFI>-Protokoll wurde
die Reduktion des Impulsintervalls auf 15 ms sowie 10 ms erweitert. Somit ergaben sich
bei dem AFI>-Protokoll sechs Stimulationsblocke a fiinf Sekunden mit 30 sekiindiger
Pause, wihrend das AFI-Protokoll bereits nach vier Blocken beendet wurde. Im An-

schluss wurden wiederum potentielle Rhythmusstdrungen analysiert.

‘1SS S$SSSSSSSSSSSSS

Sinusrhythmus

Synchronisation

Intrakardial Atrium [mV]

M M[, . M» le rwr\w VWLWWMWJW)LVLL“
T fJL‘-r’Hr’LP“fT ; : : w.jﬂAr’_&

1:52,1 1:52,2 1:52,3 1:52,4 1:52,5 1:52,6 1:52,7 1528 1:52,9 1:53 1:53,1 1:53,2 1:53,3

Lead [mV]

o
=

Abb. 22: Burst-Stimulation AFI

Gezeigt ist der zweite Stimulationsblock des AFI-Protokolls mit einem Impulsintervall von 33 ms und
anschlieffendem Ubergang in einen Sinusrhythmus zu Beginn des 30 sekiindigen stimulationsfieien Inter-
valls bei einer WT-Maus,; S=Stimulus, P=P-Welle, QRS=QRS-Komplex)

Ventrikelprotokolle

Im zweiten Abschnitt der EPU wurde der Katheter unter EKG-Kontrolle in den rechten
Ventrikel vorgeschoben. Es schlossen sich die Protokolle zur Stimulation der Ventrikel
an. Diese waren in den Impulssequenzen zu weiten Teilen analog zu den Vorhofproto-

kollen Knollmanna, AFI sowie AFL.. Der Unterschied bestand lediglich im Lokus der
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Stimulation. Dementsprechend wurden sie als Ventrikelstimulationsprotokoll nach
Knollmann (Knollmanny), als ventrikuldre Burst-Stimulationsprotokolle Ventricular
Fibrillation Induction (VFI) sowie als Ventricular Fibrillation Induction 2 (VFIy)
bezeichnet. Erweitert wurde das Spektrum der Kammerprotokolle um eine weitere
Burst-Stimulationsabfolge, dem Ventrikelschnelltest (VST). Alle Protokolle zur
Stimulation des rechten Ventrikels dienten der Analyse der Induzierbarkeit von ventri-
kuldr ausgeldsten Arrhythmien bei Scn™ -Mutanten im Vergleich zu wildtypischen

Maiusen.

Ventrikelschnelltest (VST)

Der Ventrikelschnelltest umfasste ein EPU-Protokoll zur Stimulation der Ventrikel im
Sinne einer Burst-Stimulation. Wie bereits bei den Vorhofprotokollen beschrieben,
handelte es sich dabei um eine Uberstimulation des Myokards mit rapiden Impuls-
sequenzen, um Rhythmusstérungen zu provozieren. Grundlage der moglichen Arrhyth-
mieinduktion lag hierbei wiederum in dem vorzeitigen FEintreffen eines
elektrischen Impulses in die vulnerable Phase der Erregungsriickbildung (Surawicz,
1971; Shepard et al., 1999). Nach Moore and Spear (1975) kann die Asynchronitit der
Erregbarkeit des Gewebes in dieser Phase zu inhomogenen Depolarisationswellen
fiihren. Uber sogenannte reentry-Mechanismen kann diese unorganisierte Depolari-
sation des Ventrikelmyokards zu kreisenden Erregungen mit Rhythmusstérungen bis
hin zu Kammerflimmern fithren (Moore und Spear, 1975). Der Ventrikelschnelltest
beinhaltete sieben Blocke mit jeweils 15 rapiden Stimuli. Das Stimulationsintervall
wurde wiederum sukzessive von Block zu Block reduziert. Zu Beginn wurde mit einem
Stimulationsintervall von 50 ms stimuliert. Das Intervall wurde darauthin im jeweils
folgenden Block um fiinf Millisekunden reduziert, bis ein minimales Intervall von 20
ms erreicht wurde. Zwischen den Blocken erfolgte eine Stimulationspause von zehn
Sekunden, in der potentielle Arrhythmien erfasst und analysiert werden konnten

(Abb. 23).
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Abb. 23: Ventrikelschnelltest VST

Stimulationsblock mit 15 Stimuli bei einem S-S-Intervall von 25 ms. Anschlieffender Ubergang in einen
Sinusrhythmus wdhrend der 10 sekiindigen stimulationsfreien Pause bei einer WT-Maus; S=Stimulus,
P=P-Welle, QRS=QRS-Komplex)

2.4  Hyperthermie-Versuche (EKG/EPU)

Bei den Hyperthermie-Versuchen handelte es sich um eine Kombination aus den bereits
ausfiihrlich beschriebenen EKG- sowie EPU-Versuchen. Der Unterschied bestand darin,
dass die bereits beschriebenen Versuche ausschlielich unter physiologischer Korper-
kerntemperatur von ungefahr 37 °C durchgefiihrt wurden, wéhrend die Korperkerntem-
peratur bei den Hyperthermie-Versuchen auf 39,5 °C gesteigert wurde. Hyperthermie,
wie sie beispielsweise bei Fieber auftritt, wurde induziert, um die Temperaturabhéngig-
keit des kardialen Phinotyps der heterozygot Nay1.1-depressiven Mause zu analysieren.
Temperatursensitivitit wurde bereits bei einigen Natriumkanalisoformen beobachtet
(Volkers et al., 2013). Unter anderem wurden kardiologische Verdnderungen im
Zusammenhang mit dem Nay1.5-Kanal beim Brugada-Syndrom beschrieben (Keller et
al., 2006; Chockalingam et al., 2011; Hassink et al., 2014). Auch bei der primdren
Erythromelalgie fiihrt Warmeexposition zu Kanaldysfunktion. Hierbei kommt es durch
temperaturabhingige Stérung des Nay1.9 zu typischen Symptomen mit einschieBend
brennendem Schmerz, R6tung und Schwellung im Bereich der Extremititen (Amin et
al., 2010). Auf neuronaler Ebene wurden ebenfalls temperaturbedingte Verdnderungen

der Elektrophysiologie von Natriumkanilen beobachtet. Uber temperaturabhiingige
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Dysfunktionen des Nayl.1-Kanals kommt es dabei zu fieberinduzierten epileptischen
Anfillen bei SMEI-Patienten (Oakley et al., 2009; Mashimo et al., 2010). Bei
durchgefiihrtem Hyperthermie-Versuch lag die Intention deshalb darin, einen
temperaturbedingten Einfluss des Nayl.1-Knockouts auf den kardialen Phénotypen
insgesamt und im Besonderen eine mogliche Arrhythmogenese bei Scnla® -Mutanten

unter temperierten Bedingungen zu beschreiben.

2.4.1 Materialien, Chemikalien, Hard- und Software

Bei den Hyperthermie-Versuchen handelte es sich im Wesentlichen um eine
Kombination der elektrokardiographischen und elektrophysiologischen Unter-
suchungen. Verwendete Utensilien deckten sich deshalb mit den ausfiihrlichen
Auflistungen der bereits beschriebenen Untersuchungen. Zur Induktion der Hyper-
thermie wurde das Temperaturkontrollmodul um einen Keramik-Infrarotheizstrahler
50 W (TRIXIE Heimtierbedarf GmbH & Co. KG, Tarp, Deutschland) erweitert. Dieser
sorgte nach Anschluss an das Temperaturkontrollmodul zusammen mit einem rektalen
Temperatursensor und einer Heizplatte fiir kontrollierte Erwdrmung der Korperkern-

temperatur auf 39,5 °C.

2.4.2 Narkose mittels [sofluran

Die Tiere wurden bei den Hyperthermie-Versuchen analog der EPU via
Intubationsnarkose mit Isofluran anésthesiert. Zunichst wurde die Narkose wiederum in
einer verschliebaren transparenten Acrylkammer eingeleitet, bevor sich die Intubation
per direkter Laryngoskopie anschloss. Das weitere Vorgehen sowie das folgende
Respirationssetting waren ebenfalls identisch mit dem bereits beschriebenen Setting der

EPU.

2.4.3 Datenakquisition und —analyse

Die Datenerhebung startete unter physiologischer Korpertemperatur von ungefahr 37 °C
nach erfolgreicher Anésthesie und kurzer Akklimatisationsphase. Begonnen wurde mit

bipolarer Ableitung der Oberflichen-EKGs nach Einthoven wie bereits bei den EKG-
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Untersuchungen beschrieben. Das technische Vorgehen sowie die Einstellungen zu
Signalfilterung und -amplifizierung waren dabei ebenfalls identisch. Nach zehn-
miniitiger EKG-Aufzeichnung wurden elektrophysiologische Untersuchungen bei 37 °C
angeschlossen. Hierbei wurde zunéchst das operative Prozedere der EPU mit atrialer
Katheterisierung durchgefiihrt und anhand der EPU-Protokolle des Atriums verfahren.
Darauthin wurde der octapolare Katheter EKG-gesteuert im rechten Ventrikel platziert
und es erfolgte das weitere Vorgehen anhand der Ventrikelprotokolle. Nach Abschluss
der EPU-Protokolle unter Normothermie folgte der eigentliche Hyperthermietest. Dabei
wurde zunéchst ein Ruhe-EKG fiir die Dauer von ungefdhr zehn Minuten bei physiolo-
gischer Korpertemperatur aufgezeichnet, bevor Hyperthermie von 39,5 °C induziert
wurde. Die Bewdrmung der Méuse erfolgte unter dynamischer Temperaturregelung mit
Hilfe der Warmeplatte und der Keramik-Infrarotlampe bis zu einem Sollwert von
39,5 °C Korperkerntemperatur. Das Erwédrmen erfolgte dabei unter kontinuierlicher
EKG-Aufzeichnung und Temperaturkontrolle mittels Rektalsensor. Die elektrokardio-
graphische Aufzeichnung wurde fiir weitere fiinfzehn Minuten bei hyperthermer
Korpertemperatur fortgefiihrt. Als letzter Versuchspunkt wurde eine abschlieende
elektrophysiologische Untersuchung mit intraventrikuldrer Katheterlage vorgenommen,
um eine mogliche Arrhythmieinduktion unter gesteigerter Korperkerntemperatur zu
evaluieren. Im Anschluss an die Datenerhebung belief sich die Auswertung der EKGs
auf wiederum jeweils zwei Minuten unter physiologischer sowie hyperthermer Korper-
temperatur von 39,5 + 0,2 °C. Dabei wurden iibliche EKG-Parameter erhoben wie be-
reits bei den EKG-Untersuchungen beschrieben (HR, RR, PR, Pdur, PP, QRS, QT,
QT+, QTBazett, QTFridericia). Die Auswertung der EPU-Protokolle erfolgte nach den

Schemata, welche ebenfalls bereits ausfithrlich beschrieben wurden.

2.5  Arrhythmie-Score

Die Analyse der ausgeldsten Arrhythmien wihrend der Stimulationsprotokolle der EPU
und der Hyperthermie-Versuche erfolgte anhand eines einheitlichen Systems zur
Klassifizierung und Auswertung von Rhythmusstérungen. Um den Schweregrad einer
Arrhythmie zu bestimmen, verschiedene Arrhythmien zu quantifizieren und miteinander
vergleichen zu konnen, wurden bereits einige Einteilungen vorgenommen (Lown und

Wolf, 1971; Bigger und Weld, 1981; Walker et al., 1988). Dabei gilt es unter anderem
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den Initiationslokus (Atrium/Ventrikel), die Anzahl und Dauer der Episoden, die Ter-
mination (spontan/nicht spontan) sowie die Reproduzierbarkeit der ausgelsten
Arrhythmie zu beachten (Miller et al., 2012). In vorliegender Arbeit wurde ein System
in Anlehnung an den Arrhythmie-Score von Wu et al. (2002) angewandt, der bei Elten
(2014) modifiziert wurde. Dabei wurde den verschiedenen Arrhythmien ein
numerischer Wert zugeordnet, welcher bei zunehmendem Schweregrad der
Rhythmusstorung anstieg. Es wurden sechs Gruppen von 0 bis 5 Punkten eingeteilt
(Tab. 6). Hierbei galt ventrikuldres Flimmern schwerwiegender als andere ventrikuldre
Tachykardien und diese wiederum galten schwerwiegender als singuldre ventrikulére
Extrasystolen (Curtis und Walker, 1988). Insgesamt galten tachykarde Rhythmus-
storungen ventrikuldren Ursprungs schwerwiegender als diejenigen mit supra-
ventrikuldrem Ursprung. Die Bewertung wurde hierarchisch aufgebaut, sodass der
eingetragene Wert eines Versuchstieres dem maximal erreichten Score der bewerteten

Arrhythmien des Tieres entsprach.

Tab. 6: Arrhythmie-Score
modifiziert nach (Elten, 2014)

Arrhythmieform Score
Keine Arrhythmie 0
Extrasystole (SVES: supraventrikulér; VES: ventrikulér) 1

Supraventrikuldre Tachykardie (SV'T: Vorhofflattern, Vorhofflimmern,
Sinustachykardie nach Stimulation, Akzeleration/Dezeleration); 2
Ventrikuldres Couplet

Ventrikuldrer Bigeminus/Trigeminus;
Ventrikuldres Triplet; 3
Nicht anhaltende ventrikuldre Tachykardie (nsV'T >3 konsek. vorzeitige ventr. Schlige)

Nicht anhaltende ventrikuldre Tachykardie (nsV'T >10 konsek. vorzeitige ventr. Schlédge) 4

Ventrikuldres Flimmern (Kammerflimmern) 5
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Abb. 24: Arrhythmiescore
Reprdsentativ sind Beispiele der verschiedenen Score-Gruppen gezeigt. 0: keine Arrhythmie; 1: Extrasys-
tole (hier VES),; 2: Ventrikuldres Couplet/ Supraventrikulire Tachykardie (SVT); 3: Nicht anhaltende

ventrikulire Tachykardie (nsVT >3)/ Bigeminus; 4: Nicht anhaltende ventrikulire Tachykardie (nsVT
>10); 5: Kammerflattern und -flimmern; aus (Elten, 2014)

2.6  Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen erfolgten mit Hilfe der Computersoftware OriginPro 2015G
(OriginLab Corporation, Northampton, USA) sowie Microsoft Office EXCEL
(Microsoft Corporation, Redmond, USA). Bei allen Versuchen wurden heterozygote
Scnla™ -Miuse mit altersentsprechenden wildtypischen Scnla™*-Miusen verglichen.
Die parametrischen Daten wurden jeweils als Mittelwert (mean) mit zugehdriger
Standardabweichung (SD) angegeben. Die Mittelwerte der EKG-Parameter beider
Stichproben wurden anhand eines zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Tests
verglichen. Zuvor wurde jeweils Varianzhomogenitidt durch den F-Test gepriift. Die
statistische Analyse der elektrophysiologischen Parameter erfolgte ebenso anhand eines
zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Tests. Die postulierte Nullhypothese besagte
Gleichheit zwischen den beiden Stichproben. Die Alternativhypothese wurde als
Ungleichheit zwischen beiden Stichproben vorausgesetzt. Nichtparametrische Daten im
Hinblick auf die Arrhythmieneigung wurden mit Hilfe von Kontingenztafeln statistisch
untersucht. Neben dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson kam dabei der Exakte Fisher

Test zum Einsatz. Wihrend der Chi-Quadrat-Test bei ausreichender Stichprobengrdfle
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valide Ergebnisse erzielt, ist der Exakte Fisher Test bei geringerer Stichprobengrofle zu
bevorzugen. Um die Zuverldssigkeit der statistischen Aussage bei kleineren
StichprobengroBBen zu gewihrleisten, wurde deshalb der Chi-Quadrat-Test durch den
Exakten Fisher Test ergédnzt. Ausschlaggebend bei der Wahl des angewandten
Testverfahrens war der Wert der erwarteten Haufigkeiten und damit indirekt der
Umfang der Stichprobengrofe. Lagen die erwarteten Haufigkeiten der einzelnen Felder
>5, wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson angewandt. Unterschritten die
erwarteten Haufigkeiten dagegen den geforderten Wert 5, wurde der Exakte Fisher Test
anstelle des Chi-Quadrat-Tests zur statistischen Berechnung nichtparametrischer Daten
herangezogen. Statistische Signifikanz wurde bei allen Tests mit einem p-Wert
(p-value) von <0,05 festgelegt. Ein p-Wert von <0,01 galt dariiber hinaus als sehr
signifikant, <0,001 als hochsignifikant.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der elektrokardiographischen Untersu-
chungen dargestellt, bevor die Ergebnisse der elektrophysiologischen Versuche erldutert

werden. Im Anschluss werden die Ergebnisse der Hyperthermietests betrachtet.

3.1 EKG

Wihrend elektrokardiographischer Untersuchungen wurden bei insgesamt 22 Maiusen
im Alter zwischen 70 bis 80 Tagen EKG-Parameter erhoben. Unter den Mausen befan-
den sich 11 wildtypische Miuse (WT) sowie 11 heterozygote Scnla™ -Mutanten
(HET). Bei ihnen wurden Oberflachen-EKGs sowohl in Ruhe als auch unter Stress-
simulation mittels Isoproterenolstimuli durchgefiihrt. Bei der Auswertung fanden nur

Tiere mit einer reprisentativen Herzfrequenz von > 400 bpm Beachtung.

3.1.1 Ruhe-EKG

Die Ergebnisse der EKG-Untersuchungen unter Ruhebedingungen werden vorab
tabellarisch aufgelistet (Tab. 7). Im Anschluss werden die gemessenen EKG-Parameter

erldutert und fiir bessere Anschaulichkeit graphisch dargestellt (Abb. 25).

Tab. 7: EKG-Parameter unter Ruhebedingungen.
Avertinnarkose, Mdusealter P70-80; Werte sind als Mittelwerte mit zugehoriger Standardabweichung
angegeben,; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

Parameter wTr HET (Scnla™") p-Value

HR [bpm] 456,07 +28,18 454,76 + 28,73 0,81

RR [ms] 132,03+ 7,81 132,42 + 7,79 0,80

PR [ms] 37,32 42,46 35,99 +2,65 0,0096%*
Pdur [ms] 18,63 £5,27 17,50 £ 4,93 0,26

PP [ms] 132,04+ 8,27 133,14 + 7,97 0,49

ORS [ms] 15,74 + 0,86 15,88 + 1,64 0,59

OT [ms] 58,15 + 6,39 53,30 + 3,80 0,00001 7%
OT+ [ms] 36,32 + 1,66 33,53+3,78 0,0000036%**
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Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
OTpazen [ms] 160,31 + 18,34 146,52 + 8,49 0,000010%**
OTrbridericia [ms] 114,32 + 12,79 104,58 + 6,38 0,0000097%%*
Anzahl 6 7

Die gemessene mittlere Herzfrequenz der wildtypischen Mduse erwies sich in Ruhe
nahezu identisch mit der mittleren Herzfrequenz der Scnla™ -Mutanten (WT: 456,07 +
28,18 vs. HET: 454,76 £28,73 bpm; p=0,81). Entsprechend verhielt es sich mit dem
reziproken Wert, dem RR-Intervall (WT: 132,03 + 7,81 vs. HET 132,42 + 7,79 ms;
p=0,80) sowie mit dem PP-Intervall als weiteren zyklusbeschreibenden Parameter
(132,04 + 8,27 vs. 133,14 = 7,97 ms; p=0,49). Die Zeiten der Vorhoferregung, Pdur,
sowie der Kammererregung, QRS, zeigten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in
beiden Gruppen (WT: 18,63 + 5,27 vs. HET: 17,50 £ 4,93 ms; p=0,26 und WT: 16,05 +
0,86 vs. 15,88 + 1,64 ms; p=0,57). Dahingegen war das PR-Intervall der Scnla™" -
Maiuse bei den Messungen signifikant verkiirzt (WT: 37,32 £ 2,46 vs. HET 35,99 +
2,65 ms; p=0,0096). Darliber hinaus erwiesen sich bei den heterozygoten Tieren
samtliche QT-Parameter wéhrend der Ruhe-EKG-Untersuchungen als signifikant
verkiirzt. Die QT-Zeit war mit 53,30 = 3,80 ms bei den HET-Mé&usen im Vergleich zu
den WT-Maiusen mit 58,15 £ 6,39 ms hochsignifikant verkiirzt (p=0,000017). Auch die
QT+-Zeit war mit 33,53 + 3,78 ms versus 36,32 = 1,66 ms in der WT-Gruppe
hochsignifikant ~ verkiirzt  (p=0,0000036). Ebenso  erwiesen sich  beide
frequenzkorrigierten QT-Zeiten der heterozygoten Mause, QTgazetr Und QTFrridericia, als
hochsignifikant verkiirzt (WT: 160,31 £+ 18,34 vs. HET: 146,52 + 8,49 ms; p=0,00001
und WT: 114,32 + 12,79 vs. HET 104,58 + 6,38 ms; p=0,0000097).
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Abb. 25: EKG-Parameter Ruhebedingungen
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

3.1.2  Stress-EKG unter Isoproterenolstimulation

Die Ergebnisse der EKG-Untersuchungen unter pharmakologischem Stress mittels
Isoproterenolstimuli sind ebenfalls zunichst tabellarisch aufgelistet (Tab. 8), bevor eine

Erlauterung mit graphischer Darstellung der EKG-Parameter folgt (Abb. 26).

Tab. 8: Stress-EKG-Parameter unter Isoproterenolstimulation
Avertinnarkose, Mdusealter P70-80; Werte sind als Mittelwerte mit zugehoriger Standardabweichung
angegeben,; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

Parameter wTr HET (Scnla™") p-Value
HR [bpm] 657,95 + 16,53 669,97 + 23,72 0,0031%*
RR [ms] 91,25 +2,30 89,67 + 3,20 0,0043%**
PR [ms] 34,14+ 1,67 32,01 +3,34 0,000065%**
Pdur [ms] 16,16 +3,09 15,89 £2,27 0,62

PP [ms] 91,27 +2,28 89,79 +3,13 0,0065%*
ORS [ms] 17,32 42,35 16,12 +2,20 0,008%*
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Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
OT [ms] 49,71+5,13 48,56 + 6,75 0,33

OT+ [ms] 29,55 +3,87 26,30 £4,17 0,000082%**
OTBazen [ms] 164,56 + 16,65 162,18 +22,06 0,53
OTrvidericia [ms] 110,42+ 11.32 108,49 +14,83 0,46
Anzahl 6 7

EKG-Untersuchungen unter  pharmakologischem  Isoproterenolstress  zeigten
erwartungsgemail gesteigerte Herzfrequenzen in beiden Versuchsgruppen. Jedoch stieg
die Herzfrequenz der Scnla” -Miuse im Mittel mit 669,97 + 23,72 bpm signifikant
hoher als in der Vergleichsgruppe mit 657,95 + 16,53 bpm (p=0,0031). Entsprechend
verkiirzten sich die weiteren zyklusbeschreibenden Parameter. Das RR-Intervall wurde
mit 89,67 + 3,20 ms in der HET-Gruppe signifikant kiirzer verglichen mit 91,25 +
2,30 ms in der Kontrollgruppe (p=0,0043). Ebenfalls kiirzer wurde das PP-Intervall bei
den HET-Tieren mit 89,79 + 3,31 versus 91,27 £ 2,28 ms (p=0,0065).

Der Mittelwertunterschied beziiglich des PR-Intervalls erwies sich als hochsignifikant
(p=0,000065). Mit 32,01 + 3,43 ms bei den HET-Miusen war das Intervall
hochsignifikant kiirzer als bei den wildtypischen Méusen mit 34,14 + 1,67 ms. Auch die
QT+-Zeit zeigte eine hochsignifikante Reduzierung bei den genverdnderten Mdusen im
Vergleich zu der Gruppe der wildtypischen Méuse (WT: 29,55 + 3,87 vs. HET: 26,30 +
4,17 ms; p=0,000082). Dariiber hinaus wies die Dauer des QRS-Komplexes bei den
Scnla” Miusen eine signifikante Verkiirzung auf (WT: 17,32 + 2,35 ms vs.
HET: 16,12 £+ 2,20 ms; p=0,008). Die restlichen EKG-Parameter Pdur, QT, QTBgaze« und

QTrridericia zeigten sich unter Isoproterenolstress als nicht signifikant verandert.
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Abb. 26: EKG-Parameter unter Isoproterenolstimulation
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

3.2 EPU

Elektrophysiologische Untersuchungen wurden an insgesamt 27 Maiusen im Alter
zwischen 70 und 80 Tagen unter physiologischer Korpertemperatur von 37 °C durch-
gefiihrt. Hierunter befanden sich 14 wildtypische Méuse, von denen drei Tiere inter-

ventionell verstarben, sowie 13 heterozygote Scnla*’~

-Mutanten, von denen eine Maus
interventionell verstarb. Alle vier Tiere verstarben aufgrund von chirurgischem Trauma
oder Anisthesieckomplikationen bei Intubation und Ventilation. Damit ergab sich eine
gesamte interventionelle Uberlebensrate von 85%. Bei der Auswertung der EKG-Para-
meter fanden wiederum nur Tiere mit einer représentativen Herzfrequenz von >400 bpm

Beachtung.

3.2.1 Basisparameter

Die elektrophysiologischen Basisparameter wurden bei allen Méusen auf gleiche Weise

bei intrakardial liegendem EPU-Katheter unmittelbar vor der ersten Stimulationsserie
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erhoben. Die Ergebnisse sind zunichst tabellarisch aufgelistet (Tab. 9). Es folgt eine
Erlauterung sowie graphische Darstellung der Parameter (Abb. 27).

Tab. 9: Basisparameter EPU

Isoflurannarkose, Mdusealter P70-80; Werte sind als Mittelwerte mit zugehdériger Standardabweichung
angegeben; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant,
US=Uberleitungsstorung

Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
HR [bpm] 467,78 £ 48,48 498 + 36,91 0,14
RR [ms] 129,44 + 13,32 120,62 + 8,01 0,095
PR [ms] 39,50 + 2,49 40,22 + 4,54 0,68
Pdur [ms] 13,13 £2,89 14,3+2,78 0,38
SNRT 90 [ms] 194,86 + 53,26 200,97 + 78,13 0,85
¢SNRT 00 [ms] 65,44 + 47,38 79,62 + 75,09 0,64
SNRTss [ms] 161,20 £43,45 161,70 £47,18 0,98
cSNRTss [ms] 50,65+ 41,16 56,20 + 33,71 0,84
SNRT7s [ms] Us Us -
¢SNRT7s5 [ms] Us Us -
WBP [ms] 86,00 +9,17 86,20 £ 10,26 0,96
Anzahl 9 10

Die mittlere Herzfrequenz der Heterozygoten war mit 498 + 36,91 bpm hoher als in der
Kontrollgruppe mit 467,78 + 48,48 bpm, wobei das Signifikanzniveau nicht erreicht
wurde (p=0,14). Dementsprechend war der RR-Abstand bei heterozygoten Miusen
geringer als bei untersuchten Wildtypen, allerdings wurde das Signifikanzniveau eben-
falls nicht erreicht (WT: 120,62 £ 8,01 vs. HET: 129,44 + 13,32 ms; p=0,095). Auch die
weiteren Parameter wiesen Unterschiede auf, die als nicht signifikant einzuordnen sind.
Dabei zeigten alle gemessenen Werte der HET-Mause nicht signifikante Verldngerun-
gen gegeniiber den WT-Méusen. Die Dauer der P-Welle, Pdur, war mit 14,3 + 2,78 ms
bei den HET-Tieren nicht signifikant verlangert gegentiber 13,13 £ 2,98 ms (p=0,38).
Auch das PR-Intervall zeigte eine nicht signifikante Verldngerung bei den hetero-
zygoten Mausen (WT: 39,50 = 2,49 ms vs. HET: 40,22 + 2,78 ms; p=0,38). Alle
ausgewerteten Sinusknotenerholzeiten zeigten in absoluter Form (SNRT) sowie in

korrigierter Form (cSNRT) geringe Verldngerungen bei den HET-Maiusen ohne
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statistische Signifikanz. Die Sinusknotenerholzeit bei der Stimulationsfrequenz von
600 bpm (SNRTi00) war mit 200,97 + 78,13 ms in der Gruppe der HET lédnger als bei
den Kontrolltieren mit 194,86 + 53,26 (p=0,85). Die korrigierte Zeit cSNRT190 war
ebenfalls leicht verlangert (WT: 65,44 £ 47,38 vs. HET: 79,62 £+ 75,09 ms; p=0,64). Bei
Stimulationsfrequenz von 700 bpm wurde eine marginale Verlangerung der SNRTgs
gemessen (WT: 161,20 + 43,45 vs. HET: 161,70 £ 47,18 ms; p=0,98). Korrigiert war die
Sinusknotenerholzeit bei gleicher Stimulationsfrequenz (cSNRTss) ebenfalls leicht
verldngert ohne statistische Signifikanz (WT: 50,65 = 41,16 vs. HET: 56,20 = 33,71 ms;
p=0,84). Aufgrund von Uberleitungsstorungen bei allen Tieren wihrend der
Stimulationsphase mit 800 bpm waren die Sinusknotenerholzeiten SNRT7s und
c¢SNRT75 nicht auszuwerten. Der Wenckebachpunkt wurde in beiden Versuchsreihen

nahezu identisch gemessen (WT: 86,00 £ 9,17 vs. HET: 86,20 +10,26 ms; p=0,96).
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Abb. 27: Basisparameter EPU
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant
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3.2.2 Arrhythmiescore

Die aufgetretenen Arrhythmien der elektrophysiologischen Untersuchungen wurden
nach beschriebenem Score-System einzeln bewertet. Jede untersuchte Maus erhielt
anschliefend einen Score-Wert entsprechend der Qualitit ihrer Rhythmusstérungen.
Gemil des angewandten hierarchischen Systems entsprach der zugeordnete Wert dem
maximal erreichten Score-Wert jeder Maus. Mit anderen Worten wurde jeder Maus
anhand ihrer schwerwiegendsten Rhythmusstérung ein bestimmter Score zugeordnet.
Die Zuordnung in das Score-System ist im Folgenden zunéchst tabellarisch

zusammengefasst (Tab. 10).

Tab. 10: Arrhythmiescore-Verteilung EPU

Arrhythmiescore Anzahl WT Anzahl HET
Arrhythmiescore 0 3 -
Arrhythmiescore 1 3 2
Arrhythmiescore 2 3 5
Arrhythmiescore 3 2 4
Arrhythmiescore 4 - 1
Arrhythmiescore 5 - -
Gesamtanzahl 11 12

Mit Hilfe des Score-Systems wurden ordinal skalierte Werte gewonnen. Um diese
Werte anhand des Exakten Fisher Tests in einer Kontingenztabelle zu vergleichen,
wurden sie in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe beinhaltete die Anzahl der Méuse
mit den niedriggradigen Arrhythmiescore-Werten 0 und 1. Die andere Gruppe
beinhaltete die Anzahl der Méause mit hohergradigen Arrhythmiescore-Werten 2, 3, 4
und 5. Im Folgenden ist die Kontingenztabelle als Grundlage der statistischen

Berechnung mittels des Exakten Fisher Tests dargestellt (Tab. 11).
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Tab. 11: Arrhythmiescore EPU

Kontingenztafel der elektrophysiologischen Untersuchungen mit beobachteten sowie erwarteten Hdiufig-
keiten nach Zuordnung zu hoher- und niedriggradigen Arrhythmiegruppen. In Klammern stehen relative
Hdufigkeiten, AS=Arrhythmiescore; > = Summe

WT HET >
Beobachtet Erwartet Beobachtet Erwartet
AS <2 6 (55%) 3,83 (35%) 2 (17%) 4,17 (35%) 8
AS >2 5 (45%) 7,17 (65%) 10 (83%) 7,83 (65%) 15
> 11 11 12 12 23
Exakter Fisher Test: p (zweiseitig) = 0,0894

Mit Hilfe des Exakten Fisher Tests wurden beide Kollektive (WT, HET) hinsichtlich
des qualitativen Merkmals des Arrhythmiescore-Wertes (AS >2) auf Unabhéngigkeit
untersucht. Die Nullhypothese Ho wurde als Gleichheit der Haufigkeitsverteilung beider
Kollektive in den Gruppen hoher- sowie niedriggradiger Arrhythmien formuliert. Die
Alternativhypothese Hi besagte Ungleichheit der Héaufigkeiten beider Kollektive hin-
sichtlich der Merkmalsauspriagung. In der WT-Gruppe wurden 55% der Méuse mit ei-
nem AS <2 beobachtet, wihrend 45% der Miuse einen AS >2 erreichten. Damit
iiberwog bei den Wildtypen der Anteil der Méuse mit niedriggradigen Arrhythmien. In
der Gruppe der heterozygoten Nayl.1-defizienten Mause liberwog demgegeniiber der
Anteil der Méuse mit hohergradigen Arrhythmien den Anteil der Mause mit niedriggra-
digen Arrhythmien deutlich. Es wurden bei 83% der untersuchten HET-M&use Ar-
rhythmien mit einem Score >2 beobachtet, wahrend lediglich 17% der Méuse einen AS
<2 erhielten. Im Vergleich der beiden Kollektive wurden mehr HET-Tiere mit schwer-
wiegenderen Rhythmusstorungen (AS >2) beobachtet als bei den Wildtypen (WT: 45%
vs. HET: 83%). Mit dem errechneten zweiseitigen p-Wert von 0,09 wurde die postulier-
te  Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 allerdings nicht erreicht. Die
Nullhypothese konnte nicht verworfen werden und eine Unabhédngigkeit beider

Stichproben damit statistisch nicht bestétigt werden.
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3.2.3  Quantitdt und Arrhythmiesamples

Eine Ubersicht iiber die Quantitit der verschiedenen Arrhythmien soll die Verteilung
der aufgetretenen Rhythmusstérungen in den Kollektiven verdeutlichen. Hierfiir ist
zunichst eine Gesamtschau ausgewdhlter Arrhythmieformen dargestellt (Abb. 28), aus

welchen nachfolgend exemplarische Arrhythmietraces gezeigt werden sollen.
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Abb. 28: Quantitiit der Arrhythmieformen

Die Graphiken zeigen die Quantitiit einer Auswahl an beobachteten Arrhythmieformen im Vergleich der
beiden Kollektive. Dabei iibertriffi die Anzahl der jeweiligen Arrhythmieformen der HET-Mduse die
Anzahl der Arrhythmien im Kontrollkollektiv. Ausnahme stellen die ventrikuldren Triplets, welche in

beiden  Gruppen gleich  hdufig  gesehen  wurden. SVES=Supraventrikulire  Extrasystole;
VES=Ventrikulire Extrasystole;, SVT= Supraventrikuldre Tachykardie; nsVT= nicht anhaltende ventriku-
ldre Tachykardie

Die Ubersicht iiber die Verteilung der beobachteten Arrhythmien zeigt ein quantitatives
Ubergewicht der Rhythmusstrungen zugunsten der HET-Méiuse. Lediglich die Ar-
rhythmieform der ventrikuldren Triplets wurde in beiden Gruppen mit jeweils 3
Episoden gleich hiufig gesehen. Alle weiteren Formen der beobachteten Rhythmussto-

rungen wurden deutlich hdufiger in der Gruppe mit heterozygotem Knockout des
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Kanalgens SCNIA dokumentiert. Die folgenden Erlduterungen geben einen
detailierteren Einblick in die Quantitit der beobachteten Rhythmusstérungen bei WT-
und HET-Maiusen und zeigen reprisentative Beispiele der induzierten Arrhythmiefor-

men.

Héufigste Rhythmusstérung aller untersuchten Maiuse waren Extrasystolen supra-
ventrikuldrer oder ventrikuldrer Art (SVES/VES). Insgesamt wurden 142 Extrasystolen
bei elektrophysiologischer Untersuchung beobachtet. Darunter befanden sich 32 SVES
in der Gruppe der WT-Maiuse sowie 68 SVES in der Gruppe der HET. Unter den VES
wurden 18 in der WT- und 24 in der HET-Gruppe beobachtet. Demnach wurden sowohl
SVES als auch VES héufiger in der Gruppe der Heterozygoten gefunden. Exemplarisch
sind folgende SVES sowie VES abgebildet (Abb. 29, Abb. 30).
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Abb. 29: Supraventrikulire Extrasystole (SVES) bei einer HET-Maus
Vorzeitig einsetzender Schlag mit vorangehender P-Welle, normal breitem QRS-Komplex und anschlie-
fender nicht-kompensatorischer Pause; P=P-Welle; QRS=0RS-Komplex
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Abb. 30: Zwei ventrikuliire Extrasystolen (VES) bei einer HET-Maus
Vorzeitig einsetzender ventrikuldrer Schlag mit fehlender P-Welle, verbreitertem QRS-Komplex und an-
schliefender kompensatorischer Pause. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex
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Ventrikuldre Couplets wurden insgesamt 5 Mal gefunden (Abb. 31). Alle Couplets

wurden dabei ausnahmslos bei heterozygoten Mausen beobachtet.
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Abb. 31: Ventrikuliires Couplet bei einer HET-Maus
Zwei vorzeitig einsetzende konsekutive Schidge mit verbreitertem QRS-Komplex ohne vorangehende
P-Welle. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex

Die Anzahl der ausgelosten supraventrikuliren Tachykardien (SVT) in Form von
Vorhofflimmern oder Vorhofflattern (Abb. 32, Abb. 33) und absoluter Arrhythmie
(Abb. 35) betrug insgesamt 20. Davon wurden 17 Episoden zum grofBten Teil repetitiv
bei heterozygoten Mausen gefunden, wohingegen lediglich 3 Episoden bei Wildtypen
gefunden wurden. Demnach traten also deutlich mehr Episoden mit SVT in der Gruppe

der HET auf.
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Abb. 32: Supraventrikulire Tachykardie (SVT)

Nach dem letzten Stimulus (S) sind atriale Aktionen (A) in der intrakardialen Ableitung gut zu erkennen,
wéhrend QRS-Komplexe vor allem in der Oberflichenableitung weiterhin zu sehen sind. Supraventriku-
lire Tachykardie mit anschlieffender spontaner Termination und Ubergang in Sinusrhythmus;
P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex
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Abb. 33: Supraventrikulire Tachykardie (SVT) bei einer HET-Maus

Nach der Stimulationsphase (S) sind Vorhofaktionen (A) in der atrialen Ableitung sichtbar, jedoch
schwer voneinander abzugrenzen, bei erhaltenen QRS-Komplexen in der Oberfldchenableitung.
Vorhofflimmern, anschlieffende spontane Konversion in einen Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=QRS-
Komplex

Folgende Abbildungen zeigen den besonderen Verlauf einer SVT bei einer HET-Maus,
welche durch ecine Phase elektrischer Stimulation induziert wurde, kontinuierlich
wihrend zweier folgender Stimulationsphasen persistierte und letztendlich nach
1,5 Minuten spontan in einen Sinusrhythmus iiberging (Abb. 34). Diese langanhaltende
Form der supraventrikuldren Arrhythmie konnte nur einmal induziert werden und fand

sich damit lediglich in der Gruppe der HET-Méuse.
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Abb. 34: Supraventrikulire Tachykardie (SVT) fiir 1,5 Minuten einer HET-Maus

Die obere Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber Dauer der SVT mit Induktion nach Stimulationsphase bis
zum Zeitpunkt der Spontantermination nach 1,5 Minuten. Die SVT wird dabei nicht durch zwei weitere
Stimulationsphasen im Rahmen des Stimulationsprotokolls terminiert. Die untere Abbildung zeigt vergro-
ferte Ausschnitte der Induktions- und Terminationsphase. Nach einem Zustand geordneter tachykarder
Vorhofaktionen (A) mit reguldrer 4:1 Weiterleitung zu Beginn der SVT, wandelt sich das Bild zu diffuse-
ren Vorhofaktionen unterschiedlicher Uberleitung. Es folgt die spontane Termination mit Ubergang in
einen Sinusrhythmus;, P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex

Ein Beispiel absoluter Arrhythmie ist bei einer HET-Maus in der folgenden Abbildung
dargestellt (Abb. 35). Gleichzeitig wird eine Leitungsstorung in Form eines
intermittierenden AV-Blocks auffillig. Diese Form der Arrhythmie wurde lediglich in
der Gruppe der HET-Mause gesehen. Bei drei der heterozygoten Tiere kam es dabei

wiederholt zu dieser Form von Rhythmusstérungen.
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= " Absolute Arrhythmie + intermittierender AV-Block
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Abb. 35: Absolute Arrhythmie mit intermitt. AV-Block bei einer HET-Maus
Véllig arrhythmische Abfolge der Herzfrequenz im Sinne einer Arrhythmia absoluta. Zudem wird ein
intermittierender AV-Block mit Fehlen von Kammerkomplexen nach Vorhofaktionen sichtbar (1:02,5)
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Abb. 36: Intermittierender AV-Block bei einer HET-Maus

Zu sehen ist ein intermittierendes Ausbleiben von Kammerkomplexen in der Folge frustraner Vorhofakti-
onen. Im Anschluss daran kommt es zu einer Phase absoluter Arrhythmie. P=P-Welle;
ORS=QRS-Komplex

Die Anzahl der ausgeldsten ventrikuldren Triplets war mit jeweils 2 Episoden in beiden
Gruppen ausgeglichen. Wihrend diese bei den Wildtypen stets direkt nach einer Phase
elektrischer Stimulation erfolgten, traten sie bei Heterozygoten ebenfalls spontan im
stimulusfreien Intervall auf. Nachfolgend soll exemplarisch ein ventrikuldres Triplet
einer WT-Maus im Anschluss an eine Stimulationsphase gezeigt werden (Abb. 37).
Danach folgt ein spontan aufgetretenes Triplet bei einer HET-Maus im stimulusfreien

Intervall (Abb. 38).
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Abb. 37: Ventrikuliires Triplet nach Stimulation bei einer WT-Maus )
Drei aufeinanderfolgende ventrikuldre Schlige (V) nach dem letzten Stimulus (S). Anschlieffender Uber-
gang in Sinusrhythmus. P=P-Welle; ORS=QRS-Komplex
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Abb. 38: Ventrikuliires Triplet im stimulusfreien Intervall bei einer HET-Maus
Drei spontan auftretende konsekutive ventrikuldre Schiige (V) mit verbreiterten QRS-Komplexen. Da-
nach Ubergang in regelrechten Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=0RS-Komplex

Ventrikuldre Tachykardien (¥'7) konnten insgesamt 3 Mal induziert werden. Alle
ausgelosten VT waren dabei nicht anhaltend (nsV'7T) und wurden ausnahmslos bei hete-
rozygoten Tieren beobachtet. Exemplarisch wird im Folgenden eine nsVT
(=10 ventrikuldre Schlidge) einer HET-Maus abgebildet. Die Rhythmusstorung erreichte
aufgrund der Anzahl ventrikuldrer Schlidge einen Arrhythmiescore von 4 Punkten
(Abb. 39). Dieser Score war gleichzeitig der maximal erreichte Score aller untersuchten

Tiere in vorliegender Studie.
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Abb. 39: Nicht anhaltende ventrikulire Tachykardie (nsVT) einer HET Maus
210 vorzeitig einsetzende ventrikuldire Schlige (V) direkt nach Stimulation (S). Spontane Termination mit
Ubergang in Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex.

3.3 Hyperthermie-Versuche

Hyperthermie-Versuche wurden 40-45 Tage post natum an insgesamt 20 Méiusen
durchgefiihrt, worunter sich jeweils 10 Wildtypen und heterozygote Scnla” -Mutanten
befanden. Nach kombinierter Versuchsanordnung aus elektrokardiographischen und
elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Ergebnisse dementsprechend in
einen EKG-Teil und einen EPU-Teil separiert. Beide Untersuchungsmodalitidten wurden
sowohl unter physiologischer Korpertemperatur von 37 °C als auch unter hyperthermer
Beeinflussung von 39,5 °C durchgefiihrt. Drei Tiere verstarben wéhrend der
Intervention aufgrund von chirurgischem Trauma oder Komplikationen bei der
Anisthesie. Hieraus ergab sich eine gesamte interventionelle Uberlebensrate von 85%.
Bei einer WT-Maus konnte zudem aufgrund artefaktreicher Ableitung kein Ruhe-EKG
ausgewertet werden. Bei einer heterozygoten Maus konnte aus gleichem Grund weder
EKG noch EPU ausgewertet werden. Eine repriasentative Herzfrequenz von >400 bpm

wurde wiederum bei der Auswertung der EKG-Parameter vorausgesetzt.
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3.3.1 EKG-Teil Hyperthermie-Versuche

Der EKG-Teil der Hyperthermie-Versuche wird im Folgenden differenziert nach
Ruhebedingungen und Stressbedingungen durch Hyperthermie vorgestellt.

3.3.1.1 Ruhe-EKG

Die Ergebnisse unter Ruhebedingungen werden zunichst tabellarisch zusammengefasst
(Tab. 12), bevor die Parameter erldutert und anhand einer Graphik veranschaulicht

werden (Abb. 40).

Tab. 12: EKG-Parameter unter Ruhebedingungen (Hyperthermie-Versuch)
Isoflurannarkose, Mdusealter P40-45; Werte sind als Mittelwerte mit zugehdériger Standardabweichung
angegeben,; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
HR [bpm] 530,88 + 25,58 533,37 + 42,03 0,69

RR [ms] 113,27 + 5,40 113,24+ 9,71 0,98
PR [ms] 34,02 +2,81 35,14 + 3,58 0,057
Pdur [ms] 13,04 £ 0,87 12,96 + 1,43 0,70

PP [ms] 112,96 + 5,65 114,37 + 10,33 0,37
ORS [ms] 12,54 + 0,88 14,09 + 2,33 0,0000014***
OT [ms] 47,56+ 5,79 49,15+ 7,81 0,21
OT+ [ms] 32,97 + 3,69 33,54+ 5,54 0,51
OTBgazens [ms] 141,24 £ 16,08 146,82 + 25,72 0,15
OTFridericia [ms] 98,26 + 11,40 107,76 + 28,78 0,013*
Anzahl 6 9

Im Rahmen der Hyperthermie-Versuche zeigten die EKG-Untersuchungen unter
Ruhebedingungen lediglich beziiglich der Dauer des QRS-Komplexes und der QT-Zeit
nach Fridericia (QTF) einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte. Die QRS-Dauer
war mit 14,09 £ 2,33 ms in der Gruppe der Nayl.l1-defizienten Scnla™ -Méiuse
hochsignifikant ldnger als bei den wildtypischen Mausen mit einer Dauer von 12,54 +
0,88 ms (p=0,0000014). Die QTr-Zeit war bei den HET-Mausen mit 107,76 + 28,78 ms
signifikant ldnger verglichen mit 98,26 + 11,40 ms im Kollektiv der Kontrolltiere
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(p=0,013). Die iibrigen gemessenen EKG-Parameter HR, RR, PR, Pdur, PP, QT, QT+,
QTBazett Wiesen unter physiologischer Korpertemperatur keine Unterschiede der

Mittelwerte beider Vergleichsgruppen auf Signifikanzniveau auf.
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Abb. 40: EKG-Parameter unter Ruhebedingungen (Hyperthermie-Versuch)
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

3.3.1.2 Stress-EKG unter Hyperthermie

Die Ergebnisse unter hyperthermen Stressbedingungen werden ebenfalls tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 13), bevor sie erldutert und graphisch veranschaulicht werden

(Abb. 41).

Tab. 13: Stress-EKG-Parameter unter Hyperthermie von 39,5 °C
Isoflurannarkose, Mdusealter P40-45; Werte sind als Mittelwerte mit zugehdériger Standardabweichung
angegeben,; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
HR [bpm] 568,72 +£30,37 591,95 £ 38,84 0,00023***
RR [ms] 105,80 +5,83 101,78 £ 6,55 0,00043***
PR [ms] 28,38 2,54 30,17 + 3,47 0,0011**
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Parameter wr HET (Scnla™") p-Value

Pdur [ms] 10,91 + 1,31 12,73 £ 1,93 0,0000000036 ***
PP [ms] 105,84 +£5,93 102,30 £ 6,16 0,0016**

ORS [ms] 13,11 + 1,13 13,63 + 1,61 0,034*

OT [ms] 49,85+533 48,69 + 5,94 0,26

OT+ [ms] 31,32+ 3,98 31,68 + 4,28 0,62

OTgazen [ms] 153,79 + 19,85 153,04 + 20,76 0,84

OTFridericia [ms] 110,73 + 8,76 104,47 + 13,61 0,0033%*
Anzahl 7 9

Bei den EKG-Untersuchungen unter Hyperthermieinduktion von 39,5 °C Korper-
kerntemperatur zeigte sich erwartungsgemill eine Steigerung der Herzfrequenz in
beiden Vergleichsgruppen. Jedoch war die mittlere Herzfrequenz der HET-Gruppe unter
Hyperthermie mit 591,95 + 38,84 bpm hochsignifikant héher verglichen mit 568,72 +
30,37 bpm in der WT-Gruppe (p=0,00023). Dementsprechend waren die
zyklusbeschreibenden Intervalle RR sowie PP in der HET-Gruppe hochsignifikant bis
sehr signifikant verringert (WT: 105,80 + 5,83 vs. HET: 101,78 £+ 6,55 ms; p=0,00043
und WT: 105,84 + 5,93 vs. 102,30 + 6,16 ms; p=0,0016).

Bei dem Vergleich der PR-Zeiten zeigte sich eine signifikante Verldngerung in der
Gruppe der Scnla™ -Méiuse (WT: 28,38 £ 2,54 vs. HET: 30,17 £ 3,47 ms; p=0,0011).
Die Dauer der Vorhoferregung zeigte sich mit einem deutlich ldngeren Pdur von 12,73
+ 1,93 ms bei den HET-Maiusen verglichen mit 10,91 £+ 1,31 ms bei den Wildtypen als
hochsignifikant verlidngert (p=3,6 -10°). Auch die QRS-Dauer war unter hyperthermen
Bedingungen bei den mutierten Mausen verldangert (WT: 13,11 + 1,13 vs. HET: 13,63 +
1,61 ms; p=0,034). Dagegen war die QT-Zeit korrigiert nach Fridericia, QTFrridericia, N
der HET-Gruppe sehr signifikant verkiirzt verglichen mit der WT-Gruppe (WT: 110,73
+ 8,76 vs. HET: 104,47 + 13,61 ms, p=0,0033). Die weiteren EKG-Parameter QT, QT+

und QTBgazer erreichten unter hyperthermen Bedingungen das Signifikanzniveau nicht.
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Abb. 41: Stress-EKG-Parameter unter Hyperthermie
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

3.3.2 EPU-Teil Hyperthermie-Versuche

Hierbei werden zundchst die Basisparameter der elektrophysiologischen
Untersuchungen vorgestellt, bevor aufgetretene Arrhythmien sowohl unter Normotem-

peratur als auch unter Hyperthermie behandelt werden.

3.3.2.1 Basisparameter Hyperthermie-Versuche

Die EPU-Basisparameter wurden bei allen Méusen auf gleiche Weise bei intrakardial
liegendem Katheter vor dem ersten Stimulationsprotokoll unter physiologischer
Korpertemperatur erhoben. Sie werden tabellarisch zusammengefasst (Tab. 14),

erlautert und im Anschluss anhand graphischer Darstellung veranschaulicht (Abb. 42).
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Tab. 14: Basisparameter EPU-Teil Hyperthermie-Versuche
Isoflurannarkose, Mdusealter P40-45; Werte sind als Mittelwerte mit zugehdériger Standardabweichung
angegeben; *=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

Parameter wr HET (Scnla™") p-Value
HR [bpm] 529,71+ 41,22 530 + 48,61 0,99
RR [ms] 113,64 9,12 114,55 + 10,54 0,86
PR [ms] 34,46 3,77 35,33 +3,05 0,62
Pdur [ms] 8,57 +2,80 8,83+ 1,86 0,83
SNRT 100/ ms] 132,07 + 16,49 137,11 £25,57 0,66
cSNRT 100/ ms] 26,08+ 13,18 22,54 + 18,72 0,70
SNRTss[ms] 119,07 +£23,50 135,89 £20,11 0,18
cSNRTss[ms] 19,40 + 8,18 23,43+ 18,29 0,66
SNRT7s[ms] 128,08 + 10,75 125,67 + 18,77 0,86
cSNRT75[ms] 18,10 £ 15,38 355+1,41 0,23
WBP[ms] 73,71 £ 11,28 80,66 + 10,10 0,21
Anzahl 7 9

Die Basisparameter zeigten keinen Unterschied in beiden Versuchsgruppen auf Signifi-
kanzniveau. Die mittlere Herzfrequenz war mit 530 + 48,61 ms bei den
Heterozygoten nahezu identisch mit 529,71 + 41, 22 ms bei den Wildtypen (p=0,99).
Respektive war der RR-Abstand beider Gruppen nahezu gleich in beiden Gruppen
(WT: 113,64 + 9,12 vs. HET: 114,55 + 10,54 ms; p=0,86). Das PR-Intervall war bei
Scnla*"-Genotypen leicht verlidngert, erreichte allerdings das Signifikanzniveau dabei
nicht (WT: 34,46 + 3,77 vs. HET: 35,33 £ 3,05; p=0,62). Genauso verhielt es sich mit
der Dauer der P-Welle, Pdur (WT: 8,57 = 2,80 vs. 8,83 = 1,86 ms; p=0,83). Die
gemessenen Sinusknotenerholzeiten zeigten {iberwiegend eine geringe Verldngerung in
der Gruppe der HET. SNRT 100 war mit 137,11 + 25,57 ms bei den HET-Tieren versus
132,07 £ 16,49 ms leicht verlingert (p=0,66). Die Sinusknotenerholzeit bei
Stimulationsfrequenz von 700 bpm (SNRTss) war mit 135,89 + 20,11 ms versus 119,07
+ 23,50 ms bei den Kontrolltieren ebenfalls geringfiigig ldnger (p=0,18). Ebenso die
korrigierte Zeit (cSNRTss) mit 23,43 + 18,29 ms bei den HET versus 19,40 + 8,18 ms
bei den WT-Maiusen (p=0,66). Auch die korrigierte Sinusknotenerholzeit bei einer
Stimulationsfrequenz von 800 bpm (cSNRT7s) war in der heterozygoten Gruppe leicht
verlangert (WT: 18,10 £ 15,38 vs. HET: 35,5 + 1,41 ms; p=0,23). Lediglich die
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Parameter cSNRT1o0 sowie SNRT7s zeigten sich bei den HET-Mausen leicht verkiirzt,
allerdings ohne statistische Signifikanz. Der Wenckebachpunkt (WBP) wurde in der
Gruppe der Scnla”™ Miusen bei einem mittleren Stimulationsintervall von 80,66 +
10,10 ms gegeniiber 73,71 £ 11,28 ms bei den Wildtypen leicht verldngert gemessen

(p=0,21) ohne statistische Signifikanz zu erreichen.

180 [ JWTN=7
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160 7

<
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Abb. 42: Basisparameter EPU-Teil Hyperthermie-Versuche
*=statistisch signifikant, **=statistisch sehr signifikant, ***=statistisch hochsignifikant

3.3.2.2 Arrhythmiescore (Ruhe und Hyperthermie)

Das beschriebene Score-System wurde bei den Hyperthermie-Versuchen analog der
Anwendung bei den elektrophysiologischen Untersuchungen verwendet. Dabei wurde
die Analyse anhand des Versuchsaufbaus in einen Ruheteil und in einen Teil unter
hyperthermen Stressbedingungen separiert.

Die aufgetretenen Arrhythmien wurden wiederum nach beschriebenem Score-System
einzeln bewertet. AnschlieBend wurde jeder Maus der maximal erreichte Arrhythmie-

score zugeordnet. Dieser verkorperte somit die schwerwiegendste Form der Rhythmus-
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storungen, welche bei jeder einzelnen Maus beobachtet werden konnte. Die Zuordnung
der Individuen in das Score-System ist zundchst wieder tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 15). Im Anschluss daran erfolgt die statistische Analyse der
Hyperthermietests anhand der Kontingenztabellen separiert in Ruhe- und Hyperthermie-

teil.

Tab. 15: Arrhythmiescore-Verteilung Hyperthermietest
Die Tabelle umfasst die Verteilung unter Ruhebedingungen und unter hyperthermen Stressbedingungen.

Anzahl WT Anzahl HET
Arrhythmiescore
Ruhe Hyperthermie Ruhe Hyperthermie

Arrhythmiescore 0 1 1 - -
Arrhythmiescore 1 3 5 3 4
Arrhythmiescore 2 2 1 2 2
Arrhythmiescore 3 1 - 4 3
Arrhythmiescore 4 - - - -
Arrhythmiescore 5 - - - -
Gesamtanzahl 7 7 9 9

Die statistischen Analysen erfolgten anhand des Exakten Fisher Tests. Sie werden im
Anschluss mit Hilfe von Kontingenztabellen dargelegt und erdrtert. Fiir den
statistischen Test wurden die ordinal skalierten Werte analog der elektrophysio-
logischen Untersuchungen wiederum in zwei Gruppen unterteilt. Wéhrend in einer
Gruppe Maiuse mit niedriggradigen Arrhythmien (Arrhythmiescore 0/1) zusammen-
gefasst wurden, beinhaltete die zweite Gruppe Méduse mit hohergradigen Arrhythmien

(Arrhythmiescore 2/3/4/5).

Arrhythmiescore unter Ruhebedingungen

Im Folgenden wird zundchst der Ruheteil der Hyperthermietests hinsichtlich des Ar-
rhythmiescores untersucht. Bewertete Arrhythmien wurden in diesem Teilversuch unter
Ruhebedingungen bei einer Korpertemperatur von 37 °C beobachtet. Die folgende Ta-
belle zeigt die Kontingenztabelle als Grundlage der statistischen Berechnung mittels des

Exakten Fisher Tests (Tab. 16).
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Tab. 16: Arrhythmiescore Hyperthermietest in Ruhe

Kontingenztafel der Hyperthermietests in Ruhe mit beobachteten sowie erwarteten Hdufigkeiten nach
Zuordnung zu héher- und niedriggradigen Arrhythmiegruppen. In Klammern stehen die relative Héiufig-
keiten, AS=Arrhythmiescore; > = Summe

WT HET >
Beobachtet Erwartet Beobachtet Erwartet
AS <2 4 (57%) 3,06 (44%) 3 (33%) 3,94 (44%) 7
AS >2 3 (43%) 3,94 (56%) 6 (67%) 5.06 (56%) 9
> 7 7 9 9 16
Exakter Fisher Test: p (zweiseitig) = 0,6145

Kollektive der wildtypischen sowie der heterozygoten Nayl.1-defizienten Maéuse
wurden mit Hilfe des Exakten Fisher Tests auf Unabhingigkeit untersucht.
Unabhéngigkeit wurde analog der EPU hinsichtlich des qualitativen Merkmals des Ar-
rhythmiescore-Wertes (AS >2) untersucht. Die Nullhypothese Ho besagte Gleichheit der
Kollektive in den Arrhythmiegruppen. Die Alternativhypothese H; besagte
Ungleichheit beziiglich der Arrhythmieausprigung. Unter Ruhebedingungen wurden
innerhalb der Wildtypen 57% der Miuse mit einem AS <2 beobachtet, 43% erhielten
demgegeniiber einen AS >2. Demnach iiberwog bei den Wildtypen der Anteil der nied-
riggradigen Arrhythmien. Innerhalb der heterozygoten Méuse liberwog dagegen der
Anteil in der Gruppe hohergradiger Arrhythmien mit 67% gegeniiber 33% in der
Gruppe niedriggradiger Arrhythmien. Im Vergleich beider Kollektive wurden bei den
heterozygoten Nayl.1-defizienten Mausen demnach mehr Tiere mit einem hoheren
Score (AS >2) beobachtet als bei den wildtypischen Mausen (WT: 43% vs. HET: 67%).
Der errechnete zweiseitige p-Wert von 0,62 erreichte dabei allerdings das Signifikanz-
niveau nicht. Die Nullhypothese konnte nicht verworfen werden und

Unabhéngigkeit der beiden Stichproben somit nicht bestétigt werden.
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Arrhythmiescore unter hyperthermen Bedingungen

Folgend werden die Ergebnisse des angewandten Score-Systems unter hyperthermen
Stressbedingungen mit einer Korpertemperatur von 39,5 °C dargelegt. Die Kontingenz-
tabelle war wiederum die Grundlage der statistischen Berechnung mittels des Exakten

Fisher Tests (Tab. 17).

Tab. 17: Arrhythmiescore Hyperthermietest unter Hyperthermie

Kontingenztafel der Hyperthermietests unter Hyperthermie mit beobachteten sowie erwarteten Héiufigkei-
ten nach Zuordnung zu hoher- und niedriggradigen Arrhythmiegruppen. In Klammern stehen die relati-
ven Hdufigkeiten, AS=Arrhythmiescore; > = Summe

WT HET >
Beobachtet Erwartet Beobachtet Erwartet
AS <2 6 (86%) 4,37 (62%) 4 (44%) 5,63 (62%) 10
AS >2 1 (14%) 2,63 (38%) 5 (56%) 3,37 (38%) 6
> 7 7 9 9 16
Exakter Fisher Test: p (zweiseitig) = 0,1451

Bei der Priifung auf Unabhangigkeit beider Kollektive unter Hyperthermie wurde erneut
der Exakte Fisher Test herangezogen. Gepriift wurde wiederum das qualitative Merkmal
des Arrhythmiegrades (AS >2). Die Nullhypothese Ho besagte Gleichheit, die Alterna-
tivhypothese H; Ungleichheit der Kollektive in den Arrhythmiegruppen. Innerhalb der
Wildtypen wurden 86% der Mause mit einem AS <2 und lediglich 14% der Mause mit
einem AS >2 bewertet. Es iiberwogen somit bei den WT die Méduse mit niedriggradige-
ren  Arrhythmien. Innerhalb der HET-Gruppe zeigte sich erneut ein
anderes Bild. In dem Kollektiv der HET iiberwog der Anteil mit schwerwiegenderen
Arrhythmien. Es wurden hierbei 56% der Miuse mit einem hohergradigen Arrhyth-
miescore von >2 detektiert, wihrend ein geringerer Arrhythmiescore von <2 bei 44%
der HET-Méuse beobachtet wurde. Im Vergleich beider Kollektive wurden erneut mehr
Tiere aus der Gruppe der heterozygoten Nayl.l-defizienten Méuse mit einem

hoheren Score (AS >2) beobachtet als bei den wildtypischen Méausen (WT: 14% vs.
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HET: 56%). Errechneter zweiseitiger P-Wert von 0,15 erreichte allerdings nicht das
Signifikanzniveau, weshalb Ho nicht widerlegt werden konnte. Die Unabhingigkeit der

beiden Stichproben unter Hyperthermiebedingungen wurde somit statistisch nicht

bestétigt.

3.3.2.3 Quantitdt und Arrhythmiesamples

Die Betrachtung der Quantitdt unterschiedlicher Rhythmusstorungen soll einen
Uberblick iiber die Verteilung der einzelnen Arrhythmien in beiden Kollektiven der
Hyperthermietests geben. Hierfiir dient folgende graphische Zusammenstellung
aufgetretener Arrhythmieformen (Abb. 43), aus welchen anschlieBend reprisentative
Arrhythmiesamples gezeigt werden sollen. Dabei wurden Arrhythmien unter Ruhe-

bedingungen denjenigen gegeniibergestellt, welche unter gesteigerter Korpertemperatur

von 39,5 °C induziert wurden.
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Abb. 43: Quantitiit der Arrhythmieformen unter Ruhe und Hyperthermie

Die Graphiken zeigen die Quantitit beobachteter Arrhythmieformen im Vergleich der beiden Kollektive.
Die Anzahl bei den HETs iibertraf dabei diejenige des Kontrollkollektivs in elf der zwilf gezeigten Kate-
gorien. Lediglich in der Kategorie der SVT unter Hyperthermie wurden in beiden Kollektiven gleichfalls
keine Beobachtungen dokumentiert. Dariiber hinaus zeigte sich der hypertherme Effekt in beiden Grup-
pen mit gesteigerter Arrhythmieanzahl unter Hyperthermie in mehreren Kategorien. SVES=Supra-

ventrikuldre Extrasystole; VES=Ventrikuldre Extrasystole; SVT= Supraventrikulire Tachykardie;
nsVT= nicht anhaltende ventrikuldre Tachykardie
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Die Verteilung der beobachteten Arrhythmien zeigte ein quantitatives Ubergewicht der
Rhythmusstorungen zugunsten der Nay1.1-defizienten Méuse. Ausgenommen der SVT
unter Hyperthermie, iiberwog die Anzahl beobachteter Episoden bei den Heterozygoten
in allen Kategorien. Bei den HET-Tieren wurde lediglich in einer der zwolf Kategorien,
der SVT unter Hyperthermie, kein Ereignis dokumentiert. Demgegeniiber konnte bei
den Wildtypen in sechs der gezeigten zwolf Kategorien sowohl in Ruhe als auch unter
Hyperthermie keine Rhythmusstérung beobachtet werden. Der hypertherme Effekt
gesteigerter Arrhythmogenitdt konnte in beiden Gruppen mit erhohter Anzahl von
Arrhythmien unter Hyperthermie gezeigt werden. Diese Steigerung wurde in den
Kategorien der SVES, VES und Couplets in beiden Kollektiven ersichtlich. Im HET-
Kollektiv wurde sie dariiber hinaus beziiglich der nsVT ersichtlich. Die folgenden
Erlduterungen geben einen detailierteren Einblick iiber die Verteilung der

Rhythmusstorungen und zeigen reprasentative Beispiele induzierter Arrhythmieformen.

Haufigste Arrhythmieform aller untersuchten Miuse der Hyperthermie-Versuche waren
Extrasystolen supraventrikuldrer sowie ventrikuldrer Art. Insgesamt wurden 112
Extrasystolen unter Normothermie beobachtet. Darunter befanden sich 7 SVES in der
Gruppe der WT-Méuse und 11 SVES in der Gruppe der HET. Unter den VES wurden
10 in der WT- und 84 in der HET-Gruppe beobachtet. Bei hyperthermen Bedingungen
wurden demgegeniiber 252 Extrasystolen gezdhlt. In der Gruppe der Wildtypen waren
darunter 16 SVES sowie 78 VES. In der Scnla* -Gruppe wurden 18 SVES und 140
VES beobachtet. Demnach iiberwogen beide Rhythmusstérungen sowohl in Ruhe als
auch unter Hyperthermie in der Gruppe der HET-Tiere. Exemplarisch sind folgende
SVES (Abb. 44) sowie VES (Abb. 45) abgebildet.
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Abb. 44: Supraventrikulire Extrasystole (SVES) bei einer HET-Maus
Friihzeitig einfallende P-Welle gefolgt von einem normal breiten QRS-Komplex mit anschlieffender nicht
kompensierter postextrasystolischer Pause. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex
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Abb. 45: Ventrikulire Extrasystole (VES) bei einer HET-Maus
Ein friihzeitiger ventrikuldrer Schlag mit verbreitertem QRS-Komplex ohne vorausgehende P-Welle.
Anschliefiend kompensierende postextrasystolische Pause. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex

Ein intermittierender ventrikuldrer Bigeminus wurde bei drei verschiedenen HET-
Mausen und dariiber hinaus bei einer WT-Maus beobachtet. Dabei kam es bei besagter
wildtypischer Maus lediglich zu zwei Phasen dieser Rhythmusstérung, wiahrend sie sich
bei genannten HET-Médusen auf etwa 20 Phasen teilweise repetitiv nach elektrischer
Stimulation héduften. Ein Ausschnitt dieser intermittierenden Form des Bigeminus ist
sowohl nach Stimulationsinduktion als auch nach spontaner Initiation gezeigt

(Abb. 46; Abb. 47).
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Abb. 46: Intermittierender ventr. Bigeminus einer HET-Maus nach Stimulation

Nach letztem Stimulus (S) folgt eine Phase von intermittierendem ventrikuldrem Bigeminus mit
ventrikuldren Extrasystolen (VES) monomorpher Art. Hier nicht zu sehen: das Muster folgt bei dieser
Maus nach jeder der vier konsekutiven Stimulationsphasen. P=P-Welle; QRS=QRS-Komplex
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Abb. 47: Intermittierender ventrikulirer Bigeminus bei einer HET-Maus

Die Phase des intermittierenden Bigeminus beginnt spontan ohne unmittelbar vorangehende Stimulation.
Monomorph konfigurierte ventrikuldre Extrasystolen (VES) folgen auf normalkonfigurierte Schidge.
Dieses Muster spontaner Rhythmusstorung ist bei der HET-Maus wiederholt zu sehen. P=P-Welle;
ORS=QRS-Komplex

Insgesamt wurden 10 ventrikuldre Couplets bei den Versuchen gezihlt. Davon wurden
3 bei WT-Miusen entdeckt, wobei alle unter hyperthermen Bedingungen auftraten.
Dagegen wurden bei heterozygoten Maidusen 7 ventrikuldre Couplets beobachtet,
3 davon unter Ruhebedingungen sowie 4 weitere unter Hyperthermie (Abb. 48).
Demnach tiberwog die Anzahl der ventrikuldren Couplets bei den HET-Méusen sowohl

in Ruhe als auch unter hyperthermen Stress.
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Abb. 48: Ventrikuliires Couplet bei einer HET-Maus

Zwei friihzeitig einsetzende konsekutive ventrikuldre Schlige (V) mit verbreitertem ORS-Komplex ohne
sichtbare vorausgehende P-Welle. Anschlieflender Ubergang in Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=QRS-
Komplex.

Unter den 9 aufgetretenen supraventrikuldren Tachykardien (SV7T) traten 6 bei Miusen
mit heterozygotem Genotyp auf (Abb. 49). Alle Episoden traten hierbei unter

Ruhebedingungen auf.
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Abb. 49: Supraventrikulire Tachykardie (SVT) bei einer HET-Maus

Nach Stimulation (S) werden besonders in der atrialen Ableitung (Mitte) regelmdfSige Vorhofaktionen (A)
mit einer 5:1 Weiterleitung auf die Ventrikel (V) sichtbar. Anschlieffend spontane Termination mit
Ubergang in Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=0RS-Komplex.
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Insgesamt wurden 6 ventrikuldre Triplets beobachtet. Davon traten alle bei Médusen mit
heterozygotem Genotyp auf. 3 Triplets wurden unter Ruhebedingungen, 3 weitere unter

hyperthermen Stressbedingungen aufgenommen (Abb. 50).
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Abb. 50: Ventrikuliires Triplet bei einer HET-Maus )
Auf den letzten Stimulus (S) folgen drei konsekutive ventrikuldre Schlige (V). Anschlieffender Ubergang
in Sinusrhythmus. P=P-Welle; QRS=0RS-Komplex

Unter den 4 aufgetretenen Episoden nicht anhaltender ventrikuldrer Tachykardie (nsVT)
wurden ebenfalls alle in der Gruppe der Heterozygoten gefunden. Eine Episode trat

dabei unter Ruhebedingungen sowie 3 weitere unter Hyperthermie auf

(Abb. 51; Abb. 52).
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Abb. 51: Nicht anhaltende ventrikuliire Tachykardie (nsVT) bei einer HET-Maus (1)

Nach letztem Stimulus (S) folgen fiinf friihzeitig einsetzende ventrikuldre Schldge (V) mit anschlieffender
spontaner Termination und Ubergang in tachykarden Sinusrhythmus. Hier nicht zu sehen: es folgt
Sinustachykardie fiir weitere 15 Sekunden mit spontaner Termination und abruptem Abfall der
Herzfrequenz von 745 bpm auf 575 bpm. P=P-Welle; ORS=QRS-Komplex.
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Abb. 52: Nicht anhaltende ventrikuliire Tachykardie (nsVT) bei einer HET-Maus (2)
Weniger als zehn vorzeitig einsetzende ventrikuldre Schidge (V) direkt nach Stimulation (S). Spontane
Termination mit Ubergang in Sinusrhythmus. P=P-Welle; ORS=0QRS-Komplex.

3.4 Arrhythmiescore

Der folgende Abschnitt fasst den Arrhythmiescore der -elektrophysiologischen
Untersuchungen (3.2.2) mit dem Score des elektrophysiologischen Teilabschnittes der
Hyperthermie-Versuche (3.3.2.2) zusammen. Es werden somit alle detektierten
Rhythmusstérungen sowohl in Ruhe als auch unter hyperthermen Stress zusammen-
gefasst und analysiert. Die Bewertungen der einzelnen Arrhythmien nach dem Score-
System entsprechen den bereits gezeigten Bewertungen aus den genannten
Teilversuchen. Der eingetragene Wert reprasentiert dabei die maximal erreichte und
damit schwerwiegendste Form der Rhythmusstorung jeder Maus. Die anschlieBende
Tabelle gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber alle erreichten Arrhythmiescores

der Teilversuche (Tab. 18).

Tab. 18: Arrhythmiescore-Verteilung EPU und Hyperthermietest gesamt

Arrhythmiescore Anzahl WT Anzahl HET
Arrhythmiescore 0 5 -
Arrhythmiescore 1 11 9
Arrhythmiescore 2 6 9
Arrhythmiescore 3 3 11
Arrhythmiescore 4 - 1

Arrhythmiescore 5 - -

Gesamtanzahl 25 30
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Vergleichbar mit der Analyse der Teilversuche erfolgte die statistische Analyse des
Gesamt-Arrhythmiescores auf Unabhingigkeit der beiden Kollektive hinsichtlich des
Arrhythmiegrades. Der Unterschied bestand jedoch in der Wahl des statistischen Test-
verfahrens. Wéhrend bei den bereits beschriebenen Teilversuchen der Exakte Fisher
Test Anwendung fand, erfolgte die Berechnung des Gesamt-Scores auf Grundlage des
Chi-Quadrat-Tests. Ausschlaggebend war hierfir die Grofe der Stichproben
beziehungsweise die GroBe der erwarteten H&ufigkeiten in den einzelnen Gruppen.
Wiéhrend der Exakte Fisher Test bei relativ kleinem Stichprobenumfang der
Teilversuche zuverldssige Ergebnisse liefert, ist der Chi-Quadrat-Test bei groBerem
Umfang der Stichprobe geeignet, valide Ergebnisse zu erzielen. Mit den erwarteten
Héufigkeiten von >5 bei dem zusammengefassten Arrhythmiescore fiel die Wahl
deshalb auf den Chi-Quadrat-Test. Zur Berechnung mittels Kontingenztabelle wurde
wiederum eine Einteilung in zwei Gruppen durchgefiihrt. Eine Gruppe beinhaltete
erneut niedriggradige Rhythmusstorungen (AS <2), die andere dagegen hohergradige
Rhythmusstérungen (AS >2). Besagte Kreuztabelle als Basis der statistischen
Berechnung mittels des Chi-Quadrat-Tests ist im Folgenden abgebildet und wird im

Anschluss daran erdrtert (Tab. 19).

Tab. 19: Arrhythmiescore EPU und Hyperthermietest gesamt

Kontingenztafel aller Mduse aus elektrophysiologischen Untersuchungen und Hyperthermie-Versuchen.
Dargestellt sind beobachtete sowie erwartete Hdufigkeiten nach Zuordnung zu héher- und niedriggradi-
gen Arrhythmiegruppen. In Klammern stehen relative Hdiufigkeiten; AS=Arrhythmiescore; Y = Summe;
“= statistisch signifikant

WT HET >

Beobachtet Erwartet Beobachtet Erwartet
AS <2 16 (64%) 11,36 (45%) 9 (30%) 13,64 (45%) 25
AS > 9 (36%) 13,64 (55%) 21 (70%) 16,36 (55%) 30
> 25 25 30 30 55

Chi-Quadrat-Test:
Exakter Fisher Test:

p = 0,01168532"
p (zweiseitig) = 0,0156
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Im Rahmen der Zusammenfassung der genannten Teilversuche wurden beide Kollektive
wiederum auf Unabhidngigkeit beziiglich des Grades aufgetretener Arrhythmien hin
untersucht. Demnach wurden alle beobachteten Rhythmusstorungen im Hinblick auf
den zugrundeliegenden Genotyp analysiert. Die Analyse wurde sowohl unter
Ruhebedingungen als auch unter Stressbedingungen und ohne Beachtung des unter-
schiedlichen Alters bei den Teilversuchen (P40-45, P70-80) durchgefiihrt. Als
statistisches Testverfahren diente der Chi-Quadrat-Test. Die Nullhypothese Ho besagte
Gleichheit, die Alternativhypothese H; Ungleichheit der Haufigkeiten beider Kollektive
in den Arrhythmiegruppen. Unter den Méiusen mit wildtypischem Genotyp wurden 64%
mit einem AS <2 bewertet, 36% erreichten einen AS >2. Es iiberwogen somit
Rhythmusstorungen mit niedriger Malignitdt unter den WT-Maiusen. Umgekehrt
verhielt es sich innerhalb der Gruppe mit Nay1.1-defizientem Genotyp. Hierbei wurden
iiberwiegend schwerwiegendere Rhythmusstéorungen gefunden. Wahrend 70% der
Maiuse einen Arrhythmiescore >2 erreichten, zeigten 30% Rhythmusstorungen
geringerer Malignitit (AS <2). Im Vergleich der beiden Kollektive wurden
schwerwiegendere Rhythmusstérungen (AS >2) signifikant hiufiger in der Knockout-
Gruppe beobachtet als in der Kontrollgruppe (WT: 36% vs. HET: 70%). Erhobener
Chi-Quadrat-Test ergab dabei einen signifikanten p-Wert von 0,012. Damit konnte die
Nullhypothese verworfen werden und Unabhéngigkeit der beiden Kollektive bestitigt
werden. Demnach hatte die Zugehorigkeit der Maiause zur Gruppe mit
Nay1.1-defizientem Genotyp Auswirkungen auf den Grad der Arrhythmie und fiihrte zu

schwerwiegenderen Rhythmusstérungen.
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4  Diskussion

Mutationen in Genen fiir spannungsabhingige Natriumkanéle fiihren zu einer Vielzahl
von Erkrankungen. Durch Verdnderungen der prizisen Ionenstrome an der
Zellmembran kdnnen sie unter anderem Herzrhythmusstorungen auslésen oder auch fiir
verschiedene neurologische Storungen verantwortlich sein (Clancy und Kass, 2005;
Meisler und Kearney, 2005). Eine Storung des neuronalen Nayl.1-Kanals verursacht
beispielsweise das Dravet-Syndrom, eine schwere Form epileptischer Enzephalopathie.
Neueren Erkenntnissen zufolge werden neuronale Nay-Isoformen auch im Herzen ex-
primiert. Deshalb gilt es herauszufinden, in welcher Weise Dysfunktionen dieser brain-
type lonenkanile das Herz beeinflussen. Intention der Arbeit war deshalb, den kardialen
Phénotypen eines Dravet-Mausmodells zu evaluieren und die Beteiligung des Nay1.1-
Defektes an dem erhéhten SUDEP-Risiko in Form von Herzrhythmusstérungen zu un-
tersuchen. Der kardiale Phénotyp konnte unter anderem mit einer gesteigerten Herzfre-
quenz unter Stressbedingungen charakterisiert werden. Sowohl unter Isoproterenol-
Stress als auch unter Hyperthermie-Stress wurden gesteigerte
Herzfrequenzen ermittelt. Ebenso wurden Hinweise erhohter Arrhythmieanfilligkeit
gegeniiber dem wildtypischen Kontrollkollektiv erhoben. Diese zeigte sich zum einen in
Bezug auf die Qualitit ausgeldster Arrhythmien mit dem Hang zu schwerwiegenderen
Rhythmusstorungen. Zum anderen zeigte sich die erhohte Arrhythmieneigung
hinsichtlich der Quantitdt aufgetretener Arrhythmien auf Seite der heterozygoten
Knockout-Méuse. Auf einzelne Aspekte der vorliegenden Studie im Bezug auf
Methodik und gewonnener Resultate soll hier kritisch eingegangen werden, um die

Daten in den Kontext der bestehenden Literatur einordnen zu kénnen.

4.1 Methodische Aspekte

Aufgrund der unterschiedlichen Untersuchungsmodalititen und ihrer Komplexitit durch
den Einfluss vieler kritischer Variablen sind methodische Fehler der Studie nicht
auszuschlieBen. Im Folgenden soll die durchgefiihrte Methodik daher kritisch betrachtet

werden.
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4.1.1 Mausstamm, Alter und Stichprobenumfang

In vorliegender Arbeit wurde ein hybridisiertes Mausmodell zweier gingiger Labor-
mausstimme mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund verwendet. Dabei wurden
Mause des Stamms 129Sv] mit Mausen des Stamms C57BL/6 gekreuzt, um ein stabiles
Nayl.1-defizientes 129Sv]:C57BL/6-Mausmodell zu generieren (Yu et al., 2006). Bei
der Interpretation der Ergebnisse von EKG und EPU ist der genetische Hintergrund der
Versuchstiere stets zu berlicksichtigen. Lange Zeit wurde angenommen, es wire
aufgrund der Konzeption des murinen Herzens nicht moglich bestimmte Arrhytmien bei
nicht-genverdnderten Mausen zu induzieren (Garrey, 1914; Kirchhoff et al., 1998; Lee
et al., 1998; Hagendorff et al., 1999). Diese These konnte mittlerweile widerlegt werden
(Maguire et al., 2003). In der Studie von Maguire et al. (2003) wird sogar von einer
30-prozentigen Haufigkeit berichtet nsV'T bei wildtypischen Mausen zu induzieren. Bei
der Arrhythmieanfilligkeit wurden allerdings deutliche Diskrepanzen zwischen den
Wildtypen unterschiedlicher Mausstimme beobachtet. Mit anderen Worten wurde
demnach eine Abhéngigkeit der Induzierbarkeit von genetischem Hintergrund des
untersuchten Mausmodells beschrieben. Dieser unterschiedliche kardiale Phianotyp der
einzelnen Mausstimme macht einen unmittelbaren Vergleich von kardialen Parametern
aus verschiedenen Studien mit unterschiedlichem genetischen Hintergund somit obsolet.
In vorliegender Studie wurden Arrhythmien nicht nur in der Gruppe der HET-Mause,
sondern auch in der Gruppe des wildtypischen Kontrollkollektivs beobachtet. Zunichst
scheint die Induktion von Rhythmusstorungen der Wildtypen auf ein aggressives
Stimulationsprotokoll hinzuweisen, verglichen mit Arbeiten von Berul et al. (1996) und
Wakimoto et al. (2001). In der Studie von Berul et al. (1996) wurden bei verwendetem
C57BL/6J Mausmodell beispielsweise weder atriale noch ventrikuldre tachykarde
Rhythmusstorung bei 14 untersuchten Méusen induziert. In vorliegender Studie konnte
demgegeniiber unter Verwendung des Hybrid-Mausstamms bereits bei insgesamt 13 der
16 WT-Maiuse mindestens eine Tachyarrhythmie induziert werden. Beachtet man den
differenten genetischen Hintergrund des hier untersuchten Mausmodells, weist dies auf
eine genetische Disposition zur Induktion von Arrhythmien des Hybrid-Mausmodells

hin, wie bei Maguire et al. (2003) bereits beschrieben.

Einen weiteren wichtigen Aspekt, den es bei der Ergebnisinterpretation von EKG und

EPU zu beriicksichtigen gilt, ist das Alter der untersuchten Tiere. In Studien konnte ein
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Einfluss des Mausealters auf EKG-Parameter wie Herzfrequenz, PR-, QRS- oder auch
OT-Zeiten gezeigt werden (Rao und Verkman, 2000; Wehrens et al., 2000; Maguire et
al., 2003). Auch beziiglich der Arrhythmieanfilligkeit 1im  Rahmen
elektrophysiologischer Untersuchungen wurde eine Altersabhédngigkeit beschrieben
(Maguire et al.,, 2003). Somit ist bei direktem Vergleich verschiedener
elektrokardiographischer und elektrophysiologischer Studien das Alter der
Versuchstiere stets zu beriicksichtigen. In vorliegender Studie wurden innerhalb eines
Versuchsabschnittes jeweils Mause gleichen Alters in WT- und HET-Gruppe
verglichen. Deshalb ist dieser Aspekt bei der Ergebnisinterpretation innerhalb eines
Versuchsabschnittes zu vernachldssigen. Beim Vergleich zwischen den verschiedenen
Versuchsabschnitten kann der Effekt der Altersdiversitét bei abweichenden Ergebnissen
der EKG- und EPU-Versuche in den Teilversuchen jedoch nicht génzlich
ausgeschlossen werden. Wihrend bei EKG-Untersuchungen in Ruhe und unter
Isoproterenolstress  (3.1) sowie bei EPU-Versuchen unter physiologischer
Korpertemperatur (3.2) Méuse im Alter zwischen 70-80 Tagen herangezogen wurden,
lag das Versuchstieralter bei EKG und EPU der Hyperthermie-Versuche (3.3) zwischen
40-45 Tagen post natum. Der unmittelbare Vergleich der Parameter zwischen den
Versuchsabschnitten ist deshalb unter Vorbehalt anzustellen, obgleich der
Altersunterschied der Versuchstiere in den Abschnitten relativ gering war. Um den
kardialen Phénotypen des Nayl.1-Modells zu evaluieren, wurde das unterschiedliche
Alter in den Teilversuchen jedoch bewusst gewihlt. Der Anlass lag hierfiir in der engen
Symptomkorrelation des verwendeten Mausmodells zu humanem Dravet-Syndrom
beziiglich frithem Krankheitsbeginn und Verlauf der Erkrankung. Typischerweise
beginnt das Dravet-Syndrom bei zuvor unauffilligen Sduglingen innerhalb des ersten
Lebensjahres mit oftmals fieberinduzierten Anféllen (Dravet, 2011a). Nach der Phase
klinischer Verschlechterung mit Zunahme der Frequenz und Heterogenitdt der Anfille
kommt es unter Umstidnden zu Stagnation oder Riickgang der Anfille bei bleibenden
zerebralen Defiziten (Akiyama et al., 2012; Guerrini, 2012). Das Risiko friithzeitig zu
versterben ist bei jungen Dravet-Patienten stark erhoht, wobei SUDEP in mehreren
Studien fiir jeden zweiten Todesfall verantwortlich gemacht wird (Dravet, 2011b). Die
phénotypische Korrelation des verwendeten Mausmodells zum humanen Dravet-
Syndrom wird bei Yu et al. (2006) deutlich. Ebenfalls zunichst unauffillige Mause

entwickeln epileptische Anfille in der vierten postnatalen Woche sowie koordinative
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Defizite und werden durch Zunahme plotzlicher Todesfélle auffillig (Yu et al., 2006).
Um eine mogliche kardiale Ursache dieser plotzlichen Todesfélle durch Arrhythmien
und eine mogliche Altersabhidngigkeit aufschlussreich aufdecken zu kdnnen, wurden in
vorliegender Arbeit Méuse unterschiedlichen Alters untersucht. Ein weiterer Aspekt in
Bezug auf gewdhlte Altersunterschiede ist das Wissen um altersabhidngige Expression
und Distribution kardialer Natriumkanidle im Laufe der Gewebematuration, die zu
unterschiedlicher Kanalausstattung in neonatalen und adulten Herzen fiihren (Kaufmann
et al., 2010). Aus diesem Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dass sowohl die
EKG-Parameter als auch die Arrhythmieanfdlligkeit durch das unterschiedliche
Versuchstieralter beeinflusst wurden. Der unmittelbare Vergleich der Ergebnisse aus
den Teilversuchen dieser Studie ist somit eingeschrinkt. Die Interpretation der
Ergebnisse erfolgt deshalb unter Beriicksichtigung dieser Aspekte in dem Abschnitt der

inhaltlichen Diskussion.

Bei der Diskussion {iber die angewandte Methodik gilt es den Stichprobenumfang der
vorliegenden Studie kritisch zu betrachten und in den literarischen Kontext
einzuordnen. Von den insgesamt 69 untersuchten Mausen der drei unterschiedlichen
Versuchsreihen wurden 21 Maiuse aufgrund nicht reprisentativer Herzfrequenzen von
<400 bpm (13 Maéuse), interventionellem Exitus (7 Méuse) oder technischen Problemen
(1 Maus) von der Studie ausgeschlossen. Somit gingen 48 Versuchstiere in die
Berechnungen der Studie ein. Bezogen auf die Versuchreihen bedeutete dies 13
untersuchte Tiere bei EKG (WT: 6/ HET: 7), 19 untersuchte Tiere bei EPU (WT: 9/
HET: 10) und weitere 16 Tiere bei den Hyperthermie-Versuchen (WT: 7/ HET: 9). Im
Kontext mit vergleichbaren elektrokardiographischen und elektrophysiologischen
Studien zeigt der gewidhlte Umfang der Stichprobe dhnliche GroBe. Beispielsweise
wurde bei Auerbach, Jones et al. (2013) ein anderes Dravet-Mausmodell mit 8 WT
gegenliber 13 HET verglichen. Noujaim et al. (2012) untersuchten in ihren EKG-
Studien tiber den Nay1.6-Kanal 8 WT gegeniiber 9 HET. Kovoor et al. (2001) stellten in
thren Studien liber den Kaliumkanal Ikach 14 WT-Méusen 11 HET-Méuse gegeniiber.
Obwohl die gewihlte StichprobengroBe damit in den Bereich der Angaben
vergleichbarer Studien fillt, ist eine Einschrankung der statistischen Teststdrke aufgrund
von geringem Stichprobenumfang nicht auszuschlieBen. Dariiber hinaus sind hierdurch

statistische Fehler 1. beziehungsweise II. Ordnung ebenfalls nicht auszuschlieBen. Die
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Anzahl der untersuchten Tiere wurde jedoch aufgrund des exakt geforderten
Lebensalters zum Untersuchungszeitpunkt sowie der langwierigen Versuchsablidufe
eingeschrankt. Intubation und Anisthesie, prédoperatives Assessment, Katheterisierung
mit intrakardialer Lagekontrolle, elektrokardiographische Aufzeichnungen sowie
langwierige EPU-Protokollabldufe in Atrium und Ventrikel fithrten dabei zu gewissem

zeitlichen Aufwand.

4.1.2 Perioperatives Setting

Die Beeinflussung der Ergebnisse durch das gewéhlte perioperative Setting soll im
Folgenden diskutiert werden. Fiir die Interpretation einzelner Versuchsabschnitte der
vorliegenden Studie sowie die Einordnung der Ergebnisse in den literarischen Kontext
stellt die Wahl des Anésthetikums einen wichtigen Aspekt dar. In unterschiedlichen
Mausstudien konnte beobachtet werden, dass Wirkung und Nebenwirkungen von
Anisthetika in Abhdngigkeit des genetischen Hintergrunds divergieren (Kass et al.,
1998; Homanics et al., 1999; Wehrens et al., 2000; Roth et al., 2002). Im Rahmen
elektrokardiographischer Untersuchungen sind hierbei besonders kardiorespiratorisch
depressive Wirkungen und damit die Beeinflussung von Parametern wie HR-, PR-,
ORS- oder auch QT-Zeiten durch Anésthetika bei unterschiedlichen Mausstimmen zu
beachten. Somit ist ein direkter Vergleich von Parametern verschiedener Studien durch
variable Kombination von Anidsthesie und Mausstamm eingeschrankt (Wehrens et al.,

2000).

Zudem gilt es bei der Wahl des Anisthetikums die spezifischen Eigenschaften
hinsichtlich pharmakologischer Wirkungen und kardiorespiratorischer Nebenwirkungen
zu beriicksichtigen. Im Laufe unzdhliger mausexperimenteller Studien haben sich
verschiedene Andsthetika bewidhrt. Unter anderem finden sich in der Literatur Ether,
Tribromethanol, Pentobarbital, Ketamin, Halothan oder weitere volatile Anidsthetika wie
Isofluran, obgleich viele dieser Anésthetika kardiorespiratorische Effekte besitzen (Rao
und Verkman, 2000; Lorenz, 2002). Als besonders giinstig fiir kardiologische Untersu-
chungen haben sich dabei Tribromethanol (Avertin®) sowie Isofluran im Hinblick auf
einen schnellen Wirkungseintritt, addquate Anisthesietiefe, geringe kardiorespira-
torische Depression sowie gute Reproduzierbarkeit gezeigt (Roth et al., 2002). Beide

Pharmaka wurden deshalb in vorliegender Studie verwendet. Bei EKG-Untersuchungen
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(3.1) wurde aufgrund der einfachen Handhabung, des geringen technischen Aufwands
und der guten Anisthesiewirkung Avertin® gewihlt. Demgegeniiber wurden bei allen
weiteren zeitaufwindigeren Versuchsreihen (3.2, 3.3) Maiuse mittels Isofluran unter
Intubationsnarkose anisthesiert. Somit konnte eine gute Steuerung der Anisthesie und
Reproduzierbarkeit bei gleichzeitig geringer Kardiodepression erreicht werden.
Aufgrund unterschiedlicher Anésthesieregimen und der damit verbundenen mdoglichen
kardialen Beeinflussung der untersuchten EKG-Parameter wird der unmittelbare
Vergleich der Experimente innerhalb dieser Studie allerdings erschwert. Dariiber hinaus
konnten die unterschiedlichen kardialen Effekte der Anésthetika divergente Ergebnisse
der Teilstudien erkldren. In diesem Zusammenhang ist beispielsweise eine nicht zu
vernachldssigende negativ chronotrope Wirkung des Avertins® zu nennen, welche
Lorenz (2002) und auch Kass et al. (1998) beschreiben. Diese konnte zu den nicht
reprasentativen Frequenzen von unter 400 bpm bei den EKG-Untersuchungen gefiihrt
haben (WT: 5/ HET: 4). Auf die Interpretation der Ergebnisse wird im Abschnitt der

inhaltlichen Diskussion weiter eingegangen.

Mochte man die Ergebnisse dieser Studie mit weiteren Arbeiten in Zusammenhang mit
dem Krankheitsmodell des Dravet-Syndroms vergleichen, gilt es mogliche Anésthesie-
wirkungen zu beriicksichtigen. Beispielsweise wurden bei Kalume et al. (2013) EKG-
Untersuchungen an nicht andsthesierten Mausen nach Implantation von telemetriefahi-
gen Gerdten durchgefiihrt. Auch Auerbach et al. (2013) untersuchten in ihrer Arbeit
telemetrische EKG-Aufzeichnungen von nicht andsthesierten Méusen. Bei dem Ver-
gleich dieser Untersuchungen mit der vorliegenden Studie ist das Fehlen von Anésthesie
und damit moglicher  kardialer  Beeinflussung bei  bewusstseinsklaren

Maéusen zu beachten.

Bei der methodischen Diskussion sind weitere Punkte anzusprechen, welche das
Ergebnis beeinflusst haben konnten, jedoch als kritische Variablen nur unzureichend
erfasst werden konnen. Hierzu zdhlen zum einen mogliche kardiale Effekte durch den
operativen Eingriff per se. Bei den Untersuchungen wurde der sogenannte closed-chest
Zugang und somit eine minimal invasive Form des chirurgischen Zugangs gewahlt.
Dennoch sind vagale Reizung, hdmodynamische Interaktionen, entziindungsmediator-
vermittelte Effekte oder weitere operationsbedingte Stressoren und damit kardiale

Beeinflussung denkbar. Zum anderen sind Faktoren der Maustierhaltung als kritische

99



4 Diskussion

Variable anzusehen, die nur unzureichend bestimmt werden kénnen. Obwohl in den
Versuchen iibliche standardisierte Vorgehensweisen herangezogen wurden, reichen die
Variablen dabei von individuellen Unterschieden in Nahrungs- und Wasserautnahme,
korperlichem Zustand bis hin zu individueller zirkadianer Rhythmik der Mause (Rao

und Verkman, 2000; Berul et al., 2001).

4.1.3 Extrapolation des Mausmodells

Die Labormaus, Mus musculus, hat sich im Laufe der Zeit zu dem am weitesten
verbreiteten Labormodell zur Erforschung menschlicher Erkrankungen etabliert. Dies
umfasst ebenfalls die Erforschung unter kardiologischen Gesichtspunkten (Kaese und
Verheule, 2012; Boukens et al., 2014). Die groen Vorziige sind dabei nicht zuletzt die
schnelle Reproduktionszeiten sowie die einfache Tierhaltung mit relativ geringem
okonomischen Aufwand (Gharib und Robinson-Rechavi, 2011). Vor allem die
evolutionsbiologische Nihe dieses Sdugetiermodells zum Menschen stellt eine wichtige
Grundlage dar. Die starke genetische Homologie zwischen murinem und humanem
Genom von 99% und die relativ einfache Mdglichkeit der genetischem Rekombination
durch etablierte Techniken machen die Nager zum bevorzugten Tiermodell (Smithies,
2001; Waterston et al., 2002; Schmouth et al., 2012). Doch trotz der Reihe an Vorteilen
darf eine gewisse Vorsicht bei der Extrapolation der kardiologischen Ergebnisse mit der
Ubertragung auf den Menschen nicht fehlen. Es finden sich bedeutende spezies-
spezifische Unterschiede. Unter anderem betreffen sie EKG-Morphologie,
Aktionspotential oder auch die Genese von Arrhythmien. Zwei offensichtliche EKG-
morphologische Unterschiede sind das Fehlen eines isoelektrischen ST-Segments und
die unpréizise T-Wellen-Termination, die auf Unterschiede in der murinen Ventrikelre-
polarisation hinweisen (Boukens et al., 2014). Auch das murine Aktionspotential weist
wichtige morphologische Unterschiede auf. Es ist nicht nur um ein
Vielfaches kiirzer, um den hohen Frequenzen des Maéuseherzens zu entsprechen,
sondern besitzt zudem keine Plateauphase vergleichbar mit der des Menschen, wodurch
das ventrikuldre Aktionspotential eine dreiecksformige Gestalt annimmt (Boukens et al.,
2014). Elektrophysiologische Grundlage dieser Phdnomene sind Unterschiede in den
de- und repolarisierenden lonenstromen. Dabei ist allerdings nicht die spezies-

spezifische Ausstattung der evolutionsbiologisch hoch konservierten lonenkanile
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ausschlaggebend. Vielmehr ist der unterschiedliche elektrophysiologische Beitrag der
Kanile fiir die jeweilige Morphologie der Aktionspotentiale und damit der EKGs
verantwortlich (Kaese und Verheule, 2012; Boukens et al., 2014).

Beziiglich der Arrhythmogenese gibt es ebenfalls Aspekte, die bei der Ubertragung von
Mausstudien auf den menschlichen Organismus beachtet werden miissen. Die viel
zitierte critical mass theory von Garrey (1914) weist auf einen wesentlichen Punkt hin —
die geringe Gewebemasse des Méuseherzens, die kreisende Erregungen in Atrium und
Ventrikel als arrhythmogene Grundlage erschwert. Somit wurden anhaltende Tachya-
rrhythmien im Méuseherzen lange Zeit fiir unmoglich gehalten. Das Mauseherz schien
zu klein zu sein, um zu flimmern (Kaese und Verheule, 2012). Obwohl dies
inzwischen widerlegt wurde, scheint die geringe Herzmasse weiterhin ein Grund fiir die
Schwierigkeit zu sein, atriale oder auch ventrikuldre Arrhythmien bei der Maus zu
induzieren und ldsst provozierte Arrhythmien iiblicherweise nicht anhalten, sondern
spontan terminieren (Dubin, 2001; Kaese und Verheule, 2012; Boukens et al., 2014).
Dieser Gedanke ist bei der Interpretation der Arrhythmiescores zu beriicksichtigen. Er
gibt vor allem den induzierten Tachyarrhythmien hoheren Grades und ldngerer Dauer
mehr Gewicht. Gleichzeitig ist in diesem Zusammenhang zu erwédhnen, dass keine der
beobachteten Arrhythmien anhielt, um einen Arrhythmiescore von 5 Punkten zu

erreichen.

4.2  Inhaltliche Aspekte

Nach der Diskussion unter methodischen Gesichtspunkten sollen im Folgenden
inhaltliche Aspekte der Ergebnisse durchgefiihrter Experimente diskutiert und in den

literarischen Zusammenhang gebracht werden.

4.2.1 EKG-Parameter

Im folgenden Abschnitt werden die Resultate elektrokardiographischer Parameter dieser
Studie besprochen und in den wissenschaftlichen Kontext der bestehenden Literatur
eingeordnet. Dabei werden auch hierfiir relevante EKG-Parameter beriicksichtigt, die

bei EPU- und Hyperthermie-Versuchen erhoben wurden.
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Betrachtet man die kardiale Phinotypisierung der Scnla* -Méuse, ldsst sich zunichst
eine Auffilligkeit beziiglich der Herzfrequenz dieser Mduse im Vergleich zur Kontroll-
gruppe konstatieren. Wéhrend die genetisch verdnderten Méuse bei EKG-, EPU- und
Hyperthermie-Versuchen unter Ruhebedingungen &hnliche Herzfrequenzen verglichen
mit den WT-Méusen aufwiesen, stieg die Frequenz der HET-M4ause unter Stresseinfluss
iiberproportional an. Sowohl unter pharmakologisch induziertem Stress mittels [soprote-
renol (p=0,0031) als auch unter Hyperthermiestress (p=0,00023) stieg die Herzfrequenz
signifikant iiber diejenige der Wildtypen. Respektive verringerten sich bei
allen Versuchen die separat gemessenen Zeiten der RR- sowie PP-Abstinde. Die
Steigerung der Herzfrequenz bei den Heterozygoten lag dabei 3,05% (Isoproterenol)
beziehungsweise 3,87% (Hyperthermie) iiber der Frequenzsteigerung der Kontroll-
gruppe. Unverdnderte Frequenzen unter Ruhebedingungen lassen sich ebenfalls bei Te-
lemetrieuntersuchungen eines anderen Dravet-Mausmodells von Auerbach et al. (2013)
finden. Auch bei Maus-Telemetrieuntersuchungen von Kalume et al. (2013) und EKG-
Untersuchungen von Dravet-Patienten bei Delogu et al. (2011) sind die
Frequenzen nicht signifikant verdndert. Allerdings ist hier bereits unter Ruhe-
bedingungen der Trend zu hoherer Herzfrequenz bei dem Dravet-Syndrom zu erkennen.
Allen Studien ist gemeinsam, dass sowohl bei den Patienten als auch bei den
Mausmodellen des DS der Nayl.1-Kanal ubiquitdr betroffen ist. Das hei3t, er ist
gleichsam in Nervensystem und Herzen betroffen. Interessanterweise zeigt sich bei
selektiv kardialem Knockout des Nay1.1 bei Kalume et al. (2013) in gleicher Weise wie
bei selektivem Blockieren des Kanals am Herzen mittels Tetrodotoxin bei Maier et al.
(2003) ein kontrares Bild. Wird der Nay1.1-Kanal, wie diese Studien zeigen, isoliert am
Herzen ausgeschaltet, resultiert nicht etwa eine Steigerung, sondern im Gegensatz dazu
eine Reduktion der Herzfrequenz. Aus der Gesamtschau der Studien ldsst sich somit
ableiten, dass der Nayl.1-Kanal in die Kontrolle des Herzrhythmus eingebunden ist. Fiir
die Steigerung der stressbedingten Herzfrequenz bei dem Dravet-Syndrom scheinen
allerdings nicht unmittelbar kardiale Ursachen durch den Nayl.1-Defekt ursdchlich zu
sein. Es werden vielmehr absteigende neuronale Effekte durch den Kanalausfall in pro-
sencephalischen GABAergen Interneuronen auf autonome Zentren des Hirnstammes
verantwortlich gemacht, die das Herz indirekt beeinflussen (Kalume et al., 2013).

Gesteigerte Herzfrequenzen bei Epilepsiepatienten sind mit einer erhohten kardialen

Mortalitét assoziiert (Scattolini et al., 2013). Dariiber hinaus gelten sie als genereller
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Risikofaktor fiir einen plotzlichen Herztod (Priori et al., 2001). Unter diesen Aspekten
konnte somit die beobachtete gesteigerte Herzfrequenz der Nayl.l-negativen

Scnla*-Miuse in Zusammenhang mit SUDEP gebracht werden.

Die Ergebnisse anderer Parameter wie PR-, Pdur-, QRS- und verschiedene QT-Zeiten
sind dagegen inkonsistent. Das PR-Intervall reprisentiert die Reizleitung durch das
Atrium und den AV-Knoten bis zum Beginn des Ventrikelaktionspotentials (Snyder et
al., 2014). Es wurde bei den EKG-Versuchen unter Avertinnarkose bei DS-Méusen
verkiirzt gemessen. In Ruhe (p=0,0096) und unter Isoproterenolstress (p=0,000065) lag
es unter demjenigen der Kontrolltiere. Dahingegen wurde das PR-Intervall bei allen vier
iibrigen Messungen, einschlieBlich der EPU-Messungen, unter Isoflurannarkose
tendenziell verldngert gemessen. Statistische Signifikanz zeigte dabei das verldngerte
PR-Intervall unter Hyperthermiestress (p=0,0011). Welchen Einfluss hierbei die Wahl
des Narkotikums oder das Méusealter haben, bleibt ungeklirt. Eine Verldngerung des
PR-Intervalls fordert die Entstehung von Tachyarrhythmien iiber reentrant-
Mechanismen sowie Bradyarrhythmien iiber Blockade der Reizweiterleitung (Surges et
al., 2009). In anderen Studien der bestehenden Literatur zeigte sich keine signifikante
Verdnderung des PR-Intervalls (Maier et al., 2003; Auerbach et al., 2013; Kalume et al.,
2013), weshalb die Auswirkungen der divergenten Ergebnisse in vorliegender Studie
nicht abschlieBend gekldrt werden konnen. Die beschriebene gesteigerte Frequenz von
AV-Blockierungen bei DS-Miusen in der Studie von Kalume et al. (2013) deutet
allerdings auf eine gewisse Vorhofpathologie hin, die in Einklang mit beobachteten
EKG-Verdnderungen der Vorhoferregung zu bringen wire. In vorliegender Studie
wurden ebenfalls AV-Blockbilder in geringem Ausmall beobachtet. Drei der zwolf
untersuchten HET-Méuse (25%) zeigten bei der elektrophysiologischen Untersuchung
AV-Blockbilder. Bei Hyperthermie-Versuchen wurden diese Stérungen der Reizleitung
dagegen nicht beobachtet. Ermittelte erhohte Inzidenzen absoluter Arrhythmie bei den
Knockout-Méusen unterstiitzen den Aspekt einer Pathologie des Vorhofs.
Zusammengefasst konnten daher Verdnderungen der PR-Zeiten sowie der im Folgenden
ndher beschriebenen P-Dauer (Pdur) in Korrelation mit AV-Blockbildern und

beobachteter erhohter Inzidenz von SVT in vorliegender Studie stehen.

Die Dauer der Vorhoferregung Pdur zeigte unter Ruhebedingungen keinen

signifikanten Unterschied in beiden Gruppen. Unter Hyperthermiestress wurde sie bei
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den KO-Miusen dagegen signifikant verldngert gemessen (p=0,0000000036). Eine
Verlangerung der P-Welle gilt als Risikofaktor fiir eine erhohte kardiovaskulédre
Mortalitdt (Magnani et al., 2011; Snyder et al., 2014). Unter Stressbedingungen
reduzierte sich mit steigender Herzfrequenz die Dauer der P-Welle bei allen Miusen
wie bei Irisawa and Seyama (1966) beschrieben. Auffillig war allerdings eine deutlich
eingeschriinkte Verkiirzung der P-Welle bei den Scnla™ -Miusen. Wihrend sich Pdur
bei den WT-Méusen im Hyperthermietest um 16,3% verkiirzte, dnderte sie sich bei den
Mutanten lediglich um 1,78%. Unter Isoproterenolstress zeigte sich dieser Effekt
ebenfalls, wenn auch in geringerem Ausmall. Hier wurde eine Verkiirzung von 13,3%
bei den WT-Méusen gegeniiber lediglich 9,2% bei den Mutanten gemessen. Mit der
eingeschrinkten Verkiirzung bei den Nayl.1-negativen Mausen vergroBlerte sich der
Anteil der P-Welle an deren PR-Intervall. Nach neueren Studien ist dies mit erhohter
kardialer Mortalitdt assoziiert (Soliman et al., 2014). Ergul et al. (2012) fanden bei
unverdndertem PR-Intervall eine erhohte P-Dispersion bei DS-Patienten, die als Zeichen
autonomer Dysfunktion betrachtet wird. Kardiale autonome Dysfunktion wird als
Risikofaktor fiir Arrhythmien und dariiber hinaus als Risikofaktor fiir den plétzlichen
Herztod gesehen (Ergul et al., 2012). Welchen genauen Einfluss die Verdnderungen der
P-Welle bei dem Dravet-Syndrom auf die Genese von SUDEP haben, ist damit jedoch
nicht abschlieBend zu klidren. Unter dem Aspekt der Nay1.1-Lokalisation innerhalb des
Sinusknotens, wie bei Maier et al. (2003) beschrieben, ist allerdings eine mogliche
Beteiligung des Kanalausfalls an supraventrikuldren Rhythmusstérungen in Form von
Sick-Sinus-Syndrom oder absoluter Arrhythmie denkbar. Unterstiitzt wird dies
wiederum durch beobachtete erhdhte Inzidenzen supraventrikuldrer Rhythmusstorungen

wie SVT, absolute Arrhythmie, SVES oder auch beobachtete 4 V-Blockbilder.

Der QRS-Komplex bildet die Erregung der beiden Ventrikel ab. Die Erregung lauft
dabei iiber die intraseptalen Tawara-Schenkel zur Herzspitze hin und von dort iiber die
Purkinje-Fasern zuriick zur Herzbasis. Bei den Scnla™” -Méusen war der QRS-Komplex
gegentliber der Kontrollgruppe bei den Tests unter Isoflurannarkose sowohl in Ruhe
(p=0,0000014) als auch unter Hyperthermie (p=0,034) signifikant verlidngert. Dies
spricht fiir eine Leitungsverzogerung innerhalb des Ventrikelsystems. Eine verldngerte
QRS-Zeit gilt nach Desai et al. (2006) als unabhdngiger Faktor erhohter kardio-
vaskuldrer Mortalitdt. Nach Surges et al. (2009) begiinstigt dabei die verzégerte Ventri-
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keldepolarisation das Auftreten von Arrhythmien tachykarder sowie bradykarder Natur.
Bei Stressinduktion mittels Isoproterenol unter Avertinnarkose zeigte sich demgegen-
iiber eine signifikant kiirzere QRS-Zeit gegeniiber den Kontrolltieren. Uniiblicherweise
wurde hierbei allerdings eine Verldngerung der QRS-Zeit bei Herzfrequenzanstieg in
beiden Gruppen beobachtet, was generell als pathologisch anzusehen wire (Scherf und
Schaffer, 1952). Dieses Phanomen wurde allerdings gleichsam bei wildtypischen Méau-
sen und HETs beobachtet, weshalb diese Messung unter Vorbehalt zu betrachten und

der Effekt unter Umstédnden den applizierten Pharmaka zuzuschreiben ist.

Die QT-Zeit représentiert die Zeit der Erregung bis hin zu vollstdndiger Repolarisation
der Ventrikel. Bei Betrachtung der QT-Zeiten im Rahmen des Dravet-Syndroms zeigt
sich sowohl in den Teilversuchen dieser Studie als auch in der wissenschaftlichen
Literatur eine gewisse Inhomogenitit beziiglich der Ergebnisse. Im Ruhe-EKG unter
Avertinnarkose wiesen alle ermittelten QT-Zeiten (Q7T, QT+, OTs, OTF) eine statistisch
hoch signifikante Verkiirzung bei KO-Méiusen gegeniiber dem Kontrollkollektiv auf.
Unter Isoproterenolstress zeigte sich lediglich bei der QT+-Zeit eine statistische
Signifikanz (p=0,000082), obgleich die Tendenz zur Verkiirzung bei allen iibrigen
QT-Parametern erhalten blieb. Unter hyperthermen Bedingungen und Isoflurannarkose
zeigte sich ebenfalls bei einer der QT-Zeiten, QTr, eine signifikante Verkiirzung
(p=0,0033). In dem Ruhe-EKG des Hyperthermietests zeigte sich dagegen eine
durchgehende Tendenz zu verlidngerten QT-Zeiten, die bei QTF statistische Signifikanz
erhielt (p=0,013). Auffallend war eine uniibliche Verldngerung der QT-Zeit unter
stressbedingter Steigerung der Herzfrequenz iiber alle Teilversuche hinweg bei 7 der 16
ermittelten QT-Zeiten in beiden Kollektiven. Da sich dieses Phdnomen nicht auf KO-
Mause beschriankte, sondern gleichermallen bei Wildtypen gefunden wurde, ldsst sich
hiermit nicht auf eine DS-spezifische Pathologie hindeuten. Die Inhomogenitit der
QT-Parameter in vorliegender Studie zeigt sich ebenfalls in der wissenschaftlichen
Literatur. Kalume et al. (2013) beschreiben wie auch Delogu et al. (2011) keinerlei
Anderungen der QT-Parameter auf Signifikanzniveau, wobei jedoch bei Letzteren eine
Tendenz zur verkiirzten QT-Zeit sichtbar wird. In der Studie von Ergul et al. (2012)
zeigten untersuchte DS-Patienten gesteigerte QT-Dispersion bei ansonsten unveridnder-
ten QT-Zeiten. Dagegen wird bei den maustelemetrischen Untersuchungen von

Auerbach et al. (2013) eine Verldngerung sowohl der unkorrigierten QT-Zeit als auch
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nach der Frequenzkorrektur durch die Bazettformel beschrieben. An dieser Stelle sei
noch einmal auf die bereits erwdhnte Schwierigkeit hingewiesen, die Termination der
T-Welle im murinen EKG zu bestimmen, welche divergente Ergebnisse bei der Be-
stimmung der QT-Zeiten erkldren konnte. Auch die Validitit der verschiedenen QT-
Korrekturformeln wird in der wissenschaftlichen Literatur diskutiert. Das Korrekturmo-
dell nach Bazett wurde urspriinglicherweise fiir Ruhefrequenzen des menschlichen
Herzens bestimmt (Bazett, 1920). Beschrieben wird deshalb, dass es besonders bei
kleinen Sadugern mit hohen Herzfrequenzen wie etwa der Maus keine adiquaten
Ergebnisse liefert (Richards et al., 1953; James et al., 1998). Dariiber hinaus wird bei
Boukens et al. (2014) und Speerschneider et al. (2013) gewisse Vorsicht bei der
Interpretation der korrigierten QT-Zeiten im Zusammenhang mit einer Narkose durch
Isofluran geboten.

Aufgrund der groBen Divergenz der Ergebnisse ldsst sich keine sichere Aussage dariiber
treffen, inwiefern ein defekter Nayl.1-Kanal die ventrikulire Depolarisation
diesbeziiglich beeintrachtigt. Sowohl QT-Dispersion als auch Verldngerung und
Verkiirzung von QT-Zeiten stellen Risikofaktoren fiir Tachyarrhythmien und plotz-
lichen Herztod dar (Surges et al., 2010b; Velagapudi et al., 2012). Es ldsst sich dennoch
nicht abschlieBend klédren, inwiefern diese in Zusammenhang mit dem erhdhten Risiko

von SUDEP bei DS-Patienten gebracht werden konnen.

4.2.2 EPU und Arrhythmogenitét

Im Rahmen der inhaltlichen Diskussion werden im Folgenden die Resultate der
elektrophysiologischen Untersuchungen der Studie erdrtert. Dabei wird neben den
EPU-Basisparametern, die nicht bereits im Abschnitt der EKG-Diskussion abgehandelt
wurden, auf Aspekte der Arrhythmieneigung bei durchgefiihrten Tests eingegangen.
Aufgrund des thematischen Bezugs werden an dieser Stelle wiederum relevante

Ergebnisse der Hyperthermie-Versuche in die Diskussion mit eingebunden.

Bei der Betrachtung der Sinusknotenerholzeiten zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede beider Gruppen. Dennoch fillt auf, dass bei 8 der 10 ermittelten
SNRT-Werten eine Verldngerung unterschiedlichen AusmaBles bei den HET-Tieren
vorlag. Lediglich bei 2 der 10 ermittelten Werte war sie leicht verkiirzt im Vergleich zu

den Wildtypen. Eine Verldngerung der SNRT mit verspitetem Einsetzen des primiren
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Schrittmachers nach elektrischer Uberstimulation weist auf eine gestdrte Sinusknoten-
funktion wie etwa dem Sick-Sinus-Syndrom hin (Narula et al., 1972). Obwohl eine
Beteiligung des brain-type Nayl.1 an der Schrittmacherfunktion des Sinusknotens
beschrieben wurde (Maier et al., 2003; Lei et al., 2004), ldsst sich aufgrund der
Ergebnisse beziiglich der SNRT in vorliegender Studie keine sichere Aussage zu einer
Sinusknotenpathologie  durch heterozygoten Knockout des Kanalgens bei

Scnla™ -Tieren treffen.

Die Untersuchung der Arrhythmieneigung des verwendeten Mausmodells wurde in
vorliegender Studie nicht nur hinsichtlich der Quantitit, sondern auch hinsichtlich der
Qualitdt aufgetretener Arrhythmien untersucht. Die Ergebnisse beider Merkmale
sprechen dabei fiir erhdhte Arrhythmogenese bei den Miusen mit Knockout des
Nay1.1-Kanalgens.

Gesteigerte Arrhythmieneigung der HET-Méuse wird bei Betrachtung der Quantitét
aufgetretener Rhythmusstorungen besonders deutlich. Insgesamt wurden in der Studie
657 Arrhythmieereignisse ausgewertet. Davon wurden 461 Arrhythmien (70,17%) bei
Nayl.1-modifizierten Médusen beobachtet, wihrend demgegeniiber 196 (29,83%) in dem
Kontrollkollektiv gesehen wurden. Somit wurden iiber alle Teilversuche hinweg mehr
als doppelt so viele Ereignisse bei den heterozygoten KO-Maiusen erfasst. Dabei
iiberwogen die aufgezeichneten Formen von Rhythmusstérungen in allen untersuchten
Kategorien aufseiten der HETs. Uber alle Teilversuche hinweg standen im Einzelnen
345 Extrasystolen (68%) bei den Nay1.1-modifizierten Méusen 161 Extrasystolen (32%)
der WT-Maiuse gegeniiber. Somit wurden mehr als doppelt so viele Extrasystolen
sowohl ventrikulédrer als auch supraventrikuldrer Art bei den HETs erfasst. Beziiglich
supraventrikuldrer Tachykardien betrug die Steigerung mit 23 (79%) SVT bei den HETs
zu 6 (21%) bei den WTs sogar fast das Vierfache. Ebenso verhielt es sich mit 12 (80%)
zu 3 (20%) ventrikuldren Couplets zu Gunsten der HET-Tiere. Auch im Bereich der
Arrhythmien hoheren Schweregrades wiesen DS-Maiduse ein Vielfaches der
Arryhthmieereignisse in der Kontrollgruppe auf. Ventrikuldre Triplets wurden mit 8
(80%) zu 2 (20%) viermal haufiger bei DS-Méusen erfasst. Nicht anhaltende
ventrikuldre Tachykardien (nsV7T) wurden dariiber hinaus 7 Mal aufgezeichnet, wobei
diese Form der Rhythmusstorung ausschlieBlich bei den heterozygoten Tieren

beobachtet werden konnte.
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Neben den quantitativen Aspekten konnte auch hinsichtlich der Qualitéit aufgetretener
Rhythmusstorungen  eine  gesteigerte  Arrhythmieneigung  aufseiten  der
Nayl.1-defizienten Méiuse konstatiert werden. In der Gesamtschau der erfassten
Arrhythmiescores wurden signifikant hdufiger schwerwiegende Rhythmusstérungen bei
der Gruppe mit Nayl.l-defizientem Genotyp dokumentiert (p=0,012; Chi-Quadrat-
Test). Unter den 30 untersuchten Heterozygoten erreichten 70% der Tiere einen Ar-
rhythmiescore von >2 als Ausdruck hohergradiger Arrhythmie. Damit zeigten sie dop-
pelt so hiufig schwerwiegendere Arrhythmieformen als das Kontrollkollektiv, bei dem
lediglich 36% der Tiere einen Score >2 erreichten. In den verschiedenen
Teilversuchen zeigte sich die gesteigerte Arrhythmieneigung aufseiten der
Heterozygoten ebenfalls, wobei das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. In allen
Teilabschnitten lieB sich der gleiche Trend zu gesteigertem Grad der Arrhythmien bei
den Knockout-Tieren finden. Bei der elektrophysiologischen Untersuchung iiberwog
der Anteil hohergradiger Arrhythmien mit 83% unter den HETs gegeniiber 45% unter
den Wildtypen. Der Anteil malignerer Arrhythmien war demnach wieder doppelt so
grol} unter den Nay1.1-defizienten Méusen ohne dabei Signifikanz zu zeigen (p=0,09).
Bei den Hyperthermie-Versuchen zeigten beide Versuchsabschnitte sowohl unter
Ruhebedingungen (p=0.15) als auch unter Hyperthermie (p=0,62) einen Trend zu
gesteigerter Arrhythmogenitit ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Fehlende
Signifikanz konnte hierbei zum einen fiir einen nicht ausreichenden Effekt gesteigerter
Arrhythmieneigung aufseiten der HETs sprechen. Zum anderen konnte sie auf eine zu
geringe Stichprobengrofe der Teilversuche gegeniiber der Zusammenfassung der
Stichproben bei dem Arrhythmiegesamtscore hindeuten. Aufschluss hieriiber konnte
eine Erweiterung der Stichprobengréf3en in zukiinftigen Experimenten geben.

Der Gedanke der critical mass theory von Garrey (1914) sei hier noch einmal
aufgegriffen. Bei der Interpretation der Arrhythmiescores ist in diesem Sinne stets zu
beriicksichtigen, dass die Induktion von Rhythmusstérungen in kleinen Méuseherzen
zwar moglich, allerdings gleichzeitig oftmals limitiert ist. Vor allem induzierte Tachya-
rrhythmien hoheren Grades und ldngerer Dauer bekommen hierdurch mehr
Gewicht. So wurden beispielsweise insgesamt 12 der 30 untersuchten HET-Tiere (40%)
den hohergradigen Arrhythmiegruppen 3 und 4 zugeordnet. Dies entsprach den
hochsten erreichten Arrhythmiegruppen in vorliegender Studie. Demgegeniiber wurden

diesen Gruppen lediglich 3 der 25 Wildtypen (12%) zugeordnet. Auch die beschriebene
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langanhaltende Form einer SVT von 1,5 Minuten {iber mehrere Stimulationsphasen
hinweg bei einer HET-Maus bekommt hierdurch zusétzliche Bedeutung und spricht fiir

eine erhohte Neigung zu Rhythmusstorungen bei Nay1.1-Kanalknockout.

Der erwartete Alterseinfluss auf die Arrhythmogenitit blieb bei kritischer Betrachtung
in beiden Gruppen aus. Es wurde demnach keine gesteigerte Arrhythmieanfélligkeit bei
den jlingeren Médusen der Hyperthermie-Versuche (P40-45) gefunden, obwohl jiingeres
Mausealter bei Maguire et al. (2003) als arrhythmieanfallig gilt. Bei den dlteren Mausen
der EPU (P70-80) wurde sogar ein leicht hoherer Anteil beider Gruppen mit einem
AS >2 gefunden (WT: 45%; HET: 83%), gegeniiber der jlingeren Miduse bei den
Hyperthermie-Versuchen (WT: 43% und 14%; HET: 67% und 56%). Da der arrhyth-
miesteigernde Effekt sowohl in der Gruppe der HETs als auch der Wildtypen ausblieb,
lasst sich keine sichere Aussage iiber den Alterseinfluss auf erhohte Arrhythmogenitét
bei jungen DS-Maiusen ableiten.

Einen weiteren Aspekt kritischer Betrachtung liefert die gezeigte Arrhythmogenitit
unter Temperatureinfluss. Hinsichtlich der Qualitdt beobachteter Rhythmusstérungen
zeigte sich kein positiver Einfluss von Hyperthermie auf erhohte Induzierbarkeit von
Rhythmusstorungen in beiden Gruppen. Sowohl in der Gruppe der Wildtypen
(Ruhe: 43% vs. Hyperthermie: 14%) als auch bei den HETs (Ruhe: 67% vs. Hyper-
thermie: 56%) verringerte sich der Anteil an einem AS >2 unter Hyperthermie. Die in
der Literatur angesprochene Temperatursensitivitit vieler Natriumkanile, die ebenfalls
den Nayl.1-Kanal einschlieBt (Volkers et al., 2011; Volkers et al., 2013), blieb somit
beziiglich der Qualitdt von Rhythmusstérungen aus. Der fehlende Anstieg der Arrhyth-
miescores bei HET und WT-Mausen unter Hyperthermie lédsst sich durch den Versuchs-
aufbau erkldren. Die Stimulationsprotokolle erstreckten sich unter physiologischer
Temperatur sowohl auf eine Durchfiihrung bei intraatrialer als auch bei intraventrikula-
rer Lage. Unter Hyperthermie beschrinkten sie sich dagegen nach dem Kathetervor-
schub ausschlieBlich auf die intraventrikuldre Lage. Durch diese Reduktion der atrialen
Untersuchungsprotokolle war die gesamte Stimulationszeit unter Hyperthermie deutlich
geringer und konnte zu fehlendem Anstieg der Scores bei erhohter Temperatur in beiden
Gruppen gefiihrt haben. Deutlich wurde der arrhythmogene Effekt der Hyperthermie
allerdings anhand der Quantitit beobachteter Rhythmusstérungen. In den Hyperthermie-

Versuchen stieg die Anzahl der Rhythmusstorungen trotz geringerer Untersuchungszeit
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von 166 auf 288 Ereignissen in beiden Gruppen nach der Induktion von Hyperthermie.
Mehr als doppelt so viele Ereignisse wurden somit unter Erh6hung der Korpertempera-

tur verzeichnet und sprechen fiir einen Hyperthermieeffekt.

Zusammenfassend lédsst sich damit sagen, dass sich in der vorliegenden Studie sowohl
der Schweregrad der induzierten Arrhythmien anhand des Arrhythmiescores als auch
die Quantitit der erfassten Ereignisse bei den DS-Mausen gesteigert zeigten. Der relativ
geringe Unterschied beziiglich des Arrhythmiescores verglichen mit der deutlichen
quantitativen Steigerung ldsst sich dahingehend erkldren, dass viele Arrhythmien
repetitiv vorlagen. Im Rahmen des Arrhythmie-Scores einer Maus schlugen solche
wiederholten Ereignisse nicht zu Buche, da der Score lediglich durch die Arrhythmie
mit maximaler Punktzahl bestimmt wurde. Im Hinblick auf quantitative Bewertung der

Rhythmusstorungen wurde demgegeniiber jedes einzelne Ereignis gezahlt.

Konform mit den Ergebnissen beschreiben Auerbach et al. (2013) Hinweise erhohter
Arrhythmieneigung bei Nayl.l-negativen Maiusen. Bei isolierten Kardiomyozyten
wurden erhohte Erregbarkeit sowie eine Verlingerung der Aktionspotentialdauer
gefunden. In vivo Untersuchungen der gleichen Studie zeigten dariiber hinaus
ventrikuldre ektopische Foki als Ursache vorzeitig einsetzender ventrikuldrer Schlige
sowie Neigung zu idioventrikuliren Rhythmen mit ventrikuldrer Tachykardie
(Auerbach et al.,, 2013). Dies geht zum einen konform mit den beobachteten
gesteigerten Inzidenzen der VES, zum anderen mit den dokumentierten nsVT im HET-
Kollektiv vorliegender Studie. Die bereits angesprochene Studie von Kalume et al.
(2013) beschreibt zudem eine auffallend gesteigerte Frequenz von AV-Blockbildern
neben Verringerung der Herzfrequenzvariabilitit bei DS-Méusen. AV-Blockbilder
wurden ebenfalls in vorliegender Studie gefunden und zwar ausschlieBlich in der
Gruppe der HET-Maiuse. Mit insgesamt drei von zwdlf heterozygoten Tieren (25%),
welche AV-Blocke zeigten, war die Anzahl der Beobachtungen dennoch begrenzt. Die
bereits beschriebenen elektrokardiographischen Verdnderungen des Vorhofs (PR, Pdur)
konnten diese Form der Rhythmusstorung allerdings begiinstigen. Verringerte Herz-
frequenzvariabilitidt als Grundlage potentieller Tachyarrhythmien wurde ebenfalls in
Patientenstudien von Delogu et al. (2011) beschrieben. Stellt man die Ergebnisse der
vorliegenden Studie in den Kontext der wissenschaftlichen Literatur, bestehen deutliche

Hinweise auf erhohte Arrhythmogenitit bei Nayl.l-modifizierten Méusen, die in
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Zusammenhang mit gesteigertem SUDEP-Risiko bei DS-Patienten gebracht werden

konnten.

4.3  Bedeutung der Studie und Ausblick

Zur Erforschung der Pathophysiologie des Dravet-Syndroms bietet das zur Verfligung
gestellte Mausmodell von Yu et al. (2006) einzigartige Mdoglichkeiten. Viele klinische
Gemeinsamkeiten wie etwa frither Krankheitsbeginn, spontane epileptische Anfille,
Ataxie, hohe Mortalitdtsraten und SUDEP machen das Nay1.1-KO-Modell zu einem
wichtigen Instrument in der Erforschung der Erkrankung. Dies gilt auch fiir die
Erforschung hinsichtlich einer kardialen Beteiligung an dem bereits neurobiologisch gut
untersuchten Epilepsie-Syndrom. In unterschiedlichsten Studien wurde belegt, dass
neurologische Storungen kardialen Einfluss nehmen und dariiber hinaus zu plétzlichem
Herztod oder auch SUDEP fiihren konnen (Pinto et al., 2011; Finsterer und Wahbi,
2014). Allen voran Epilepsien, aber auch andere Storungen des Zentralnervensystems
wie Schlaganfille, Subarachnoidalblutungen oder Meningitiden konnen die Herz-
funktion direkt oder auch indirekt beeinflussen (Finsterer und Wahbi, 2014). Auch die
Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen einen kardialen Phénotyp einer primér
neurologischen Erkrankung im Mausmodell einer schweren Form der epileptischen
Enzephalopathie — dem Dravet-Syndrom. Unter anderem wurden eine Steigerung der
stressbedingten Herzfrequenz sowie eine erhohte Arrhythmieanfalligkeit in Qualitdt und
Quantitdt beobachteter Rhythmusstorungen festgestellt. Welche Pathomechanismen
hierfiir verantwortlich sind, ist bis dato allerdings nicht abschlieBend geklart. Neben
kardialen Aspekten selbst stehen besonders zentralnervése Mechanismen wie autonome
Regulationsstorungen im Verdacht, die kardialen Verdnderungen zu bewirken. Als Indiz
hierfiir steht eine reduzierte Herzfrequenzvariabilitit, die in mehreren Studien gefunden
wurde und fiir autonome Dysbalance bei DS-Patienten spricht (Delogu et al., 2011;
Kalume et al., 2013). Der Ausfall des Nay1.1 in GABAergen Interneuronen des Hippo-
campus gilt als krankheitsverursachend fiir das Dravet-Syndrom. Wie genau
dieser Ausfall allerdings liber autonome Regulationsstorungen zu kardialer Beteiligung
flihrt, ist nicht hinreichend erforscht. Auch welchen Beitrag die genannten Aspekte zu
dem erhohten SUDEP-Risiko bei Dravet-Patienten liefern, miissen weitere Studien

zeigen.
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Ansitze der Forschung liegen in der weiteren kardialen Charakterisierung mittels Dobu-
tamin-Stressechokardiographie oder hidmodynamischen Druckmessungen. Auch klini-
sche Studien im internationalen Verbund, zum Beispiel im Rahmen des CURE-
Programms (Citizens United for Research in Epilepsy), sind dabei sinnvoll. Der
internationale und interdisziplindre Zusammenschluss von Forschern, unter anderem
Neurologen, Kardiologen, Physiologen, Genetiker und Molekularbiologen aus
Deutschland, Frankreich und Italien ermdglicht es, ein groBeres Patientenkollektiv zu
akquirieren und zu erforschen. Dieser Weg hilft die Fiille der unterschiedlichen
Nay-Kanalmutationen zu kategorisieren, deren kardiale Phinotypen zu charakterisieren
und in Einklang mit den neurologischen Erkrankungen zu bringen. Dabei konnten
weitere  24-Stunden-EKG-Messungen bis hin zu Langzeitmessungen mittels
implantierten Telemetriegerdten wichtige Daten unter lebensnahen Bedingungen beim
Menschen liefern. Somit konnte ein schérferes Bild der facettenreichen Erkrankung
gezeichnet werden. Letztendlich konnten die gewonnenen Erkenntnisse zur Stratifizie-
rung des SUDEP-Risikos bei Dravet-Patienten beitragen und Entwicklungen zu neuen
Strategien hinsichtlich Priavention und Therapie anregen. Mogliche Mallnahmen reichen
dabei von implantierbaren kardialen Schrittmachern und Defibrillatoren bis hin zu ziel-
gerichteter pharmakologischer antiepileptischer Therapie im Rahmen des Dravet-
Syndroms und auch dariiber hinaus bei weiteren epileptischen Kanalopathien (Kalume

et al., 2013; Scattolini et al., 2013).
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5  Zusammenfassung

SUDEP bezeichnet den pl6tzlichen und unerwarteten Epilepsietod ohne offensichtliche
kausale Todesursache. Junge Patienten, die an der schweren infantilen enzephalo-
pathischen Epilepsieform des Dravet-Syndroms (SMEI) leiden, tragen besonderes
Risiko an SUDEP zu versterben. Die pathophysiologische Ursache fiir das Dravet-
Syndrom liegt in einem Defekt des brain-type Natriumkanals Nay1.1. Neuere Studien
zeigen, dass der urspriinglich als hirnspezifisch geltende Kanal nicht explizit in

neuronalem Gewebe, sondern auch im Herzen exprimiert wird.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkungen des Nay1.1-Defektes auf kardialer
Ebene zu evaluieren, um eine mogliche Beteiligung von Herzrhythmusstérungen an der
Atiologie des SUDEP aufzudecken. Dazu wurde ein Knockout-Mausmodell hinsichtlich
seines kardialen Phénotyps charakterisiert. Mit Hilfe elektrokardiographischer
Untersuchungen (EKG) konnte eine gesteigerte Herzfrequenz unter Stressbedingungen
festgestellt werden. Die Frequenz lag sowohl bei den Versuchen unter pharmako-
logischem Stress mittels Isoproterenol als auch unter induziertem Stress mittels
Hyperthermie bei den Dravet-Syndrom-Méusen hoéher als in dem wildtypischen
Kontrollkollektiv. Elektrophysiologische Untersuchungen (EPU) zeigten neben einem
erhohten Schweregrad der induzierbaren Arrhythmien, gemessen anhand eines
Arrhythmie-Scores, auch eine erhohte Quantitit ausgeloster Herzrhythmusstérungen.
Sowohl unter Ruhebedingungen als auch nach Induktion von Hyperthermie iiberwogen

die aufgezeichneten Arrhythmien bei Dravet-Syndrom-Maiusen.

Die Erkenntnisse dieser Studie helfen die Rolle des Nay1.1-Defektes an einer kardialen
Beteiligung im Rahmen von SUDEP bei Dravet-Patienten zu beschreiben. Sie zeigen
verschiedene kardiale Auswirkungen bei Knockout des primir neuronalen Natrium-
kanalgens SCN1A. Weitere Einsichten in diesen Bereich werden angemessene Risi-
kostratifizierung fiir Epilepsie-Patienten hinsichtlich Ihres SUDEP-Risikos ermdglichen

und moderne Therapieansitze anregen.
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Tab. 20: PCR-Materialien und Chemikalien

Material Bezeichnung Hersteller/Bezug
Eppendorfgefal3 Safe-Lock Tubes 0,5ml Eppendorf AG, Hamburg
Thermogerét Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg
Tischzentrifuge Heraeus Frescol7 Centrifuge =~ Thermo Electron Corperation/

Ethanol 96-100%

Schiittelgerét

Pipetten

PCR-Thermocycler

Tag-Polymerase

Primer

Desoxyribonukleosidtriphosphate

Marker

TAE-Puffer (50x bzw 1x)

TRIS-Puffer

EDTA

Gelelektrophoreseapparatur

Ethidiumbromid

Agarose

Software Geldokumentation

UV-Fotogerat

Magnetriihrer

>99,5% Ph. Eur., reinst 2,5 1
IKA MS 3 digital
VWR Einkanalpipetten

Primus advanced® Thermo-
cycler (modifiziert)

DREAMTAQ EP0704 DNA
Polymerase

268 for, 269 rev, 316 rev
dNTP Mix 10 mM

GeneRuler™ DNA Ladder
Mix 0,5 pg/pl

Rothiphorese®

TRIS-Hydrochlorid Pufferan®
> 99% p.a.

EDTA Dinatriumsalz-
Dihydrat > 99%, p.a., ACS

Eigenbau

EtBr, BioReagent for molecu-
lar biology, powder

Universal Agarose frei von
RNAsen, DNAsen und Enzy-
minhibitoren

Kodak Molecular Imaging
Software 4.03

Gel Logic 100 Molecular
Imaging System

VMS-C4

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH und Co KG,
Karlsruhe

Faust Laborbedarf AG, Schaffhau-
sen, Schweiz

VWR International GmbH, Darm-
stadt

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Fermentas/Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, MA, USA

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Fermentas/Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, MA, USA

Fermentas/Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH und Co KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH und Co KG,
Karlsruhe

Carl Roth GmbH und Co KG,
Karlsruhe

Werkstatt des Physiologischen
Instituts der Universitidt Wiirzburg

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen

Bio&SELL e.K, Feucht bei Niirn-
berg
Kodak GmbH, Stuttgart

Kodak GmbH, Stuttgart

VWR International GmbH, Darm-
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Material

Bezeichnung

Hersteller/Bezug

Spannungsgeridt PCR

PCR-Tubes
Schutzbrille

Einmalhandschuhe

Elektrophorese Ladepuffer

Consort EV series power
supplies

PCR-Tubes 0,2ml

Kolibri Nitril puderfrei

DNA Loading Dye

stadt

Consort bvba, Turnhout, Belgien

Eppendorf AG, Hamburg

UVEX ARBEITSSCHUTZ GmbH
Fiirth

IGEFA Handelsgesellschaft mbH
& Co. KG, Ahrensfelde OT Blum-
berg

Fermentas/Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, MA, USA

Tab. 21: Inhalt DNeasy® Blood & Tissue Kit

DNeasy® Blood & Tissue Kit

Catalog no
69506

QIAGEN GmbH-Germany, Hil-
den

DNeasy® Mini Spin Columns

Collection Tubes 2 ml
ATL-Puffer
AL-Puffer

AW 1-Puffer
AW2-Puffer
AE-Puffer

Proteinkinase K

Tab. 22: Chemikalien und Laborbedarf EKG

Material

Bezeichnung

Hersteller/Bezug

Isoproterenol-Hydrochlorid

Ethanol 96-100%

2,2,2-Tribromethanol
Tert-Amylalkohol >99%

Natriumchlorid 0,9%

Feindosierungsspritze 1ml
Glaspipette 10 ml
Reagenzgefill 50 ml

Prod.nr. 16504

>99,5% Ph. Eur., reinst
2,51

Cat.: T48402-5G

Cat.: 24,048-6 (2-Methyl-
2-butanol)

Isotonische Kochsalzlo-
sung

Injekt®-F

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH und Co KG, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg v.d.H.

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
witeg Labortechnik GmbH, Wertheim
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
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Material Bezeichnung Hersteller/Bezug

Analysenwaage R 160 P Electronic Semi  Sartorius AG, Géttingen
Microbalance

Klebestreifen Leukosilk® BSN medical GmbH, Hamburg

Tab. 23: Software/Hardware EKG

Material

Bezeichnung

Hersteller/Bezug

EKG-Aufzeichnung Hardware

Verstiarker

Elektroden

EKG-Aufzeichnung Software

EKG-Auswertung Software

Temperaturkontrollmodul mit
Wirmeplatte und Rektalsensor

Powerlab 16/30
BIOamp

Needle Electrodes 29 G
LabChart 7.3

ecgAuto

TKM 0904

ADInstruments , Dunedin, New Zealand
ADInstruments , Dunedin, New Zealand
ADInstruments , Dunedin, New Zealand
ADInstruments , Dunedin, New Zealand

emka TECHNOLOGIES S.A.S., Paris,
Frankreich

FMI Fohr Medical Instruments GmbH,
Seeheim-Ober Beerbach

Tab. 24: Chemikalien und Laborbedarf EPU

Material Bezeichnung Hersteller/Bezug

Isofluran Isofluran CP® CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf

Sauerstoff GA 201 Linde AG, Gases Division Germany,
Pullach

Narkosekammer Eigenbau Werkstatt des Physiologischen Instituts
der Universitidt Wiirzburg

Schermaschine/Rasierer Contura Wella/Procter & Gamble GmbH,

Mikrochirurgisches Besteck

Ligaturfaden

Desinfektionsspray

Prézisionsinstrumente
USP 8/0, geflochten, steril

Kodan® Tinktur forte

Schwalbach am Taunus

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Gottfried Vomel KG, Kronberg
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt
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Tab. 25: Software/Hardware EPU

Material Bezeichnung Hersteller/Bezug

Stimulationssoftware MC Stimulus V. 2.1.5 Multi Channel Systems MCS GmbH,
Reutlingen

Stimulusgenerator STG 1001 Multi Channel Systems MCS GmbH,
Reutlingen

Anésthesiegassystem Vapor® 2000 Driager Medical GmbH, Liibeck

Beatmungspumpe/Respirator

Stereomikroskop
Kaltlicht Illuminator

EPU Katheter

MiniVent Type 845

SZ 40
KL 1500

1.1French Octapolar
Catheter FTS 1113A-0518

Hugo Sachs Elektronik Harvard Appa-
ratus GmbH, March-Hugstetten

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Schott AG, Mainz

Scisense Inc., London, Ontario, Kanada
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