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1. Einleitung

1.1  Die Bedeutung des intrazelluliren pH-Wertes (pH;)

Fiir die Lebensfahigkeit einer Zelle ist die Aufrechterhaltung des intrazelluliren Milieus von
herausragender Bedeutung. Dazu gehort auch die Einhaltung einer konstanten intrazelluldren
H'-Konzentration ([H']). Der physiologische intrazellulire pH-Wert (pH;) (d.i der negative
dekadische Logarithmus der [H']) liegt im Bereich 7,1-7,3 (pH 7,2 entspricht einer [H'] = 63
nM) (Leem et al. 1999; Yamamoto et al. 2005).

Der pH; spielt eine kritische Rolle bei der Aufrechterhaltung der physiologischen Funktionen.
Nahezu alle Funktionen der Zelle werden durch den pH; beeinflusst. Zahlreiche biologische
Vorginge wie Zellwachstum und -differenzierung, biochemische Prozesse und
transepithelialer Transport sind nur in einem eng begrenzten pH-Optimum mdglich. Ein
starker Abfall des pH; kann schlieBlich den Zelltod zur Folge haben (Lidofsky et al. 1993).
Kurzum, die Regulationsmechanismen zur Einhaltung eines konstanten intrazelluliren pH-
Wertes sind fiir die Zelle und deren Funktionserhaltung lebensnotwendig. Die Bedeutung des
pH-Wertes fiir die physiologische bzw. pathologische Funktion des Herzens ist der Fokus der

vorliegenden Arbeit.

1.1.1 Die Bedeutung des pH; in Kardiomyozyten

Ein Absinken des pH; (z.B. wihrend einer Ischdmie) hat eine verminderte Kontraktilitit der
Herzmuskelfasern zur Folge (Roos und Boron 1981; Orchard und Kentish 1990; Bountra und
Vaughan-Jones 1989). Dies beruht auf einer verminderter Ca®"-Sensitivitit der Myofilamente
(aufgrund der erhdhten [H']). Daneben werden Ionenkanile und -transporter — insbesondere
auch Ca”"-Kanile (L-Typ-Ca*"-Kanile, Ca®"-Freisetzungskanile) und die SR Ca*"-ATPase —,
die Zell-Zell-Kopplung, die Na'-Homdostase und der Metabolismus der Zelle in hohem Mafe
beeinflusst (Bers 2001).

1.2 Die Regulation des pH; von Kardiomyozyten

1) der intrazelluldren Produktion von Siuren und Basen

2) der intrazelluldren intrinsischen Pufferkapazitét (intrinsic buffering power)



3) sowie pH-regulierenden Membrantransportern (Roos und Boron 1981)

Saure und basische Zellprodukte (z.B. Laktat) beeinflussen den pH-Wert. Das intrinsische
Puffersystem und die pH-regulierenden Membrantransporter minimieren eine Verdnderung
des pH-Wertes. Um den physiologischen pH; aufrechtzuerhalten, sind diese Mechanismen
unerldsslich. Zum intrazelluldren Puffersystem gehoren der Bikarbonat-Puffer, der

Phosphatpuffer, der Ammoniakpuffer, sowie verschiedene Aminoséuren.

1.2.1 Sarkolemmale Ionenaustauscher

Bis heute kennt man mindestens 5 sarkolemmale Ionenaustauscher, die an der Regulation des
intrazelluliren pH-Wertes beteiligt sind: 1. den Na'/H -Austauscher (NHE: Na'/H'
exchanger), 2. den Na'-HCOs-Cotransporter (NBC, Na " -bicarbonate cotransporter), 3. den
CI'/HCOs'-Austauscher (CBE, chloride-bicarbonate exchanger), 4. den CI'/OH -Austauscher
(CHE, chloride-hydroxide exchanger) und 5. den Monocarboxylat-H -Cotransporter (MCT),
der Monocarboxylate wie Laktat oder Pyruvat zusammen mit Protonen transportiert

(Vaughan-Jones et al. 2009) (siche Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Sarkolemmale pH;-Regulationsmechanismen
(Vaughan-Jones et al. 2009, Seite 319) (Erklarung im Text)

Sie regulieren den pH; durch die transportierten lonen H', OH, oder HCO;. Es wurde
gezeigt, dass ein in den intrazelluliren Raum transportiertes HCOs-Anion durch ein
intrazelluldres H'-Ion neutralisiert wird (mit der Bildung von H,O und CO,). Dadurch wird

der pH;, ebenso wie durch den Efflux eines H'-Ions oder wie durch den Influx eines OH -



Tons, erhoht. Das heifit, dass die Transporter-Proteine H'-Aquivalente transportieren konnen.
Der NHE und der NBC sind sog. "Sdure-Ausschleuser" (acid extruders) (sieche Abbildung 1.1
links). Dabei schleust der NHE die Protonen 1:1 im Austausch gegen Na' in den
extrazelluliren Raum aus. Der NBC transportiert HCO3; — zusammen mit Na~ — in den
intrazelluliren Raum. Der CHE und der CBE wirken dagegen durch den Efflux von OH™ oder
HCOj™ als "Saure-Belader" (acid loaders).

Bis jetzt wurde nur eine NHE-Isoform (NHE-1) in Kardiomyozyten identifiziert (Sardet et al.
1989; Orlowski und Grinstein 2004). Obwohl es noch eine andere Isoform NHE-6 im Herzen
geben konnte, ist die NHE-1 die pradominante Isoform im Herzen (Orlowski et al. 1992; Linz
und Busch 2003).

Es wurden drei NBC-Isoformen im Herzen nachgewiesen, die ein oder zwei HCO3'-Ionen und
ein Na'-Ion in den intrazelluliren Raum kotransportieren (Choi et al. 1999; Virkki et al. 2002;
Romero et al. 2004; Yamamoto et al. 2007). Es gibt vier CBE-Isoformen bei den
Kardiomyozyten, die den Ausstrom von einem oder zwei HCOj5 -Ionen und im Gegenzug den
Einstrom eines Cl-lons bewerkstelligen (Alper 2006; Richards et al. 1999; Alvarez et al.
2004; Shcheynikov et al. 2006), und eine CHE-Isoform, die beim Einstrom eines CI-Ions
entweder ein OH -Ton aus der Zelle oder ein H'-Ion in die Zelle transportiert (Niederer et al.
2008; Alvarez et al. 2004). Ferner gibt es zwei MCT-Isoformen, die fiir den 1:1 Kotransport
von H™ und Laktat verantwortlich sind (Halestrap und Meredith 2004).

Sowohl der NHE als auch der NBC werden bei einem niedrigen intrazelluldren pH-Wert (pH;
< 7.0) aktiviert (Lagadic-Gossmann et al.1992); je geringer der pH-Wert, desto aktiver die
Transporter. Sie tragen damit dazu bei, die Zellen vor einer Azidifizierung zu schiitzen. Dabei
ist der NHE hauptsichlich (Vaughan-Jones et al. 2006, 2009) bzw. zu etwa 60% fiir den H'-
Ausstrom bei einer intrazelluldren Azidose zustindig (Lagadic-Gossmann et al. 1992) (siehe
Abbildung 1 rechts). Der NHE-1 erreicht bei einem pH; < 6,5 seine maximale Aktivitit,
wéhrend sie bei pH; > 7,2 sehr gering ist (Kaila und Vaughan-Jones 1987).

Der CBE dagegen wird durch einen basischen intrazelluldren pH-Wert (pH; > 7,2) (Vaughan-
Jones et al. 2006, 2009) aktiviert und trigt dazu bei, die intrazellulidre [H'] zu erhohen (Pucéat
und Vassort 1995; Leem et al. 1999). Der CHE bleibt bei pH 7,0-7,5 inaktiv, und auch die
anderen drei Transport-Proteine sind bei pH; 7,1-7,3 nur wenig aktiv (Vaughan-Jones et al.

2006) (siche Abbildung 1.1 rechts). Nach Kahn et al. und Fliegel et al. wird dagegen der pH;



unter physiologischen Bedingungen durch den CBE reguliert (Kahn et al. 1991; Fliegel und
Frohlich 1993).

Ein weiterer Mechanismus zur sarkolemmalen pH;-Regulierung ist der Monocarboxylat-H'-
Cotransporter (MCT). Dieser Mechanismus fungiert unter physiologischen Bedingungen
jedoch im Wesentlichen als Laktat-Transporter. Er ist in der Lage, je nach transmembranérem
Gradienten des Laktats, ein Laktat-Molekiil zusammen mit einem Proton durch die Membran
zu transportieren. Bei einer Myokardischdmie wird das durch die anaerobe Glykolyse
produzierte Laktat zusammen mit den dabei entstandenen Protonen iiber den MCT aus der

Zelle transportiert.

1.2.2 Réumliche Regulation des pH; im Myokard und in Kardiomyozyten

Die Regulation des pH; durch die Membrantransporter reguliert den pH; im gesamten
intrazelluldiren Raum. Thre wichtigsten Funktionen zeigen sich hauptsidchlich bei deutlichen
pH-Abfidllen bzw. bei Azidose. Die ersten Mechanismen zur Aufrechthaltung des pH; sind
jedoch die intrinsischen Puffersysteme wie die intrazelluldren H'-Puffer, vor allem Histidin-
Gruppen in Proteinen, und das CO,/HCO; -Puffersystem. Sie sind fiir leichte und lokale pH;-
Abfille wichtig. Die beiden Systeme haben eine sehr hohe Pufferkapazitidt von 1:400.000,
d.h. von 400.000 H'-Ionen im Zytoplasma wiirde nur ein H'-Ion nicht abgepuffert werden
(Leem et al. 1999). Da die Puffer-Proteine wegen ihres groBen Molekulargewichtes nur
eingeschriankt mobil sind, werden bei deutlichen pH;-Abfillen die iibrigen nicht gepufferten
H'-Ionen durch die Membrantransporter wie z.B. den NHE ausgeschleust. Um die
verbleibenden H'-Tonen aus der Tiefe des Zytoplasmas zur Membran zu transportieren,
werden sog. intrinsische mobile Puffer verwendet, zu denen Histidyldipeptide wie
Acetylcarnosin und Homocarnosin gehdren. Diese konnen als H'-Carrier H'-Ionen zu den
Membrantransportern transportieren und damit die pH;-Differenz in verschiedenen Regionen
der Kardiomyozyten ausgleichen (Vaughan-Jones et al. 2002; Zaniboni et al. 2003b; Swietach
et al. 2007b). Im Vergleich zu den immobilen Puffern und den Membrantransportern scheint
der H'-Transport durch die mobilen Puffer langsam zu sein (Vaughan-Jones et al. 2009).

Auf Grund der niedrigen Mobilitit des H und des relativ langsamen H'-Transports durch die
mobilen Puffer kann sich unter bestimmten Bedingungen eine pH;-Differenz in einzelnen
Myozyten entwickeln, insbesondere bei intrazelluldrer Azidose. Dabei zeigt sich ein pH;-

Gradient zwischen dem Zentrum der Zelle und der subsarkolemmalen Region, d.h. im



Zentrum ist der pH; kleiner als in der subsarkolemmalen Region, da der NHE-1 schneller
Protonen eliminieren kann als die mobilen Puffer Protonen aus dem Zentrum der Zelle zur
Membran transportieren konnen (Swietach und Vanghan-Jones 2005). Zur Minimierung der
pH;-Differenz tragen auch die Connexin-Kanéile in den gap junctions und die Carboanhydrase

bei (Zaniboni et al. 2003a; Swietach et al. 2007a).

Die intrazelluliren H'-Ionen konnen durch eine reversible Carboanhydrase-katalysierte
Reaktion mit HCO3™-Anionen zu H,O und CO, umgewandelt werden. Da CO, sehr schnell
diffundiert und membrandurchgingig ist, kdnnen die intrazelluliren pH-Anderungen dadurch
minimiert werden. Das durch die Membran in den extrazelluliren Raum gelangte CO; kann
entweder weiter direkt in Blutkapillaren diffundieren oder durch extrazellulare
Carboanhydrase wieder zu H" und HCO;™ umgewandelt werden. Die hier hergestellten H'-
Ionen konnen mit dem verbliebenen CO, zusammen in die Blutkapillaren diffundieren.
Dadurch wird die intrazelluldre Azidose minimiert. Die HCO5-lonen werden dann wieder
durch den Membrantransporter NBC in den intrazelluliren Raum transportiert und

durchlaufen denselben Kreislauf erneut (Vaughan-Jones et al. 2009).

Die Connexin-Kanéle befinden sich zwischen benachbarten Myozyten (Saffitz et al. 1994). In
Ventrikelmyozyten von Sdugetieren ist Cx43 das hiufigste Connexin (Yeager 1998). Wenn es
einen H'-Gradienten zwischen benachbarten Zellen gibt, werden die H -Ionen entsprechend
threm Gradienten durch die Connexin-Kanéle der gap junctions passiv transportiert (Zaniboni
et al. 2003a; Swietach et al. 2007a). Der Transport der H'-Ionen durch die Kanile zwischen
den Myozyten wirkt hauptsichlich bei einem physiologischen pH; von 7,2 bis 6,9. Solch eine
H'-Kommunikation bietet die Moglichkeit, die lokalen Unterschiede des pH; zwischen
Myozyten auszugleichen und dadurch einen einheitlichen pH; innerhalb des Myokards
aufrechtzuerhalten (Vaughan-Jones et al. 2009). Wihrend einer schweren Azidose ist die H'-
Permeabilitdit der Connexin-Kanédle jedoch stark reduziert. Dies scheint ein
Schutzmechanismus zu sein, um die lokale Stérung der Myozyte zu isolieren und so eine
Schadigung der benachbarten Myozyten zu vermeiden. Im Vergleich dazu sind die

Membrantransporter NHE und NBC hauptsédchlich bei Azidose wirksam (sieche Abbildung 2).
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Abbildung 1.2: Vergleich des H'-Efflux iiber sarkolemmale Transporter und gap junctions
bei pH;-Anderungen
(Vanghan-Jones et al. 2009, Seite 324) (Erklarung im Text)

1.3  Der Na'/H'-Austauscher (NHE)

1.3.1 Uberblick iiber den NHE

Beim Na'/H'-Austauscher (NHE) handelt es sich um ein Glykoprotein, das sich in
Membranen befindet. Es schleust Protonen 1:1 im Austausch gegen extrazellulidres Na' aus
der Zelle heraus.

Bereits 1961 wurde die Existenz des NHE und der Na'/K'-ATPase sowie deren Bedeutung
fiir die Zellfunktionen zum ersten Mal von P. Mitchell im Kontext des chemiosmotischen
Modells herausgestellt (Mitchell 1961). Im Jahre 1967 wurde der NHE erstmals in
Mitochondrien aus Maiuseleberzellen experimentell nachgewiesen (Mitchell und Moyle
1967). Im Jahre 1976 folgte die Darstellung des NHE in intestinalen und renalen
Biirstensaum-Membranvesikeln (Murer et al. 1976). Rund zehn Jahre spiter folgten die zwei
anderen wichtigen Meilensteine der NHE-Forschung: 1987 die Klonierung des ersten NHE-
kodierenden Gens (heute bezeichnet als NHE-1) in prokaryoten Zellen von E. coli (Goldberg
et al. 1987) und 1989 dann in eukaryoten Zellen des Menschen (Sardet et al. 1989). Seitdem



haben die Kenntnisse iiber dieses Protein stark zugenommen. Weitere Isoformen in Sdugern
wurden identifiziert und kloniert und deren Gene isoliert. Bei der Erforschung ihrer
molekularen Strukturen, deren Lokalisation und der Regulation ihrer Aktivititen und mRNA-
Expression wurden grof3e Fortschritte gemacht. Insbesondere wurde ihre wichtige Bedeutung
fiir die physiologische und pathophysiologische Funktion des Herzens durch die Entwicklung
von Antagonisten in vielen experimentellen Studien nachgewiesen. Aus diesem Grunde wird
der NHE als wichtiger Ansatzpunkt bei der Behandlung Ischimie-bedingter Schiadigungen der

Herzfunktion angesehen.

1.3.2 Die verschiedenen Isoformen des NHE

Die als erste identifizierte Form eines klonierten Séuger-Gens ist die NHE-1-Isoform, welche
zugleich auch die am besten untersuchte Isoform des NHE ist. Bis heute sind neun
verschiedene Isoformen identifiziert worden (Xu et al. 2005). Die verschiedenen Isoformen
sind strukturell und funktionell miteinander verwandt, unterscheiden sich aber hinsichtlich
thres Vorkommens im Gewebe, ihrer Lokalisation und Regulation in der Zelle und ihrer
pharmakologischen Charakteristika. Allen gemeinsam sind folgende Eigenschaften: a) die
pH-Sensitivitit; b) die Beeinflussung der Aktivitit durch die extrazellulire Na'-Konzentration
([Na']) (Boyarsky et al. 1988; Benos 1982; Yun et al. 1995); ¢) die Sensitivitit gegeniiber
Amilorid und dessen Analoga; und d) die Verminderung der Aktivitdt bei ATP-Mangel
(Wakabayashi et al. 1997; Goss et al. 1994)

Die pH-Sensitivitdt wurde bereits im Zusammenhang mit der pH;-Regulation erwihnt. Die

weiteren funktionellen Eigenschaften des NHE sind:

1) Beeinflussung der Aktivitit durch die extrazellulire [Na]

Die treibende Kraft fiir den Transportmechanismus des NHE ist der chemische Gradient fiir
H" und Na'. Letzterer wird durch die Na'/K'-ATPase aufrechterhalten. Wegen des
dquivalenten Austausches von H™ und Na" in einem elektroneutralen Verhiltnis von 1:1 kann
der NHE das Membranpotenzial nicht beeinflussen (Murer et al. 1976).

In einem natiirlichen System ist die Aktivitit des NHE von der extrazelluliren Na'-
Konzentration abhdngig. In einem experimentellen System kann der NHE durch eine
Umkehrung des [Na']-Gradienten seine Transportrichtung verindern. Die Wechselwirkung
zwischen extrazellulirer [Na'] und dem Transporter wird durch die Michaelis-Menten-

Kinetik beschrieben. Allerdings unterscheidet sich das genaue Verhéltnis zwischen der



Aktivitit des NHE und der extrazelluliren [Na'] je nach Isoform. So ist dieses Verhiltnis
beispielsweise bei NHE-1, -2 und -3 hyperbol, bei NHE-4 hingegen sigmoidal. Die Affinitét
der NHE-Isoformen zu Na' liegt zwischen 5 und 50 mM (K) (Orlowski und Grinstein 1997).
Die Na -Affinitdt des NHE-3 ist hoher als die des NHE-1 und NHE-2. Das spricht dafiir, dass
der NHE-3 Na' bei niedriger extrazellulirer [Na'] besser aus dem Medium aufnehmen kann
als NHE-1 und NHE-2, was mit seiner Rolle bei der Absorption des Na" aus dem Lumen des
proximalen renalen Tubulus und des Darms zu erkléren ist.

Im Gegensatz zur extrazelluliren [Na'] wird das Verhiltnis zwischen der Aktivitit des NHE
und pH; nicht durch eine einfache Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben. Ein Anstieg des
pHi kann die Aktivitidt des NHE stark stimulieren. Dabei zeigt sich ein Hill Koeffizient von
ca. 3, was dafiir spricht, dass auBer einer Transporter-Bindungsstelle fiir H™ auch andere
Bindungsstellen fiir H' existieren. Erstmals wurde 1982 die Existenz eines sog. H'-Sensors
als zweite Bindungsstelle des H™ von Aronson et al. postuliert, die sich in der N-terminalen
Transmembran-Region befindet und den Transporter allosterisch aktiviert (Aronson et al.
1982; Fliegel 1999). Damit ist die intrazelluldre pH-Sensitivitit des NHE zu erkléren.

Die Beziehung zwischen dem pH; und der Aktivitit des NHE wird hauptsichlich vom H'-
Sensor kontrolliert. Wenn der pH; sinkt, stimuliert die zytoplasmatische [H'] den NHE durch
Bindung an den H'-Sensor, und es kommt zu einer Steigerung des Ausstroms von H'. Der
sog. Set-Point fiir diese Regulation liegt im Bereich des normalen physiologischen Ruhe-pH-
Wertes. So wird bei einem pH-Wert kleiner als 7,2 die Aktivitit des NHE durch die
einsetzende Protonierung des H'-Sensors erhoht, um das Zytosol vor einer Azidifizierung zu
schiitzen. Der NHE-1 erreicht bei einem pH; < 6,5 seine maximale Aktivitit. Bei einem pH-
Wert > 7.2 dagegen wird der Transporter abgeschaltet, um die Zellen vor einer zu starken
Alkalisierung des Zytosols zu schiitzen (Kaila und Vaughan-Jones 1987). Die
unterschiedlichen Isoformen des NHE weisen auch eine unterschiedliche Affinitdt zu

zytoplasmatischem H" auf.

2) Antagonisten: Amilorid und seine Derivate

Eine weitere wichtige Eigenschaft des NHE besteht darin, dass er durch Amilorid und seine
5’-Amino-substituierten Derivate inhibiert wird, welche seit 1971 als unspezifische, potente
Hemmer des NHE im distalen Tubulus der Niere bekannt sind und auch als Kalium-sparende
Diuretika eingesetzt werden (Kleyman und Cragoe 1988; Murphy et al. 1991). Weil Amilorid
nur eine relativ geringe Effektivitit und Selektivitdt aufweist, wurden neuere NHE-

Inhibitoren aus der Gruppe der Benzoylguanidinderivate, wie z.B. HOE-694, (Counillon et al.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cragoe%20EJ%20Jr%22%5BAuthor%5D

1993a; Orlowski und Kandasamy 1996) entwickelt, die spezifisch gegen den NHE gerichtet
sind. Bei pharmakologischen und kinetischen Studien wurden die verschiedenen Isoformen
des NHE aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften entdeckt. Die unterschiedlichen
Affinititen der plasmalemmalen Isoformen zu Amilorid weisen folgenden Rangfolge auf:
NHE-1 > NHE-2 >> NHE-3 > NHE-4 (Orlowski 1993; Bookstein et al. 1996; Counillon et al.
1993b; Orlowski und Kandasamy 1996). Die NHE-Isoformen in Mitochondrien (NHE-6)
werden nicht selektiv durch Amilorid, aber effektiv durch Benzoylguanidinderivate wie HOE-
694 inhibiert.

AuBer den Amilorid-Analoga und den Benzoylguanidinderivaten gibt es noch andere
Medikamente, die den NHE hemmen konnen. Dazu gehdren Cimetidin (ein H,-Rezeptor-
Antagonist), Clonidin (ein ap-adrenerger Rezeptor-Agonist), Harmalin (ein Medikament
gegen Halluzinationen), Loperamid (ein Opiat-Rezeptor-Agonist) und weitere. Cimetidin und
Harmalin hemmen den NHE mit dhnlicher Rangfolge wie Amilorid und seine Analoga: NHE-
1 > NHE-2 > NHE-3 (Orlowski 1993; Yu et al. 1993), wéihrend Clonidin selektiver fiir den
NHE-2 ist.

3) Regulation durch ATP

Obwohl der chemische Gradient fiir H" und Na" als die treibende Kraft fiir den NHE dient
und fiir den Transport von H" und Na" keine direkte metabolische Energie verbraucht wird,
wird ATP fiir die Funktion des NHE ben6tigt. Bei niedriger interzelluldrer [ATP] ist der NHE
in starkem MaBe inhibiert. Ein ATP-Mangel scheint die Aktivitdt des NHE zu hemmen, und
zwar durch eine Reduzierung der Affinitit zu H'. Das kann mit einer verminderten
Phosphorylierung im zytoplasmatischen Teil des NHE erkldrt werden (siehe 1.3.5.1)
(Wakabayashi et al. 1997). Andererseits wurde jedoch in einigen Studien gezeigt, dass die
Anderung der Aktivitit des NHE in einer metabolisch insuffizienten Zelle nicht mit der
Aktivitdtsanderung vergleichbar ist, die bei einer Phosphorylierung des NHE zu beobachten
ist (Goss et al. 1994). In einigen Versuchen mit dem NHE-3 wurde dagegen beobachtet, dass
auch nach Eliminierung eines grolen Teils des C-Terminus die ATP-Sensitivitdt des NHE-3
bestehen bleibt (Cabado et al. 1996). Bis heute ist der genaue Zusammenhang zwischen der

Regulation der Aktivitit des NHE und der [ATP ]; nicht abschlieBend geklart.

1.3.3 Die Verteilung der NHE-Isoformen



AuBer in den pharmakologischen und kinetischen Eigenschaften unterscheiden sich die NHE-
Isoformen vor allem bzgl. ihres Verteilungsmusters. Aufler dem NHE-6 und dem NHE-7,
deren Lokalisation intrazelluldr ist, befinden sich die Isoformen NHE-1 bis -5 in der
Plasmamembran (Mahnensmith und Aronson 1985; Szab¢ et al. 2005). Der NHE-1 kommt
ubiquitir in der Zellmembran aller Sdugetierzellen vor (Counillon und Pouysségur 1995;
Fliegel und Frohlich 1993). NHE-2, -3, -4 und -5 =zeigen eine -eingeschrinkte,
gewebespezifische Verteilung (Orlowski et al. 1992).

Der NHE-2 und der NHE-4 werden hauptséchlich in den Nieren und im gastrointestinalen
Epithel exprimiert und tragen zur Na'-Resorption (Tse et al. 1993) und zur osmotischen
Regulation der medulldren Nierenzellen bei (Bookstein et al. 1997). Der NHE-3 befindet sich
vor allem in der Nierenrinde und im gastrointestinalen Epithel (Tse et al. 1993), aber in
geringerem Malle auch im Hoden, den Ovarien, der Prostata und weiteren Geweben (Brant et
al. 1995). In der apikalen Membran des renalen proximalen Tubulusepithels ist der NHE-3 fiir
die Resorption von Na" und HCOs™ zustindig (Biemesderfer et al. 1993). In der Membran des
intestinalen Epithels ist der NHE-3 ebenfalls zustindig fiir die Na'-Resorption (Hoogerwerf et
al. 1996; Moe 1999). Der NHE-5 wird auller in der Milz, der Skelettmuskulatur und dem
Hoden vor allem im Gehirn exprimiert, wo er den pH; in Neuronen reguliert (Raley-Susmann
et al. 1991). Der NHE-6 befindet sich nicht in der Plasmamembran, sondern in der inneren
Membran von Mitochondrien (Garlid 1988). Nach Brett et al. hingegen ist der NHE-6 nicht in
den Mitochondrien, sondern in den Endosomen lokalisiert (Brett et al. 2002). Auch der NHE-
7 wird ubiquitér exprimiert, hauptsidchlich aber im Golgi-Apparat, wo ihm eine wichtige Rolle
bei der Aufrechterhaltung der Homoostase von Kationen zukommt (Numata und Orlowski
2001). Der NHE-8 wird ebenfalls ubiquitir exprimiert, vor allem aber in den Nieren, im
Hoden und der Skelettmuskulatur sowie in der Leber. In der apikalen Membran des renalen
proximalen Tubulusepithels tragt der NHE-8 dariiberhinaus zum Ionen-Transport bei (Goyal
et al. 2003). NHE-9 wird auch wie NHE-6 in den Endosomen nachgewiesen (Nakamura et al.
2005)

Alle NHE-Isoformen weisen ein bestimmtes Mall an Homologie auf, sowohl Spezies-
iibergreifend innerhalb einer Isoform als auch Isoform-iibergreifend innerhalb derselben
Spezies. Zum Beispiel stimmt die Aminosduresequenz des NHE-1 des Schweins zu 96% mit
dem menschlichen NHE-1 tiberein, zu 93% mit dem NHE-1 der Maus und zu 92% mit dem
NHE-1 des Hamsters. In menschlichen Zellen weist der NHE-3 eine 39%-ige
Ubereinstimmung mit dem NHE-1 auf, der NHE-5 ist zu 53% mit NHE-1 identisch (Fliegel
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1996), wiahrend der NHE-6 nur zu 20% mit anderen Isoformen identisch ist. Der NHE-8 ist
ebenfalls nur zu 23-27% mit den anderen NHE-Isofomen identisch. Der NHE-9 zeigt eine
57%ige Ubereinstimmung mit dem NHE-7 (Nakamura et al. 2005).

1.3.4 Struktur, Funktion und Lokalisation des NHE-1

1.3.4.1 Die molekulare Struktur des NHE-1

Der NHE-1 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 110 kDa (Karmazyn
et al. 1999). Er besteht aus einer hydrophoben, Membran-assoziierten, amphipathischen N-
terminalen Doméane aus 500 Aminosduren und einer stark hydrophilen C-terminalen Doméne
aus 315 Aminoséuren (siche Abbildung 1.3).

Die Membran-assoziierte N-terminale Doméne besteht aus 12 transmembrandren Segmenten.
Die hydrophile C-terminale Doméne befindet sich im Zytoplasma, wo viele Proteine wie
beispielsweise Proteinkinasen oder Calmodulin gebunden werden konnen (Wakabayashi et al.
2000). Sie weist mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen auf. Beide Doménen
unterscheiden sich auch funktionell voneinander. Wihrend die N- terminale Doméne
verantwortlich fiir den Transport der Ionen ist, vermittelt die zytoplasmatische Doméne die
Regulation und Aktivierung des Transporters.

Die zytoplasmatische Doméne des NHE-1 kann weiter in vier Subdoménen unterteilt werden.
Die erste Subdomine ist der Bereich, der die Aktivitit des NHE-1 durch ATP bzw. durch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat reguliert (Aharonovitz et al. 2000). Die zweite
Subdoméne enthdlt eine Bindungsstelle fiir ein Inhibitor-Protein, das als Calcineurin-
homologes Protein bekannt ist (Lin und Barber 1996). Die dritte Subdoméne besteht aus zwei
Bindungsstellen fiir Calmodulin (CaM-A und -B). CaM-A liegt im Bereich der Aminoséduren
636-656 und weist eine hohe Affinitdt zu Calmodulin auf, wihrend CaM-B im Bereich der
Aminosduren 667-684 liegt und eine niedrigere Calmodulin-Affinitdt besitzt (Wakabayashi et
al. 1997). Die letzte Subdomine dient als Phosphorylierungsregion des NHE-1, wo
Proteinkinasen und -phosphatasen die Aktivitit des NHE-1 durch Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung regulieren konnen (Moor und Fliegel 1999).

Alle bekannten Isoformen stimmen in hohem Maf3e in den transmembrandren Segmenten M3-
M10 iberein. Davon sind M6 und M7 in allen NHE-Isoformen nahezu identisch (ca. 95%

Ubereinstimmung). Im Vergleich dazu erweisen sich die hydrophilen C-terminalen Dominen
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in allen Isoformen nur als zu 24-56% identisch. Dies spricht dafiir, dass die
transmembraniren Segmente fiir die Basis-Funktion des NHE (Transport von H™ und Na")
zustindig sind, die prinzipiell in allen Isoformen identisch ist, und die C-terminale Domaine
im Zytoplasma unterschiedlich ist und daher eine unterschiedliche Regulation des NHE

ermoglicht (Wakabayashi et al. 1997; Orlowski und Grinstein 1997).

N-verkntpfte O-verknipfte

/

Glykosylierungsstelle Glykosylierungsstelle

Extracellular

Zellmembran

Intracellular

N-Terminus

684 667 656 636
CaM-B CaM-A

Phosphorylation Sites
P PPP

700615

815 - i
HOOC C-Terminus

Abbildung 1.3: Die molekulare Struktur des NHE-1
(modifiziert nach Karmazyn et al. 1999, Seite 778) (Erkldrung im Text)

1.3.4.2 Die strukturellen und funktionellen Komponenten des NHE
Einige diskrete strukturelle Komponenten des NHE, welche auch seine Funktion beeinflussen

konnen, wurden durch biochemische und pharmakologische Studien identifiziert. Dazu
gehoren die Glykosylierungsstellen, die Bindungsstelle fiir Amilorid, der H'-Sensor, die

Regulationsstelle fiir ATP, sowie verschiedene Phosphorylierungsstellen.

a. Glykosylierung
Der NHE-1 ist ein glykosyliertes Protein mit zwei Glykosylierungsstellen: eine N- und eine

O-verkniipfte Glykosylierungsstelle. Sie befinden sich auf der ersten extrazelluldren Schleife
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des Proteins (siche Abbildung 1.3) (Wakabayashi et al. 1997). Sie dienen als
Zelloberflachenantigen und Adhésionsstelle und sind fiir die Faltung und den Schutz vor
Proteolyse wichtig (Counillon et al. 1994; Counillon und Pouysségur 1995). Die genaue
Bedeutung ist allerdings noch unbekannt. Bei einer Mutation des Asn’> wird das
Verschwinden der N-verkniipften Glykosylierungsstelle des NHE-1 bei Mensch und
Kaninchen beobachtet. Bei einem Mangel der N-verkniipften Glykosylierungsstelle ist die
Aktivitdt des NHE in der renalen Biirstensaum-Membran von Kaninchen vermindert (Yusufi

etal. 1988).

b. Die Bindungsstelle von Amilorid

Amilorid und seine Analoga sind kompetitive Inhibitoren des externen Na -Transports durch
den NHE. Es ist jedoch nachgewiesen, dass die Bindungsstelle von Amilorid nicht mit der
Bindungsstelle von externem Na' identisch ist. Die vierte Transmembranregion (Counillon et
al. 1993b) und die neunte Transmembranregion (Wang D et al. 1995) tragen zur Amilorid-

Sensitivitit bei.

c. Der H'-Sensor

Die Beziehung zwischen dem pH; und der Aktivitit des NHE wird hauptsichlich vom H'-
Sensor kontrolliert. Die Versuche von Gerchman et al. weisen darauf hin, dass der H'-Sensor
in Escherichia coli sich an der intrazelluldren Schleife zwischen dem Transmembransegment
7 und 8 befindet (Fliegel et al. 1993). Aber der bakterielle Transporter scheint in dieser
Hinsicht nur wenig mit den eukaryotischen Transportern iibereinzustimmen. Es wird
angenommen, dass der H'-Sensor des NHE der Siugetiere sich an den intrazelluliren
Schleifen zwischen den Transmembransegment M4 und M5 und zwischen M6 und M7

befindet (Karmazyn et al. 1999).

d. Die Quartirstruktur des NHE

Uber die Tertifir- und Quartirstruktur des NHE-1 ist nur wenig bekannt (Orlowski und
Grinstein  1997). Allerdings wurde in biochemischen und immunologischen Studien
nachgewiesen, dass weder das NHE-1- noch das NHE-3-Protein als Mono-, sondern vielmehr
als Homodimer in der Zellmembran vorliegt, um seine volle Funktion zu entfalten
(Fafournoux et al. 1994; Counillon und Pouysségur 1995; Wakabayashi et al. 1997). Uber die
extrazelluldren Schleifen 5 und 6 kommt es wohl zu einer Verbindung zweier NHE-1-

Monomere zu einem Homodimer (Shrode et al. 1998).
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1.3.4.3 Die Lokalisation des NHE-1
Der NHE-1 kommt ubiquitdr in der Zellmembran aller Sdugetierzellen vor (Counillon und

Pouysségur 1995; Fliegel und Frohlich 1993). Wie vorher erwihnt, wurde bis jetzt nur eine
NHE-Isoform (NHE-1) in Kardiomyozyten identifiziert (Sardet et al. 1989; Orlowski und
Grinstein 2004).

Es wird angenommen, dass sich der NHE-1 primédr in den Glanzstreifen (in der Néhe von
Connexin 43) von Vorhof- und Ventrikelmyozyten befindet. In den Ventrikelmyozyten
befindet sich der NHE-1 nicht in der lateralen Membran, sondern entlang des transversalen
tubuléren Systems (Petrecca et al. 1999). Es ist nicht bekannt, ob sich die physiologische
Lokalisation des NHE-1 unter pathologischem Einfluss wie einer Ischdmie verdndert

(Karmazyn et al. 1999).

1.3.5 Die Regulation der Aktivitiat des NHE-1

Wie in 1.3.2 erwiéhnt, ist die treibende Kraft fiir den Ionen-Transport durch den NHE der
chemische Gradient fir H" und Na'. Die Gemeinsamkeiten aller Isoformen sind die pH;-
Sensitivitdt, die Beeinflussung der Aktivitit durch die extrazellulire [Na'], die Amilorid-
Sensitivitdt und eine Verminderung der Aktivitit bei ATP-Mangel. Der ubiquitir verbreitete
NHE-1 wird auch von diesen Faktoren reguliert. AuBerdem wird der NHE-1, die in
Kardiomyozyten dominante Isoform, durch weitere physiologisch und pathophysiologisch
relevante Faktoren akut (innerhalb von Sekunden bis Minuten) und chronisch (innerhalb von

Tagen) reguliert.

1.3.5.1 Akute Regulation des NHE-1
Die Hauptfunktion des NHE ist die pH;-Regulation, und der NHE wiederum wird vom pH;

reguliert bzw. stimuliert. AuBer einer Transportbindungsstelle fiir H" gibt es noch eine andere
H'-Bindungsstelle, den H'-Sensor. Der H'-Sensor kontrolliert die Transportbindungsstelle fiir
H' bzw. die Aktivitit des NHE. Die beiden H'-Bindungsstellen befinden sich zusammen in
der Transmembranregion der N-terminalen Domine. Die Affinitit von H" zu dem H'-Sensor
ist ein Indikator fiir die pH;-Sensibilitdt, die von der zytoplasmatischen Doméne hauptsichlich
durch Phosphorylierung und durch Calmodulin (CaM) reguliert wird. Die Phosphorylierung
des NHE am C-Terminus ldsst sich durch chemische Stimuli wie Hormone, parakrine oder
autokrine Regulatoren sowie durch mechanische Stimuli regulieren. Die chemischen Stimuli
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werden nach intrazelluliren und extrazelluliren Faktoren unterschieden. Zu den
intrazelluldren Faktoren gehoren H', ATP und Ca’". Die extrazellulidren Faktoren sind u.a. 0-
adrenerge Agonisten (Vu et al. 1991; Connolly et al. 1996; Ishihara et al. 1997), Endothelin
(Gunasegaram et al. 1999; Kramer et al. 1991; Wu und Tseng 1993; Fareh et al. 1996),
Angiotensin II (Brunner und Opie 1998; Coughlin 1994), Thrombin (Yasutake et al. 1996;
Sabri et al. 2000) und Wachstumsfaktoren (Grace et al. 1996; Howard et al. 2001). Sie spielen
eine wichtige Rolle fiir die Regulation des NHE-1 in Kardiomyozyten.

Zusammenfassend wird die Aktivitdt des NHE-1 primér durch den pH; und sekundir iiber die

Phosphorylierung am C-Terminus und durch Calmodulin reguliert.

a. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) und Phosphorylierung des NHE-1

Die Regulation der Aktivitit des NHE-1 wird zumeist durch die Phosphorylierung erklért
(Karmazyn et al. 1999). 1990 wurde erstmals von Sardet und Counillon darauf hingewiesen,
dass der Wachstumsfaktor eine Phosphorylierung des Proteins hervorrufen kann (Sardet et al.
1990). Die vermehrte Phosphorylierung des Proteins kann z.B. iiber Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) erfolgen (Takewaki et al. 1995; Sabri et al. 1998; Wang H et al.
1997). In der Skelett-Muskulatur findet die Phosphorylierung des NHE-1 innerhalb der ersten
178 Aminoséduren des C- Terminus statt (Wang H et al. 1997).

Viele wichtige Hormonstimuli wie o -adrenerge Agonisten (Yokoyama et al. 1998),
Endothelin-1 (Khandoudi et al. 1994a), Angiotensin II (Gunasegaram et al. 1999), Thrombin
(Glembotski et al. 1993) und Wachstumsfaktoren (Karmazyn et al. 1999) konnen nach der
Bindung an ihre Rezeptoren (R) in der Zellmembran und erfolgter Signaltransduktion
(zumeist lber Gg-Proteine) die Aktivitit des NHE steigern, was zumeist durch eine
Phosphorylierung des NHE ausgelost wird. Neben den NHE-stimulierenden Rezeptoren gibt
es auch NHE-hemmende Rezeptoren wie z.B. Adenosin-, a;-, B;-, und AT,-Rezeptoren. Sie
inhibieren die Aktivitdt des NHE tiiber G- oder Gj-Proteine (Avkiran und Haworth 2003;
Vaughan-Jones et al. 2009) (siche Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: GPCR-vermittelte Stimulation und Hemmung der sarkolemmalen NHE-1-Aktivitit
(Vaughan-Jones et al. 2009, Seite 321) (Erklarung im Text)

Zu den distalen Mechanismen der Signalwege wurden in den letzen Jahren viele Versuche
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 4 dargestellt ist ihr genauer Mechanismus hdufig noch nicht
bekannt. Von Moor und Fliegel (1999) wurde aber darauf hingewiesen, dass in
Ventrikelmyozyten von Maiusen Gg-Protein-gekoppelte Rezeptoren eine Steigerung der
Aktivitdit des NHE durch die extrazelluldre Signal-regulierte Kinase (ERK) und die
ribosomale p90 S6 Kinase (p90*°*, RSK) hervorrufen. Die p90*** kann den NHE direkt
phosphorylieren (Takahashi et al. 1999). In einigen Versuchen wurde jedoch gezeigt, dass
ERK und p90RSK nicht unbedingt fiir diese Stimulation notwendig sind (Snabaitis et al. 2000).
Deswegen vermutet man, dass neben dem ERK-p90°°*-Signalweg noch ein weiterer
Signalweg existiert, der liber die Phospholipase (PLC) und Proteinkinase C (PKC) verlduft.
Obwohl die PKC die Aktivitdt des NHE stimulieren kann, ist der NHE kein Substrat der PKC.
Es wird daher vermutet, dass die PKC iiber ERK wirkt und den NHE dann ebenfalls durch
den ERK-p90***-Signalweg aktivieren kann (Avkiran und Haworth 2003).

B3;-Adrenozeptoren konnen Gs-vermittelt den NHE iiber eine Aktivierung der Adenylatcyclase
(AC) hemmen, aber der genaue Mechanismus ist noch unbekannt. Die anderen NHE-
hemmenden Gi-gekoppelten Rezeptoren, wie z.B. der Adenosin-A;-R, hemmen die Aktivitat
des NHE nicht direkt, sondern durch Inhibierung der durch die G4-gekoppelten Rezeptoren
verursachten Stimulierung des NHE (Avkiran und Yokoyama 2000). Der zugrunde liegende

Mechanismus wurde von der Arbeitsgruppe von Metin Avkiran aufgekldrt (Snabaitis et al.
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2006). Die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) spielt dabei eine kritische Rolle. Die PP2A
transloziert nach Aktivierung des Rezeptors zundchst zu den Glanzstreifen, wo der NHE
lokalisiert ist. Dort erfolgt eine Dephosphorylierung des NHE genau an dem Punkt, an dem
der NHE zuvor iiber Aktivierung von Gg-gekoppelten Rezeptoren durch ERK-p90Rsk
phosphoryliert wurde (Snabaitis et al. 2006) (siche Abbildung 1.5).

Regulation von NHE
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MNHE activity HHE activalion
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Abbildung 1.5: GPCR-vermittelte Regulation der NHE-1-Aktivitit
(Avkiran und Haworth 2003, Seite 946; Snabaitis et al. 2006, Seite 20262) (Erklarung im Text)

Bei ATP-Mangel ist die Aktivitit des NHE vermindert, was u.a. auf eine durch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-induzierte Dephosphorylierung zuriickzufiihren 1ist
(Aharonovitz et al. 2000). Neben der Phosphorylierung gibt es noch andere von der
Phosphorylierung unabhédngige Aktivierungsmechanismen des NHE, wie z.B. die

Calmodulin-Regulation.

b. Calmodulin

Calmodulin hat zwei Bindungsstellen am NHE: die Calmodulin-Bindungsstelle A (CaM-A)
und die Calmodulin-Bindungsstelle B (CaM-B) (s.0.). Die Calmodulin-Bindung an die beiden
Bindungsstellen hat dhnliche Konsequenzen fiir die Regulation des NHE-1, aber dabei spielt
die CaM-A die Hauptrolle (Orlowski und Grinstein 1997). Ca*" und Calmodulin verbinden

sich bei der Erhohung der [Ca®']i zu einem Ca2+/Calmodulin-Komplex, der sich aus einem
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Molekiil Calmodulin und 4 Ca®"-Ionen zusammensetzt und die Aktivitit des NHE stimuliert
(Counillon und Pouysségur, 1995). Nach Entfernung der beiden CaM-Bindungsstellen steigt
die Aktivitit des NHE kontinuierlich an dhnlich wie bei der Erhéhung der [Ca®'];. Es wird
daher vermutet, dass bei normaler [Ca’']; die unbesetzte CaM-A als ein Autoinhibitor des

NHE dient.

1.3.5.2 Chronische Regulationen des NHE-1
Neben der akuten Regulation der Aktivitdit des NHE durch zahlreiche Stimuli, 14sst sich der

NHE auch durch eine verdnderte Expression langfristig beeinflussen. So kann ein pH;-Abfall
bei Ischimie eine vermehrte Expression des NHE-1 hervorrufen (Yang et al. 1996; Fliegel
und Frohlich 1993). Sandmann et al. (Sandmann et al. 2001) und Yang et al. (Yang et al.
1996) konnten diesen Effekt im Rattenmyokard nachweisen, in welchem eine vermehrte
Aktivitdt des NHE-1 und eine Erh6hung der Proteinkonzentration gezeigt werden konnte. Die
chronische metabolische Azidose verursacht in renalen epithelialen Zellen einen Anstieg der
mRNA-Expression des NHE-1 (Moe et al. 1991; Igarashi et al. 1992). Auch a;-adrenerge
Stimulation, Endothelin und Thrombin konnen die Expression des NHE-1-Proteins
stimulieren (Fliegel und Wang 1997). Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass eine dauerhafte
Behandlung mit Glukokortikoiden zu einer Steigerung der Expression des NHE-1 und des
NHE-3 in Kaninchen-Kardiomyozyten fiihrt (Yamaji et al. 1992).

1.4 Die Bedeutung des NHE-1 im Herzen

1.4.1 Die physiologische Bedeutung des NHE-1 im Herzen

Da der NHE-1 in Sidugetierzellen ubiquitir exprimiert wird, wird er auch als die
,Housekeeping“-Isoform bezeichnet (Orlowski und Grinstein 1997; Counillon and
Pouysséqur 2000). Er ist an vielen verschiedenen, physiologisch wichtigen Funktionen
beteiligt, wie

a) an der Regulation des pH;

b) an der Regulation der [Na'J;

c¢) an der Regulation des Zellvolumens

d) an der Regulation des Zellwachstums.
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In Herzmuskelzellen wird vermutlich ausschlieBlich der NHE-1 exprimiert (Sardet et al.
1989; Orlowski und Grinstein 2004). Er wird bei intrazelluldrer Azidose aktiviert und schiitzt
die Zelle so vor Azidose. Andererseits kann der NHE-1 aber auch zu pathologischen

Veranderungen des Herzens beitragen.

1.4.2 Die pathophysiologische Bedeutung des NHE-1 im Herzen

Eine gesteigerte Aktivitdit des NHE-1 kann auch pathophysiologische Folgen haben. Sie spielt
eine kritische Rolle bei Herzkrankheiten, insbesondere beim Ischdmie-Reperfusionsschaden,

sowie bei Hypertrophie und Herzinsuffizienz.

1.4.2.1 NHE und Ischimie-Reperfusionsschaden
Das Herz braucht mehr Sauerstoff als die meisten anderen Organe, und Kardiomyozyten

reagieren auf Sauerstoffmangel ausgesprochen empfindlich. Wahrend der Ischiamie fallt der
pH-Wert als Folge des anaeroben Metabolismus und des ATP-Katabolismus sowohl intra- als
auch extrazelluldir ab. Die dadurch hervorgerufene intrazellulire Azidose fiihrt zu einer
schnellen Aktivierung des NHE-1, der H' aus der Zelle heraus- und dafiir Na* in die Zelle
hineinschleust. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von intrazellulirem Na'. Der
Energiemangel und die zusitzliche extrazellulire Akkumulation von H' fithren zu einer
Hemmung der Na'/K'-ATPase (Karmazyn et al. 2001), die das intrazelluldre Na™ gegen das
extrazellulire K~ austauschen konnte; somit wird weniger Na' eliminiert und die
Akkumulation von intrazellulirem Na® weiter begiinstigt. Die erhohte [Na']; fithrt zu einer
Modulation der Aktivitit des Na'/Ca®"-Austauschers (NCX), der aufgrund des verringerten
Na'-Gradienten weniger Ca*" aus der Zelle entfernt bzw. Ca>" sogar aktiv in die Zelle
transportieren kann im sog. "reverse mode". Daraus resultiert eine Akkumulation von Ca”" im
Zellinnern, welches iiber die SR-Ca’"-ATPase ins SR aufgenommen wird. Durch die
Erhéhung der Konzentration von Calcium im intrazelluliren Raum ([Ca®'];) kommt es zu
sowohl einem positiv inotropen Effekt als auch zu Zellschidden. Diese Verdnderungen, die in
Verbindung zur myokardialen Ischdmie stehen, treten vor allem in der Reperfusionsphase auf,
da der NHE bei der Ischimie durch die extrazellulire Azidose gehemmt wird. Wihrend der
Reperfusion werden die extrazellulir akkumulierten H'-ITonen und Metaboliten schnell
ausgewaschen und damit die Hemmung des NHE aufgehoben. Die Zellschdden beruhen auf
einer Ca*'-Uberladung der Zelle (Tani und Neely 1989; Pierce und Meng 1992) (siche
Abbildung 1.6). Bei einer Ca*"-Uberladung wird Ca>" spontan aus dem SR freigesetzt. So
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kommt es zu unkontrollierten Kontraktionen und Ca*'-getriggerten Arrhythmien. Eine Ca®'-
Akkumulation in den Mitochondrien kann die mitochondriale Funktion stéren (Karmayn et al.
1999). Alle diese Vorgédnge konnen zur Zellschddigung nach Reperfusion und damit zum sog.

Ischdmie-Reperfusionsschaden fiihren.

Reperfusion
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Abbildung 1.6: Ca**-Uberladung der Zelle nach Ischimie und Reperfusion fiihrt zum Zelltod.
(modifiziert nach Karmazyn et al. 1999, Seite 780) (Erklarung im Text)

Als Ursache fiir die Zellschdden gibt es neben der Ca®’-Uberladung der Zelle noch eine
andere Hypothese: das sog. pH-Paradoxon. Hierbei wird Folgendes angenommen: Wihrend
einer Ischdmie kommt es als Folge des intrazelluldren ATP-Mangels zu einer Aktivierung von
Phospholipasen und Proteasen, die die Zellmembran schidigen konnen. Die Aktivitit dieser
Enzyme wird durch die Azidose jedoch herabgesetzt. Nach der schnellen Normalisierung des
pHi wihrend der Reperfusion wird genau diese Aktivitits-Einschrinkung wieder aufgehoben.
Die Phospholipasen und Proteasen werden rasch reaktiviert und dies fiihrt zum Zelltod

(Karmazyn et al. 1999).

Die Aktivierung des NHE-1 bei Ischdmie-Reperfusion ist nicht nur auf die Senkung des pH;
zurlickzufiihren, sondern auch auf die Stimulierung von GPCR. Wihrend einer Ischdmie
kommt es zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems und zur Freisetzung von
Noradrenalin in der ischdmischen Region (Schomig und Richardt 1990). o;-Adrenerge

Agonisten (wie das Noradrenalin) konnen in isolierten Kardiomyozyten wéhrend einer
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Ischdmie den NHE-1 stimulieren (Pucéat et al. 1993). Zudem wurde gezeigt, dass in isolierten
Kardiomyozyten von Madusen die Stimulation von o;-adrenergen Rezeptoren die
postischdmische kontraktile Dysfunktion noch verschlimmern kann (Khandoudi et al. 1994b).
Dartiber hinaus wurde beobachtet, dass die o;-adrenerge Stimulation die durch die
Reperfusion hervorgerufenen Arrhythmien in der Ischdmieregion verstirkt. Dieser Effekt
kann nicht nur von a;-adrenergen Antagonisten, sondern auch von NHE-1-Inhibitoren
aufgehoben werden (Avikran und Haworth 2003). Dies spricht dafiir, dass o;-adrenerge
Agonisten eine wichtige Rolle bei der Stimulierung des NHE-1 wéhrend einer Ischdmie
spielen konnen. Thrombin (Yokoyama und Avkiran 1997) und Endothelin konnen dhnlich

wirken (Brunner und Opie 1998; Khandoudi et al. 1994a).

1.4.2.2 Hypertrophie und Herzinsuffizienz
Obwohl in den letzten Jahren groBe Fortschritte bei der Diagnose und Behandlung

kardiovaskuldrer Erkrankungen gemacht wurden, sind diese noch immer die hiufigste
Todesursache in westlichen Industrienationen. In FEuropa betrdgt die Inzidenz der
Herzinsuffizienz 1,3/1000. Dabei ist die ischdmische Schadigung des Myokards die hiufigste
Ursache (36%), gefolgt von Kardiomyopathien unbekannten Ursprungs (34%), Hypertension
(14%) und Vitien (7%) (Cowie et al. 1999). Die 5-Jahres-Mortalitit der Patienten mit
Herzinsuffizienz liegt bei 59% (Mosterd et al. 2001). Der Erforschung der
pathophysiologischen Prozesse auf zelluldrer und molekularer Ebene kommt daher eine

wichtige Bedeutung zu.

Viele Studien zeigen, dass der NHE-1 in die Entwicklung der kardialen Hypertrophie und der
Herzinsuffizienz involviert ist (Karmazyn 2001; Yoshida und Karmazyn 2000; Camilién de
Hurtado et al. 2002; Jandeleit-Dahm et al. 2000). Die oben bereits erwdhnten Hormonstimuli
(o-adrenerge Agonisten, Endothelin-1, Angiotensin II und Thrombin) sind zugleich auch
Hypertrophie-Stimuli, die u. a. durch erhohte mechanische Belastung des Myokards aktiviert
werden. Sie fordern das Zellwachstum u. a. dadurch, dass sie den NHE-1 stimulieren. Die
Stimulierung des NHE-1 hat verschiedene intrazellulire Verdnderungen zur Folge, die zu

Hypertrophie und Herzinsuffizienz fiihren kdnnen.

Die Erhohung der [Na'];, die nach der Stimulierung des NHE-1 erfolgt, kann die
Proteinsynthese verstirken und damit zum Hypertrophieprozess beitragen (Gu et al. 1998).
Die [Na']-Erhohung fiihrt iiber eine Modulation des NCX auch zu einer [Ca2+]i-Erh6hung.

Ca®" aktiviert verschiedene Ca**-abhingige Proteine und Signalwege (z.B. Calcineurin-NFAT
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oder die nukledre CaMKII), die die Transkription erhdhen und Hypertrophie hervorrufen
konnen. AuBerdem kann eine erhohte Transkription durch die vom NHE-1 hervorgerufene
intrazelluldre Alkalose unterstiitzt werden (Karmazyn et al. 1999). Eine Erhohung des pH;-
Wertes um 0,1 Einheiten kann die Proteinsynthese um bis zu 40% steigern (Fuller et al.
1990). Als Folge der Hypertrophie kommt es zu einer Herzinsuffizienz.

Aufgrund solcher Studien-Ergebnisse wird der NHE als ein potentielles Behandlungsziel zum
Schutz vor Reperfusionsschdden als auch Hypertrophie und Herzinsuffizienz angesehen. In
verschiedenen tierexperimentellen Studien zeigte sich eine eindeutige Reduktion der kardialen
Hypertrophie (Schliiter et al. 1998; Engelhardt et al. 2002) und Herzinsuffizienz nach NHE-1-
Inhibition (Kusumoto et al. 2001; Spitznagel et al. 2000; Yoshida und Karmazyn 2000).

1.5 NHE-Inhibitoren und ihre klinische Bedeutung

Die erste Klasse von NHE-Inhibitoren bildet Amilorid und seine 5’-Amino-substituierten
Derivate, die 1971 entdeckt wurden. Zu dieser Klasse gehoren beispielsweise
Ethylisopropylamilorid (EIPA), Dimethylamilorid (DMA), 5-N-(methylpropyl)amiloride
(MPA) und Methylisobutyl-Amiloride (MIA oder MIBA) (Counillon et al. 1993). Amilorid
und seine Derivate konnen den NHE kompetitiv hemmen, indem sie mit Na" um dessen
Bindungsstelle an der d&u3eren Membran konkurrieren. Sie sind jedoch in nur relativ geringem
MaBle effektiv und selektiv fiir den NHE. Daher wurden neue NHE-Inhibitoren aus der
Gruppe der Benzoylguanidinderivate wie 3-Methylsulfonyl-4-piperidinobenzoyl-guanidin
(HOEG694) (Counillon et al. 1993; Orlowski und Kandasamy 1996) und HOE642 (Cariporid)
(Scholz et al. 1995) entwickelt. Sie sind spezifisch gegen den NHE gerichtet, zeigen keine
Inhibition anderer Ionentransportsysteme und erweisen sich durch die hohere Effektivitit und
Selektivitdt als dem Amilorid {iberlegen. Der NHE-1 ist empfindlicher gegeniiber den
Amiloriden und den Benzoylguanidinderivaten als der NHE-2, -3 und -4 (Orlowski 1993;
Bookstein et al. 1996; Counillon et al. 1993; Orlowski und Kandasamy 1996).

Der erste NHE-1-Inhibitor aus der Gruppe der Benzoylguanidinderivate war HOE694. Das
spater entwickelte HOE642 (Cariporid) (sieche Abbildung 1.7) erwies sich als dem HOE694
iiberlegen. Es ist stirker und spezifischer gegen den NHE-1 wirksam als HOE694 (Scholz et
al. 1993; Counillon et al. 1993). HOE642 ist etwa 60-mal stirker gegen den NHE-1 wirksam
als gegen den NHE-2 (Scholz et al. 1995). Aus diesem Grunde wird HOE642 fiir die

potentielle Behandlung NHE-induzierter Ischdmie- und Reperfusionsschdden eingesetzt. Der
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Interaktionsmechanismus zwischen dem NHE-1 und seinen Inhibitoren ist nicht genau
bekannt. Nach Karmazyn et al. kommt es dabei zu einer Bindung des Inhibitors an lipophile

transmembranidre Einheiten des Transporters (Karmazyn et al. 2001).

N

O NH,
Cariporide (HOE642, 379.5 g/mol)

Abbildung 1.7: Strukturformel vom HOE642 (Cariporid)
(Klambt 2005)

Neben HOE642 (Cariporid) werden auch andere Benzoylguanidinderivate wie das
Aminoguanidinderivat T-162559 (Kusumoto et al 2002), Zoniporid (Tracy et al. 2003), KB-
R9032 (Wang et al. 2000), Sabiporid (Touret et al. 2003) und Eniporid (Kovar et al. 2001) in

der préklinischen und klinischen Forschung als NHE-1-Inhibitoren eingesetzt.

In zahlreichen Studien wurde eine Reihe von kardioprotektiven Effekten durch den Einsatz
von NHE-I-Inhibitoren im ischdmischen Myokard von Tieren und Menschen beobachtet

(sieche Tabelle 1.1)

1. Verbesserung der Funktionserholung des linken Ventrikels nach Reperfusion
. Reduzierung der Infarktgroe und Nekrose
. Reduzierung der von Ischdmie und Reperfusion abhéngigen unkontrollierten Kontraktionen

. Verminderung der Dyshomoostase von lonen wéhrend Ischdmie und Reperfusion

2

3

4

5. Reduzierung der Apoptose

6. Reduzierung der durch Ischdmie und Reperfusion hervorgerufenen Arrhythmie

7. Reduzierung der Postinfarktsmortalitét

8. Reduzierung der Mortalitit und Inzidenz von Myokardinfarkten nach kononarer Bypass-Op.

19. Steigerung der linksventrikuldren Funktion nach Ballon-Angioplastie*

Tabelle 1.1: Kardioprotektive Effekte von NHE-Inhibitoren im ischiimischen Myokard
in experimentellen und klinischen Studien

(Kamazyn et al. 1999) * klinische Studie
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Es konnte nachgewiesen werden, dass die wichtigsten kardioprotektiven Effekte der NHE-1-
Inhibitoren mit einem verminderten Anstieg der [Na']; und der [Ca®>']; einhergehen (Scholz

und Albus 1995).

Toxische Effekte der NHE-1-Inhibitoren fallen mit hoher Wahrscheinlichkeit sehr gering aus.
Der Grund hierfiir liegt zum einen darin, dass der NHE-1 unter physiologischen Bedingungen
eine niedrige Aktivitit aufweist, und zum anderen darin, dass Nebenwirkungen der NHE-1-

Inhibitoren durch die hohe Selektivitit fiir den NHE-1 minimiert werden konnten.

Obwohl die Ergebnisse zahlreicher experimenteller Untersuchungen zu NHE-1-Inhibitoren
vielversprechend  hinsichtlich ~ der  kardioprotektiven = Effekte  in  Ischédmie-
Reperfusionssituationen erschienen, verliefen die groBen klinischen Studien von Cariporid
enttuschend. Am GUARDIAN-Trial (Guard during ischemia against necrosis) von Cariporid
nahmen tiber 11590 Hochrisikopatienten fiir einen Myokardinfarkt mit instabiler Angina
pectoris oder NSTEMI teil, die zur Revaskularisierung interventionell oder bypasschirurgisch
behandelt wurden. Im Ergebnis zeigte sich jedoch kein Vorteil fiir die Cariporid-Gruppe
hinsichtlich  des  Studienendpunkts = Myokardinfarkt.  Allerdings konnte  durch
Subgruppenanalyse eine kleine Gruppe von bypasschirurgisch behandelten Patienten
identifiziert werden, die von Cariporid bei der hochsten Dosierung mit einer 25%igen
Risikoreduktion profitierte (Théroux et al. 2000). Bei klinischen Studien zum NHE-1-
Inhibitor Zoniporid kam es ebenfalls zu enttduschenden Ergebnissen (Fleischer et al. 2005).

Die enttduschenden Ergebnisse der klinischen Studien wurden nach Murphy und Avkiran et
al. (Murphy und Allen 2009; Avkiran et al. 2008) damit erklért, dass die NHE-1-Inhibitoren
wie Cariporid nicht wiahrend sondern nach der Ischimie-Phase verabreicht wurden. In einigen
Experimenten hatte man die Gabe von NHE-I1-Inhibitoren wihrend der Ischimie mit der
Gabe von NHE-I-Inhibitoren zu Beginn der Reperfusion verglichen. Es wurde gezeigt, dass
es bei der Gabe von NHE-I-Inhibitoren wéhrend der Ischdmie zu einer Verbesserung der
Ventrikelfunktion im Myokard kommen kann. Diese Verbesserung kann dagegen nicht
beobachtet werden, wenn der NHE-1-Inhibitor erst wahrend der Reperfusion verabreicht wird
(Myers et al. 1995). Auch wenn der NHE-1-Inhibitor sofort zu Beginn der Reperfusionsphase
gegeben wird, braucht es eine bestimmte Zeit, bis der Inhibitor die betroffenen Myozyten
erreichen kann. Dadurch wird die Wirkung des NHE-1-Inhibitors unter diesen Bedingungen
reduziert (Murphy und Allen 2009). Deshalb sollten, um die maximale kardiale Protektion

von NHE-1-Inhibitoren zu erhalten, diese sowohl wihrend der Ischdmie als auch der
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Reperfusion gegeben werden (was in der klinischen Praxis in den allermeisten Fillen nicht
moglich ist). Im Gegensatz dazu zeigten Meng und Pierce, dass am rechten Ventrikel des
Rattenmyokards ein kardioprotektiver Effekt von NHE-1-Inhibitoren nur wéhrend der
Reperfusion zu beobachten war (Meng und Pierce 1990). In einem anderen Versuch zeigte
sicht, dass ein antiarrhythmischer Effekt von HOE694 und Ethylisobutylamilorid auch nur bei
der Gabe des NHE-1-Inhibitors wéhrend der Reperfusion vorhanden war (Yasutake et al.
1994).

David Allen ist zudem der Meinung, dass die Erhéhung der intrazelluliren Na'-Konzentration
wihrend der Ischdmie nicht durch den NHE-1 (allein) verursacht wird, sondern (zusétzlich)
von persistierenden Na'-Kanilen (Murphy und Allen 2009). Viele NHE-1-Inhibitoren kénnen
nicht nur den NHE-1 sondern auch die persistierenden Na -Kanile hemmen. Er hat deshalb
empfohlen, dass eine optimale Therapie daraus bestiinde, wéhrend der Ischidmie einen NHE-
1-Inhibitor plus einen Blocker der persistierenden Na'-Kanile zu verabreichen und wihrend
der Reperfusion einen selektiven NHE-1-Inhibitor zu verabreichen (Murphy und Allen 2009).
Es wurde auch vermutet, dass der Puffer fiir die beobachteten Unterschiede eine wichtige
Rolle spielt. Avkiren et al. haben beobachtet, dass eine kardioprotektive Wirkung von NHE-
Inhibitoren bei Verwendung einer Bikarbonat-freien Losung innerhalb eines groBeren
zeitlichen Rahmens erzielt werden kann als bei Verwendung einer Bikarbonat-haltigen

Losung (Shimada et al. 1996).

Zusammengefasst gibt es viele mogliche Griinde fiir das Scheitern der klinischen Studien. Der
Widerspruch zwischen den ausgeprédgten kardioprotektiven Effekten von NHE-1-Inhibitoren
in zahlreichen Tierexperimenten und den eher schwachen Resultaten klinischen Studien bleibt

bisher nur unzureichend verstanden und erfordert weitere Forschungen.

1.6  Fragestellung

Die meisten Untersuchungen zur Funktion des kardialen NHE-1 wurden in
Ventrikelmyozyten durchgefiihrt. Zur Funktion und Aktivitdt des NHE-1 in Vorhofmyozyten
ist dagegen bisher kaum etwas bekannt. Das ist insofern von besonderer physiologischer und
pathophysiologischer Relevanz, als eine gestérte NHE-Funktion auch zu Erkrankungen des

Vorhofmyokards beitragen kann.
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Jingste Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass es subzellulire Unterschiede in der
Regulation von intrazelluliren Botenstoffen und Ionen geben kann. Die subzelluldren
Unterschiede konnen funktionelle Konsequenzen fiir die Herzmuskelzellen mit sich bringen.
Dies gilt auch fiir die kardiale H'- und Na'-Homoostase. Da Vorhof- und Ventrikelmyozyten
sich hinsichtlich ihrer GroBe und des Vorhandenseins eines T-tubuliren Membransystems
unterschieden, gibt es moglicherweise auch Unterschiede zwischen diesen beiden Zelltypen
beziiglich der subzelluldren H -Homdostase.

Auch wenn bereits viele Kenntnisse iiber den NHE-1 vorhanden sind, so basieren diese doch
weitgehend auf Experimenten mit myokardialen Geweben und Zellen von Tieren. Diese
Ergebnisse konnen nicht immer direkt auf den Menschen iibertragen werden. Es gibt zu
wenige Kenntnisse liber die Aktivitit und Expression des NHE-1 im humanen Myokard.

Insofern sind Versuche an humanem Myokard von besonderer Relevanz.

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente zur NHE-1-abhingigen, globalen und lokalen
pHi-Regulation in Vorhof- und Ventrikelmyozyten aus Kaninchenherzen und, zu einem
kleinen Teil, aus humanen Herzen durchgefiihrt. AuBBerdem wurde die NHE-Expression in
humanem Vorhof- und Ventrikelgewebe bei verschiedenen Herzerkrankungen analysiert, um

die folgenden Fragen zu beantworten:

1. Gibt es Unterschiede in der NHE-1-abhingigen, globalen pH;i-Regulation zwischen
Vorhof- und Ventrikelmyozyten?

2. Gibt es NHE-1-abhingige subzelluldire pH;-Unterschiede in Vorhof- und

Ventrikelmyozyten?

3. Gibt es Unterschiede in der NHE-Expression zwischen humanem Vorhof- und

Ventrikelgewebe und bei verschiedenen Herzerkrankungen?
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2. Material und Methoden

2.1 Isolierung der Kardiomyozyten

2.1.1 Versuchstiere

Fiir die Experimente wurden nur weibliche Kaninchen (Chinchilla-Bastard-Kaninchen) mit
einem Korpergewicht von 1,5-2 kg verwendet. Sie wurden unter standardisierten
Bedingungen gehalten (Futter und Wasser ad libitum, normaler Tag- und Nachtrhythmus).

Die Verwendung dieser Versuchstiere zu wissenschaftlichen Zwecken wurde geméif § 4 Abs.

3 TierSchG unter Aktenzeichen T 8.02 der Bezirksregierung Braunschweig angezeigt.

2.1.2 Losungen fiir die Isolierung der Kardiomyozyten

1).

Stolf Konzantration Firma

Mall 137 mM Marck

KOl 5,4 mM Mearck

g ik A / ; - .

ca2*freie ’r:l‘s-‘:f;b o :-; '“:: Merck Gelost in dd H,0
Tyrode- a,HPQ (H 0) 2 mM Merck pH 7,54 bei RT
Losung HEPES 20 mM Sigma (¥H3375)

Glucoss 15 mh Merck

Penicillin G Streptomycin 100 Uil Sigma (#P4333)
caZ*haltige Ca®~freie Tyrode-Losung ?E:‘:Jdmilun Ca™- freier
TorodoL. A ; yrodelosung

yrxoe-Lasung Cal Ii I oo /1 Fluka oH 7,54 bei RT

Caz-freie Tyrode-Losung

Taurine &0 mM Sigma (#T9931)

DL-Cilutaminsiure B mh Sigma (#031126) ) 2 )

DL-Carnitin 2 mM Sigma (4C9500) %ﬁigsﬁﬁg - freler
Enzymigsung Collagenase 2 100 mg/d Warthington Lot pH 7,54 bei RT

(#MOK4224)

Protease X1V 2,1 mg/dl Sigma (#P5147)

IM Cal’l| 0,025 mM Fluka

1M Cal’l 0,05 mM Fluka Gelost in Ca2t- freier

p

Sliupp-Lusung ; Albumin in Fraktion V 20000 mgdl Sigma (#A2153) Tyrodelosung
plus 2% Albumin H 7 54 bei RT

BDM 200 mM Sigma (#B0733) prz |

Taurine 5 mM Sigma (#T9931)

D, L-Carniiting 5 v Sigima (#09500) Geldst in M19G
Modifiziertes D, L-Creatine 5 mM Sigma (HCOTEO) (Sigma #MT7528)
M159 Penicillin G 100 U/l Sigma (4P4333) pH 7,54 bei RT

Straplomycin 0,02 mM Sigma (#P4333)

100F ach L-glutamine 2 mM PAA (HMI 1004 )

Tabelle 2.1: Losungen fiir die Isolierung der Kardiomyozyten
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2). Waschlésungen: Tyrodelosung mit verschiedenen Ca2’-Konzentrationen

Waschlosung Ca”'-freie Tyrode - IM CaCl, Ca”"-Konzentration
Losung

Nr.1* 2,3 40 ml 2 ul 50 uM

Nr. 4 25 ml 3,12 ul 124 uM

Nr. 5 25 ml 6,25 ul 250 uM

Nr. 6 25 ml 12,5 pl 500 uM

Nr. 7 25 ml 25 ul 1000 pM

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Waschlosung: Tyrodelésung mit verschiedenen
Ca2’-Konzentrationen
*Dem Behélter mit der Waschlosung Nr. 1wurde BDM (Konzentration 30 mM) zugegeben.

Nach sterilem Filtern wurden alle Losungen bei Raumtemperatur auf einen pH-Wert von 7,54
eingestellt, bei 4°C gelagert und bei Gebrauch auf 37°C erwdrmt. Das M199-Medium plus 6%
Albumin wurde bei -20°C gelagert.

2.1.3 Priparation des Kaninchenherzens und Isolierung der Kardiomyozyten

2.1.3.1 Betiubung der Kaninchen und Entnahme des Herzens
Nach der Desinfizierung und dem Punktieren der Ohrvene mit einer Butterflykaniile wurden

zur Antikoagulation 25-40 1.U. Heparin gespritzt. AnschlieBend wurde zur Betdubung der
Kaninchen 0,1 g/2,5 ml Trapanal (Thiopental-Natrium), das in 10 ml 0,9% NaCl gelost
wurde, injiziert, bis die Corneal- und Schmerzreflexe aufgehoben waren. Es folgte die
transdiaphragmale Eroffnung der Brusthohle und die medioklavikulare Durchtrennung der
Brustwand an beiden Seiten durch einen Zugang am Rippenbogen. Nach der Befreiung des
Herzens vom Perikard und der Ablosung der GefiBe vom Bindegewebe sowie der
vorsichtigen Durchtrennung der Aorta am FEnde der Aorta ascendens wurde das
Kaninchenherz aus dem Thorax entnommen. Das Herz wurde sofort mit kalter Ca2+-haltiger

Tyrodeldsung (Temperatur ca. 4°C, siehe Tabelle 2.1) gespiilt.

2.1.3.2 Isolierung der Ventrikelmyozyten
Die Isolierung der Kaninchen-Kardiomyozyten basiert auf der enzymatischen

Verdauungstechnik mit Collagenase, die sich als eine Standardmethode zur Isolierung von
Kardiomyozyten etabliert hat (Tytgat 1994; Yasutake et al. 1996). Nach der Entnahme aus

dem Thorax wurde das Herz sofort mit kalter Ca”'-haltiger Tyrodeldsung gespiilt.
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AnschlieBend wurde es an eine Langendorff-Apparatur angeschlossen und durch die Aorta
retrograd mit 37°C warmer, mit Sauerstoff begaster, Ca’’-haltiger Tyrodelésung fiir 5
Minuten perfundiert (Diiring 1996). Es folgte eine weitere 5-miniitige Perfusion mit Ca”"-
freier Tyrodeldsung, um die Ca®"-abhiingige interzellulire Matrix aufzuweichen. Zur
Verdauung des Myokards erfolgte anschlieBend eine 10-miniitige Perfusion mit Collagenase-
haltiger Enzymlosung. Die Myokardverdauung wurde mittels einer albuminhaltigen
Stopplosung beendet. In Anwesenheit des Zytoprotektivums 2,3-Butandionmonoxim (BDM)
(Mulieri et al. 1989) in der Stopplosung wurde das Herz unter sterilen Bedingungen an der
Grenze von Vorhof und Ventrikel in ein ventrikuldres und ein atriales Myokard geteilt. Das
verdaute Ventrikelmyokard wurde in einem mit Waschlosung Nr. 1 (siehe Tabelle 2.2)
gefiillten Becherglas zerschnitten, und der Uberstand wurde filtriert. In einem mit
Waschlosung Nr. 2 gefiillten Becherglas wurde das Schneiden und Filtern wiederholt. Nach
einer 6-10-miniitigen Sedimentation wurde die gefilterte Suspension durch eine Reihe von
Waschlosungen (Nr. 3 bis 7) mit steigenden Ca*-Konzentrationen (von 50 pM bis 1000 pM)
wiederholt gewaschen und fiir 6-10 Minuten sedimentiert. Fiir den letzten Waschgang wurde
modifiziertes M199 plus 6% Albumin (500 ml modifiziertes M199 + Albumin Fraktion V 30
g) verwendet. Zum Schluss wurde nach einer langen Sedimentierung (10-20 Minuten) die

letzte Suspension in M199-Medium bei 37°C bis zur Verwendung autbewahrt.

2.1.3.3 Isolierung der Vorhofmyozyten
Das verdaute Vorhofgewebe wurde mit einer Schere zerschnitten und in der Vertiefung einer

Zellkulturschale gesammelt. Alle 10 Minuten wurden mit einer Einmalpipette je 2-3 Tropfen
der normalen Tyrodeldsung zugegeben. Nach ca. 2-3 Stunden (je nach Grofe der Gewebe)
wurden die Gewebereste entfernt, dann wurden weitere 2-3-mal im Abstand von 10 Minuten
je 3-4 Tropfen der normalen Tyrodelosung zugegeben. Auf diese Weise wurde die Ca®'-

Konzentration der Zellsuspension schrittweise auf 2 mM erhdht.

2.2 Losungen fiir das NH,Cl-Saurepuls-Protokoll

2.2.1 Hepes-gepufferte Tyrodelosung

Fiir die NH4CI-Saurepuls-Versuche wurde Hepes-gepufferte Tyrodelosung als Basislosung

verwendet. Sie hatte folgende Zusammensetzung:
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Stoff Konzentration Firma

NaCl 140 mM Merck

KCl 5 mM Merck

CaCl, 2mM Fluka

MgCl, 1 mM Merck

HEPES 10 mM Sigma (#H3375)
Glukose 10 mM Merck

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Hepes-gepufferten Tyrodelosung fiir das Siurepuls- Protokoll

HEPES  (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure) ist eine Protonen-
Puffersubstanz. Die Summenformel ist CgH;sN,O4S mit einem Molekulargewicht von 238.30
Dalton. Bei einer Séurekonstante von pKg = 7,55 (bei 25°C) besitzt Hepes eine gute
Pufferkapazitit zwischen pH 6,8 - 8,2, d.h. im physiologischen pH-Bereich.

2.2.2 Tyrodelosung mit NH4Cl

Tyrodelosung mit NH4Cl enthielt Hepes-gepufferte Tyrodelosung (siehe Tabelle 2.3) und
zusétzlich 20 mM NH4CI.

2.2.3 Tyrodelosung mit HOE642

Tyrodeldsung mit HOE642 (4-Isopropyl-3-methylsulphonylbenzoyl-guanidin-
methansulphonat, Cariporide) enthielt Hepes-gepufferte Tyrodelosung (siehe Tabelle 2.3) und
zusitzlich 6 uM HOE642. HOE642 (Cariporide) ist ein selektiver Hemmstoff des NHE1
(Scholz et al. 1995; Stromer et al. 2000). Es wurde als wissrige Stammldsung mit einer

Konzentration von 102 M zubereitet.

2.3  Gerite

Gerit Firma Typ
Argon- Ionen- Laser VisiTech international (Sunderland UK)  150m (50 mW )
Computer Macintosh G4-Prozessor, Betriebssystem Mac OS 9.0
Aufnahme und
Analyseprogramm VisiTech international QED Camera standalone, Version 1.6a58
Filter VisiTech international (Sunderland UK) 580 nm und 640nm Filter
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ICCD-Kamera VisiTech international (Sunderland UK) XR MEGA-10
Konfokale Einheit VisiTech international (Sunderland UK)  QLC 100
Mikroskop Nikon GmbH (Diisseldorf D) Nikon Eclipse TE 2000U
Objektiv Nikon GmbH (Diisseldorf D) Nikon CFI S-Fluor 40x / 1.30 Oil
Rollenpumpe Schiitt Labortechnik (G6ttingen D) MC 360
Mikromanipulator Burleigh (Ontario Canada) EXFO PCS 5000
Stimulationseinheit SI Heidelberg (Heidelberg D) STIM6

Hugo Sachs Elektronic (March-
Superfusionseinheit Hugstetten D) SH27B

Technical Manufacturin
Druckluftgefederter Tisch Corporation(Peabody USA) Micro-g 63-560

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Geriite

2.4  Versuchsaufbau
2.4.1 Uberblick

Der Versuchsaufbau ist in der Abbildung 2.1 schematisch dargestellt. Die Abbildung 2.2 zeigt
ein Foto vom Hauptteil des Versuchsaufbaus: das Konfokalmikroskop und die

Superfusionsapparatur mit den Vorratsgefa3en.
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Abbildung 2.1: Versuchsaufbau (modifiziert nach Genka et al. 1999, Seite 201)
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Abbildung 2.2: Das Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskop besteht aus folgenden Komponenten:
(1) Umkehrmikroskop; (2) konfokale Einheit (Nipkow-Scheibe); (3) ICCD-Kamera; (4) Mikromanipulator; (5)
Superfusionsapparatur mit Vorratsgefafen.

2.4.2 Myozytenbad und Superfusionssystem

Elektrische
Stimulation

Abbildung 2.3: Myozytenbad
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Als Myozytenbad diente ein rundes Kulturschidlchen (Durchmesser: 35 mm, Firma: WillCo
Wells BV, Amsterdam, NL., Bestellnummer: HBSt-3522) mit einem Glasboden
(Durchmesser: 22 mm) (siche Abbildung 2.3). Der Glasboden wurde laminiert, damit die
Myozyten besser anheften und wéhrend der Messung ihre Position nicht verdndern kdnnen.
Dazu wurden 20 pl Laminin (Maus-Laminin, 2,5 mg/ml, Firma: Tebu-Bio, Offenbach,
Deutschland, Bestellnummer: 0172005) in 1 ml Tyrodeldsung verdiinnt. Ein Tropfen dieser
Losung wurde auf den Boden des Schélchens aufgebracht und nach einer Stunde gegen die
Zellsuspension ausgetauscht. Den Zellen wurde 30 Minuten Zeit zum Anheften gegeben.
AnschlieBend wurde die Tyrodeldsung abgesaugt und gegen Tyrodeldsung mit dem pH-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Carboxy-SNARF-1 ausgetauscht.

Wiéhrend der Messung wurden die Zellen kontinuierlich mit Tyrodeldsung iiberspiilt. Die
Superfusionsapparatur  bestand aus 6 Vorratsgefilen (handelsiibliche 20 ml
Injektionsspritzen), Verbindungsschlduchen, Dreiwegehdhnen und einem Auslass. Die
Dreiwegehdhne dienten als FEin- und Ausschalter der Superfusionslosungen. Die
Versuchslosungen wurden getrennt in die entsprechenden Vorratsgefdle gefiillt, die an einem
Stativ befestigt waren. Der Auslass der Superfusionsapparatur wurde ohne direkten Kontakt
aber in unmittelbarer Ndhe des untersuchten Kardiomyozyten positioniert, damit der Myozyt
zum einen stindig mit frischer Losung tiberspiilt wurde, und zum anderen ein schneller
Losungswechsel moglich war. Die Geschwindigkeit bzw. der Fluss, mit dem die Zellen
iiberspiilt wurden, wurde anhand der Hohendifferenz zwischen den Vorratsgefalen und dem
Auslass der Superfusionsapparatur reguliert. Der Losungsfluss betrug 2-3 ml/min. Damit war
ein schneller Losungswechsel innerhalb von etwa 1 Sekunde gewihrleistet. Mit Hilfe einer
Rollenpumpe und einem diinnen Schlauch wurde die Badlosung aus der Kulturschale

abgesaugt.

2.4.3 Das Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskop
Seit den 1990er Jahren werden Laser-Scanning-Konfokalmikroskope mit einem Argon-lonen-

Laser mit 488 nm Lichtemission fiir die Anregung von Fluorescein-Derivaten verwendet.

1)Prinzipien des Konfokalmikroskops

Beim konventionellen Mikroskop kann alles Licht, sowohl das aus der Brennebene des
Objektivs als auch das aus den optischen Ebenen dariiber und darunter, auf den Detektor oder
die menschlichen Augen gelangen. Es kommt zu Uberlappensbildern der Brennebene und den

Ebenen dariiber und darunter. Die rdumliche Auflosung ist daher eingeschrénkt.
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Beim konfokalen Mikroskop wird Licht, das nicht aus der Brennebene des Objektivs stammt,
durch eine Lochblende (sog. pinhole) im Emissionsstrahlengang ausgeblendet, so dass nur das
Licht aus der Fokusebene den Detektor oder die Kamera erreicht. Dadurch wird die rdumliche
Auflosung deutlich erhoht, subzelluldre Details werden besser sichtbar. Die Schichtdicke der
optischen Ebene wird durch den Durchmesser der Lochblende bestimmt. Je grofBer der
Durchmesser, desto groBer ist die Schichtdicke der optischen Ebene. Ublicherweise betrigt
diese Schichtdicke etwa 0,5-1,0 pum. Werden nacheinander mehrere Schichten in
verschiedenen Fokusebenen des Objekts abgetastet und abgebildet, kann daraus eine

dreidimensionale Rekonstruktion des Objektes durch den Computer erstellt werden.

2) Das Prinzip des Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskops

Da die konfokale Optik dafiir sorgt, dass nur Licht aus der Brennebene des Objektivs zum
Detektor gelangt, und das Sichtfeld durch die Lochblende auf einen Punkt beschrinkt wird,
erzeugt ein herkdommliches Konfokalmikroskop zunédchst nur einen Bildpunkt. Um ein
komplettes Bild des Objekts zu erhalten, muss das Objekt durch Lichtstrahlen Punkt fiir Punkt
gerastert werden und dann am Computer zu einem dreidimensionalen Bild zusammengesetzt
werden. Damit die Anderungen der verschiedenen Regionen des Objekts mdglichst
gleichzeitig aufgenommen werden, ist eine Abtastrate mit einer hohen Geschwindigkeit
(mehrere Tausend Punkte pro Sekunde) mit Hilfe einer entsprechenden Kamera erforderlich.
Dazu ist die Abtastrate herkommlicher Laser-Scanning-Konfokalmikroskope jedoch nicht
ausreichend, und deshalb wurde das Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskop entwickelt.
Basierend auf dem Prinzip des Konfokalmikroskops dient hier eine sog. Nipkow-Scheibe mit
20.000 Lochblenden dazu, konfokale Bilder zu generieren. Der Aufbau eines solchen

Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskops ist in Abbildung 2.4 dargestellt.
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Abbildung 2.4: Schematisches Diagramm des Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskops
(Ishida et al. 1999, Seite 2115) (Erklarung im Text)

Uber der eigentlichen Nipkow-Scheibe befindet sich eine zweite Scheibe mit 20,000
Mikrolinsen (ca. 20 um Durchmesser) mit identischem Muster. Die Mikrolinsen dienen dazu,
die Lichtausbeute zu erhohen. Ohne die Scheibe mit den Mikrolinsen erreichen nur ca. 2%
des Laserlichts durch die Lochblenden das Objekt. Das ist zu wenig, um den Fluoreszenz-
Farbstoff anzuregen. Durch die Mikrolinsen wird das Laserlicht genau durch die darunter
liegenden Lochblenden fokussiert und die Transmission des Laserlichts wird von 2% auf 40%

gesteigert. Dies ermoglicht die ausreichende Anregung des Fluoreszenz-Farbstoffs (Genka et

al. 1999).

Wegen der auf den Nipkow-Scheiben liegenden mehreren Tausend Lochblenden sorgt ein
Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskop fiir eine wesentlich schnellere Abtastrate. Erstens kann
das darauf zuriickgefiihrt werden, dass das Objekt gleichzeitig von tausenden Laserstrahlen
gleichzeitig angeregt wird. Zweitens werden die Nipkow-Scheibe und die dariiber liegende
Scheibe mit den Mikrolinsen durch einen Motor mit 1,800 U/min gedreht (Siehe Abbildung
2.5). Eine 30° Rotation ist ausreichend fiir eine komplette Abtastung einer Ebene (Genka et
al. 1999). Dadurch entstehen zweidimensionale, konfokale Bilder in so schneller Folge, dass
die Einzelbilder im Auge zu einem stehenden Bild des Objekts verschmelzen konnen.
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Nipkow-Prinzips
(Genka et al. 1999, Seite 201)

2.4.4 ICCD-Kamera
Fiir eine schnelle Aufnahme von zweidimensionalen, konfokalen Fluoreszenzbildern mit dem

Nipkow-Scheiben-Konfokalmikroskop ist eine hochempfindliche und schnelle Kamera die
wichtigste Voraussetzung. In dieser Arbeit wurde eine sog. Intensified Charge-Coupled
Device (ICCD)-Kamera der Firma Stanford Photonics verwendet (Modell: XR-MEGA 10).
Diese Kamera ermdglichte die Aufnahme von Bildern mit einer Frequenz von bis zu 120 Hz.
ICCD ist ein CCD-Bildsensor, der mit einem sog. Image Intensifier zur Erhéhung der
Empfindlichkeit und einer schnellen elektronischen Steuerung der Belichtungszeit
ausgestattet ist. Der Image Intensifier besteht aus 3 Funktionseinheiten: einer Photokathode,
durch die die eintreffenden Photonen in Photo-Elektronen umgewandelt werden; einer
Mikrokanalplatte, die die von der Photokathode kommenden Photo-Elektronen vermehrt, und
einem Phosphorschirm, auf dem die verstirkten Photo-Elektronen wieder in Photonen
zuriickverwandelt werden. Durch diesen Prozess ist die Empfindlichkeit gegeniiber einer

herkommlichen CCD-Kamera wesentlich erhoht. (http://www.iccd-camera.com/t-image-

intensifier.html)

2.5 Messung des intrazelluliren pH-Wertes (pH;)

Der NHE-1 leistet durch den elektroneutralen Austausch intrazelluldrer Protonen gegen
extrazelluldre Natriumionen einen wesentlichen Beitrag zur Aufrechterhaltung der pH-
Homoostase der Herzmuskelzelle. Zur Bestimmung seiner Aktivitdit kann man pH;-

Anderungen — unter bestimmten experimentellen Bedingungen — messen.
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Seit 1979 die Messung des pH; durch einen pH-empfindlichen, fluoreszierenden Farbstoff (6-
Carboxyfluorescein) von John Thomas zum ersten Mal in situ (Ehrlich-Ascites-Tumorzellen)
durchgefiihrt wurde (Thomas et. al. 1979), wird diese Methode hiufig verwendet. Sie gilt als
die beste Methode zur Messung von schnellen Anderungen des absoluten pH;-Wertes in
isolierten Kardiomyozyten ohne Zellschidigung (Frohlich und Wallert 1995). In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Messung subzellulirer pH;-Anderungen in

Verbindung mit einem Konfokalmikroskop verwendet.

2.5.1 Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

2.5.1.1 Fluoreszenz
Fluoreszenz ist ein Effekt, der auf einem Elektroneniibergang in den Fluorochrom-Molekiilen

basiert. Dieser Ubergang ist ein Prozess, der bei Absorption und Emission von Photonen
auftritt. Er wurde von dem polnischen Physiker Alexander Jablonski mit Hilfe seiner
Energiediagramme (sog. Jablonski-Diagramme) im Jahr 1935 erkldrt. Am Anfang des
Prozesses werden die Fluorochrom-Molekiile mit Licht bestrahlt, dabei werden
Anregungsphotonen von den Fluorochrom-Molekiilen absorbiert. Die dadurch aufgenommene
Energie fiihrt dazu, dass die Energiezustinde der Elektronen der Fluorochrom-Molekiile aus
einem Grundzustand in einen angeregten Zustand angehoben werden. Bei dem danach
folgenden Ubergang in den Grundzustand wird die in sehr kurzer Zeit (etwa 10™® Sekunden)
freiwerdende Energie als Fluoreszenzphoton emittiert, das Fluoreszenzlicht oder
Emissionslicht verursacht, welches z.B. mittels einer Kamera detektiert werden kann.

Bei der Absorption von Photonen und der Anregung der Fluorochrom-Molekiile verschwindet
ein Teil der Energie durch Wechselwirkungen mit seiner Umgebung. Aus diesem Grund ist
die Energie des emittierten Photons immer geringer als die des absorbierten Photons. Man
spricht hierbei vom sog. Stokes-Shift bzw. der Stokes-Verschiebung, die zum ersten Mal im
Jahr 1852 von Sir George Gabriel Stokes beschrieben wurde (Stokes, 1852). Da Licht mit
kiirzerer Wellenldnge und hoherer Frequenz eine groBere Energie als Licht mit ldngerer
Wellenlédnge und niedrigerer Frequenz hat, sind die Wellenldngen des emittierten Lichtes

immer langer als die des absorbierten Lichtes.

2.5.1.2 Fluoreszenzmikroskop
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Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie beruht auf zwei Punkten: erstens wird das
Emissionslicht von dem zu beobachtenden und mit einem bestimmten Fluoreszenzfarbstoff
angefdrbten Objekt durch ein Mikroskop detektiert (siche 2.6.1.1). In der vorliegenden Arbeit
diente das Konfokalmikroskop als ein Fluoreszenzmikroskop. Zweitens verdndern
Fluoreszenzfarbstoffe, die selektiv mit bestimmten lonen reagieren kdnnen, in Abhangigkeit
von der bestimmten Ilonenkonzentration ihre Fluoreszenzeigenschaften, und es werden
Anderungen in der Emission dementsprechend als Anderungen der intrazelluliren

Ionenkonzentration interpretiert.

2.5.2 Der pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoff Carboxy-SNARF-1

2.5.2.1 Eigenschaften des Farbstoffs
In der vorliegenden Arbeit wurde der Farbstoff 5-(und-6)-Carboxy-SNARF®-1

(Invitrogen/Molelular Probes: C-1272) verwendet, der im Folgenden als Carboxy-SNARF-1
bezeichnet wird. Seine Summenformel ist Cy7H;9NOg mit einem Molekulargewicht von

453,45 Dalton (http://probes.invitrogen.com/handbook/)

Seine chemische Struktur ist in Abbildung 2.6 dargestellt (Whitaker et al. 1991).

Nama H R
lila SNARF-1 CHy H
{1141 SNARF-2 GEHE H
Ne C.SMNARF-1 CH EDEH

3
iid C.EMARF-Z Ol GDEH

Abbildung 2.6: Struktur von 5-(und-6)-Carboxy-SNARF®
(Whitaker et al. 1991, Seite 332)
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Abbildung 2.7: Struktur von membranpermeablen SNAFL- und SNARF-Indikatoren
(Whitaker et al. 1991, Seite 333).

Wie die meisten Fluorochrome hat Carboxy-SNARF-1 auch aromatische Ringstrukturen in
einem System konjugierter Doppelbindungen. Der Farbstoff ist ein fluoreszierender pH-
Indikator mit einem fast neutralen pK, von 7,3-7,4 (bei 37,0°C) (Frohlich und Wallert 1995),
der damit im physiologischen pH-Bereich liegt (Whitaker et al. 1991) und ungefdahr dem pH-
Wert der zu messenden Zellen entspricht. Deswegen ermdoglicht er eine sensitive und
zuverlédssige Bestimmung des pH-Wertes.

Der Farbstoff wurde zur Beladung der Zellen in der lipophilen und damit membrangéngigen
Acetoxymethylester (AM)-Form Carboxy-SNARF-1-AM-Azetat verwendet (siche Abbildung
14). Nach der Diffusion in den intrazelluliren Raum wird dieser Ester durch zytosolische
Esterasen hydrolysiert, wodurch die eigentlichen, hydrophilen Fluorochrom-Molekiile
entstehen, welche die Zellmembran nicht mehr passieren konnen. Der Farbstoff verbleibt
deswegen im intrazelluliren Raum (Whitaker et al. 1991), wihrend die nicht hydrolysierte,
membrangéngige AM-Form des Farbstoffs im extrazelluliren Raum ausgewaschen werden
kann.

Die deesterifizierten Fluorochrom-Molekiile besitzen freie Carboxylgruppen, die selektiv mit
dem Ion H' reagieren konnen. Die Reaktion induziert eine Anderung der Struktur des
Farbstoffs und bewirkt dadurch Verdnderungen der optischen Eigenschaften (z.B.
Verschiebungen der Exzitations- und Emissionsspektren), die eine fluorimetrische

Bestimmung des intrazelluldren pH-Wertes erlauben.
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2.5.2.2 Anregungslicht und Filter fiir Carboxy-SNARF-1
Als Anregungslicht fiir den Farbstoff wurde die 488 nm-Linie eines Argon-lonen-Lasers

verwendet. Da das Laserlicht fliir die Myozyten schédlich ist, wurde sowohl die
Bestrahlungsstiarke als auch die Bestrahlungszeit der Myozyten so gering wie moglich
gehalten. Anfang der 1990er Jahre wurde diese Methode erstmals von Whitaker und
Mitarbeitern angewendet (Whitaker et al. 1991).

In Abbildung 2.8 sind die Emissionsspektren von Carboxy-SNARF-1 bei Anregungslicht mit
Wellenldngen von 488 nm, 514 nm und 534 nm dargestellt. Bei Anregungslicht mit einer
Wellenlinge von 488 nm hat das Emissionsspektrum von Carboxy-SNARF-1 bei
verschiedenen pH-Werten zwei Maxima. Bei pH 6,0 ist die Emissionsintensitdt bei etwa 580
nm maximal und nimmt mit steigendem pH-Wert, d.h. abnehmender H'-Konzentration, stark
ab. Im Gegensatz dazu erreicht die Emissionsintensitéit bei 640 nm ihr Maximum bei pH >
7,2, und nimmt mit steigendem pH-Wert zu (Buckler und Vaughan-Jones1990).

Da in den hier vorgestellten Experimenten der Schwerpunkt der Analysen im sauren pH-
Bereich lag (Erholung des pH-Wertes nach einem Saurepuls), wurde die Carboxy-SNARF-1-
Fluoreszenz bei 580 nm gemessen mit Hilfe eines 580+40 nm Bandpass-Filters im

Emissionsstrahlengang.
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Abbildung 2.8: Die pH-abhiingigen Emissionsspektren von Carboxy-SNARF-1 bei Anregungslicht

mit Wellenliingen von 488 nm, 514 nm und 534 nm
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/pH-Indicators/Probes-
Useful-at-Near-Neutral-pH.html#head2 (Erklarung im Text)

2.5.2.3 Herstellung der Farbstofflosung
Zur Herstellung einer Farbstofflosung fiir die Beladung der Myozyten (s. u.) wurden 50 pg

Carboxy-SNARF-1-AM-Azetat in  20ul  Pluronic  (Invitrogen/Molecular  Probes,
Bestellnummer: P3000MP) gelost und anschlieBend in 10 ml Tyrodeldsung verdiinnt.

Dadurch wurde eine Carboxy-SNARF-1-AM-Azetat-Losung mit einer Konzentration von 9
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uM hergestellt. Pluronic ist ein Polyol mit einem Molekulargewicht von 567.55 Dalton. Es
verbessert die Loslichkeit des Farbstoffs und trdgt zu einer besseren Aufnahme und
homogeneren Verteilung des Farbstoffes in den Zellen bei. Die Farbstofflosung wurde
aliquotiert (10 x 1 ml in Eppendorf-Reaktionsgefalen) und im Gefrierschrank bei -20°C

aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn wurde ein Aliquot frisch aufgetaut und gleich verwendet.

2.5.3 Das NH4Cl-Siurepuls-Protokoll

2.5.3.1 Isolierung der Vorhof- und Ventrikelmyozyten
(siehe 2.1)

2.5.3.2 Ausplattierung der Myozyten
Kulturschilchen mit einem Glasboden (WillCo, Amsterdam, Niederlande, Bestellnummer:

HBSt-3522; Durchmesser: 35 mm; Innendurchmesser (Glas): 22 mm) wurden laminiert. Dazu
wurden 20 pl (50 pg) Laminin (Maus-Laminin, Tebu-Bio, Offenbach, Bestellnummer:
0172005; Lagerung bei -70°C) in 1 ml Tyrode verdiinnt. Dann wurde mit einer Einmalpipette
je 1 Tropfen dieser Laminin-Losung auf den Boden der Kulturschilchen gegeben. Nach 60-
miniitiger Inkubationszeit wurde die Laminin-Losung abgesaugt. Es folgte die Ausplattierung
von je einem Tropfen der Vorhof- bzw. Ventrikelmyozyten-Suspension. Den Zellen wurde 30

Minuten Zeit zum Anheften am Boden der Kulturschilchen gegeben.

2.5.3.3 Beladung der Zellen mit dem Farbstoff
Die Carboxy-SNARF-1-AM-Azetat-Losung (9 pM; s.0.) wurde zuerst unter Lichtschutz

aufgetaut. Nach der Absaugung der Tyrodelosung vom Boden der Kulturschilchen (die
angehefteten Myozyten verblieben am Boden der Schélchen), wurde jeweils 1 Tropfen der
Carboxy-SNARF-1-AM-Azetat-Losung auf die Myozyten gegeben. Es folgte eine 20-30-
miniitige Inkubationszeit. AnschlieBend wurde die Farbstofflosung abgesaugt, die Zellen
wurden mit Tyrodelosung 2-3 Mal gewaschen und verblieben schlielich in der
Tyrodelosung. Es wurde noch einmal etwa 15 Minuten gewartet, bevor die Messungen
begannen, um ausreichend Zeit zur kompletten Deesterifizierung des Farbstoffs zu

gewihrleisten
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2.5.3.4 pH;-Messungen
Wiéhrend der Beladung der Zellen mit dem Farbstoff wurde die Messapparatur vorbereitet.

AnschlieBend wurde ein Kulturschdlchen mit den mit Farbstoff beladenen Zellen auf dem
Tisch des Umkehrmikroskops positioniert. Fiir die pH-Messungen wurden nur solche Zellen
ausgewdhlt, die ausreichend mit Farbstoff beladen und deutlich quergestreift waren und die
bei elektrischer Stimulation (0,5 Hz) tiber Platinelektroden im Bad rhythmisch kontrahierten.
Der Auslass der Superfusionsapparatur wurde so positioniert, dass sich die untersuchte Zelle
im laminaren Superfusionsstrom (2-3 ml/min) befand. Wéhrend des gesamten Versuchs
wurde die Zelle mit Tyrodelosung aus einem der VorratsgefaBe tiberspiilt. Losungswechsel
wurden manuell mit Hilfe der 3-Wege-Ventile hinter dem Auslass der Vorratsbehilter
vorgenommen. Ein Losungswechsel dauerte etwa 1 s. Alle Versuche wurden bei

Raumtemperatur (22-25°C) durchgefiihrt.

Es wurden zwei Versuchsprotokolle durchgefiihrt (siche Tabelle 2.5 und 2.6). Bei dem ersten
Protokoll wurden die Zellen zuerst 5 Minuten mit normaler, Hepes-gepufferter Tyrodeldsung
(1. Schritt) iiberspiilt, anschlieBend 5 Minuten mit NH4Cl-haltiger Tyrodel6sung (2. Schritt),
und zum Schluss noch einmal mehrere Minuten mit normaler Tyrodeldsung (3. Schritt). Beim
zweiten Protokoll wurden die Zellen zwischen dem 2. und 3. Schritt zusétzlich mit HOE642-
haltiger Tyrodeldsung tberspiilt. HOE642 (Cariporid) ist ein Hemmstoff des NHE1(siehe
Einleitung 1.5).

Schritt 1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt
Losung Tyrodeldsung Tyrodeldsung mit NH4Cl | Tyrodeldsung
Dauer 5 Minuten 5 Minuten 10 Minuten

Tabelle 2.5: NH,Cl-Séurepuls-Protokoll

Schritt 1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt 4. Schritt
Losung Tyrodelsg Tyrodelsg mit NH,C1 | Tyrodelsg mit HOE642 | Tyrodelsg
Dauer 5 Minuten 5 Minuten 6 Minuten 10 Minuten

Tabelle 2.6: NH,CI-Séiurepuls-Protokoll mit HOE642 (6 uM)

Hepes als pH-Puffer hat in diesen Versuchen eine wichtige Bedeutung. Es ist bekannt (sieche
Einleitung 1.2.1), dass nicht nur der NHE, sondern auch der NBC an der Regulierung der
intrazelluldren [H'] bei Azidose beteiligt ist. Um allein die Aktivitit des NHE zu messen,

muss also die Aktivitit des NBC ausgeschaltet werden. Dazu wurde eine Bikarbonat-freie,
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Hepes-gepufferte Losung verwendet. Da Bikarbonat (HCOs5") das Substrat des NBC ist, ist der
NBC ohne Bikarbonat in der Losung vollstindig gehemmt. Damit wird eine pH;-Regulierung

bei Azidose im intrazelluldren Raum praktisch ausschlieBlich durch den NHE hervorgerufen.

Um die Aktivitdt des NHE zu messen, sollte diese mdglichst grof3 sein. Wie bereits erwihnt,
ist der NHE-1 hauptséchlich bei einer intrazelluldren Azidose aktiviert (Aronson et al. 1982;
Counillon und Pouysségur 1995). Bei einem normalen intrazelluldren pH-Wert von etwa 7,2
hingegen ist die NHE1-Aktivitit gering. Daher war es notwendig, eine Azidose in den
Kardiomyozyten hervorzurufen, um die NHEI-Aktivitidt verldsslich zu bestimmen. Zur
Auslosung der intrazelluldren Azidose wurde die schwache Base NH4Cl (Ammoniumchlorid)
als Zusatz zur extrazelluldren Tyrodelosung verwendet (Roos und Boron 1981; Lagadic-
Gossmann et al. 1992; Balnave und Vaughan-Jones 2000). Diese Technik beruht auf
folgendem Mechanismus: Extrazellulires NH;" dissoziiert zu NH; und H* (NH4" <> NH; *
H"). Ungeladene NH;-Molekiile kénnen durch die Zellmembran diffundieren, wo sie mit
intrazellulidren H'-Ionen reagieren und so den pH;-Wert erhéhen. Dieser Prozess verlduft bis
zur Gleichgewichteinstellung von NHj; im intra- und extrazelluliren Raum. Wird das
extrazellulire NH," entfernt, diffundiert NH; aus der Zelle nach auBen und fiihrt so zur
plotzlichen Freisetzung von H'-Tonen und einer Absenkung des pH;. Auf diese Weise ldsst
sich durch das Auswaschen einer extrazelluldren, NH, -haltigen Losung eine intrazellulire

Azidose herbeifiihren (siehe Abbildung 2.9).

Spulung mit NH,* Auswaschen ohne NH,*

Abbildung 2.9: Prinzip der pH;-Anderungen durch Gabe und Entzug von NH,Cl-haltiger Tyrodelésung.

Wihrend die Zellen mit den Losungen iiberspiilt wurden, wurde der in den Zellen befindliche
pH-Farbstoff mit Laserlicht der Wellenlédnge 488 nm angeregt und die emittierte Fluoreszenz
bei 580+40 nm gemessen. Anderungen des pHj-Wertes sind entweder als Anderungen der

normalisierten Fluoreszenz, F/F, angegeben (F, ist die Fluoreszenz zu Versuchsbeginn) oder
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als geeichte pH;-Werte (s. u.). Ein Abfall von F/F, zeigt dabei einen Abfall von [H']; an
(Anstieg des pHi;-Wertes, Alkalose), ein Anstieg von F/F, entsprechend einen Anstieg von
[H']; (Abfall des pH;-Wertes, Azidose).

2.5.4 Kalibrierung des Carboxy-SNARF-1-Fluoreszenzsignals

2.5.4.1 Prinzip
Die primir erhobenen Daten waren keine pH;-Werte, sondern lediglich Anderungen der

Carboxy-SNARF-1-Fluoreszenz. Die Eigenschaften von Carboxy-SNARF-1 dndern sich im
Inneren von Kardiomyoyzten (verglichen mit den in-vitro-Eigenschaften des Farbstoffs). Um
aus dem Rohwert der Carboxy-SNARF-1-Fluoreszenz den korrekten pH-Wert zu berechnen,
war daher eine in situ-Kalibrierung erforderlich. Dazu wurde die sog. Nigericin-Methode
angewandt, die darauf beruht, dass das K'/H -Ionophor Nigericin in kurzer Zeit zu einem fast
vollstandigen Ausgleich der [H'] (und der [K']) zwischen Extra- und Intrazellulirraum fiihrt.
Dies bedeutet, dass man mit einer extrazelluliren Losung, die Nigericin enthilt, den
intrazelluldren pH-Wert vorgeben kann. Zur Vermeidung eines storenden Einflusses eines
transmembraniren [K ']-Gradienten auf den pH; ist eine hohe [K'] (ca. 150 mM; entspricht der
intrazelluldren [K']) in der extrazelluliren Losung erforderlich. Unter diesen Bedingungen
entspricht das Fluoreszenzsignal der tberspiilten Zellen dem jeweiligen pH-Wert der
extrazellularen Losung (Thomas et al. 1979; Blank et al. 1992). In den hier vorgestellten
Untersuchungen war in den Eichlosungen neben Nigericin (10 uM) zusitzlich das K'-
Tonophor Valinomycin (10 uM) enthalten (s. u.), um einen Ausgleich der [K'] der intra- und
extrazelluliren Losung zu erleichtern und somit auch eine schnellere und mdglichst
vollstindige Angleichung von intra- und extrazellulirem pH (liber Nigericin) zu

gewdhrleisten.

2.5.4.2 Durchfiihrung
Zur Kalibrierung wurden die Kardiomyozyten zuerst mit Carboxy-SNARF-1 beladen, wie

oben beschrieben. Es folgte eine Uberspiilung der Zellen zuniichst mit Tyrodeldsung und
anschlieend mit den Eichlésungen, die pH-Werte von 6,1, 6,5, 7,0, 7,5 und 8,0 aufwiesen.
Die Eichlosungen hatten folgende Zusammensetzung (mM): 140 KCI, 1 MgCl,, 0,5 EGTA,
20 Hepes, 0,01 Nigericin, 0,01 Valinomycin. Bei pH 6,1 und 6,5 wurde 20 mM Pipes anstelle
von 20 mM Hepes als pH-Puffer verwendet. Nigericin und Valinomycin wurden den

Eichlésungen aus Stammldsungen (10 M in Ethanol bzw. 102 M in DMSO) zugesetzt.
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2.5.4.3 Eichkurven
Aus den Fluoreszenzintensitéten und den entsprechenden pH-Werten wurden drei Eichkurven

erstellt, jeweils flir die ganze Zelle, den Kern sowie den Perinukleus. Mit Hilfe dieser
Eichkurven konnten die Fluoreszenzwerte in die pH;-Werte bzw. die [H+]i umgerechnet

werden.

2.6 Auswertungen
2.6.1 Einschlusskriterien

Es wurden nur solche Zellen gemessen und analysiert, 1) die ausreichend mit dem Farbstoff
beladen waren, 2) die eine sichtbare Querstreifung aufwiesen, 3) die als Antwort auf
elektrische Stimulation rhythmisch kontrahierten (dies wurde vor der eigentlichen Messung
tiberpriift, wiahrend der Messung war die Stimulation ausgeschaltet), 4) die wéhrend des
Versuchs nicht spontan kontrahierten und 5) die nach dem Uberspiilen mit den verschiedenen

Losungen ihre Position nicht verdnderten.

2.6.2 Analyse der pH-Anderungen in verschiedenen subzelluliiren Regionen der
Kardiomyozyten

Zur Untersuchung der subzelluliren Anderungen des pH-Wertes nach Gabe und Entzug von

NH4Cl wurden SNARF-Fluroreszenzidnderungen in den folgenden Regionen der Zellen

gemessen und analysiert: 1) in der gesamten Zelle, 2) im Zellkern (Nukleus), 3) im

perinukledren Bereich (Perinukleus), 4) im subsarkolemmalen Bereich, und zwar auf jeder

Seite der Zelle, und 5) im zentralen Zytoplasma (Zentrum) (siehe Abbildung 2.10).
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Subsarkolemmaler
Bereich

Zentrum Perinukleus

Nukleus

Abbildung 2.10: gemessene Regionen von Myozyten

2.6.3 Berechnung der Zeitkonstante 1, des pH; und von Jy bei pH 6,9

Die Anderungen der Fluoreszenzintensitiiten in den verschiedenen Regionen wurden mit Hilfe
des Computerprogramms "Igor" ausgewertet. Durch die Eichkurven, die durch die
Kalibrierung des Carbox-SNARF-1-Fluoreszenzsignals jeweils fiir ganze Zellen, den Zellkern
sowie den Perinukleus aus den Fluoreszenzintensititen und den entsprechenden pH-Werten
erstellt wurden, wurden die Rohdaten der Zellen von Fluoreszenzintensitdten F/Fy zu den pH;-
Werten bzw. der [H']; umgerechnet. Die Fluoreszenzintensititen der subsarkolemmalen und
zentralen zytoplasmatischen Regionen wurden anhand der Eichkurve fiir ganze Zellen zu den
pHi-Werten umgerechnet, die Fluoreszenz des Zellkerns anhand der Eichkurve fiir den

Zellkern und die Fluoreszenz des Perinukleus anhand der Eichkurve fiir den Perinukleus.

Ju ist die Rate des Protonen-Efflux (in mM/min). Jy bei pH; 6,9 bedeutet die Rate des
Protonen-Efflux bei pH; 6,9 in der Bikarbonat-freien, HEPES-gepufferten Losung. Die Rate
stellt ein quantitatives MaB fiir die Aktivitdt des NHE1 bei einer intrazelluldren Azidose dar
(Lagadic-Gossmann et al. 1992). Nach Bevensee und Boron (1995) ist die Anderung des pH;
nach einer intrazelluldren Azidose (dyu; / dt) von der Geschwindigkeit des H'-Efflux durch

die Membran und der intrazellularen Puffer-Kapazitdt (83;) abhéngig:

dei/dt:JH/Bi

Danach ist Jy:
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JH=dei /dt *

Die intrazelluldre Puffer-Kapazitit (3;) wurde von Zaniboni und Mitarbeitern in Kaninchen-
Kardiomyozyten bestimmt. Sie betrdgt ca. 30 mM/pH-Einheit bei pH 6.9. (Zaniboni et al.
2003b)

2.6.4 Statistik

Die erhobenen Daten sind als arithmetischer Mittelwert £ mittlerer Fehler des Mittelwertes
(standard error of mean, S.E.M.) angegeben und dargestellt. Der Vergleich zwischen 2
Gruppen erfolgte mittels Analyse liber den Student-T-Test. Bei einem Vergleich mehrerer
Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Newman-Keuls-Test
durchgefiihrt. ~ Unterschiede =~ zwischen = den  Gruppen  wurden  bei  einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0.05 als signifikant angesehen.
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2.7  Western-Immunoblot-Analyse der NHE1-Expression

Um die Expression des NHE-1 im Vorhof- und Ventrikelmyokard zu untersuchen, wurden

Immunoblots (Western Blots) durchgefiihrt.

2.7.1 Material

2.7.1.1 Puffer

Puffer Substanz Konzentration Firma (Bestellnummer)
Homogenisationspuffer NP 40 (IPEGAL CA-630) 1% Sigma (#1-3021)
Glycerol 10% Sigma (#G-5516)
NaCl 137 mM Fluka (#71381)
Tris-HCI pH=7, 4 20 mM Roth (#4855.2)
NaF 20 mM Sigma (#S-7920)
Natriumorthovanadat 1 mM Sigma (#S-6508)
Natriumpyrophosphat I mM Sigma (#S-6422)
B-Glycerophosphat 50 mM Sigma (#G-6251)
EDTA pH=8 10 mM Sigma (#E-5134)
EGTA pH=7 1 mM Sigma (#E-0369)
Aprotinin (MW=651,2) 4 pg/ml Sigma (#A3428)
Leupeptin (MW=475,6) 4 pg/ml Sigma (#L-2023)
Pepstatin A (MW=685,9) 4 pg/ml Sigma (#P-4265)
PMSF (MW=174,2) 1 mM Sigma (#P-7626)
Transferpuffer Tris-Base 32,5 mM Roth (#4855.2)
Glyzin 192 mM Roth (#3908.3)
Methanol 20% Merck (#1.06012.1000)
Laufpuffer Tris-Base 25 mM Roth (#4855.2)
Glyzin 192 mM Roth (#3908.3)
SDS 3,5 mM Sigma (#39575)
TBST-Puffer NaCl 50 mM Fluka (#71381)
Tris-Base 20 mM Roth (#4855.2)
Tween 0,1% Sigma (#P-1379)
4x Lammli-Puffer EGTA 16 mM Sigma (#E-0369)
SDS 4% Sigma (#39575)
Tris, pH 6, 8 40 mM Roth (#4855.2)
DTT 16 mM Sigma (#D9163)
Glycerol 2% Sigma (#G-5516)
1% Bromophenolblau 0,05% Sigma (#A3650)

Tabelle 2.7: Puffer fiir die Western-Blot-Analyse
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2.7.1.2 Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse
Zum Nachweis des NHE-1 wurde ein polyklonaler Antikdrper der Fa. Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) verwendet: NHE-1 (T-20) (Bestellnummer: sc-16096).
Der Antikérper stammt aus Ziegen und ist gegen eine Peptidsequenz des N-Terminus des
humanen NHE1 gerichtet. Als sekundédrer Antikérper wurde ein polyklonaler, Meerrettich-
Peroxidase-konjugierter Anti-Ziege-IgG-Antikorper aus Eseln eingesetzt
((Invitrogen/Molecular Probes, Bestellnummer: A-21467). Zur Normalisierung der NHE-1-
Expression wurde die Expression der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
und von Calsequestrin bestimmt. Zum Nachweis von GAPDH und Calsequestrin
wurde ein monoklonaler Anti-GAPDH-Antikorper aus Méusen (Bio Trend, Koln,
Bestellnummer: 4699-9555) bzw. ein polyklonaler Anti-Calsequestrin-Antikorper aus

Kaninchen (Dianova, Bestellnummer: PA1-913 ABR) verwendet.

Antikorper Verdiinnung in 0,5% MP 10 ml Firma (Bestellnummer)
Anti-NHE1 (T-20) 1: 3000 Santa Cruz Nr. sc-16096
Anti-Ziege-1gG 1: 3000 Invitrogen Nr. A-21467
Anti-GAPDH 1: 6000 Bio Trend Nr.4699-9555
Anti-Calsequestrin 1: 20000 Dianova Nr. PA1-913
Anti-Maus-IgG 1:10000 Amersham NA 931
Anti-Kaninchen-IgG 1:10000 Amersham NA 934

Tabelle 2.8: Antikorper und deren Verdiinnungen fiir das Western Blotting

2.7.1.3 Humanmyokard
Die Bestimmung der Proteinexpression des NHE-1 mittels der Western-Blot-Methode fand

am humanen Myokard statt. Es wurden 12 Proben aus insuffizientem Ventrikelmyokard (EF<
40%) untersucht, die aus zwei Gruppen von 6 Patienten mit DCM (= dilatative
Kardiomyopathie) und 6 Patienten mit ICM (= ischdmische Kardiomyopathie) bestanden,
sowie 6 Proben aus nicht-insuffizientem Ventrikelmyokard. Das insuffiziente
Ventrikelmyokard wurde im Rahmen von Herztransplantationen aus den explantierten Herzen
gewonnen. Die Herztransplantationen wurden in der Klinik fiir Thorax- und
Kardiovaskularchirurgie am Herz- und Diabeteszentrum des Landes NRW, Bad Oeynhausen
(Leitung: Prof. Dr. Reiner Korfer) durchgefiihrt. Nach der Entnahme aus dem Thorax wurden
die explantierten Herzen sofort in Sauerstoff-gesittigte und gekiihlte BDM-haltige Losung
iiberfiihrt. Dann wurde im Labor nach leichter Sduberung das Herz in Vorhof- und

Vertrikelgewebe getrennt und bei -80°C eingefroren. Die nicht-insuffizenten Ventrikelproben
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stammten von Spenderherzen, die fiir eine Transplantation vorgesehen waren, die aber dann
kurzfristig aus technischen Griinden nicht verwendet werden konnten.

AuBlerdem wurden Untersuchungen zur NHE1-Expression an 10 humanen Vorhofproben
durchgefiihrt. Die Proben stammten von Patienten mit Sinusrhythmus und normaler
Pumpfunktion (EF > 50%). Die nicht-insuffizienten Vorhofmyokard-Proben fielen bei
Bypass- oder Klappenersatz-Operationen der Abteilung Thorax-, Herz- und GefaBchirurgie
(Leiter: Prof. Dr. Friedrich Schondube) im Universititsklinikum Gdottingen aus
operationstechnischen Griinden an.

Alle Patienten, von deren Herzen Gewebeproben verwendet wurden, haben vor der Operation
ihr schriftliches Einverstindnis fiir die Verwendung der Gewebeproben erklart. Durch die
Ethikkommission des Universitédtsklinikums Gottingen wurden die Vorhaben zur Entnahme

von Gewebeproben zu wissenschaftlichen Zwecken genehmigt (AZ 31/9/00 und 21/10/00).

2.7.2 Durchfiithrung des Western Blots

2.7.2.1 Proben-Homogenisierung
Fiir jede Homogenisierung wurde der Homogenisierungsspuffer (HP) frisch angesetzt, und

alle Schritte wurden unter Kiihlung (auf Eis) durchgefiihrt. Die bei -80°C gelagerten
Myokardproben wurden auf Eis aufgetaut und dann jeweils in einen Mikro-
Handhomogenisator mit 50 pl HP gegeben und mechanisch homogenisiert. Danach wurde die
Suspension bei 4°C fiir 3 Minuten bei 8000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefd3 dekantiert. Das Pellet wurde in 50 ul HP weiter homogenisiert und
anschlielend wieder bei 4° C fiir 3 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. Diese Schritte wurden 2-
3 Mal wiederholt. AnschlieBend folgte eine Zentrifugation der gesammelten Uberstinde fiir 5
Minuten bei 14000 g. Zum Schluss wurde der Uberstand bei -80°C aufbewahrt.

2.7.2.2 Proteinbestimmungen
Die Proteinkonzentration der Homogenate wurde nach der Methode von Lowry (Lowry et al.

1951) mittels Photometrie bei 562 nm quantitativ bestimmt. Das Prinzip der Methode beruht
auf einer Oxidation des Proteins durch Cu>". Es entsteht ein Protein-Cu’-Komplex, der mit
dem Reagenz Bicinchonin einen violett-blauen, wasserloslichen Komplex bildet. Es gibt
einen direkten, proportionalen Zusammenhang zwischen der Violettfarbung und der

Proteinkonzentration. Die Violettfirbung kann dann mittels Photometrie ausgewertet werden.
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Aus einem bekannten Standard (Rinderserumalbumin) wurde eine Eichgerade erstellt und
eine lineare Regression durchgefiihrt. AnschlieBend wurden damit die Proteingehalte der

Homogenate quantifiziert.

2.7.2.3 Blotten
Der Western Blot gliederte sich in drei Arbeitsschritte. Im ersten Schritt wurden die Proteine

der Homogenate in einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Im zweiten Schritt wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und immobilisiert. Diese Methode
wurde von Towbin et al. (1979) entwickelt. Sie hat den Vorteil, dass die transferierten
Proteine fiir die Antigen-Antikorper-Reaktionen auf der Membran leichter zugénglich sind als
im Gel. Der dritte Schritt war der immunchemische Nachweis der Proteine durch Antikorper.
Dazu wurde eine sog. “Sandwich*“-Methode mit 2 Antikdrpern angewendet, bei der der an das
elektrotransferierte Protein gebundene proteinspezifische primére AntikOrper von einem
Zweitantikorper gebunden wird, der an das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt ist.
Durch eine Enzymreaktion, bei der Lumineszenz entsteht, kann dann das Protein

nachgewiesen werden.

2.7.2.3.1 Elektrophorese
Die Proteine wurden nach der Methode von Lammli (Ldmmli 1970) in einem Trenngel (10%)

vertikal elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden jeweils 20 pg Proteinen einer Probe mit
dem gleichen Volumen 4x Ldmmli-Puffer vermischt, mit HP auf das gleiche Volumen
gebracht und in die Taschen des SDS-Trenngels (10%) pipettiert. Als
Molekulargewichtsmarker diente ein Proteinstandard (BioRad Precision Protein Standard,
Ca# 161-0372; Control 92619; 10-250 kD). Danach erfolgte die Elektrophorese in einer mit
Laufpuffer gefiillten Elektrophoresebox bei 20-30 mA und 70-100 Volt. Die Elektrophorese
dauerte ca. 1 Stunde, bis die blaue Lauffront am unteren Rand der Glasplatten herausgelaufen

war.

2.7.2.3.2 Elektrotransfer
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend im sog. Semidry-

Verfahren vom Trenngel durch Filterpapiere auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert.
Das Transfersandwich war wie folgt zusammengesetzt: Kathode, 2 Filterpapiere (Whatman),
Gel, Nitrozellulose-Membran, 2 Filterpapiere, Anode. Die Elektrophoresebox wurde in Eis

gestellt. Der Transfer fand bei 150 mA und 4°C {iber Nacht statt.

52



2.7.2.3.3 Immunchemischer Nachweis der Proteine
Um spiter unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurde die Nitrozellulose-Membran nach

dem Elektroblotten mit Blockpuffer (5%igem fettfreiem Milchpulver in IXxTBST (Tris-
gepufferte Salzlosung)) bei 4°C fiir 3 Stunden inkubiert. Nach 2 x 10-miniitigem Waschen mit
IxTBST erfolgte die Inkubation mit dem primdren Antikdrper (NHE-1 (T-20), Verdiinnung
1:3000) bei 4°C tiber Nacht. Zum Auswaschen der ungebundenen Antikorper wurde die
Nitrozellulose-Membran anschlieBend mit 1XTBST fiir 3 x 10 Minuten gewaschen. Danach
wurde die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper (Anti-Ziege-IgG, Verdiinnung 1:3000) bei
Raumtemperatur fiir 60 Minuten durchgefiihrt. Es folgte erneut ein 4 x 10-miniitiges Waschen
in IxTBST.

Zur Normalisierung der Proteinexpression des NHE-1 wurden aulerdem GAPDH und CS
nachgewiesen. Dazu erfolgte eine 30-miniitige Inkubation mit dem jeweiligen
Primérantikdrper, und anschlieBend eine 60-miniitige Inkubation mit Anti-Maus-IgG (fiir
GAPDH) oder Anti-Kaninchen-IgG (fiir CS) mit den oben genannten Verdiinnungen (siche
Tabelle 9).

2.7.2.4 Filmen
Zur Quantifizierung der Proteine wurde eine Chemolumineszenzreaktion mit ECL-Losung

(ECL = enhanced chemoluminescence; Luminol:H,O, = 1:1 gemischt) ausgelost. Wahrend
einer 4-5-miniitigen Inkubation der Membran mit der ECL-Ldsung erfolgte eine Oxidation
des Luminols durch das an die sekunddren Antikorper gekoppelte Enzym
Meerrettichperoxidase. Dadurch entsteht Chemolumineszenz. Zur Detektierung der
Chemolumineszenz wurde ein Film belichtet und entwickelt. Der Schwirzungsgrad der
Proteinbanden entspricht der Proteinkonzentration. Bei den hier durchgefiihrten Experimenten

wurden meistens 15 Sekunden Belichtungszeit benotigt.

2.7.3 Analyse und Auswertung

Zur Analyse wurden die Banden mit einem CCD-Kamerasystem (Multiimager,
Alphalnnotech) digitalisiert und quantifiziert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden
mit der Varianzanalayse (ANOVA) gefolgt von einem Newman-Keuls-Test iiberpriift. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0.05 wurde als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Beladung der Kardiomyozyten mit carboxy-SNARF-1

Abbildung 3.1 zeigt als Beispiel zwei isolierte Ventrikelmyozyten von Kaninchen. Die Bilder
wurden nach einer 25-miniitigen Beladung mit dem pH-Farbstoff carboxy-SNARF-1/AM-
Azetat (9 uM) gemacht. Die ZellgroBe liegt innerhalb des normalen Bereiches (Tytgat 1994):
die Zellen waren 25,0+0,4 um breit und 134,5+1,5 um lang (n=400 Zellen). Die Zelle links
(siche Abbildung 3.1) zeigt eine inhomogene SNARF-Fluoreszenz. Man erkennt darin einen
ovalen, dunklen Bereich, der einem Zellkern entspricht (N, Nukleus). Der Kern wird zu
beiden Seiten eingefasst von Bereichen mit sehr starker Fluoreszenz, die als perinukledre
Regionen (P) bezeichnet werden. Die perinukledren Regionen erhdhter Fluoreszenz
entsprechen vermutlich den perinukledren Mitochondrien, da die gleichen Regionen auch
sichtbar werden, wenn man die FAD-abhingige Autofluoreszenz der Mitochondrien misst.
Das iibrige Zytosol ist durch geringere Fluoreszenz gekennzeichnet. Nicht alle Myozyten
zeigten eine derartige Verteilung der SNARF-Fluoreszenz. Ein Teil der Myozyten war
beladen wie die Zelle auf der rechten Seite (siehe Abbildung 3.1). In diesen Myozyten war ein
Zellkern nicht erkennbar. Stattdessen zeigte sich ein regelméBiges, gitternetzartiges Muster
mit Bereichen hdherer und niedrigerer Fluoreszenz. Die Bereiche hoherer Fluoreszenz
entsprechen dabei den Mitochondrien, die Bereiche niedrigerer Fluoreszenz dem Zytosol.

Zur Auswertung der SNARF-Fluoreszenz wurde das iiber die gesamte Zelle gemittelte
Fluoreszenzsignal  analysiert. Aullerdem  wurden Fluoreszenzsignale aus dem
subsarkolemmalen (SS) und zentralen Bereich der Zelle miteinander verglichen. In Myozyten,
die eine inhomogene SNARF-Fluoreszenz aufwiesen, wie sie in Abbildung 3.1 (links) zu
sehen ist, wurden neben dem Ganzzellsignal und den Fluoreszenzsignalen aus dem
subsarkolemmalen (SS) und zentralen Bereich der Zelle auch das Fluoreszenzsignal des

Zellkerns und der perinukledren Region analysiert.
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Abbildung 3.1: Bilder von Ventrikelmyozyten, die mit carboxy-SNARF-1 beladen waren.

Links: Inhomogenititen in der SNARF-Fluoreszenz. N, Nukleus; P, Perinukledrer Bereich. Rechts: Zelle ohne

sichtbaren Kern.

3.2 Kalibrierung

3.2.1 Ganze Zelle

Anderungen des pH; werden als Anderungen der carboxy-SNARF-1-Fluoreszenz sichtbar.
Die pHi-Anderungen konnen entweder als normierte Fluoreszenzinderungen (F/F,, dabei
stellt Fop den Fluoreszenzwert zu Beginn der Messung dar) quantifiziert werden oder als
geeichte pHi-Werte. Abbildung 3.2A zeigt eine Eichkurve, die durch in situ Kalibrierung
(sieche Material und Methoden 2.5.4) in 16 Ventrikelmyozyten gewonnen wurde. Die
Messwerte sind Mittelwerte der iiber die gesamte Zelle gemittelten Fluoreszenzdnderungen.
Die Kurve stellt einen Fit der Hill-Gleichung an die Messwerte dar. Der K s-Wert betragt 102
nM H' (pH = 6,99). Aus der Eichkurve 148t sich auBerdem der pH;-Wert der Ventrikelzellen
unter Ruhebedingungen, d.h. zu Beginn der Messungen (F/F = 1,0), ablesen. Er betriagt ~7,2.
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Abbildung 3.2: Eichkurven fiir die carboxy-SNARF-1-Fluoreszenz in Ventrikelmyozyten.
A. Eichkurve fiir die SNARF-Fluoreszenz gemittelt {iber die gesamte Zelle (n=16). B. Eichkurven fiir die lokale

SNARF-Fluoreszenz im Zellkern (rot) und in der perinukledren Region (blau) (n=10).

3.2.2 Zellkern und perinukleire Region

In Zellen, in denen der Zellkern und die perinukledre Region deutlich unterschiedlich gefarbt
waren (z.B. Abbildung 3.1 links), wurden zudem Eichkurven fiir lokale
Fluoreszenzidnderungen im Zellkern und in der benachbarten perinukledren Region ermittelt
(n=10). Diese Eichkurven sind in Abb. 3.2B dargestellt (rot: Zellkern; blau: Perinukleus). Die
beiden Kurven zeigen einen dhnlichen Verlauf. Die Kos-Werte betragen 173 nM H' (pH =
6,76) fiir den Zellkern und 109 nM H"™ (pH = 6,96) fiir den Perinukleus. Fiir die pH-Werte
unter Ruhebedingungen ergeben sich Werte von ~6,9 fiir den Kern und ~7,0 fiir die

perinukleédre Region.

3.3 Die Bestimmung der NHE-1-Aktivitit mit Hilfe des NH,Cl-Saurepuls-
Protokolls

3.3.1 Globale pH-Anderungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten wiihrend eines
NH4CIl-Séiurepuls-Protokolls

In Abbildung 3.3 A sind die originalen Bilder eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten wéihrend
eines NH4Cl-Saurepuls-Protokolls zu sehen. Dabei befand sich die Zelle zum Zeitpunkt von

Bild a in normaler Tyrodelosung (der 1. Schritt), zum Zeitpunkt von Bild b, dem Zeitpunkt
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der niedrigsten Fluoreszenz, in Tyrodelosung mit NH4CI (20 mM) (der 2. Schritt), und zu den
Zeitpunkten von Bild ¢, d und e wieder in normaler Tyrodelosung (der 3. Schritt) (siche

Tabelle 3.1).

Schritt 1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt
Losung Tyrodelosung Tyrodelosung mit NH,Cl | Tyrodelosung
Dauer 5 Minuten 5 Minuten 10 Minuten
Abbildung A b c,d, e

Tabelle 3.1: NH,CI-Séiurepuls-Protokoll

Auf den Bildern kann man erkennen, dass die Zelle nach Gabe von NH4Cl (20 mM, Bild b)
deutlich dunkler wurde als in normaler Tyrodelosung (Bild a). Unmittelbar nach dem
Auswaschen des NH4CI dagegen (Bild ¢) wurde die Zelle deutlich heller als auf den Bildern a
und b. Im weiteren Verlauf des Auswaschens wurde die Fluoreszenz der Zelle dann langsam
wieder normal (Bilder d und e) und kehrte zum Ausgangszustand zuriick. Die Anderungen der
Fluoreszenz der Zelle sind in Abbildung 3.3B dargestellt. Abbildung 3.3C zeigt die
Anderungen des pH;-Wertes, der anhand der Eichkurve errechnet wurde. Die Gabe von 20
mM NH4CI verursachte einen deutlichen Abfall der Fluoreszenz und einen Anstieg des pH-
Wertes; nach dem Auswaschen des NH4Cl erfolgten ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz
und ein Abfall des pH-Wertes. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass NHj3 in die Zelle
diffundiert und Protonen bindet. Das Auswaschen des NHyCl fiihrt dann zu einer
Azidifizierung, da nun NHj aus der Zelle diffundiert und die zuvor gebundenen Protonen

freigesetzt werden (siehe Material und Methoden 2.5.3.4).
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Abbildung 3.3: Anderungen der carboxy-SNARF-1-Fluoreszenz und des pH;-Wertes eines Kaninchen-
Ventrikelmyozyten wiihrend eines NH,Cl-Séiurepuls-Protokolls
A. Originalabbildungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten, B. die Anderungen der globalen Fluoreszenz der

Zelle und C. die Anderungen des globalen pH;-Wertes der Zelle wihrend eine NH,Cl-Siurepuls-Protokolls.
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3.3.2 Globale pH-Anderungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten wiihrend eines
NH4Cl-Siurepuls-Protokolls mit HOE642
Im zweiten Teil des NH4Cl-Séurepuls-Protokolls zur Bestimmung der NHE-1-Aktivitét
wurde der NHE-1-Inhibitor HOE642 (6 uM) verwendet. Abbildung 3.4A zeigt eine Serie
von Originalabbildungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten wéhrend eines NH4CI-
Séurepuls-Protokolls mit HOE642 (6 uM). Die Zeitpunkte der Bilder a bis ¢ entsprechen
denen in Abbildung 3.3A, mit dem Unterschied, dass Bild ¢ in Gegenwart des NHE-1-
Inhibitors HOE642 aufgenommen wurde. Bild d wurde 6 Minuten nach Gabe von HOE642 (6
uM) gemacht, und die Bilder e und f 4 bzw. 8 Minuten nach dem Wechsel zu normaler

Tyrodelosung (sieche Tabelle 3.2)

Schritt 1. Schritt 2. Schritt 3. Schritt 4. Schritt
Losung Tyrodelsg Tyrodelsg mit NH,C1 | Tyrodelsg mit HOE642 | Tyrodelsg
Dauer 5 Minuten 5 Minuten 6 Minuten 10 Minuten
Abbildung | A B c d,e, f

Tabelle 3.2: NH,CI-Séiurepuls-Protokoll mit HOE642 (6 uM)

In Abbildung 3.4B ist die Anderung des pH;-Wertes wihrend des NH4CI-Séurepuls-
Protokolls mit HOE642 (6 uM) dargestellt. Im Vergleich zu Abbildung 3.3 (ohne HOE642)
zeigte sich die Fluoreszenz nach dem Auswaschen des NH4Cl in Gegenwart des NHE-1-
Hemmstoffes HOE642 (6 uM) nahezu unverdndert und der pH;-Wert blieb nahezu konstant
sauer. Erst nach dem Auswaschen des NHE-1-Inhibitors erholte sich der pH-Wert mit einem
exponentiellen Zeitverlauf. Dabei wurde der pH-Wert sogar deutlich alkalischer als zu Beginn

der Messungen (Bild f).
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Abbildung 3.4: Anderungen des pH;-Wertes eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten wihrend eines NH,Cl-
Saurepuls-Protokolls mit HOE642

A. Originalabbildungen eines Kaninchen-Ventrikelmyozyten, B. Die Anderungen des pH;-Wertes der Zelle. C.

Vergleich der NH,Cl-induzierten pH;-Anderungen nach Azidose zwischen dem NH,ClI-Séurepuls-Protokoll ohne
und mit HOE642 (6 uM) (n=29; *, P<0,05)
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In Abbildung 3.4C werden die NH4Cl-induzierten pH;-Anderungen nach Azidose zwischen
dem NH4Cl-Sdurepuls-Protokoll ohne und mit HOE642 (6 pM) verglichen. In 29
Ventrikelmyozyten, die nicht mit HOE642 behandelt wurden, betrug die pH-Erholung in den
ersten sechs Minuten nach Azidose ~0,7-0,9 pH-Einheiten und zwischen 6 und 10 Minuten
nach Azidose ~0,1-0,3 pH-Einheiten. In 11 Ventrikelmyozyten, die in den ersten 6 Minuten
nach dem Auswaschen des NH4Cl mit HOE642 behandelt wurden, betrug die pH-Erholung in
den ersten sechs Minuten nach Azidose ~0,1 pH-Einheiten und zwischen 6 und 10 Minuten
nach Azidose, wiahrend HOE642 ausgewaschen wurde, ~0,3-0,5 pH-Einheiten (beide P<0,05
versus ohne HOE642).

Die Messungen zeigen, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Erholung des
pH-Wertes in den Kaninchen-Ventrikelmyozyten nahezu ausschlieBlich auf der Aktivitit des
NHE-1 beruht. Das NH4Cl-Sdurepulsprotokoll stellt damit unter den gewdhlten
Versuchsbedingungen eine geeignete Methode zur Analyse der NHE-1-abhingigen pH;-

Regulation in den Kardiomyozyten dar.

3.3.3 Globale pH-Anderungen von Kaninchen-Vorhofmyozyten wihrend eines NH,Cl-
Sédurepuls-Protokolls

In Abbildung. 3.5A sind die Originalabbildungen eines Kaninchen-Vorhofmyozyten wéihrend
eines NH4Cl-Sédurepuls-Protokolls zu sehen. Die Bilder a, b, ¢, d und e wurden zu den
gleichen Zeitpunkten aufgenommen wie die in Abbildung 3.3A. Abbildung 3.5B zeigt die
entsprechende pH;-Spur; der Verlauf ist &hnlich wie im Ventrikelmyozyten (Abbildung 3.3C).
In Abbildung 3.5C und D werden die NH4Cl-induzierten pHi-Anderungen und die NHE1-
Aktivitidt zwischen Ventrikel- und Vorhofmyozyten verglichen. Dabei zeigt Abbildung 3.5C
pHmax, PHmin und ApH, und Abbildung 3.5D den Protonen-Efflux bei pHgo (Jone,9). Es gab
keinen nennenswerten Unterschied in Bezug auf pHp.x, pHmin und ApH. Der Protonen-Efflux
bei pH 69 (Joueo) war in Ventrikelmyozyten mit 5,0+0,5 mM/min (n=29) jedoch deutlich
groBer als in Vorhofmyozyten (3,2+0,3 mM/min, n=17, P<0,05).
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Abbildung 3.5: Anderungen des pH;-Wertes bei einer mit carboxy-SNARF-1 beladenen Vorhofmyozyte
eines Kaninchens wihrend eines NH,Cl-Siurepulses ohne HOE642

A. Die originalen Bilder eines Vorhofmyozyten eines Kaninchens; B. die Anderungen des pH;-Wertes der
ganzen Zelle; C. Vergleich der NH Cl-induzierten pH,,.x (links), pHy,;,, (Mitte) und ApH (rechts) zwischen
Vorhof- (weile Balken, n=17) und Ventrikelmyozyten (schwarze Balken, n=29); D. Vergleich der Jyu¢9 nach
Azidose (rechts) zwischen Vorhof- (weile Balken, n=17) und Ventrikelmyozyten (schwarze Balken, n=29); *,

P<0,05
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3.4  Subzellulire pH;-Anderungen wiihrend eines NH,Cl-Siurepuls-Protokolls

Um subzelluldre Anderungen des pH-Wertes wihrend eines NH4CI-Séiurepuls-Protokolls zu
untersuchen, wurden SNARF-Fluoreszenzidnderungen in verschiedenen Regionen der Zellen

gemessen und analysiert (siche Material und Methoden 2.5).

3.4.1 Subzellulire pH;-Anderungen in Ventrikelmyozyten

Abbildung. 3.6A zeigt Originalabbildungen eines Ventrikelmyozyten wéhrend eines NH4ClI-
Saurepuls-Protokolls. Die Bilder a, b, ¢, d und e wurden zu den gleichen Zeitpunkten
aufgenommen wie in Abbildung 3.3A, d.h. vor (a), wihrend (b) und nach (c-e) der Gabe von
NH4CL. In A1 sind der Kern (griin) und die perinukledren Regionen (blau) markiert, in A2 die
subsarkolemmalen (griin) und zentralen Regionen (blau), in denen die subzelluliren SNARF-
Fluoreszenzinderungen bzw. pH;-Anderungen gemessen und analysiert wurden. Abbildung
3.6B zeigt die entsprechenden pH;-Spuren des Nukleus, des perinukledren Bereichs, einer

subsarkolemmalen Region und einer zentralen Region.
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Abbildung. 3.6A, B: Subzellulire pH;-Anderungen in einem Ventrikelmyozyten

Al: Originalbilder eines Ventrikelmyozyten mit einem analysierten Kern (griin) und den perinukledren Regionen
(b). A2: Originalbilder eines Ventrikelmyozyten mit den analysierten subsarkolemmalen (SS, griin) und
zentralen Regionen (blau). B: Die pH;-Anderungen im Nukleus, in einem perinukledren Bereich, in einer

subsarkolemmalen (SS) Region und in einer zentralen Region.
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In Abbildung 3.6C und D werden die NH4Cl-induzierten pH;-Anderungen und die NHE-1-
Aktivitdit zwischen den oben genannten Regionen in den Ventrikelmyozyten miteinander

verglichen. Abbildung 3.6C zeigt pHmax, pPHmin und ApH, Abbildung 3.6D zeigt J,pe, 9.
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Abbildung 3.6C, D: Lokale pHi-Anderungen und lokaler J,u6.9 wihrend des NH4Cl-Siurepulsprotokolls
in Ventrikelmyozyten

C: Vergleich der NH,Cl-induzierten Alkalose (pHp.x C1) und Azidose (pHpy, C2) zwischen den
unterschiedlichen subzelluldren Regionen (n=20; *, P<0,05). D: Vergleich des Jyy60 flir die pHj-Erholung nach

NH,Cl-induzierter Azidose zwischen den unterschiedlichen subzelluldren Regionen (n=20; *, P<0,05)

Es gab keine Unterschiede zwischen den subzelluliren Regionen im Hinblick auf den pHax
nach Gabe von NH4Cl. Er betrug ~8,5-8,9. Die Azidose (pHmin) nach dem Auswaschen des
NH4Cl war jedoch in der perinukledren Region am stirksten ausgeprigt (pH~5,8 versus
pH~6,4-6,7). Sie war signifikant grofer als im subsarkolemmalen Bereich und im Zentrum
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der Zelle. Die Differenz von pHpax und pHuin, ApH, war im perinukledren Bereich mit ~2,9
grofler als in den iibrigen Regionen (~2,0-2,5). Der Unterschied war jedoch nur im Vergleich
zum Nukleus statistisch signifikant. Der Protonen-Efflux bei pHg o war in allen Regionen etwa

gleich groB. Er betrug zwischen 4,6 und 5,2 mM/min.

3.4.2 Subzellulire pH;-Anderungen in Vorhofmyozyten

Abbildung 3.7A zeigt die Originalbilder eines Vorhofmyozyten wihrend eines NH4CI-
Saurepuls-Protokolls. Die Bilder a, b, ¢, d und e wurden zu den gleichen Zeitpunkten
aufgenommen wie in Abbildung. 3.1A, d. h. vor (a), wihrend (b) und nach (c-e) der Gabe von
NH4CI. In A1 sind der Kern (griin) und die perinukledren Regionen (blau) markiert, in A2 die
subsarkolemmalen Regionen (griin, violett) und eine zentrale Region (blau), in denen die
subzelluliren SNARF-Fluoreszenzinderungen bzw. pH;-Anderungen gemessen und analysiert

wurden. Abbildung 3.7B zeigt die entsprechenden pH;-Spuren.
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Abbildung 3.7A,B: Subzellulire pH;-Anderungen in einem Vorhofmyozyten

Al: Originalbilder eines Vorhofmyozyten mit einem analysierten Kern (griin) und den perinukledren Regionen
(b). A2: Originalbilder eines Vorhofmyozyten mit den analysierten subsarkolemmalen (SS, griin) und zentralen
Regionen (blau). B: Die pH;-Anderungen im Nukleus, in einem perinukleiren Bereich, in einer

subsarkolemmalen (SS) Region und in einer zentralen Region.
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Wie in Abbildung 3.6C und D sind in Abbildung 3.7C und D die NH4Cl-induzierten pH;-
Anderungen und die NHE-1-Aktivitit zwischen den oben genannten Regionen in den
Vorhofmyozyten miteinander verglichen. Abbildung 3.7C zeigt pHmax, pPHmin und ApH, und
Abbildung 3.7D zeigt Jype, 9
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Abbidlung 3.7C,D: Lokale pH;-Anderungen und lokaler Jpne,9 wihrend des NH,Cl-Siurepulsprotokolls in
Vorhofmyozyten

C: Vergleich der NH,Cl-induzierten Alkalose (pHp.x C1) und Azidose (pHpy, C2) zwischen den
unterschiedlichen subzelluldren Regionen (n=20; *, P<0,05). D: Vergleich des Jyy60 flir die pHj-Erholung nach

NH,Cl-induzierter Azidose zwischen den unterschiedlichen subzelluldren Regionen. (n=16; *, P<0,05).

In Abbildung. 3.7C ist zu sehen, dass die durch NH4Cl-Saurepuls induzierte Alkalose (pHmax)
zwischen den verschiedenen Regionen nicht unterschiedlich war. Im Hinblick auf den pHy;n
gab es jedoch deutliche Unterschiede zwischen der perinukledren und allen anderen Regionen

der Vorhofmyozyten, d.h. nach Auswaschen von NH4Cl zeigte sich eine stirkere Azidose
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(pPHmin) 1m Perinukleus als in den anderen Regionen (pH~5,2-5,5 versus pH~6,0-6,4). Beim
Vergleich des NH4Cl-induzierten ApH in den 16 Vorhofmyozyten war der ApH im
Perinukleus ausgeprégt grofer als in allen anderen Regionen (pH~2,5-2,8 versus pH~1,7-2,3).
Der mittlere Wert des Joueo nach NH4Cl-induzierter Azidose in diesen 16 Vorhofmyozyten
betrug in den verschiedenen subzelluliren Regionen zwischen 3,1 und 4,0 mM/min. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede des Protonen-Efflux bei pHgy zwischen diesen

Regionen in der Vorhofmyozyten (Abbildung 3.7 D).

3.43 Vergleich der subzelluliren pH;-Anderungen zwischen Vorhof- und
Ventrikelmyozyten

Die NH,Cl-induzierten pH;-Anderungen und die pH;-Erholung nach einem Siurepuls (als
funktionelles Mal} fiir die NHE-1-Aktivitit) in verschiedenen Regionen der Zelle wurden
zwischen den Vorhof- und Ventrikelmyozyten verglichen. Abbildung 3.8 zeigt Mittelwerte
fir die NH4Cl-induzierte Alkalose (pHmax), die Azidose (pHmin), den ApH und Jpneo nach
NH4Cl-induzierter Azidose. Es zeigten sich deutlich weniger stark ausgeprigte NH4Cl-
induzierte Alkalosen (pHmax) in allen Regionen der Vorhofmyozyten im Vergleich zu den
Ventrikelmyozyten. Aulerdem ergaben sich deutliche Unterschiede des ApH im Zellkern und
Zentrum, die in den Vorhofmyozyten groBer waren als in den Ventrikelmyozyten. Im
Hinblick auf die Azidose (pHmin) zeigten sich keine subzelluldren Unterschiede zwischen den
Vorhof- und Ventrikelmyozyten. Zwischen den Vorhof- und Ventrikelmyozyten wurde
jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied des Jyue9 im Zentrum der Zelle beobachtet, d.
h. ein groBerer Protonen-Efflux bei pH 6,9 (Jpuso) in Ventrikelmyozyten als in

Vorhofmyozyten.
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Abbildung 3.8: Vergleich der subzelluliren pH;-Anderungen und des subzelluliren Jpreo Wihrend des
NH,CI-Siurepulsprotokolls zwischen Vorhof- und Ventrikelmyozyten.

Vergleich der MittelwerteS.E.M. von pHpax (A) , pHmin(B) , ApH (C) und Jpeo (D) der verschiedenen
subzelluldren Regionen zwischen Vorhof- (weile Balken, n=15) und Ventrikelmyozyten (schwarze Balken,

n=20); *, P<0,05

3.5 Die Expression des NHE-1 im humanen Vorhof- und Ventrikelmyokard

Um die Expression des NHE-1 im Vorhof- und Ventrikelmyokard zu untersuchen, wurden
Immunoblots (Western Blots) durchgefiihrt. Um Unterschiede in der Expression zu
detektieren ist es iiblich, das zu untersuchende Protein auf ein House-Keeping-Protein zu
normalisieren. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Normalisierung die Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.
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3.5.1. Vergleich der NHE-1-Expression zwischen nicht-insuffizientem menschlichen
Vorhof- und Ventrikelmyokard

Abbildung. 3.9A zeigt Original-Immunoblots von nicht-insuffizientem, humanen Vorhof- und
Ventrikelgewebe. Das durch den Anti-NHE-1-Antikdrper nachgewiesene Protein bei ~100
kDa ist der NHE-1. Bei der unteren schwarzen Bande bei ~37 kDa handelt es sich um
GAPDH. Abbildung. 3.9B. zeigt die MittelwertexS.E.M. der auf GAPDH normierten NHE-1-
Expression (NHE-1/GAPDH), die anhand von 9 Vorhof- und 6 Ventrikelmyokard-Proben
ermittelt wurden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der NHE-1-Expression

zwischen nicht-insuffizientem Vorhof- und Ventrikelmyokard.

3.5.2 Vergleich der NHE-1-Expression zwischen nicht-insuffizientem und
insuffizientem, humanen Ventrikelmyokard

Um die NHEI-Expression im nicht-insuffizienten und insuffizienten, humanen
Ventrikelmyokard zu vergleichen, wurden Immunoblots mit humanen Proben von nicht-
insuffizientem Ventrikelmyokard (NF) und insuffizientem Ventrikelmyokard von Patienten
mit ischdmischer Kardiomyopathie (ICM) oder dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
durchgefiihrt. Abbildung 3.10A zeigt Original-Immunoblots von NHE-1 und GAPDH.
Mittelwerte der auf GAPDH normierten NHE-1-Expression aus 6 Proben nicht-insuffizenten
Myokards und je 6 ICM- und DCM-Proben sind in Abbildung 3.10B dargestellt. Daraus wird
deutlich, dass die NHE-1-Expression im humanen Ventrikelmyokard bei Herzinsuffizienz

ansteigt.
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Abbildung 3.9: Die NHE-1-Expression im nicht-insuffizienten humanen Vorhof- und Ventrikelmyokard.

A. Original-Immunoblots zur Bestimmung der Expression des NHE-1 (oben) und der GAPDH (unten) in
Homogenaten aus nicht-insuffizientem humanen Vorhof- (A, Atrium) und Ventrikelmyokard (V). B. Vergleich
der MittelwertetS.E.M. der auf GAPDH normierten NHE1-Expression in nicht-insuffizientem humanen Vorhof-

(n=9) und Ventrikelmyokard (n=6; P=N.S.).
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Abbildung 3.10: Die NHE-1-Expression in nicht-insuffizientem und insuffizientem humanen
Ventrikelmyokard.

A. Original-Immunoblots zur Bestimmung der Expression des NHE-1 (oben) und der GAPDH (unten) in
Homogenaten aus nicht-insuffizientem (NF, non-failing) und insuffizientem (ICM, DCM) humanen
Ventrikelmyokard. B. Vergleich der Mittelwerte£S.E.M. der auf GAPDH normierten NHE-1-Expression
zwischen nicht-insuffizientem (n=6) und insuffizientem Ventrikelmyokard (ICM, n=6; und DCM, n=6; *,

P<0,05).
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4. Diskussion

Der Na'/H'-Austauscher (NHE) ist maBgeblich an der intrazelluliren pH-Regulation beteiligt.
In Herzmuskelzellen wird vermutlich ausschlieBlich der NHE-1 exprimiert. Aus
pathophysiologischer Sicht ist der kardiale NHE-1 von besonderer Bedeutung. Seine
Aktivierung spielt eine wichtige Rolle bei Ischdmie-Reperfusionsschdden, dem myokardialen
Remodelling nach Myokardinfarkt und der Entwicklung von Hypertrophie und
Herzinsuffizienz nach mechanischer Uberlastung des Herzens.

Da die Aktivitit des NHE-1 durch die NHE-abhiingigen pH;-Anderungen dargestellt werden
kann, wurden in der vorliegenden Arbeit die NHE-1-abhingigen pH;-Anderungen global und
in verschiedenen subzelluldren Regionen in Vorhof- und Ventrikelmyozyten aus Kaninchen
gemessen, um die NHE-abhidngige pH-Regulation zwischen Vorhof und Ventrikel zu
vergleichen, und um die Frage zu beantworten, ob es subzelluldre Unterschiede in den pH-
Anderungen nach einem Siurepuls gibt und welche Unterschiede sich zwischen
verschiedenen  subzelluliren  Regionen, sowie zwischen Vorhofmyozyten und
Vertrikelmyozyten ergeben. Zur Messung der NHE-1-abhingigen pH;-Anderungen, wurde die
NH4Cl-Saurepuls-Methode mit einer Hepes-gepufferten Losung und einem pH-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff, 5-Carboxy-SNARF®-1, verwendet. Die Spezifitit der Methode fiir die
Messung der Aktivitdit des NHE-1 wurde durch Kontrollexperimente mit einem NHE-1-
spezifischen Hemmstoff, HOE642, nachgewiesen. Die Fluoreszenzinderungen wurden
geeicht und in pH;-Anderungen umgerechnet. Die Kombination von 5-Carboxy-SNARF-1 mit
der Konfokalmikroskopie erlaubte die Messung subzellulirer pH-Anderungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde auBerdem die NHE-1-Expression in insuffizienten und
nicht-insuffizienten humanen Vorhof- und Ventrikelmyokarden mit der Western-Blot-
Methode quantitativ gemessen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit im Einzelnen diskutiert.

4.1 Identifizierung und Quantifizierung der NHE-1-Aktivitiat in den
Kaninchen-Kardiomyozyten

Zur Messung der NHE-1-abhiingigen pH;-Anderungen wurde die NH4Cl-Siurepuls-Methode
mit einer Hepes-gepufferten Losung verwendet. HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsdure) ist eine Protonen-Puffersubstanz. In Hepes-gepuftferter Losung
kann auf Bikarbonat (HCO5") als Puffer verzichtet werden. Dies dient dazu, die Aktivitit des

NBC auszuschalten, der sich ebenso an der Regulierung der intrazelluliren [H'] bei Azidose
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beteiligt. Ohne HCO;™ als Substrat kann der NBC nicht funktionieren. Damit ist die pHj;-
Regulierung bei der durch den NH4Cl-Séaurepuls induzierten Azidose im Intrazelluldrraum
allein durch den NHE-1 hervorgerufen. Dies wurde durch die Experimente in Gegenwart des
NHE-1-spezifischen Hemmstoffes HOE642 (6 uM) (Cariporide) an Ventrikelmyozyten aus
dem Kaninchenherzen in der vorliegenden Arbeit bestdtigt. Wahrend sich der abgefallene
pH;i-Wert ohne HOE642 nach dem Auswaschen des NH4Cl schnell wieder normalisierte, blieb
der pH-Wert in Gegenwart von HOE642 nahezu konstant sauer. Erst nach dem Auswaschen
des NHE-1-Inhibitors erholte sich der pH-Wert. Da Cariporide sich als NHE-1-selektiv erwies
(Scholz et al. 1993; Counillon et al. 1993b; Scholz et al. 1995), zeigen die Messungen, dass
unter den gegebenen Versuchsbedingungen die Erholung des pH-Wertes in
Ventrikelmyozyten von Kaninchen nahezu ausschlie8lich auf der Aktivitdt des NHE-1 beruht
und diese Methode daher zur Bestimmung der NHE-1-Aktivitdt geeignet ist. Dies ist mit
zahlreichen Studien vereinbar, die belegt haben, dass der NHE-1 eine wichtige Rolle bei der
Regulation des pH; in Kardiomyozyten spielt (siehe Einleitung).

In Bezug auf die Konzentration von HOE642 zur Entfaltung der vollen Wirksamkeit
berichteten Scholz et al., dass in vitro am zelluldren Modell die ICsy 0,05 uM betrigt. Zur
vollstdndigen Blockierung des NHE-1 braucht man in vitro 10 uM HOE642 (Scholz et al.
1995). Ahnliche Konzentrationsbereiche fiir die vollstindige Blockierung des NHE-1 wurden
auch von Hoshino und Avkiran beschrieben (Hoshino und Avkiran 2001). In der vorliegenden
Arbeit wurde 6 pM HOE642 verwendet. Nach dem Bericht von Scholz und Mitarbeitern ist es
daher mdglich, damit mehr als 95% der Aktivitdt des NHE-1 zu blockieren. Das Fehlen einer
100%igen Blockade konnte eine Erkldrung dafiir sein, wie es in den vorliegenden
Experimenten beobachtet wurde, dass die pH-Spuren nach dem Auswaschen von NH4Cl in
Anwesenheit von HOE642 eine geringfiigige Erholung zeigten.

Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass die pH-Spuren nach dem Auswaschen von HOE642
eine Alkalisierung der Zelle iiber den pH;-Ausgangswert hinaus zeigten. Dies konnte daran
liegen, dass die Hemmung des NHE-1 durch HOE642 zu einer mehrminiitigen Akkumulation
von Protonen im Intrazelluldrraum fiihrte, welche iiber eine Aktivierung des ERK-p90™*-
Signalweges eine Phosphorylierung des NHE-1 und damit eine Stimulierung seiner Aktivitét
bewirkte (Haworth et al. 2003). So kommt es zu einem iiberschieBenden Ausschleusen der
Protonen aus dem Intrazelluldrraum. Als Folge zeigte sich eine iiber die pH;-Ausgangswerte
hinausgehende Alkalisierung der Zelle.

Ju ist die Geschwindigkeit des H'-Efflux. Jone,o 1st die Geschwindigkeit des H'-Efflux bei pH;
6,9. Laut Leem et al. ist die Aktivitdt des NHE-1 bei einem pH-Wert von 6,9 deutlich erhoht.
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Insgesamt gilt: je sauerer der intrazelluldre pH-Wert ist, desto hoher ist die Aktivitit des
NHE-1 (Leem et al. 1999). J,ue0 kann im Vergleich zu anderen Methoden iiber die qualitative
Messung hinaus direkt die quantitative Aktivitdt des NHE1 bei einer intrazelluldren Azidose
darstellen (Lagadic-Gossmann et al. 1992). J,ueo wurde daher in dieser Arbeit als

quantitatives MaB fiir die Aktivitdt des NHE verwendet.

Zusammenfassend stellt das NH4Cl-Sdurepulsprotokoll damit unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen, d.h. in Abwesenheit von Bikarbonat, eine geeignete Methode zur
Analyse der NHE-1-abhingigen pH;i-Regulationen in Kardiomyozyten dar, die durch die
Experimente mit dem NHE-1-selektiven Hemmstoff HOE642 (Cariporide) nachgewiesen
werden konnte. Dabei wurde die Rate des H'-Efflux bei pH 6,9, Jore,9, als ein funktionelles

Mab fir die Aktivitdt des NHE-1 ermittelt.

4.2  Unterschiede der globalen pH-Anderungen und von J 69 zwischen
Vorhof- und Ventrikelmyozyten

Der physiologische intrazelluldre pH-Wert (pH;) liegt im Bereich 7,1-7,3 (Leem et al. 1999;
Yamamoto et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit befanden sich die pH;-Werte der Zellen zu
Beginn der Messungen unter Ruhebedingungen (pHy) bei ca. ~7,2, d.h. im physiologischen
Bereich. Das spricht dafiir, dass die Zellen in einem guten Zustand waren und dass die
Eichung gelungen war, da sich der pHoe-Wert unter Ruhebedingungen durch die
Fluoreszenzidnderungen (F/Fy = 1,0) aus der Eichkurve ablesen lasst. Der basale pH-Wert war
in Vorhof- und Ventrikelmyozyten nahezu identisch; es gab keine wesentlichen Unterschiede

zwischen den beiden Zelltypen.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass es bei den globalen pH-Anderungen wihrend des
NH4CI-Sédurepuls-Protokolls keine signifikanten Unterschiede von pHpuin, pHmax und ApH
zwischen den Vorhof- und Ventrikelmyozyten gab. Es zeigte sich jedoch ein signifikanter
Unterschied der Rate des H'-Efflux bei pH 6,9, J,u69, zwischen den beiden Zelltypen: Jymuso
war in Ventrikelmyozyten (5 mM/min) deutlich grofer als in Vorhofmyozyten (3,2 mM/min).
Dies bedeutet, dass mehr Protonen pro Zeiteinheit aus der Ventrikelmyozyten als aus den

Vorhofmyozyten eliminiert wurden.

76



Der Unterschied konnte auf das T-tubuldre System zuriickzufiihren sein, das aus transversalen
Einstiilpungen der Oberflichenmembran besteht. Der NHE-1 ist ein Membranprotein.
Petrecca et al. zeigten mittels Immunhistochemie im Rattenmyokard, dass der NHE-1 sich im
T-tubuldren System befindet (Petrecca et al. 1999). Das T-tubuldre System sorgt dafiir, dass
die Oberflichenmembran praktisch iiberall in der Zelle zu finden ist, sich also immer in der
Néhe des Zytoplasmas befindet.

Ein wichtiger Unterschied zwischen Ventrikel- und Vorhofmyozyten betrifft genau das T-
tubuldre System. Vorhofmyozyten besitzen in der Regel keine oder nur sehr wenige T-Tubuli,
wihrend Ventrikelmyozyten ein regelmédfiges T-tubuldres System besitzen (Blatter et al.
2003). Diese physiologische Verteilung der T-Tubli in Ventrikelmyozyten fiihrt dazu, dass
der in den T-Tubuli lokalisierte NHE-1 die Protonen aus dem Zellinneren schnell und effektiv
eliminieren kann. Im Vergleich dazu konnen intrazelluldre Protonen in Vorhofmyozyten nur
iiber die Oberflichenmembran durch den NHE entfernt werden, da sich keine T-Tubli im
Zentrum der Zellen befinden. Die Protonen miissen aus dem Zellinneren zuerst zur
Oberflichenmembran gelangen und die Membrantransporter (den NHE) erreichen, bevor sie
entfernt werden konnen. Es lésst sich schlussfolgern, dass in Zellen mit T-tubuldrem System,
also in Ventrikelmyozyten, mehr Protonen pro Zeiteinheit entfernt werden konnen als in
Vorhofmyozyten.

Diese Erklirung wird auch durch die Ergebnisse der pH-Anderungen in verschiedenen
subzelluldren Regionen der Zellen unterstiitzt. Hier wurden statistisch signifikante
Unterschiede der pH-Anderungen im Zentrum zwischen Ventrikel- und Vorhofmyozyten
beobachtet: Die Jpnso im Zentrum der Ventrikelmyozyten war signifikant groBer als in
Vorhofmyozyten, d.h. dass in Ventrikelmyozyten mehr Protonen pro Zeiteinheit eliminiert
werden konnen als in Vorhofmyozyten.

In der Arbeit von Satoh et al. wurde der Zusammenhang zwischen der Zelloberfliche und
dem Zellvolumen der Kardiomyozyten erforscht. Es wurde gezeigt, dass es eine positive
lineare Korrelation zwischen der Zelloberfliche und dem Zellvolumen unter physiologischen
Bedingungen in jeder Tierspezies gibt (Satoh et al. 1996), und dass das Oberflichen-
Volumen-Verhéltnis in hypertrophen und nicht-hypertrophen Kardiomyozyten unverdndert ist
(Delbridge et al. 1997). In einigen Arbeiten wurde das Oberflichen-Volumen-Verhiltnis in
Vorhof- und Ventrikelmyozyten gemessen. Michailova et al. haben in Vorhofmyozyten vom
Meerschweinchen ein Oberflichen-Volumen-Verhéltnis von 2.56 pF/pl beschrieben
(Michailova et al. 2002). Das ist deutliche kleiner als in Ventrikelmyozyten, die ein
Oberfldchen-Volumen-Verhéltnis im Bereich von 4.58-8.44 pF/pl aufweisen (Satoh et al.
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1996). Ventrikelmyozyten haben also ein 2-4-fach groferes Oberflichen-Volumen-Verhiltnis
als Vorhofmyozyten. Es ldsst sich schlussfolgern, dass sich mehr T-Tubli und damit mehr
NHE-1-Protein in Ventrikelmyozyten als in Vorhofmyozyten ergeben. Das kann erkldren,
warum die Rate des H'-Efflux in Ventrikelmyozyten hoher als in Vorhofmyozyten ist, wie es

in der vorliegenden Arbeit gezeigte wurde.

Es gibt eine weitere mogliche Erkldrung fiir die unterschiedliche Aktivitit des NHE-1
zwischen den Vorhof- und Ventrikelmyozyten: die Dichte des NHE-1 in der Membran von
Ventrikelmyoyzten konnte groBer sein als in Vorhofmyozyten. In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch kein signifikanter Unterschied der Expression des NHE-1 zwischen humanem
nicht-insuffizienten Ventrikel- und Vorhofmyokard durch die Western-Blot-Methode
nachgewiesen. Auch Buckendahl konnte zeigen, dass die mRNA-Expression des NHE-1 in
Proben aus menschlichem nicht-insuffizienten Vorhof- und Ventrikelmyokard keine
signifikanten Unterschiede aufweist (Buckendahl 2006).

Unsere Ergebnisse zur NHE-1-Aktivitdt stammen von Kaninchenmyozyten, die Ergebnisse
zur Expression des NHE-1 jedoch vom menschlichen Myokard. Im Kaninchenmyokard
konnten wir die NHE-1-Expression nicht bestimmen, da kein geeigneter Antikorper zur
Verfligung stand. Es konnte Speziesunterschiede geben, die zu einem Unterschied der NHE-
1-Expression zwischen dem Kaninchenmyokard und dem humanen Myokard fiihren. Es ist
daher nicht auszuschlieBen, dass es im Kaninchenmyokard doch einen Unterschied in der
NHE-1-Expression zwischen Ventrikel- und Vorhofmyokard gibt. Dies sollte in zukiinftigen

Untersuchungen iiberpriift werden, sobald ein geeigneter Antikorper zur Verfiigung steht.

SchlieBlich ist es denkbar, dass die hohere NHE-1-Aktivitdt in den Ventrikelmyozyten auf
eine unterschiedlich starke posttranslationale Modifikation (z.B. Phosphorylierung)
zuriickzufiithren ist. Dies wurde bereits unter pathologischen Bedingungen wie bei der
Herzinsuftizienz gezeigt (Cutaia et al. 1998; Phan et al. 1997; Soleimani et al. 1995 siehe
untern). Diese Autoren haben gezeigt, dass der NHE-1 durch verschiedene Faktoren
(insbesondere Kinasen) direkt oder indirekt stimuliert werden kann. So konnte die erhohte
Gesamtaktivitit des NHE-1 auf eine vermehrte Phosphorylierung des NHE-1 in den

Ventrikelmyozyten zurlickzufiihren sein.
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4.3  Subzellulire pH-Anderungen in Vorhof- und Ventrikelmyozyten

4.3.1 Subzellulire pH-Anderungen in den Ventrikelmyozyten

In Ventrikelmyoyzten, die ein regelméBiges T-tubuldres System besitzen, haben wir keine
oder nur sehr geringe intrazellulire pH-Unterschiede erwartet, da durch das T-tubulére
System praktisch tiberall Oberflichenmembran mit dem NHE-1 vorhanden ist. J,ueo sollte
iiberall in den Ventrikelmyozyten gleich sein. Insbesondere sollte es keinen Unterschied der
Jphe,9 zwischen den subsarkolemmalen und zentralen Regionen der Ventrikelmyozyten geben.
In der vorliegenden Arbeit ergaben sich beim Vergleich der pH-Anderung in den
subzelluldren Regionen in den Ventrikelmyozyten nur wenige signifikante Unterschiede, so
beim pHpin zwischen der subsarkolemmalen und perinukldren Region, sowie zwischen dem
Zellkern und perinuklidren Region. Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte eine subzellulér
unterschiedliche Pufferkapazitit der Regionen sein. Es wurde kein signifikanter Unterschied
bei pHmax und Joueo festgestellt. Joueo zeigte sich iiberall in den Ventrikelmyozyten gleich, so

dass sich die Ausgangshypothese fiir die Ventrikelmyozyten im Wesentlichen bestitigte.

4.3.2 Subzellulire pH-Anderungen in den Vorhofmyozyten

Weil Vorhofmyozyten gar kein oder nur ein sehr schwach ausgeprigtes T-Tubulus-System
besitzen, haben wir erwartet, dass sich moglicherweise subzellulire pH- und Jpneo-
Unterschiede in den Vorhofmyozyten zeigen, insbesondere zwischen dem subsarkolemmalen
und zentralen Bereich. Da es kein T-Tubulus-System im Zentrum der Vorhofmyozyten gibt,
miissen die H'-Ionen aus dem Zentrum der Vorhofmyozyten eine lingere Strecke bis zu den
NHE-Membrantransportern zuriicklegen. Aus diesen Griinden, so unsere Ausgangshypothese,
sollte es bei einer Azidose zu einer Differenz der H'-Konzentration und der JoHe.9 Zwischen
den zentralen und subsarkolemmalen Regionen in Vorhofmyozyten kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden in den Vorhofmyozyten statistisch signifikante
Unterschiede des pHpin und des ApH zwischen der perinukledren Region und den iibrigen
Regionen festgestellt. Zwischen den iibrigen Regionen gab es jedoch kaum pH-Unterschiede,
insbesondere auch nicht zwischen den subsarkolemmalen und zentralen Regionen. Die Jyne.9
zeigte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den verschiedenen subzelluldren Regionen,

sondern sie war in allen Kompartimenten in den Vorhofmyozyten gleich. Der H'-Efflux war
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daher, entgegen unserer Ausgangshypothese, trotz des Fehlens eines T-Tubulus-Systems in

allen subzelluldren Regionen der Vorhofmyozyten etwa gleich grof3.

Swietach und Vaughan-Jones konnten in Experimenten an Ratten-Ventrikelmyozyten einen
longitudinalen intrazelluldren pH;-Gradienten wihrend der Erholung der intrazelluldren
Azidose nach einem Ammoniumchlorid-Puls feststellen, der nach der Normalisierung des pH;
verschwand. Dazu wurden Bedingungen geschafft, die zu einer maximalen Aktivierung des
NHE fithren (37°C, starke Azidose (pH 5); lange andauernde Azidose, die iiber eine
Phosphorylierung des NHE eine zusdtzliche Stimulierung bewirkt). Unter diesen
Bedingungen war die pH-Erholung nach Azidose an den Zellenden stirker ausgeprigt als im
Zentrum der Zelle. Es zeigte sich, dass ein Unterschied der Geschwindigkeit der H'-Extrusion
zwischen den Zellenden und dem Zentrum der Zelle besteht. Dieser Unterschied wurde
dadurch erklart, dass der sarkolemmale NHE-1 die Protonen am Zellende schnell
ausschleusen kann, wihrend die H'-Mobilitéit im Zentrum der Zelle langsamer ist (Swietach
und Vaughan-Jones, 2005). Ihre experimentellen Befunde haben die Autoren anhand von
Computer-Modellen bestdtigt. Mit Hilfe dieser Modelle haben sie auch untersucht, ob
transversale pH-Gradienten zwischen dem subsarkolemmalen Raum und dem Zentrum der
Zelle zu erwarten sind. Sie konnten dies aufgrund der geringen radialen Diffusionsstrecke
ausschliefen. Dies bestitigt die Befunde der vorliegenden Arbeit, in der weder in Ventrikel-
noch Vorhofmyozyten ein transversaler pH-Gradient beobachtet werden konnte.
Zusammengenommen lassen die hier vorgestellten Ergebnisse und die Untersuchungen von
Swietach und Vaughan-Jones (2005) daher den Schluss zu, dass aufgrund der geringen
radialen Diffusionstrecke kein messbarer transversaler pH-Gradient zwischen zentralem und
subsarkolemmalen Zytoplasma zustande kommt. Auch in Vorhofmyozyten, denen ein T-
Tubulus-System fehlt, ist die H'-Extrusion iiber den sarkolemmalen NHE nicht gro genug,
um einen solchen Gradienten zu erzeugen. Hier kommt hinzu, dass die H'-Transportrate

(Jone,9) des NHE signifikant kleiner ist als in Ventrikelmyozyten.

4.3.3 Unterschiede der subzelluliiren Regionen zwischen Vorhof und Ventrikel

Wie im Vergleich der globalen pH;-Anderungen zwischen Vorhof- und Ventrikelmyozyten
waren pHmax, PHmin, ApHmin und Jpneo in allen Regionen in den Ventrikelmyozyten

tendenziell gréBer als in den Vorhofmyozyten. In den meisten Féllen waren diese

80



Unterschiede jedoch nicht statistisch signifikant. Ein signifikanter Unterschied ergab sich
jedoch zwischen subsarkolemmalem und zentralem Zytoplasma. Hier war die pH-Anderung
und die J,ue9 im Zentrum der Ventrikelmyozyten deutlich groBer als in den Vorhofmyozyten,
ghnlich wie beim Vergleich der globalen pH- und Jyueo-Anderungen. Es ldsst sich
schlussfolgern, dass der Unterschied der J,u69 zwischen Ventrikel- und Vorhofmyozenten zu
grofen Teilen an dem Unterschied der Joueo im Zentrum zwischen Ventrikel- und
Vorhofmyozyten liegen kann. Wie vorher erwihnt, ist dies vermutlich auf das Vorhandsein

des T-tubuldren Systems im Zentrum von Ventrikelmyozyten zuriickzufiihren.

Diese Arbeit hat damit wichtige Unterschiede in der globalen und subzelluliren NHE-
abhiangigen pH-Regulation zwischen Ventrikel- und Vorhofmyozyten aufgedeckt.
Ventrikelmyoyzten besitzen eine deutlich groBere NHE-1-vermittelte H'-Elimination (5
mM/min versus 3,2 mM/min in Vorhofmyoyzten). Diese beruht im Wesentlichen auf der
groBeren H'-Elimination aus dem Zentrum der Zellen, was mit dem Vorhandensein des T-
Tubulus-Systems in den Ventrikelmyozyten erkldrt werden kann. Messbare radiale pH-
Gradienten konnten weder in Ventrikel- noch in Vorhofmyoyzten beobachtet werden. Dies
deutet darauf hin, dass die Diffusion von Protonen vom Zellinneren zur Zellmembran, die die
NHE-Transporter enthilt, schnell genung ist, um die im subsarkolemmalen Raum eliminierten

Protonen zu ersetzen.

4.4 NHE-1-Expression in humanem Vorhof- und Ventrikelmyokard

Mit Hilfe der Western-Blot-Methode wurde in der vorliegenden Arbeit eine Quantifizierung
der Proteinexpression des NHE-1 in Ventrikelmyokardproben von Patienten mit und ohne
Herzinsuffizienz (NF, DCM, ICM) sowie in Vorhofmyokardproben von Patienten mit
Sinusrhythmus und ohne Herzinsuffizienz durchgefiihrt. Zur Quantifizierung wurde die NHE-
1-Expression auf die GAPDH-Expression normiert. Beim Vergleich der NHE-1-Expression
von nicht-insuffizientem Vorhof- und Ventrikelmyokard zeigten sich keine Unterschiede,
beim Vergleich der NHE-1-Expression zwischen insuffizientem und nicht-insuffizientem
Vertrikel-myokard konnte hingegen eine statistisch signifikant erhdhte Expression des NHE-1

im insuffizienten Vertrikelmyokard nachgewiesen werden.
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4.4.1 NHE-1-Expression in nicht-insuffizientem Vorhof- und Ventrikelmyokard

Nach unserer Hypothese sollte es, wie zuvor erwidhnt, wegen der histologischen Unterschiede
zwischen Vorhof- und Ventrikelmyozyten (letztere mit einem regelméfBigen T-tubuléren
System und einem groferen Oberflichen-Volumen-Verhiltnis) eine vermehrte Expression des
NHE-1 im Ventrikelmyokard geben. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied der NHE-1-Expression zwischen nicht-insuffizientem Ventrikel-
und Vorhofmyokard beobachtet werden.

Ahnliche Befunde wurden auch von anderen Arbeitsgruppen erhoben. Buckendahl (2006)
zeigte, dass die mRNA-Expression des NHE-1 in Proben aus insuffizientem und nicht-
insuffizientem menschlichen Vorhof- und Ventrikelmyokard nicht unterschiedlich war
(Buckendahl 2006). Microarray-Untersuchungen von Kadb und Mitarbeitern (2004) mit
humanen Vorhof- und Ventrikelmyokardproben konnten insgesamt 549 Gene identifizieren,
die eine unterschiedliche Expression zwischen Vorhof und Ventrikel zeigten. Dabei wurde
jedoch das NHE-1-Gen nicht genannt (Kdib et al. 2004). Gleiches gilt fiir Microarray-
Untersuchungen mit Vorhof- und Ventrikelgewebe aus Méusen (Zhao et al.2002).

Bisher wurde die regional unterschiedliche Expression des NHE-1 kaum untersucht. Die
wenigen Untersuchungen zu diesem Thema deuten jedoch darauf hin, dass es keine
signifikanten Unterschiede der NHE-1-Expression zwischen nicht-insuffizientem Ventrikel-

und Vorhofmyokard gibt.

4.4.2 Unterschiede der NHE-1-Expression zwischen insuffizientem und nicht-
insuffizientem Ventrikelmyokard

In der vorliegenden Arbeit wurde beim Vergleich der insuffizienten (ICM und DCM) und
nicht-insuffizienten Ventrikelmyokardproben eine signifikant erhohte NHE-1-Expression im
insuffizienten Vertrikelmyokard beobachtet.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei zahlreichen Untersuchungen mit verschiedenen
Tierarten erzielt. So wurde im ischdmisch geschidigten ventrikuldren Rattenmyokard eine
vermehrte mRNA-Expression des NHE-1 nachgewiesen (Sandmann et al. 2001). Dyck et al.
(1995) beobachteten, dass Ischdmie zu einer Steigerung der NHE-1-Message fiihrt (Dyck et
al. 1995). Takewaki et al. (1995) konnten an hypertrophen ventrikuldren Kardiomyozyten von
Kaninchen zeigen, dass die mRNA-Expression des NHE-1-erhoht ist und mit einer

Aktivitidtserhohung des NHE-1 einhergeht. Fliegel und Wang (1997) beschreiben, dass
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Druck-induzierte Umbauprozesse im Myokard auch zu einer Steigerung der mRNA-
Expression des NHE-1 fiihren (Fliegel und Wang 1997).

Es gibt allerdings auch einige Untersuchungen, die zeigen, dass eine erhohte Aktivitdt des
NHE-1 nicht immer mit einer erhohten mRNA-Expression einhergehen muss. Yokoyama und
Mitarbeiter (2000) zeigten, dass Ventrikelmyokard von Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz zwar eine hohere Aktivitét nicht aber eine hohere Expression des NHE-1 als
im nicht-insuffizenten Myokard aufwies (Yokoyama et al. 2000). In Glattmuskelzellen wurde
beobachtet, dass eine erhohte NHE-1-Aktivitit auf erhohte Kinase-Aktivitdten zurlickgefiihrt
werden kann (Phan et al. 1997; Soleimani et al. 1995).

Dyck et al. (1995) haben gezeigt, dass moderate Myokardischdmie zu einer Steigerung der
mRNA-Expression des NHE-1 fiihrt, wéhrend bei einer starken Ischdmie (weiter reduzierte
Perfusion des Myokards) dieser Effekt aufgehoben war (Dyck et al. 1995). Es scheint also
nach der initialen Erh6hung der Genexpression des NHE-1 mit der Zunahme der Ischimie des
Myokardes zu einer Senkung der Genexpression des NHE-1 zu kommen. Dies konnte eine
Erklarung dafiir sein, warum in manchen Untersuchungen keine vermehrte Genexpression des

NHE-1 bei Herzinsuffizienz nachweisbar war (z. B. Yokoyama et al. 2000).

Die Regulation der Expression des NHE-1 scheint multifaktoriell und komplex zu sein.
Bisher wurden mehrere die Genexpression des NHE-1 steigernde Faktoren beschrieben: eine
Azidose bei einer Ischdmie (Yang et al. 1996; Fliegel und Frohlich 1993); eine chronische
metabolische Azidose (Moe et al. 1991; Igarashi et al. 1992); eine Aktivierung des RAS
sowie eine folgende Stimulation des AT;-Rezeptors (Sandmann et al. 2001); eine
Druckiiberlast-induzierte Hypertrophie; o;-adrenerge Stimulation; Endothelin und Thrombin
(Fliegel und Wang 1997); ischimische Metabolite (Karmazyn et al. 1996); die Aktivierung
von G-Proteinen (Gg13 und Goq) (Kitamura et al. 1995); die Aktivierung der Proteinkinase C
(Horie et al. 1992; Wakabayashi et al. 1997; Soleimani et al. 1995).

Besonders nach der Klonierung der Promotor-Region des NHE-1-Gens wurden die
Mechanismen der transkriptionellen Regulation des NHE-1 weitergehend erforscht. Dabei
spielt der Transkriptionsfaktor AP-2 eine wichtige Rolle bei der Regulation der Expression
des NHE-1 in Kardiomyozyten (Yang et al. 1996). Nach Fliegel und Wang konnte sowohl die
erhohte Aktivitit als auch die erhohte Expression des NHE-1 nach Gabe von a;-adrenergen

Agonisten, Endothelin, Thrombin sowie nach Druckiiberlast auf AP-2-verursachte
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Anderungen der mRNA-Expression des NHE-1 zuriickzufiihren sein (Fliegel und Wang
1997).

Zusammengefasst ergeben sich dadurch liberzeugende Anhaltspunkte dafiir, dass bei einer
ischdmischen Schéddigung des Myokards eine erhohte mRNA- und Proteinexpression des
NHE-1 — ausgeldst durch verschiedene Faktoren — resultiert mit einer erhohten NHE-1-
Aktivitdit. Da die héufigsten Ursachen fiir eine Herzinsuffizienz die ischdmische
Kardiomyopathie und eine Hypertension sind, kann man davon ausgehen, dass sich eine
vermehrte Proteinkonzentration des NHE-1 im insuffizienten Myokard ergibt, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Es ist jedoch noch nicht klar, wie der genaue
Zusammenhang zwischen der NHE1-Stimulierung und der vermehrten Expression des NHE-1
in verschieden Stadien der Herzinsuffizienz ist.

Die Untersuchungen, die eine Steigerung der Aktivitdt des NHE-1 auch ohne eine erhdhte
Expression des NHE-1 =zeigen, deuten darauf hin, dass es auch posttranslationale

Mechanismen gibt, die zu einer Stimulierung des NHE-1 bei der Herzinsuffizienz fiihren.
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5. Zusammenfassung

Der intrazelluldre pH-Wert (pH;) spielt eine kritische Rolle bei der Aufrechterhaltung der
physiologischen Funktionen der Zelle. Der Na'/H -Austauscher (NHE) ist ein
Membranprotein und schleust Protonen 1:1 im Austausch gegen extrazellulires Na' aus der
Zelle heraus. Er ist maB3geblich an der pH;-Regulation beteiligt. In Herzmuskelzellen wird
vermutlich ausschlieflich der NHE-1 exprimiert. Seine Aktivierung ist pathophysiologisch
von besonderer Bedeutung, insbesondere bei Ischdmie-Reperfusionsschiden und der
Entwicklung von Herzinsuffizienz.

Zu den Fragen, ob es Unterschiede in der NHE-1-abhédngigen, globalen und subzelluldren
pH;- Regulation zwischen Vorhof- und Ventrikelmyozyten gibt, und ob es Unterschiede in der
NHE-Expression zwischen humanem Vorhof- und Ventrikelgewebe und bei verschiedenen
Herzerkrankungen gibt, wurde in dieser Arbeit die subzellulire H'-Homdostase und die
Aktivitdit des NHE-1 in verschiedenen subzelluliren Regionen von Vorhof- und
Ventrikelmyozyten aus dem Kaninchenherzen gemessen und die Expression des NHE-1 in
gesundem und insuffizientem humanen Myokard durch die Western-Blot-Methode gemessen
und verglichen. Die Aktivitit des NHE-1 wurde anhand von NHE-abhingigen pH;-
Anderungen ermittelt in verschiedenen subzelluliren Regionen in Vorhof- und
Ventrikelmyozyten aus Kaninchen. Dazu wurde die NH4CIl-Sdurepuls-Methode in
Verbindung mit einem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff, 5-Carboxy-SNARF®-1,
verwendet. Der FEinsatz der Konfokalmikroskopie erlaubte die Messung subzellulérer
Fluoreszenzidnderungen. Die Spezifitit der Methode wurde durch Kontrollexperimente mit
einem NHE-1-spezifischen Hemmstoff, HOE642, nachgewiesen. Die
Fluroreszenzinderungen wurden geeicht und in pH;-Anderungen umgerechnet. Die Rate des
H'-Efflux bei pH 6,9 (Jyns9) wurde als MaB fiir die Aktivitit des NHE-1 bestimmt.

Es zeigte sich, dass die globale NHE-1-abhéingige-J 69 in Ventrikelmyozyten deutlich grofer
als in Vorhofmyozyten bzw. die J,ue9 im Zentrum der Ventrikelmyozyten signifikant grofer
als in Vorhofmyozyten war. Die subzellulire NHE-1-abhingige-J,us9 war sowohl in den
Ventrikelmyozyten als auch in den Vorhofmyozyten in allen subzelluldren Regionen dhnlich
grof3. Bei den quantitativen Messungen des NHE-1-Proteins wurde ebenfalls kein Unterschied
zwischen humanem nicht-insuffizientem Ventrikel- und Vorhofmyokard durch die Western-
Blot-Methode nachgewiesen. Diese Arbeit hat damit wichtige Unterschiede in der globalen
und  subzelluliren NHE-abhingigen pH;-Regulation zwischen  Ventrikel- und
Vorhofmyozyten aufgedeckt. Ventrikelmyoyzten besitzen eine deutlich groBere NHE-1-

vermittelte H'-Elimination (5 mM/min versus 3,2 mM/min in Vorhofmyoyzten). Diese beruht
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im Wesentlichen auf der groBeren H'-Elimination aus dem Zentrum der Zellen, was mit dem
Vorhandensein des T-Tubulus-Systems in den Ventrikelmyozyten erkldrt werden kann.
Messbare radiale pH-Gradienten konnten weder in Ventrikel- noch in Vorhofmyoyzten
beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass die Diffusion von Protonen vom Zellinneren
zur Zellmembran, die die NHE-Transporter enthdlt, schnell genug ist, um die im
subsarkolemmalen Raum eliminierten Protonen zu ersetzen.

Beim Vergleich der NHE-1-Expression zwischen insuffizientem und nicht-insuffizientem
Vertrikelmyokard konnte eine erhohte Expression des NHE-1 im insuffizienten humanen
Vertrikelmyokard nachgewiesen werden. Dies spricht fiir eine erhohte NHE-1-Aktivitit im
insuffizienten Myokard. Es deutet darauf hin, dass der kardiale NHE-1 ein pharmakologisches
Ziel fiir die Behandlung der menschlichen Herzinsuffizienz darstellen konnte, dhnlich wie

dies in Tiermodellen bereits gezeigt wurde.
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