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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom, der ein Ungleichgewicht zwischen der
Auswurfleistung des Herzens und dem Sauerstoffbedarf der Peripherie zugrunde liegt. Sie war in
Deutschland 2006 der haufigste Grund flr die Hospitalisierung von Patienten (Statistisches
Bundesamt Deutschland, 2008) und gehort derzeit zu den haufigsten und kostenintensivsten
Erkrankungen (Dickstein et al. 2008). Die Framingham-Studie, die mittlerweile seit 1948 lauft, zeigte,
dass ungefahr 0,5-1% der Bevdlkerung in den Industrienationen an Herzinsuffizienz leiden, dabei
steigt die Pravalenz bei Uber 75-Jahrigen auf etwa 10% an (Office for National Statistics, 2000). Die
Prognose der Herzinsuffizienz ist schlecht: Funf Jahre nach Hospitalisierung betragt die Sterblichkeit
etwa 74% (Lee DS et al. 2009). Da die Bevdlkerung immer alter wird, wird es in den nachsten Jahren
zu einer Uberproportionalen Zunahme der Erkrankung kommen und so auch ein zunehmendes
gesundheitsbkonomisches Problem darstellen.

Heute ist bekannt, dass etwa die Halfte der herzinsuffizienten Patienten unter einer Stérung der
diastolischen Funktion (,heart failure with preserved ejection fraction* [HFpEF], Synonym:
diastolische Herzinsuffizienz) leidet. Im Gegensatz zur Herzinsuffizienz mit reduzierter
Ejektionsfraktion (,heart failure with reduced ejection fraction* [HFrEF], Synonym: systolische
Herzinsuffizienz) sind fur die Behandlung der HFpEF keine evidenzbasierten Therapien etabliert
(Hoppe und Erdmann 2010). Vielmehr konzentriert man sich bei der Behandlung auf
zugrundeliegende Erkrankungen (Hypertrophie, Fibrose) und behandelt die Auswirkungen der HFpEF
symptomorientiert (Gaasch und Zile 2004). Der Bedarf nach neuen therapeutischen Strategien ist
daher grol}.

Von besonderer Bedeutung fir die vorliegende Arbeit ist die Komorbiditat von Herzinsuffizienz und
Vorhofflimmern, die etwa 15-19% der herzinsuffizienten Patienten betrifft (Deedwania et al. 1998,
Carson et al. 1993, Middlekauff et al. 1991). So spielt die Herzinsuffizienz neben anderen
Erkrankungen wie Bluthochdruck, Klappenvitien und Ischamien eine entscheidende Rolle fiir das
Auftreten von Vorhofflimmern. Eine Studie ergab eine Komorbiditat von Vorhofflimmern bei etwa 40%
der Patienten im NYHA-Stadium IV (Middlekauff et al. 1991).

Vorhoffimmern ist die haufigste Form von behandlungsbedurftigen Herzrhythmusstérungen in
Europa, derzeit sind etwa 4,5 Millionen Menschen von Vorhofflimmern betroffen (Fuster et al. 2006).
Die Haufigkeit der Erkrankung steigt mit zunehmendem Lebensalter, wobei Uber 40-Jahrige zu 2,3%
betroffen sind, die Pravalenz jedoch ab einem Alter tGber 65 Jahren schon bei 5,9% liegt (Feinberg et
al. 1995). Neben der eingeschrankten Lebensqualitat der Patienten durch subjektive Beschwerden

wie verminderte Belastbarkeit, Palpitationen, Angst- und Schwindelgefihl ist von besonderer
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klinischer Bedeutung die Bildung von Vorhofohrthromben mit einhergehendem Risiko eines
Apoplexes. Vorhofflimmern ist demnach ein Risikofaktor, der mit erhdhter Morbiditat und Mortalitat
einhergeht (Benjamin et al. 1998).

Neben der interventionellen Therapie des Vorhofflimmerns existiert auch eine medikamentése
Behandlung. Diese ist jedoch nebenwirkungsreich, da z.B. Antiarrhythmika der Klassen | und Il ein
ventrikular proarrhythmogenes (Hohnloser und Singh 1995) und negativ inotropes Potential besitzen
und daher, mit Ausnahme von Dronedaron und Amiodaron, bei strukturellen Herzerkrankungen
kontraindiziert sind. Amiodaron, ein potenter Vertreter der Klasse-lll-Antiarrhythmika, ist bekannt fir
erhebliche extrakardiale Nebenwirkungen wie Sehstérungen, Schilddrisenfunktionsstérungen und
Induktion einer irreversiblen Lungenfibrose. Dem Einsatz der aktuellen Antiarrhythmika sind damit
Grenzen gesetzt. Trotz der Markteinfihrung von Dronedaron 2009 ist daher der Bedarf flir neue
Wirkstoffe gro3, auch weil die Zahl der Patienten mit Vorhofflimmern in den nachsten 50 Jahren,
durch einen gréReren Anteil alterer Menschen, wahrscheinlich um das 2,3-Fache ansteigen wird.
Vorhofflimmern und Begleiterkrankungen stellen eine signifikante soziodkonomische Belastung dar,
an die derzeit etwa 0,9 — 2,4% der Gesamtausgaben des ,National Healthsystem“ (NHS) in
Grol3britannien entfallen (Stewart et al. 2004). Wegen des breiten Spektrums an systemischen
Nebenwirkungen stehen in der Arzneimittelentwicklung nun vorhofspezifische lonenkanale als

medikamentoser Angriffspunkt im Fokus.

1.1 Die Herzmuskelzelle

Das Myokard besteht aus verzweigten, quergestreiften und einkernigen Herzmuskelzellen, die ein
dreidimensionales Netzwerk bilden. Die einzelne Zelle ist ein zylindrisches Gebilde von ca. 100 pm
Lange und einem Durchmesser von 15-20 ym, das von einer Zellmembran, dem Sarkolemm,
umgeben ist. Uber die Glanzstreifen, Disci intercalares, sind zwei Herzmuskelzellen an ihren Enden
miteinander verbunden. Diese dienen einerseits als Verankerung der Zellen untereinander,
andererseits ermdglichen sie die Erregungsubertragung. Die rasche Ausbreitung der Erregung Uber
die Zellen wird durch ,gap junctions” ermdglicht, die einen Austausch von lonen und second-
Messenger-Molekilen erlauben. So wird eine rasche Erregungsausbreitung auf den Zellverband
(,single-unit-typ“) ermdglicht, der in einer nahezu synchronen Kontraktion des Zellverbandes

(funktionelles Synzytium) resultiert.

1.1.1 Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle

Das Sarkolemm, das jede einzelne Herzmuskelzelle umgibt, besteht aus einer Doppelschicht von

Phospholipiden und Cholesterin, in der integrale Proteine liegen. Diese Proteine stellen wichtige
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Kanale und Pumpen dar, Uber die Transportvorgédnge zur Signallibertragung zwischen intra- und
extrazellularem Raum erfolgen. Die ionalen Transportvorgdnge kénnen dabei passiv, entlang eines
Konzentrationsgradienten, oder aktiv unter Energieverbrauch ablaufen. Abbildung 1-1 zeigt einen
schematischen Uberblick (iber die Ultrastruktur der humanen Herzmuskulatur. Die Oberfliche des
Sarkolemms ist durch fingerférmige Einstllpungen, die sogenannten transversalen (T-)Tubuli, stark

vergroRert und steht mit dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) im Zellinneren eng in Verbindung.

Subsarkalernmale

tatan Mitochandriurm  T-Tubuli

7

i

r];lll g

ﬁ}

Sarkoplasmatisches
I-Bande Retilulurn A-Bande

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Ultrastruktur der
Herzmuskulatur.

Sarkomere, Myofilamente sowie Mitochondrien und T-Tubuli sind
schematisch dargestellt. (Bild modifiziert nach Bers 2001, Seite 3)

Die Querstreifung der Zellen ergibt sich durch die regelmaflige Anordnung der kontraktilen Filamente,
den Myofibrillen, die hintereinander in Form von Sarkomeren arrangiert sind.

Das Sarkomer, als kleinste Untereinheit der Myofibrillen, wird an seinen Enden durch die Z-Banden
begrenzt und erreicht eine Lange von etwa 1,5-2,2 um. Innerhalb eines Sarkomers lassen sich helle
und dunklere Banden unterscheiden — jedes Sarkomer besitzt zwei halbe |-Banden (isotrop = hell)
und zwei A-Banden (anisotrop = dunkel). Hauptbestandteil der A-Bande ist das ,dicke"
Myosinfilament, das die ,dunnen” Aktinfilamente der |-Bande umfasst. Daruber hinaus enthalt die A-
Bande einen H-Streifen, der ausschlieRlich Myosinfilamente enthalt und einen M-Streifen, in dem die
Myosinfilamente verankert sind. Im Bereich der I-Bande verlaufen Aktinfilamente, die in der Z-Linie
verankert sind. Die parallel zueinander verlaufenden Myofilamente kdnnen das Sarkomer durch
Kontraktion verklrzen bzw. durch Relaxation verlangern.

Auflerdem enthalt die Herzmuskelzelle weitere, fur die Aufrechterhaltung ihrer Funktion unerlassliche

Zellorganellen und Proteine wie Mitochondrien, Golgi-Apparat, Lipofuszin-Granula, Lysosomen,

3
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Peroxisomen, Glykogen sowie das Zytoskelett (Bers 2001).

1.1.2 Elektromechanische Kopplung

1.1.2.1 Kontraktion

Die elektromechanische Kopplung beschreibt den Vorgang von der elektrischen Erregung im Herzen
zur Kontraktion und anschlielenden Relaxation des Myokards. Durch die Kontraktion des Myokards
kommt es zu einem Druckanstieg im Ventrikel. Ubersteigt dieser den systemischen Druck in der
Aorta, kommt es zur Offnung der Aortenklappe und zum Auswurf des Blutes in den Kdrperkreislauf.
Kalzium spielt hierbei als Second Messenger und auch als direkter Aktivator der Myofilamente eine
Schlisselrolle. Folglich spielen Fehlregulationen im Ca?*-Haushalt der Kardiomyozyten eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von kontraktiler Dysfunktion und Arrhythmien (Pogwizd et al.
2001).

Die Kontraktion des Kardiomyozyten wird durch die elektrische Erregung, das Aktionspotential,
eingeleitet. Es beginnt mit der Depolarisationsphase und fiihrt durch die Offnung schneller
spannungsgesteuerter Na*-Kanale (Abbildung 1-2, 1a) entlang des Sarkolemms zu einem steilen
Aufstrich. In der sich anschlieRenden Plateauphase (1b) werden spannungsabhangige Ca?*-Kanéle
(sog. Dihydropyridin (DHP)-Rezeptoren) (2) der sarkolemmalen T-Tubuli gedffnet. Es erfolgt ein
Einstrom von Kalzium ins Zellinnere. Durch die enge Nachbarschaft der DHP-Rezeptoren zum SR
(4), dem intrazellularen Ca?*-Speicher, triggert das von extrazellular eingestromte Kalzium die Ca®*-
Freisetzung aus dem SR (iber Ca®-Freisetzungskanale (sog. Ryanodin-Rezeptoren, RyR2) (3). Das
von extrazellular eingestromte Kalzium stellt unter physiologischen Bedingungen einen kleineren
Anteil (etwa 30%) der intrazellularen Ca?-Konzentration dar. Der weit groRere Anteil wird durch die
Ca*-Freisetzung aus dem SR erzielt. Dieser Mechanismus der Ca*-induzierten Ca?-Freisetzung
wurde erstmals 1975 von Fabiato und Fabiato beschrieben (Fabiatio A und Fabiato F 1975).
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Abbildung 1-2: Elektromechanische Kopplung.

1a: Aufstrich des Aktionspotentials durch Offnung schneller spannungsabhéngiger Na*-Kanale, 1b:
Plateauphase durch Offnung spannungsabhéngiger Ca®*-Kanale des Sarkolemms (DHP-Rezeptoren) (2),
die die Ca?-Freisetzung durch Ryanodinrezeptoren (3) des SR (4) triggern. Die Wiederaufnahme von
Kalzium erfolgt zum Grofteil Gber die Ca?-ATPase des SR (SERCA2) (5) und zum kleineren Teil {iber
den Na*-Ca?-Austauscher (NCX) (6) und der Ca?*-ATPase des Sarkolemm (7). (Bild modifiziert nach Bers
2002, Seite 198)

In Abwesenheit von Kalzium verhindert Tropomyosin die Bindung des Myosinkdpfchens an Aktin. Die
Bindung des freigesetzten Kalziums an Troponin C bewirkt eine Konformationséanderung des
Tropomyosins, die eine Freigabe der Myosinbindungsstelle am Aktinfilament bewirkt und so den
Kontraktionszyklus zwischen den beiden Filamenten einleitet. Des Weiteren bewirkt der Anstieg der
intrazelluldren Ca%-Konzentration eine Aktivierung der Myosin-gebundenen Adenosintriphosphatase
(ATPase), die an das Myosinkdpfchen gebundenes Adenosintriphosphat (ATP) zu
Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat hydrolysiert. Der entstandene Myosin-
ADP-Komplex kann nun an Aktin binden. Unter Abgabe des ADP-Molekdls knickt der Myosinkopf von
90° auf 45° ab, so dass es zur Verschiebung der Filamente gegeneinander kommt, wodurch eine
Kontraktion entsteht. Da das Volumen der Kardiomyozyten zu einem grof3en Anteil aus
Myofilamenten besteht, addieren sich die Verkirzungen zur gemeinsamen Kontraktion der
Herzmuskelzelle. Nach erneuter Bindung von ATP an das Myosinkdpfchen 16st sich dieses unter

Freigabe der Bindungsstelle von Aktin (Gleitfilamenttheorie von Huxley 1969).
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1.1.2.2 Relaxation

Zur Relaxation des Herzmuskels kommt es durch Abnahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration.
Bei der Ca*-Elimination aus dem Zytosol werden mehrere Wege unterschieden, die einen
unterschiedlichen Beitrag dazu leisten. Den Hauptmechanismus beim Menschen stellt die Ca?*-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (sog. SERCA) (Abbildung 1-2, 5) dar (Inesi 1985), die
70% des Kalziums aktiv zurlick in das SR pumpt. Der Na*-Ca?-Austauscher (NCX) (6) entfernt
weitere 28% des Kalziums (Bers 2001), indem er den physiologischen Na*-Konzentrationsgradienten
Uber der Zellmembran nutzt, um ein Ca*-lon im Austausch gegen drei Na'-lonen in den
Extrazellularraum zu transportieren. Unter physiologischen Bedingungen eliminiert der NCX das von
extrazellular eingestromte Kalzium. In geringem Malfde wird Kalzium auch durch sarkolemmale Ca?*-
Pumpen (7) und einen mitochondrialen Ca®-Uniporter entfernt. Durch Absenken der Ca?-
Konzentration im Zytosol auf 107 M 16st sich Kalzium aus seiner Bindung mit Troponin C. Als Folge
blockiert Tropomyosin erneut die Bindungsstellen zwischen Aktin und Myosin und der

Myofibrillenapparat relaxiert.

1.2 Regulation der Kontraktilitat des Myokards

Aus den oben beschriebenen Vorgangen lassen sich flir die Regulation der myokardialen
Kontraktilitdt drei Hauptmechanismen ableiten. Zum einen kann die Sensitivitdt der kontraktilen
Proteine fir Kalzium modifiziert werden, zum anderen ermdglicht eine vermehrte Ca?*-Freisetzung
eine zunehmende Querbrickenaktivierung.

Seit langem ist bekannt, dass ein erhohter enddiastolischer Fullungsdruck eine Steigerung der
myokardialen Kontraktilitdt und so der Auswurfleistung zur Folge hat (Frank-Starling-Mechanismus)
(Starling 1918, Frank 1895). Die Dehnung bewirkt eine Erhohung der Ca?*-Sensitivitat der
Myofilamente (Allen und Kurihara 1982) und eine Verlangerung der Sarkomere, die wiederum eine
erhohte Ca®*-Freisetzung aus dem SR bewirkt (Fabiato A 1980). Die Verlangerung der Sarkomere
optimiert die Uberlappung der Myofilamente und bedingt eine verstérkte Aktivierung.

Eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der Kontraktilitat ist die sympathoadrenerge Stimulation. Sie
erfolgt durch die Freisetzung von Katecholaminen und flihrt Uber eine Aktivierung von a- sowie [3-
Rezeptoren auf zellularer Ebene zur Steigerung der Kontraktionskraft. Der positiv inotrope Effekt ist
Uber B-Adrenorezeptoren starker ausgepragt (Brodde 1991) als Uber a-Adrenorezeptoren (Endoh und
Blinks 1988). B+- und B.-Adrenorezeptoren koppeln Uber ein Guaninnukleotid-bindendes Protein (Gs)
an die Adenylatzyklase, die die Bildung von cAMP aus ATP bewirkt. CAMP bewirkt als intrazellularer
Botenstoff (,second messenger), Uber eine Aktivierung von cAMP-abhangigen Proteinkinasen, eine

Erhéhung der Ca**-Transientenamplitude und damit eine Steigerung der Kontraktionskraft.
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Bereits 1871 beschrieb Bowditch am Froschherzen den positiv inotropen Effekt bei Steigerung der
Stimulationsfrequenzen (sog. ,Treppen-Phanomen®), der spéater als Bowditch-Effekt bezeichnet
werden sollte (Bowditch 1871). Eine Erklarung dieser positiven Kraft-Frequenz-Beziehung sind die
bei héheren Stimulationsfrequenzen haufigeren Depolarisationen. Sie verursachen einen vermehrten
Ca?*-Einstrom iber DHP-Rezeptoren mit konsekutiver Erhéhung der Ca?*-Transientenamplitude (Piot
et al. 1996). Die Steigerung der Kontraktionskraft in Abhangigkeit von der Frequenz stellt einen
wichtigen positiv inotropen Mechanismus in humanem Myokard und im Myokard vieler Saugetierarten
dar (Bowditch 1871, Blinks und Koch-Weser 1961). Diese direkte Frequenzinotropie unterstiitzt den
erhohten kardialen Blutauswurf bei koérperlichen Belastungen. Die Zunahme der ventrikularen
Kontraktionskraft kommt durch eine Erhéhung des intrazellularen Ca?*-Transienten zustande, der fir
die systolische Aktivierung der kontraktilen Proteine verantwortlich ist (Allen und Blinks 1978, Wier
und Yue 1986, Lee KS 1987). Weiterhin flhrt der Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration zu
einer vermehrten Freisetzung von Kalzium aus dem SR. Diese positive Kraft-Frequenz-Beziehung
lasst sich nicht in allen Spezies nachweisen, so ist sie im ventrikularen Rattenmyokard, aber auch in
Vorhofpraparaten verschiedener Spezies nicht nachweisbar. Im humanen Vorhofpraparat von

gesunden Herzen konnte sie jedoch gezeigt werden.

1.2.1 Post-Pausen-Potenzierung

Die Post-Pausen-Potenzierung bezeichnet den Kraftzuwachs der ersten Kontraktion nach einer
bestimmten Stimulationspause (Koch-Weser und Blinks 1963). Der Potenzierung unterliegt eine
vermehrte Ca**-Freisetzung aus dem SR und stellt somit einen Indikator fir den Ca*-Gehalt des SR
dar (Allen et al. 1976, Bers 1985, Pieske et al. 1996). Die Pausenlange kann abhangig von der
Spezies variiert werden und betragt in der Regel wenige Sekunden bis Minuten. Veranderungen der
Kontraktilitdt beruhen auf einer veranderten Ca%*-Freisetzung aus dem SR. Bei einigen Tierarten, z.B.
beim Frosch, findet sich keine Post-Pausen-Potenzierung, da Kalzium eine weniger wichtige Rolle in
der elektromechanischen Kopplung einnimmt. Auch im insuffizienten humanen Myokard ist die

Potenzierung vermindert (Rossman et al. 2004, Pieske et al. 1996).

1.3 Die Ca**/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII)

Die Ca?‘/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinasen (CaMK) sind eine Gruppe von Kinasen, die von
Ca?-gebundenem Calmodulin (CaM) aktiviert werden und verschiedene intrazellulare Proteine
phosphorylieren. Es werden verschiedene Isoformen unterschieden — a, B, y und 9, die in
unterschiedlichen Gewebetypen exprimiert werden. So kommen a- und B-Isoformen nur im

Nervensystem vor. Die CaMKIId ist die dominierende Isoform im Herzen (Hoch et al. 1999), von ihr
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werden zwei Splicevarianten unterschieden — die CaMKIIdc befindet sich im Zytosol und die
CaMKIl|dg, die ausschliellich im Kern anzutreffen ist (Edman und Schulman 1994). Die CaMKII hat
durch Phosphorylierung von zytosolischen Proteinen, wie beispielsweise der L-Typ-Ca®-Kanale,
Ryanodin-Rezeptoren und Phospholamban einen starken Einfluss auf die elektromechanische

Kopplung des Myokards.

1.3.1 Struktur und Aktivierung der CaMKIl

Das CaMKIl-Holoenzym besteht aus 6-12 Monomeren, die ihm eine radférmige Struktur verleihen.
Jedes dieser Monomere besteht aus drei Bereichen: Eine katalytische Region am aminoterminalen
Ende, eine regulatorische Region, die sowohl autoinhibitorische als auch eine Bindungsregion fur
CaM besitzt, und einen carboxyterminalen Verbindungsbereich zur Oligomerisierung der Holoenzyme
(Braun und Schulmann 1995). Die autoinhibitorische Region, die nahe an der aktiven katalytischen
Domane sitzt, blockiert den Zugang zu Substraten.

Bei ansteigender Ca?*-Konzentration in der Zelle, beispielsweise wahrend der Systole, kommt es zur
Bindung von CaM und vier Ca*-lonen, die die Verlagerung der autoinhibitorischen Region der
CaMKIl bewirkt. Auf diesem Weg wird die CaMKII aktiviert und kann durch Autophosphorylierung an
der Aminosaureposition  Threonin-287 den  aktivierten  Zustand beibehalten. Diese
Autophosphorylierung bewirkt eine Affinitdtssteigerung der Kinase fir CaM (ca. 700-fach hdhere
Affinitat) (Braun und Schulman 1995), so dass CaM auch bei sinkender intrazellularer Ca?-
Konzentration fiir einige Sekunden an der Kinase gebunden bleibt, und diese ihre Aktivitat beibehalt.
Die Phosphorylierung der autoinhibitorischen Domane ermoglicht der CaMKII, selbst nach
Abdissoziation von CaM, teilweise (zu 20-80%) aktiv zu bleiben (Lai et al. 1986, Lou et al. 1986,
Schworer et al. 1986).
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Abbildung 1-3: Struktur und Aktivierung der CaMKII.

A: Aufbau eines Monomers, bestehend aus drei Doméanen. B: Anordnung der Monomere (6-12) zu einer radartigen
Struktur. C: Aktivierung der CaMKIl durch Bindung von Ca?/Calmodulin an die regulatorische Domane. D: Die
nachfolgende Autophosphorylierung an Threonin-287 bewirkt, dass die CaMKIl auch nach Abdissoziation von
Calmodulin (CaM) zu 20-80% in einem aktiven Zustand verbleibt. (Bild modifiziert aus Maier und Bers 2002, Seite 924)

1.4 Der sarkolemmale Na*-Kanal

Na*-Kanale spielen fir die Physiologie des Myokards eine entscheidende Rolle. Sie ermdglichen die
Depolarisation und tragen so wesentlich zur Erregungsbildung und —leitung im Herzen, im Gehirn und

im Skelettmuskel bei.

1.4.1 Aufbau und Funktion des Na*-Kanals

Na‘-Kanale bestehen aus verschiedenen Untereinheiten: Die a-Untereinheit ist von wesentlicher
funktioneller Relevanz, des Weiteren gibt es 1-3 B-Untereinheiten, die die Kanalfunktion regulieren.

Zusammen bilden a- und B-Untereinheiten einen aktiven Kanal. Fir die p-Untereinheiten der Na-
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Kanale in Gehirn und Skelettmuskel konnte gezeigt werden, dass sie zu einer verstarkten Aktivierung
der a-Untereinheit beitragen (Isom et al. 1995). Im Herzen scheinen sie unter anderem von
Bedeutung bei der Inaktivierung des Na*-Stroms zu sein und spielen so wahrscheinlich eine Rolle bei
einer Verstarkung des spaten Na*-Stroms (Maltsev et al. 2009). Die eigentliche Durchtrittsstelle fur
Na*-lonen ist die a-Untereinheit. Sie besteht aus vier homologen Doméanen (I-IV) von denen jede
sechs transmembrandre Segmente besitzt. Die Domanen sind so angeordnet, dass sie zentral
jeweils eine Pore formen, die fir die Funktion und die Na*-Selektivitdt von Bedeutung ist (siehe
Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: Aufbau des kardialen Na*-Kanals.

Schema der a-Untereinheit mit vier (I-IV) homologen Doménen, die jeweils aus sechs transmembranaren Segmenten (S1-
S6) bestehen. S4 ist elektrisch geladen und fungiert als Ladungssensor fur die Kanalaktivierung. Die Verbindung
zwischen S5 und S6 bildet eine zentrale Pore (sog. P-Segment) und ist fiir die lonenselektivitat verantwortlich. Des
Weiteren dient S6 als Bindungsstelle fiir Lokalanasthetika. (Modifiziert nach Bers 2001, Seite 69)

Am Na*-Kanal unterscheidet man unterschiedliche Zustande der transmembranaren Kanale. Im
inaktivierten Zustand nach der Depolarisation ist der Kanal geschlossen und nicht reaktivierbar. Der
Kanal kann durch Hyperpolarisation der Zellmembran wieder in einen geschlossenen, aber
aktivierbaren Zustand versetzt werden. Erst die Repolarisation nach einem Aktionspotential versetzt
den Kanal wieder in einen aktivierbaren Zustand.

Der Grofdteil der kardialen Na*-Kanale o6ffnet sich nur im Rahmen der Depolarisation flr wenige
Millisekunden. Einige Kanale 6ffnen jedoch wieder oder bleiben direkt fur einige 100 Millisekunden
geoffnet und ermdglichen den sogenannten persistierenden oder spaten Na*-Strom wahrend des
gesamten Aktionspotentials (Belardinelli et al. 2006a). Auch wenn der spate Na*-Strom nur etwa 1-
2% der Amplitude des maximalen Na*-Spitzenstroms ausmacht, kann er durch seine lange

Persistenz einen bedeutenden Beitrag zur intrazellularen Na*-Konzentration leisten (Noble D und
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Noble PJ 2006). Wahrend pathologischer Zustande, wie Hypoxie, Herzinsuffizienz, Vorhoffimmern
oder in Gegenwart verschiedener Metaboliten, steigt die Amplitude dieses Stroms abnormal an (Ju et
al. 1996, Maltsev et al. 2007, Sossalla et al. 2010b, Undrovinas et al. 1992, Wu J und Corr 1994) und
kann auf diesem Weg zu einer Na*-Uberladung in den Kardiomyozyten fiihren (Makielski und Farley
2006, Sossalla et al. 2008). Eine pharmakologische Reduktion des gesteigerten spaten Na*-Stroms

kann die Na*-Beladung der Zelle signifikant senken (Sossalla et al. 2008).

1.5 Kardiale Arrhythmien

Unter Herzrhythmusstérungen versteht man eine Stérung der normalen Herzschlagfolge, deren
Ursache in einem nicht regelrechten Ablauf von Erregungsbildung und -leitung im Myokard liegt. Sie
kénnen sowohl kardialer als auch extrakardialer Genese sein und sind durch eine Stérung des
zeitlichen Ablaufs der einzelnen Herzaktionen oder auch durch eine Abweichung der normalen

Herzfrequenz (50-100 Schlage/Min.) gekennzeichnet.

1.5.1 Stérungen der Erregungsbildung und -leitung

Die normale Erregungsbildung erfolgt in spezifischen Schrittmacherzellen des Sinusknotens im
rechten Vorhof. Die Schrittmacherzellen besitzen die Fahigkeit, bei Erreichen des
Schwellenpotentials spontan ein Aktionspotential auszulésen, das sich innerhalb kirzester Zeit Uber
das Myokard ausbreiten kann (funktionelles Synzytium) und dadurch die geordnete Kontraktion des
Herzens ermdglicht. Unter pathologischen Bedingungen kénnen neben den zum Erregungsbildungs-
und -leitungssystems gehodrenden Zellen auch andere myokardiale Zellen die Fahigkeit zur
Erregungsbildung erlangen. Bei Elektrolytverschiebungen, Ischamie oder Hypoxie sind die
Zellmembranen nicht mehr in der Lage, die lonengradienten aufrechtzuerhalten. Zusatzlich nimmt die
Offnungswahrscheinlichkeit firr repolarisierende K*-Kanéle ab. Als Folge dieser Veranderung wird das
Membranruhepotential auf weniger negative Werte angehoben und so das Auftreten vorzeitiger
Aktionspotentiale erleichtert.

Ein Mechanismus mit deutlich proarrhythmischem Potential ist die getriggerte Aktivitat. Als Ausloser
der Extraerregungen wirken depolarisierende Nachpotentiale. Zwei Formen werden unterschieden:
Frihe Nachdepolarisationen (,early afterdepolarizations®, EADs) treten in der Repolarisationsphase
eines Aktionspotentials auf, wohingegen spate Nachdepolarisationen (,delayed afterdepolarizations®,
DADs) auf ein Aktionspotential folgen. Als Ursache fur EADs gilt vor allem eine Verlangerung des
Aktionspotentials (Bers 2001), wobei als Ursache ein verminderter repolarisierender K*-Ausstrom und
bzw. oder ein persistierender depolarisierender Na*- und Ca*-Einstrom diskutiert werden (Tomaselli

und Zipes 2004). Aber auch Medikamente wie Klasse-lll-Antiarrhythmika (Sotalol, Amiodaron) kdnnen
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das Aktionspotential Uber die Inhibition des K*-Kanals verlangern und EADs auslésen. Daher erfolgen
bei Patienten, die auf Amiodaron oder Sotalol eingestellt werden, regelmalige
elektrokardiographische Kontrollen der QT-Zeit. Auflerdem treten EADs eher bei niedrigen
Frequenzen auf, wohingegen die DADs bei héheren Herzfrequenzen beobachtet werden. Letztere
konnen durch erhohte diastolische Ca?*-Konzentrationen bedingt sein, z.B. bei der Herzinsuffizienz,
Katecholamineinnahme oder Uberdosierung von Digitalispraparaten. Bei der Initierung einer DAD
kommt es zur spontanen Ca*-induzierten Ca?'-Freisetzung aus dem SR. Das freigesetzte Kalzium
kann durch den NCX Uber die Zellmembran aus der Zelle transportiert werden und verursacht durch
die elektrogene Transporteigenschaft (ein Ca?*-lon fiir drei Na*-lonen) einen depolarisierenden Na‘*-
Einstrom. Dieser Strom wird auch transienter Einwartsstrom (In) genannt. Bei Uberschreiten des

Schwellenpotentials kann es zu einem zusatzlich getriggerten Aktionspotential kommen (Zipes 2003).

1.6 Pathophysiologische Veranderungen bei der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz geht mit Symptomen wie Leistungseinschrankung, Dyspnoe und pratibialen
Beinddemen einher. Zur Diagnose mussen zusatzlich Anzeichen auf eine diastolische oder
systolische Funktionsstérung bestehen, so wird pathophysiologisch die HFpEF von der HFrEF
unterschieden.

Die HFrEF ist die Folge einer Kontraktionsstérung des Myokards und ist durch ein vermindertes
Herzzeitvolumen gekennzeichnet. Sie tritt haufig sekundar nach Myokardischamie, arterieller
Hypertonie oder im Rahmen von Kardiomyopathien auf. Am vorgeschadigten Herzen treten
Regulationsmechanismen (Kapitel 1.2) zur Kompensation der eingeschrankten Pumpleistung ein, die
aber auf lange Sicht zu einer Verschlechterung der Auswurfleistung fuhren und mit einem
elektrophysiologischen Umbau des Gewebes (,Remodeling“) einhergehen.

Die HFpEF ist durch einen erhéhten Fillungsdruck bei erhaltener, normaler Kontraktilitat
gekennzeichnet. Eine fruhdiastolische Verlangsamung der Relaxation und eine spatdiastolische
Stérung der Dehnbarkeit (,Compliance®) fuhren zu einer erhéhten Steifigkeit der Ventrikel (Zile et al.
2004). Ein typisches Beispiel ist das alternde Herz, das vermehrt interstitielles Bindegewebe einlagert
und haufig eine relative Myokardhypertrophie aufweist.

Die Veranderungen im herzinsuffizienten Myokard umfassen auch die intrinsische Kontraktilitat. An
herzinsuffizienten Hunden konnte eine Erschdpfung des Frank-Starling-Mechanismus gezeigt werden
(Komamura et al. 1993). Schwinger et al. fanden an humanem insuffizienten Myokard, dass das
Schlagvolumen durch Erhéhung der Vorlast nicht mehr steigerbar war (Schwinger et al. 1994). Diese
Arbeiten wurden jedoch von Holubarsch et al. 1996 weitgehend in Frage gestellt, indem die

Arbeitsgruppe einen erhaltenen Frank-Starling-Mechanismus in humanen herzinsuffizienten Herzen
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nachweisen konnte (Holubarsch et al. 1996). Untersuchungen der Kraft-Frequenz-Beziehung an
Praparaten des herzinsuffizienten menschlichen Myokards zeigten keine Kraftsteigerung (Mulieri et
al. 1992) bzw. eine inverse Kraft-Frequenz-Beziehung (Pieske et al. 1992, 1995).

Gwathmey und Morgan zeigten als Erste einen verlangerten Ca*-Transienten im herzinsuffizienten
Myokard des Menschen (Gwathmey et al. 1987, Morgan et al. 1990). Weitere Untersuchungen am
insuffizienten Muskelstreifenpraparat von Pieske et al. fanden eine eingeschrankte Funktion des SR
zur Aufnahme und Freisetzung von Kalzium (Pieske et al. 2002a). Analog zu diesen Beobachtungen
konnte eine verminderte Expression der SERCA am terminal insuffizienten Myokard nachgewiesen
werden (Mercardier et al. 1990, Takahashi et al. 1992). Die reduzierte Aktivitat und Expression der
SERCA flihrt zu einer geringeren Ca**-Akkumulation im SR. lhre Aktivitat wird durch Phospholamban
reguliert. Unphosphoryliertes Phospholamban hemmt die SERCA-AKktivitat, eine Phosphorylierung
durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) oder die CaMKII verstarkt die SR Ca?*-Aufnahme.
Gleichzeitig ist die Aktivitat des sarkolemmalen NCX am terminal insuffizienten Myokard gesteigert.
Moglicherweise steht sie in Zusammenhang mit der verminderten Aktivitdt der SERCA und fihrt

kompensatorisch zu einer vermehrten Ca?*-Elimination aus der Zelle (Studer et al. 1994).

1.7 Die CaMKIl und ihr Einfluss auf Herzinsuffizienz, Arrhythmien und
den Na*-Kanal

Vor Uber zehn Jahren wurde das erste Mal der Zusammenhang von Herzinsuffizienz und der
Uberexpression der CaMK beschrieben. Damals vermutete man, dass es sich um einen
Kompensationsmechanismus handelt, da die Expression und Aktivitdt der CaMK positiv mit der
verschlechterten Kontraktionskraft des terminal herzinsuffizienten Gewebes zu korrelieren und als
Hauptmechanismus die Regulation der SERCA Uber Phospholamban im Vordergrund zu stehen
schien (Kirchhefer et al. 1999, Hoch et al. 1999).

Zhang et al. konnten 2003 jedoch zeigen, dass die Uberexpression der CaMKII®¢ in transgenen
Mausen zur Entwicklung von kardialer Dilatation mit einhergehender kontraktiler Dysfunktion und
Herzinsuffizienz fihrt. Auch makroskopisch lassen sich diese Effekte der Herzinsuffizienz bei CaMKII-
Uberexpression zeigen. So kommt es zu einer Zunahme des Herzgewicht zu Kérpergewicht-
Quotienten bei transgenen Mausen (siehe Abbildung 1-5) (Zhang et al. 2003).

Bei der Entstehung der kontraktilen Dysfunktion ist neben der verstarkten Funktion des NCX und
einem reduzierten Ca®"-Ricktransport in das SR auch die Hyperphosphorylierung des Ryanodin-
Rezeptors von Bedeutung. Diese erhdhte RyR2-Offnungswahrscheinlichkeit tragt wesentlich zum
spontanen Ca?*-Verlust aus dem SR bei (Maier et al. 2003) und kann weiter zu Schwankungen im
Membranpotential und zu Nachdepolarisationen flhren, die in Arrhythmien Ubergehen kdnnen (Xie

und Weiss 2009). Der Zusammenhang zwischen der Uberexpression der CaMKII&: und einem
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vermehrten Auftreten von Arrhythmien konnte im Tiermodell im Vergleich von transgenen Mausen zu
den Wildtypen gezeigt werden (Wagner et al. 2006). Die Hemmung der CaMKIId¢ verringerte das
Auftreten von Arrhythmien (Sag et al. 2009).

WT TG (6Wochen) TG (13 Wochen)

Abbildung 1-5: Vergleich von WT- und TG-Herzen mit CaMKII5c-Uberexpression.

Fotos von Mauseherzen des WT und des TG im Alter von 6 und 13 Wochen. Man
erkennt eine deutliche Zunahme der Herzgrofle, die spater Korrelat zu einer
massiven Herzinsuffizienz und Hypertrophie ist. (Bild modifiziert nach Zhang et al.
2003, Seite 915)

Bis heute wurden mehrere Zusammenhange zwischen der Arrhythmieentstehung und der CaMKII&c-
Uberexpression beschrieben. Neben dem oben beschriebenen Mechanismus der erhdhten
Offnungswahrscheinlichkeit des RyR2, kann ein vermehrter Ca?*-Einstrom (iber (sarkolemmale) DHP-
Rezeptoren (Anderson 2007) und Verlangerungen des Aktionspotentials zu nachfolgenden
Arrhythmien fiihren. Diese Effekte konnten bereits direkt mit der CaMKIlIdc-Uberexpression in
Verbindung gebracht werden (Maier et al. 2003).

Bereits 1998 berichteten Maltsev et al. in einer Arbeit an humanen ventrikularen Kardiomyozyten von
einem langsam inaktivierenden Na*-Strom, der zur Ausbildung des Aktionspotentialplateaus beitragt
(Maltsev et al. 1998). Dieser sogenannte spate Na*-Strom war in Kardiomyozyten von
herzinsuffizienten Hunden und humanen Herzen noch deutlich starker ausgepragt (Undrovinas et al.
1999, Valdivia et al. 2005). Wagner et al. zeigten 2006 in Myozyten aus herzinsuffizientem Myokard
erstmals, dass die CaMKIl den spaten Na*-Strom reguliert (Wagner et al. 2006). So verzégert die
chronische Uberexpression der CaMKII8¢ in transgenen Mausen die schnelle Inaktivierung des Na*-
Stroms, verlangsamt die Erholung nach Inaktivierung und verschiebt den stabilen Zustand der Na*-
Kanal-Inaktivierung zu negativeren Spannungswerten. Aufgrund des Beitrags des spaten Na*-Stroms
zum Gesamtbetrag des Na*-Einstroms bei der Ausbildung des Aktionspotentialplateaus kann der
verstarkte spate Na*-Strom zu Verdnderungen in der Repolarisationsphase flihren und somit
entscheidend zu potentiell lebensbedrohlichen Rhythmusstérungen bei herzinsuffizienten Patienten
pradisponieren (Tomaselli und Zipes 2004). Daher nimmt der spate Na*-Strom bei Kontrolle der
kardialen Erregbarkeit eine zentrale Rolle ein. Die CaMKIl-abhangige Modulierung des Na*-Kanals
(Wagner et al. 2006) konnte als erworbener Pathomechanismus Ursache fiir Arrhythmien bei der

Herzinsuffizienz sein, die zu den haufigsten Komplikationen bzw. Todesursachen dieser Erkrankung
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zahlen. So sterben 50-80% der Patienten mit einer moderaten Herzinsuffizienz am plétzlichen
Herztod (Ellison et al. 2003).

1.8 Pathophysiologische Veranderungen beim Vorhofflimmern auf
Zellebene: Der spate Na*-Strom

Chronisches Vorhofflimmern flihrt neben einem strukturellen auch zu einem elektrophysiologischen
Umbau in den Kardiomyozyten. Wesentliche Veranderungen sind dabei eine verkilrzte
Aktionspotentialdauer, in erster Linie bedingt durch eine verminderte Amplitude des L-Typ-Ca*-
Stroms, sowie veranderte K*-Strome (Van Wagoner 2003). Inwieweit Veranderungen in den Na*-
Stréomen ebenfalls eine Rolle spielen, war bisher unklar. Yagi et al. postulierten 2002 neben einer
verminderten Ca?-Stromdichte auch eine Verminderung der Na*-Stromdichte in atrialen Myozyten
von Hunden mit chronischem Vorhofflimmern (im Vergleich zur Kontrollgruppe) und zeigten damit,
dass Na*-Stréme in der Pathophysiologie des Vorhofflimmerns ebenfalls eine Rolle spielen kénnten
(Yagi et al. 2002).

An Beachtung hat bisher eine Komponente des Na*-Stroms gewonnen — der spate Na*-Strom (siehe
Kapitel 1.4.1). Dieser spate Na‘'-Strom betragt zwar im gesunden Myokard nur etwa 1% der
Amplitude des Na’-Spitzenstroms, doch kann er unter pathologischen Bedingungen auf das etwa 5-
Fache ansteigen (Undrovinas et al. 1992, Ju et al. 1996, Ward und Giles 1997, Wu J und Corr 1994)
und so dessen Einstrommenge Ubertreffen. Der spate Na*-Strom kann somit wesentlich zu einer Na*-
Uberladung der Zelle beitragen und in der Folge zu kontraktiler Dysfunktion, Verlangerungen des
Aktionspotentials und elektrischer Instabilitat (siehe Kapitel 1.5.1) fihren. Sossalla et al. konnten
2010 erstmals an humanen Kardiomyozyten zeigen, dass der spate Na’-Strom beim chronischen
Vorhofflimmern verstarkt ist (Sossalla et al. 2010b). Eine mdgliche Ursache ist die verstarkte
Expression der CaMKIl beim Vorhoffimmern (Tessier et al. 1999), die auch direkt den spaten Na’-
Strom reguliert (Wagner et al. 2006). Die Inhibition dieses spaten Na*-Stroms ergibt mdglicherweise

einen neuen Therapieansatz zur Behandlung des Vorhofflimmerns.
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1.9 Ranolazin

Ranolazin ist ein Piperazinderivat, das in Deutschland seit 2008 zur Erganzungstherapie bei

Patienten mit stabiler Angina pectoris klinische Anwendung findet.

Abbildung 1-6: Strukturformel von Ranolazin.

Es stellt eine neue Substanz mit antiangindser Wirkung dar, ohne jedoch dabei die Herzfrequenz
oder den Blutdruck zu beeinflussen (Chaitman et al. 2004, Louis et al. 2002, Pepine und Wolff 1999).
Initial wurde als wahrscheinlichster Wirkmechanismus die Beeinflussung des myokardialen
Metabolismus vorgeschlagen, der teilweise durch Reduktion der Fettsdureoxidation (pFOX-Inhibition)
bei myokardialem Stress und gleichzeitig vermehrtem Ablauf der Glykolyse bedingt ist und so eine
vermehrte ATP-Synthese bewirkt (Clarke et al. 1996, McCormack et al. 1996). Dieser Effekt trat
jedoch bei Konzentrationen oberhalb des therapeutischen Bereichs (>10 uM) auf. Spéatere
Untersuchungen der elektrophysiologischen Wirkung von Ranolazin bei einer Konzentration im
therapeutischen Bereich (~6 pM) fanden in Kardiomyozyten vom Hund und vom Meerschwein eine
Inhibition des spaten Na*-Stroms im Herzen (Antzelevitch et al. 2004). Das bedeutet, dass der spate
Na*-Strom in Ventrikelmyozyten von herzinsuffizienten Hunden 38-mal starker gehemmt wird als der
Na*-Spitzenstrom (Undrovinas et al. 2006) und Ranolazin den spaten Na*-Strom selektiv inhibiert.
Des Weiteren wurde gezeigt, dass Ranolazin EADs und Arrhythmien beim Meerschwein und
Kaninchen mit Long-QT-3-Syndrom (LQT3) unterdrickt (Wu L et al. 2004, Wu L et al. 2006). An
Muskelstreifenpraparaten von herzinsuffizienten menschlichen Explantaten konnte Ranolazin die
diastolische Dysfunktion reduzieren, ohne dabei negativ inotrop auf die Kontraktilitat zu wirken.
Daruber hinaus verringerte Ranolazin in isolierten ventrikularen Kaninchenmyozyten mittels ATX
induzierte Effekte, wie eine Verstarkung des spaten Na*-Stroms und einen zytosolischen Na*- und
Ca*-Anstieg (Sossalla et al. 2008). Beim Menschen ist die antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin
bisher noch nicht ausreichend evaluiert. Eine grof3e klinische Studie (MERLIN-TIMI 36) ermittelte
jedoch vielversprechende Daten, die zeigten, dass Ranolazin bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom das Auftreten von ventrikularen und supraventrikuldren Tachykardien signifikant
reduzierte, sowie neue Episoden von Vorhofflimmern eindriicklich verminderte, siehe Abbildung 1-8
und Tabelle 1-1 (Scirica et al. 2007). Diese Sicherheitsendpunkte aus der MERLIN-Studie sind neben
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experimentellen Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen Grundlage fuir die vorliegende Arbeit.
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Abbildung 1-7: Reduktion von ventrikuldren Tachykardien unter Ranolazin.

Ranolazin reduziert das Auftreten von ventrikularen Tachykardien bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom signifikant gegeniiber dem Placebo (Bild modifiziert nach Scirica et al. 2007,

Seite 1650).
Ranolazin in | Placebo in RR p
n (%) n (%) (95% Kil)
Neu-
aufgetretenes 55 (1,7) 75(2,4) |0,74 (0,52, 1,05)| 0,08
Vorhofflimmern
Andere
supraventrikuladre 1413 (44,7) | 1752 (55,0) | 0,81 (0,77, 0,85) | <0,001
Tachykardien

Tabelle 1-1: Anzahl der aufgetretenen supraventrikuldren Tachyarrhythmien nach NSTEMI.

Tabellarische Darstellung der absoluten und der relativen Anzahl von echokardiographisch
detektiertem, neu-aufgetretenen Vorhofflimmern sowie supraventrikularen Tachykardien =

120/min (fir mindestens vier Herzschlage) unter Ranolazin im Vergleich zur Placebogabe.

Ranolazin reduzierte das Auftreten von supraventrikuldren Tachykardien signifikant. (Daten
Ubernommen aus Scirica et al. 2007)
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1.10 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht die antiarrhythmische Wirkung und den Einfluss von Ranolazin auf
die Kontraktilitat an atrialen Muskelstreifen von Patienten mit Vorhofflimmern sowie an ventrikularen

Papillarmuskeln CaMKIIdc-liberexprimierender Mause.

Haupthypothese: Die Inhibition des spaten Na*-Stroms verbessert die Kontraktilitdt bei

Vorhofflimmern und bei der CaMKIIdc-induzierten Herzinsuffizienz und wirkt antiarrhythmisch.

Bei positiver Haupthypothese sind folgende Fragestellungen zu untersuchen:

1. Ist der Ranolazineffekt dosisabhangig?
2. Beeinflusst Ranolazin die Inotropie?

3. Kann Ranolazin die diastolische Dysfunktion beim Vorhofflimmern und bei der Herzinsuffizienz

sowie unter Exposition mit Ouabain und Wasserstoffperoxid verbessern?
4. Hat Ranolazin einen Einfluss auf die CaMKII&c-induzierte Arrhythmieentstehung?
5. Welche Auswirkung hat die Uberexpression der CaMKII8¢ auf den Ca?*-Haushalt?

6. Zeigt die friihe Form der CaMKII&c-Uberexpression (8 + 1 Wochen) bereits Zeichen der

Herzinsuffizienz?
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2. Material und Methoden

2.1 Losungen fur Muskelstreifenexperimente

2.1.1 Krebs-Henseleit-Lésung

Diese Losung zirkulierte wahrend des Experimentes Uber einen Kreislauf in der Versuchsapparatur,

so dass die Muskelstreifen kontinuierlich perfundiert wurden.

Bezeichnung Summenformel Konzentration
Natriumchlorid NacCl 116,0 mM
Glucose CsH1206 10,0 mM
Kaliumchlorid KCI 5,0 mM
Natrium-di-Hydrogenphosphat | NaH.PO, 2,0 mM
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2 mM
Natriumsulfat Na,SO, 1,2 mM
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 20,0 mM
Kalziumchlorid CaClz 1,25 mM

Tabelle 2-1: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Lésung.

Um eine Irritation des Muskelstreifens durch zu schnelle Erhéhung des Kalziums in der Lésung zu
verhindern, erfolgte ein stufenweiser Ca?-Aufbau. Die Anfangskonzentration von 0,25 mM wurde alle
zwei Minuten um weitere 0,25 mM Kalzium erhoht, bis zu einer Endkonzentration von 1,25 mM (diese
entspricht der physiologischen freien Ca?-Konzentration im Plasma). Um eine adaquate
Sauerstoffversorgung und einen konstanten pH-Wert zu gewahrleisten, wurde die L&sung
kontinuierlich mit Carbogen begast, das aus 95% Sauerstoff (O2) und 5% Kohlenstoffdioxid (CO2)
besteht. Kohlenstoffdioxid bildet mit dem Hydrogencarbonat der Lésung ein offenes Puffersystem und

halt somit den pH-Wert der Lésung konstant.

2.1.2 Dissektionslésung

Direkt nach der Entnahme der Praparate wurden sie zum Schutz des Myokards in eine 2,3-
Butandion-Monoxim (BDM)-haltige Losung gegeben (Mulieri et al. 1989). BDM ist ein Inhibitor der an
Myosin gebundenen ATPase und fiihrt zur Blockierung der Bindungsstelle fiir Kalzium am Troponin C

und der Ca®-Kanale. Damit wird die elektromechanische Kopplung blockiert, weitere mogliche
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Kontraktionen verhindert und so der Sauerstoffbedarf des Myokards vermindert. Auch zur Praparation
wurde Dissektionsldsung verwendet. Auch hier wurde der pH-Wert der Losung durch kontinuierliche

Begasung mit Carbogen konstant gehalten.

Bezeichnung Konzentration Menge
Natriumchlorid NaCl 116,0 mM
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 20,0 mM
Glucose CeH 1206 10,0 mM
Kaliumchlorid KCI 5,0 mM
Natrium-di-Hydrogenphosphat NaH:PO4 2,0 mM
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2 mM
Natriumsulfat Na,SO, 1,2 mM
Kalziumchlorid CacCl, 0,2 mM
2,3-Butandion-Monoxim (BDM) C4H/NO, 20,0 mM

Tabelle 2-2: Zusammensetzung der Dissektionslésung.

2.1.3 Ranolazinlésung

Ranolazin, ein Wirkstoff aus der Gruppe der Piperazinderivate, wurde von CV Therapeutics (Palo
Alto, California/USA) zur Verfigung gestellt (ist aber auch kommerziell z.B. Uber Sigma erhaltlich).
Fur die Experimente mit Ranolazin wurde eine Stammlésung von 10 mM Ranolazin angesetzt.

Fur die Versuche mit humanen Muskelstreifen wurde eine Konzentration von 10 uM verwendet, fir
die Experimente an Papillarmuskeln der Maus wurde eine Konzentration von 5 yM Ranolazin

eingesetzt.

2.1.4 Ouabainlésung

Fir die Experimente mit Ouabain wurde eine Stammlésung mit einer Endkonzentration von 5 mM
angesetzt. Diese wurde anschlielend auf die gewlinschte Konzentration verdinnt. In den

Experimenten wurde eine Konzentration von 0,25 yM Ouabain verwendet.

2.1.5 Wasserstoffperoxid (H.0;) - L6sung

Fir den Ansatz der Radikallosung wurde ein fertiger H,O,-Stock (Firma Calbiochem) von 9,73 M
verwendet. Zwei Perfusorspritzen wurden so eingestellt, dass eine Endkonzentration im Becken von

200 uM erreicht wurde.
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2.2 Versuchstiere

Fur die Versuchsdurchfiihrung wurden Mause der Delta-C-Reihe untersucht: Die Gruppe umfasste
Mause im Alter von 8 £ 1 Wochen und enthielt Wildtypen als auch transgene Mause, die eine
Uberexpression der CaMKII5. aufwiesen. Insgesamt wurden 25 Mause fiir die Experimente
verwendet, davon 15 Transgene und 10 Wildtypen. Die Tiere wurden in der Zentralen

Tierexperimentellen Einheit (ZTE) der Universitatsmedizin Goéttingen gezichtet.

2.3 Versuchsaufbau

2.3.1 Organbad

Die Experimente erfolgten in einem geschlossenen Flissigkeitskreislauf, in den eine Rollenpumpe,
eine Heizung, ein Flissigkeitsreservoir und ein Organbad zwischengeschaltet waren. Uber einen Zu-
und Ablauf fand im Organbad ein standiger Austausch der Losung statt. Das Organbad bestand aus
einer in Kunststoff gefrasten Nut. Zur Aufhadngung des Muskelstreifens diente auf der einen Seite ein
Haken, der an einer Mikrometerschraube befestigt war und auf der gegeniberliegenden Seite eine
Ose, die mit einem Kraftaufnehmer verbunden war. Zwei in der langlichen Seite der Nut eingelassene
Kontaktdrahte Ubertrugen den elektrischen Impuls des Stimulators (Firma Scientific Instruments,
Heidelberg) Uber die Losung auf die Muskelstreifen, die durch Feldstimulation zur Kontraktion

gebracht wurden.

2.3.1.1 Losungszirkulation

Im Flussigkeitsreservoir befanden sich 50 ml Krebs-Henseleit-Lésung. Die Doppelwand des Gefalles
wurde Uber eine Heizung mit warmem Wasser perfundiert, so dass die Warme auf die Ldsung
Ubertragen werden konnte. Uber einen Zulaufschlauch, der durch eine Rollenpumpe (Reglo, Firma
Ismatec, Wertheim-Mondfeld) verlief, erfolgte der Transport der Losung aus dem Reservoir in das
Organbecken. Auch dieser Schlauch wurde in seiner Ummantelung mit warmem Heizungswasser
erwarmt. So wurde gewahrleistet, dass die den Muskelstreifen umspililende Lésung eine konstante
Temperatur von 37°C hatte. Aus dem Organbad fiihrte ein Ablaufschlauch durch eine zweite Pumpe
zurtck zum Gefalk. Beim Ausspulen der Lésung von BDM oder beim Ablassen der Lésung wurde der

Ablaufschlauch aus dem Gefall genommen, so wurde der Kreislauf gedffnet und Lésung trat aus.
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Abbildung 2-1: Versuchsaufbau der Muskelstreifenexperimente.

2.3.1.2 Kraftaufnahme und Ubertragung

Die Drahtose, die zur Befestigung des Muskelstreifens diente, war direkt mit einem Kraftaufnehmer
(Typ KG3, Firma Scientific Instruments, Heidelberg) verbunden, so dass eine Kontraktion des
Muskelstreifens eine minimale Auslenkung des Kraftaufnehmers zur Folge hatte. Die Zugspannung
wurde durch einen Brickenverstarker (Firma Scientific Instruments) in ein proportionales analoges

Spannungssignal umgewandelt und an die analog/ digitale Wandlerkarte (Typ Pcl 1200, Firma

National Instruments, Austin/lUSA) des Messcomputers weitergeleitet.

2.3.1.3 Datenerfassung und Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe der Software ,LabView" (Firma National Instruments, Austin/lUSA)
gewonnen. Wahrend des gesamten Experimentes wurde der registrierte Minimalwert (diastolische
Kraft) und der Maximalwert (systolische Kraft) gespeichert und gegeneinander verbunden
aufgetragen. Die ,Chart“-Datei diente der Ubersicht Giber den Ablauf des Experimentes. Zur genauen
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Auswertung der Messparameter wurde zum anderen eine ,Average“-Datei angelegt, in der gemittelte
Werte von funf Einzelzuckungen gespeichert wurden. In einem Textfeld konnte man die
abgespeicherten Ereignisse benennen. Von dem Programm automatisch ermittelt wurden folgende
Parameter: Entwickelte Kraft (mN/mm?), Zeit bis zum Erreichen des Kraftmaximums (ms),
diastolische Kraft (mN/mm?), maximale Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit (mN/mm?2.s),
beide ebenfalls normalisiert angegeben, und die Zeit fur 50% bzw. 90% der Relaxation (ms). Die aus
der Auswertung von ,LabView* erhaltenen Daten wurden zur Archivierung und weiteren statistischen

Verarbeitung in der Tabellenkalkulationssoftware Microsoft Excel® iberflhrt.

2.3.2 Probengewinnung

2.3.2.1 Humane Vorhofe

Bei vielen Operationen in der Herzchirurgie muss das Herz mittels Kardioplegie zum Stillstand
gebracht werden. Zur Kompensation der fehlenden Pumpfunktion von Herz und folglich auch der
Lunge kommt die Herz-Lungen-Maschine zum Einsatz. Uber eine extrakorporale Zirkulation
gewahrleistet sie den duReren Gasaustausch und eine ausreichende Blutperfusion.
Diese Maschine wird unter anderem bei koronaren Bypassoperationen, Herzklappenersatz und
Herzklappenrekonstruktionen eingesetzt. Um eine Konvergenz des Blutflusses mit der Herz-Lungen-
Maschine zu erreichen, wird im arteriellen System die Aorta ascendens kantiliert, das vendse System
wird Uber die Kanulierung des rechten Vorhofes erreicht. Dabei wird die Kanlle Uber das rechte
Herzohr in den Vorhof geschoben. Diese zweite, vendse Kandilierung ermoglicht die humane
Materialentnahme. Durch Abklemmen des auslaufenden Teils des Herzohres, kann dieser vom
Chirurgen reseziert werden und anschlieRend direkt in ein Gefall mit Dissektionslosung uUberfihrt
werden. Die Zeit bis zur Freilegung des Herzens wurde genutzt, um die vorliegenden Daten aus
Patientenakte, Pflegeberichten, dem Anasthesieprotokoll und OP-Plan anonymisiert in einem
Protokoll zusammenzutragen. Das Protokoll unterteilte sich in acht Themen:

1. OP-Daten: Diese enthalten die Patienteninitialen, Alter, Geschlecht, Zeiten, Art der OP und
Namen der Operateure.
Versuchsdaten: Zeiten zum Versuchsablauf, Dateiname etc.
Kardiale Diagnosen
Sonstige Diagnosen
Aktuelles EKG, Ausschlusskriterium fir Experimente: Tachyarrhythmia absoluta
Letzter Bericht eines Herzechokardiogramms
Aktueller Herzkatheterbericht

© N o g bk w N

Medikationen.
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Patienten mit Vorhofflimmern

Geschlecht | Alter oP EF (%) || ACE-I B-B Diu Ca-A
w 75 ACB 45 + + + +
m 68 ACB 60 + + - +
w 78 AKE 70 - + + -
w 76 AKE k.A. - - + -
m 78 AKE, ACB k.A. + + + -
m 82 ACB,Maze 60 + + + +
m 72 AKE 30 - + + -
m 73 ACB,Maze 68 + + + +
w 70 ACB,Maze 52 + + - -
w 79 ACB 30 + + + -
m 64 ACB 50 - + + +
w 73 MKE 60 - - - -
m 72 ACB 60 + + + -

Tabelle 2-3: Anonymisierte Daten der Patienten mit Vorhofflimmern.

Patienten mit Sinusrhythmus

Geschlecht | Alter oP EF (%) || ACE-I B-B Diu Ca-A
m 76 AKE, MKR 50 - - - +
w 78 AKE, ACB 50 + - - +
w 59 AKE, TKR 60 - + - -
m 55 ACB k.A. + + - -
m 72 AKE k.A. - - + -
m 78 ACB 65 - + + -
m 66 AKE k.A. - + + +
m 80 ACB 59 + + + +
m 61 ACB 55 + + + -

Tabelle 2-4: Anonymisierte Daten der Patienten mit Sinusrhythmus.

(OP=0Operation, EF= Ejektionsfraktion, ACE-I= ACE-Inhibitoren, 3-B= B-Blocker, Diu=
Diuretika, Ca-A= Kalzium-Antagonisten, m= mannlich, w= weiblich, ACB=
Arteriokoronarer Bypass, AKE= Aortenklappenersatz, HOCM= Hypertroph-Obstruktive
Kardiomyopathie, Maze=Maze-Verfahren, MKE= Mitralklappenersatz, MKR=
Mitralklappenrekonstruktion, TKE= Trikuspidalklappenersatz, TKR=

Trikuspidalklappenrekonstruktion, MI= Mitralinsuffizienz, Tl= Trikuspidalinsuffizienz,
k.A.= keine Angabe).

Fur die Experimente wurden ingesamt 22 Herzohren verwendet, davon neun von Patienten mit einem
Sinusrhythmus und 13 von Patienten, die an chronischem Vorhofflimmern erkrankt waren. Die
meisten Patienten waren medikamentds vorbehandelt und setzten die Medikamente teilweise 24
Stunden vor der Operation ab.

Die Patienten wurden vor der Operation von den Herzchirurgen Uber die Probenentnahme aufgeklart
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und ihre Einwilligung wurde schriftlich festgehalten. Ebenfalls lag zu den Probenentnahmen ein
positives Votum der Ethikkommission vor (AZ 21/10/00).

2.3.2.2 Herzentnahme der Maus

Das Versuchstier wurde in einem geschlossenen Glasbehalter mit Isofluran-Gas (Forene®, Firma
Abbott, Illinois/USA) betaubt und anschliefiend durch zervikale Dislokation getétet. Nach Ermittlung
des Koérpergewichts wurde das Abdomen durch einen V-férmigen Schnitt eréffnet und das Herz durch
eine rippenbogennahe Durchtrennung des Zwerchfells dargestellt. Um einen besseren Zugang zum
Herzen zu bekommen, wurden die Rippen beidseits medioklavikular bis zur Klavikula durchtrennt und
das Sternum mit Hilfe einer Klemmschere nach kranial geklappt. Um eine intrakardiale
Thrombenbildung vor der Perfusion zu verhindern, wurde Heparin (2 IE Heparin, Firma Rotexmedica,
Trittau) in den linken Vorhof injiziert. Nach Durchtrennung der Geféal3e kurz nach Austritt aus dem
Herzen wurde das Herz explantiert und in die Dissektionslésung der Praparationsschale Uberfihrt.
Uber den Aortenstumpf wurden die Koronarien anterograd mit Dissektionslésung gespilt und
anschlielfend das Herzgewicht ermittelt.

Die Totung der Tiere zur Entnahme von Gewebe fiir wissenschaftliche Zwecke wurde gemai § 4

Abs. 3 TierSchG unter Aktenzeichen T14.06 der Bezirksregierung in Braunschweig angezeigt.

2.3.3 Praparation

Um die Muskelstreifen mdglichst schonend zu behandeln, waren von der Entnahme bis zum
Einspannen einige MaRnahmen zu beachten. Auch die Préparation erfolgte in Dissektionsldsung.
Jede Dehnung sollte vermieden werden, daher wurde das Praparat zur Vorbeugung in der Schale mit
einer Nadel fixiert, so dass es sich durch die Rotationsmdglichkeit frei bewegen konnte. Ein Stereo-
Mikroskop ermoglichte die optische VergrolRerung des Praparates. Die Praparation der

Muskelstreifen erfolgte mit Hilfe einer feinen Pinzette und Schere.

2.3.3.1 Muskelstreifen des humanen Vorhofs

Zur besseren Ubersicht tber die Architektur der Trabekel im Herzohr, die von Praparat zu Praparat
variierten, wurde das Epikard eingeschnitten. Fir die Wahl der Trabekel galt es einen mdglichst
unverzweigten zu finden, da angeschnittene Praparate zu unerwiinschten Reaktionen wie
Arrhythmien neigen. Ebenfalls war auf eine rosige Farbe zu achten, da diese den Fibrillen- und
Myoglobingehalt widerspiegelt und somit einen indirekten Hinweis fur die Kontraktilitat geben konnte.
Des Weiteren sollten die Trabekel nicht von folgenden MalRen abweichen: Lange: 1,5-4 mm, Breite
und Tiefe: 0,25-0,8 mm.

Die Trabekel sollten nach Mdglichkeit so prapariert werden, dass das eine Ende einen rechteckigen
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Muskelblock enthalt, um den Halt in der Drahtbse zu gewahrleisten. Am anderen Ende wurde eine
Verlangerung stehen gelassen, die idealerweise eine runde Form hatte und somit eine gute
Befestigung fliir den Haken darstellte. Durch diese Formen wurde eine direkte Traumatisierung des

Muskels verhindert.

2.3.3.2 Rechtsventrikulare Papillarmuskeln der Maus

Nach Fixierung des Herzens wurde der rechte Ventrikel vom Austritt der Pulmonalarterie bis zur
Herzspitze mit einer Schere erdffnet. Damit wurde die Sicht auf die Papillarmuskeln frei. Um sie frei
zu praparieren, wurde als Erstes der Ansatz der Sehnenfaden durchtrennt und anschliellend der
Papillarmuskel in einem rechteckigen Block aus dem Ventrikelmyokard entfernt. In der Regel konnten

aus einem Herz ein bis zwei Papillarmuskeln gewonnen werden.

2.3.4 Einhangen

Nach Vermessung der Muskelpraparate wurden sie mit Hilfe einer Plastikpipette, die mit einigen
Millilitern Dissektionslosung gefullt war, in das Organbad Uberfuhrt. Das runde Ende des
Muskelstreifens bzw. das sehnenfadige Ende des Papillarmuskels wurden durch die Drahtdse
gefuhrt, um es anschlieBend an dem Haken fixieren zu kénnen. Der Muskel wurde schlaff, ohne
jegliche Dehnung zwischen Mikrometerschraube und Kraftaufnehmer eingespannt. Nach Starten des
Programmes ,LabView" zur Versuchsaufzeichnung erfolgte die Eingabe der Dimensionen Lange,
Breite und Tiefe des Muskels. Dem Programm war es anhand dieser Parameter mdglich,die
entwickelte Kraft des Muskels auf seinen Querschnitt zu berechnen. Um BDM-Reste im Organbad zu

eliminieren, wurden 50 ml der KHS-Versuchslésung ausgespult und verworfen.

2.3.5 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach dem Entfernen ruckstandiger Dissektionslosung zirkulierten wahrend des Versuchs 50 ml
Krebs-Henseleit-Ldsung kontinuierlich im System. Die Feldstimulation im Organbad wurde mit einer
Frequenz von 1 Hz bei humanen Muskelstreifen bzw. 4 Hz bei den Papillarmuskeln der Maus
eingestellt.

Die Ca?-Konzentration wurde in vier Schritten, alle zwei Minuten um 0,25 mM, bis zu einer
Endkonzentration von 1,25 mM Kalzium erhéht. Es folgte die Phase des Einschlagens. Um eine
Adaptation des Muskels an die Versuchsbedingungen zu erreichen, war eine Zeit von mindestens 30

Minuten beim humanen Muskelstreifen bzw. 15 Minuten beim Papillarmuskel der Maus vorgesehen.
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Abbildung 2-2: Originalregistrierung des Versuchsablaufs eines humanen Muskelstreifens.

Die durchschnittiche Dauer des Versuchs betrug etwa zwei Stunden, hier wird er
zusammengerafft nach erfolgtem Kalziumaufbau (nicht abgebildet) dargestellt. 1= Vordehnen
des Muskelstreifens auf Lmax, 2= Ranolazinzugabe, 3= Post-Pausen-Potenzierung, 4= Kraft-
Frequenz-Beziehung.

Nach dem Einstellen der Nulllinie im Programm wurde der Muskel durch langsames Drehen der
Mikrometerschraube gedehnt. Im Sinne des Frank-Starling-Mechanismus antwortete der Muskel auf
die Dehnung mit einer Zunahme der Kraft. Ziel war das Erreichen der Lange, bei der der Muskel die
maximale Kraft entwickelte (Lmax). In der Regel wurde L. bei einer diastolischen Spannung von ca.
1,5 bis 5,5 mN/mm? beim humanen Muskelstreifen bzw. ca. 1,0 bis 2,5 mN/mm? beim Papillarmuskel
der Maus erreicht. Vor Beginn der Experimente wurde nochmals 10 Minuten gewartet, da die
Muskeln durch die Dehnung etwas Zeit benétigten ihre Kontraktionskraft zu stabilisieren. Nach dem
Erreichen dieses ,steady state” wurde der Basiswert im Programm gespeichert.

Zu jeder verabreichten Substanz in den Experimenten gab es eine entsprechende Kontrollgruppe, die
keine Substanz erhielt. Nach erneutem Erreichen eines ,steady state“ wurde das Ereignis wieder
gespeichert.

Zur Ermittlung der Kraft-Frequenz-Beziehung (,Force-Frequency-Relationship“, FFR) wurden im
Experiment die Frequenzen verandert. Um zu zeigen, dass das Verhalten der Muskelstreifen auch
nach dem Verandern der Frequenz reversibel und die Muskelstreifen intakt sind, wurde nach der
héchsten Frequenz stets wieder die Grundfrequenz eingestellt. So betrug die Grundfrequenz bei

Versuchen mit humanen Muskelstreifen 1 Hz, bei der Kraft-Frequenz-Beziehung wurde die Frequenz
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auf 0,5 Hz reduziert und anschlieflend auf 1, 2, 3 Hz erhoht. Bei den Papillarmuskeln der Maus
betrug die Grundfrequenz 4 Hz, anschlieRend erfolgte die Einstellung auf 2, 4, 6, 8 sowie 10 Hz.

Bei der Post-Pausen-Potenzierung (,Post-Rest®, PR) wird die Stimulation der Muskelstreifen flir eine
definierte Zeit unterbrochen. Die Pausenlange kann abhangig von der Spezies variiert werden. Fur
humane Muskelstreifen wurden Stimulationspausen von 10 und 30 Sekunden durchgefihrt, bei den

Papillarmuskeln der Maus wurde die Frequenz fiir jeweils 5 und 10 Sekunden pausiert.

2.3.6 Versuche an humanen Muskelstreifen

2.3.6.1 Induktion von Stress durch Herzglykoside und Sauerstoffradikale

Bevor man mit dem Protokoll beginnen konnte, dienten sieben Pilot-Experimente mit vier
unterschiedlichen Ouabainkonzentrationen zum Finden der Konzentration, bei der es zum Anstieg
der diastolischen Spannung und ggf. zu Arrhythmien kam. Nach Erreichen eines ,steady state” wurde

die nachst hdhere Konzentration hinzugegeben.

Schritt Konzentration (uM)
1 0,25
2 0,5
3 1
4 2
5 4

Tabelle 2-5: Schema zur Ouabain-Konzentrationsfindung.

Als optimale Konzentration zur Beobachtung der diastolischen Spannung stellte sich eine
Ouabainkonzentration von 0,25 pM heraus. Um die stabilisierende Wirkung von Ranolazin auf die
Diastole naher zu evaluieren, wurde der Muskelstreifen vor der Ouabaingabe mit 10 uM Ranolazin
inkubiert. Als Vergleich diente eine Kontrollgruppe, der kein Ranolazin vor Ouabaingabe verabreicht
wurde. AnschlieBend wurde die Zeit von der Ouabaingabe bis zum Auftreten der Kontraktur
gemessen.

Unter der Einwirkung von Warmeenergie fungiert Wasserstoffperoxid (H.O;) als Quelle fur
Hydroxylradikale (OH). Da die Radikalfreisetzung aus Wasserstoffperoxid auch durch Photolyse
geschieht, wurde dieser Versuch in Dunkelheit durchgefiihrt. Im Experiment wurde der Einfluss der
Radikale auf die Kontraktionskraft des Muskelstreifens gemessen, die Konzentration der Radikale
betrug 200 uM. Die gemessenen Werte wurden alle finf Minuten gespeichert, gleichzeitig wurde die

Zeit gemessen bis der Muskelstreifen in Kontraktur ging.
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2.4 Western Blot

Zur Analyse der Proteinexpression wurden Homogenate von linksventrikularem Herzgewebe der
Delta-C-Mauslinie angefertigt, jeweils von Wildtyp und transgenen Mausen im Alter von 8 + 1
Wochen. Der Western Blot sollte die Expression des NCX und der SERCA im Zusammenhang mit
der CaMKII5.-Uberexpression zeigen.

Das gewonnene Gewebe wurde mit Hilfe des Trispuffers (Bestandteile siehe Tabelle 2-6), der mit

einem Phosphatase- und Protease-Inhibitor vervollstandigt wurde, homogenisiert.

Bezeichnung Menge (pl)

Tris-HCI Puffer (pH 7,4), 2 M 100 pl
NaCl, 4 M 500 pl
NaF, 200 mM 1000 pl
Triton X-100 Puffer, 1%ig 100 pl
NaVOs, 100 mM 100 pl
DTT, 100 mM 100 pl
ddH-0 8 ml

Tabelle 2-6: Bestandteile des Homogenisierungspuffers.

Die Proteinkonzentration im Uberstand der Probe wurde mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit (Pierce
BCA, lllinois/USA) bestimmt. Dabei wurde eine kleine Menge des Uberstandes mit Protein (25 pl), die
zuvor 1:20 verdunnt wurde, mit einem Gemisch der Reagenzien A (enthalt Bicinchonische Saure
(BCA)) und B (enthalt Kupfersulfat) im Verhaltnis 50:1 versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Kurz vor Verwendung erfolgte die Herstellung der Gele fir die Elektrophorese.

Trenngel 7,5% Menge Sammelgel Menge
Polyacrylamid 7,5% 2,5ml Polyacrylamid 4 % 1,66 ml
4xTris-Base/SDS, pH 8,8 2,5ml 4xTris-Base/SDS, pH 6,8 2,5ml
TEMED 10 pl TEMED 10 pl
APS 10% 100 pl APS 10% 100 pl
ddH,0 4,9 ml ddH:0 5,72 mi
Tabelle 2-7: Bestandteile des Trenngels. Tabelle 2-8: Bestandteile des Sammelgels.

Anschlie3end erfolgte die Messung der Extinktion und die Bestimmung der Proteinkonzentration.
Um die Proteinldsung auf dem Gel sichtbar zu machen, diente Bromophenolblau, ein Bestandteil des

mit der Probe versetzten Probenpuffers (2% Beta-Mercaptoethanol, 10% Glycerol, 60mM Tris-Base).
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Laufpuffer 5x Stock Menge Transferpuffer 5x Stock Menge
Tris-Base 30,29 Tris-Base 394 g
Glycin 144 g Glycin 144 g
SDS 10¢ ddH.0 Auffillen auf 2I
ddH,0 pH 8,3 Auffillen auf 2l Arbeitslosung Menge
Arbeitslosung Menge 5xStock 400 ml
5xStock 400 ml Methanol 20% 400 ml
ddH:0 Auffullen auf 2l SDS 10% 2ml
Tabelle 2-9: Bestandteile des Laufpuffers. ddH.0 Aufflllen auf 21

Tabelle 2-10: Bestandteile des Transferpuffers.

Die Kammer wurde mit Laufpuffer (siehe Tabelle 2-9) gefillt, anschlieRend wurde die Probenlésung in
die Kammern des Ladegels Uberfihrt und pro Gel eine Spannung von 30 mA bei 100 V fir circa 120
Minuten angelegt. Nach Auftrennung der Proteine erfolgte der Proteintransfer von dem Trenngel auf
eine Nitrocellulosemembran. Hierfur wurde ein Transferpuffer hergestellt (siehe Tabelle 2-10) und
erneut eine Spannung von 400 mA flr circa 120 Minuten bei 0°C angelegt.

Als primarer Antikérper, zum Nachweis des in den Zellen Uberexprimierten NCX, diente ein
polyklonaler NCX-Antikérper des Kaninchens (IgM, 1:5000, Firma Swant, Schweiz). Fir die
Uberexpression der SERCA2 fungierte ein polyklonaler SERCA2-Antikdrper des Kaninchens (IgM,
1:20000, Affinity BioReagents, Colorado/USA). Zur Ladekontrolle wurde fir beide Antikérper der
primare GAPDH-Antikérper (1:40000, Biotrend Chemikalien, Kéln) verwendet.

Als Sekundarantikérper, der zum Sichtbarwerden des Proteins spezifisch an den Primarantikdrper
band, diente HRP (,horseradish peroxidase®)-konjugierter Antikdrper (Anti-Kaninchen, Esel, IgG,
1:10000, Amersham Biosciences, Freiburg) als auch ein weiterer Detektionsantikorper (Anti-Maus,
Schaf, IgG, 1:10000, Amersham Biosciences, Freiburg).

Um den Sekundarantikérper sichtbar zu machen, wurde das Western-Chemilumineszenz-HRP-
Substrat (Millipore, Eschborn) verwendet. HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine
oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz entsteht. Das Substrat wurde funf Minuten mit der
Membran in Verbindung gebracht, anschlieBend wurde die Membran wenige Sekunden in einer
Dunkelkammer mit einem lichtempfindlichen Film bedeckt. Die Bandenintensitat des Films wurde
daraufhin mit einem Imaging-Densitometer (Multiimage Light Cabinet, Alpha Innotec Corporation,
California/lUSA) untersucht.
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2.5 Statistische Datenauswertung

In der vorliegenden Arbeit sind die Daten als arithmetisches Mittel £+ Standardfehler des Mittelwerts
(,Standard Error of the Mean®, SEM) angegeben. Prifungen auf Signifikanz wurden mit dem
Student's t-Test je nach Art der Daten gepaart oder ungepaart durchgefiihrt. Im Falle von multiplem
Testen kam der t-Test nach Bonferoni zum Einsatz.

Statistische Analysen von Longitudinaldaten wurden mittels Zwei-Wege-Varianzanalyse flr
wiederholte Messungen (ANOVA) durchgeflihrt. Auch dieses System sieht die Halbierung des p-
Wertes (alpha Halbe Niveau) im Falle multipler Testung vor.

Als statistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Effekte von Ranolazin beim Vorhofflimmern

3.1.1 Beeinflussung der Inotropie durch Ranolazin in humanem

Vorhofmyokard

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitdt des Myokards
untersucht. Hierfir wurden praparierte Muskelstreifen aus menschlichem Vorhofmyokard verwendet.
Der erste Teil dieser Arbeit beinhaltet die Versuche an Gewebe von Patienten mit chronischem
Vorhofflimmern. Um den grundlegenden Effekt von Ranolazin auf die Kontraktilitdt zu untersuchen,
wurde bei einer konstanten Frequenz von 1 Hz eine Gruppe mit 10 yM Ranolazin behandelt. Die
entwickelte Kraft ist normalisiert angegeben. Nach 10 Minuten reduzierte Ranolazin (n=10) die
entwickelte Kraft auf 71,1 £ 9,6 % und zeigte gegentber der Kontrolle (n=11) mit 98,3 + 2,9% einen

signifikanten negativ inotropen Effekt (P<0,05).
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Abbildung 3-1: Negativ inotrope Wirkung von
Ranolazin beim Vorhofflimmern.

Die Werte sind normalisiert angegeben. 10 pM
Ranolazin reduzierte die entwickelte Kraft
signifikant (*) (t-test, P<0,05) gegenuber der
Kontrolle.
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3.1.2 Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Ranolazin

Unter klinisch-therapeutischem Aspekt interessiert insbesondere der Zusammenhang zwischen der
zugefihrten Dosis und ihrer Wirkung. Daher wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve von

Ranolazin im Bereich klinisch relevanter Plasmakonzentrationen ermittelt.
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Abbildung 3-2: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von
Ranolazin.

Dosisabhangiger Einfluss steigender Konzentrationen von
Ranolazin (6, 10, 15 yM) auf die normalisierte entwickelte
Kraft im Vorhofmyokard von Patienten mit Vorhofflimmern
(VHF). Ranolazin zeigte gegenuber der Kontrolle einen
signifikanten (*) negativ inotropen Effekt (RM ANOVA,
P<0,05).

Eine Konzentration von 6 uM Ranolazin entspricht der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso),
die den spaten Na*-Strom signifikant reduzieren kann (Antzelevitch et al. 2004, Undrovinas et al.
2006). Der Abbildung 3-2 ist zu entnehmen, dass Ranolazin (n=6) bereits bei dieser Konzentration
die Kraft signifikant (P<0,05) auf 74,6 £ 4,5 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=5) reduzierte, bei
der sich die Kraft mit 99,0 + 8,1 % nicht veradnderte. Dies entspricht einem Kraftabfall von
durchschnittlich 25,4 %. Weiter zeigen die Kurven, dass unter Erhéhung der Ranolazinkonzentration
auf 10 und 15 pM die entwickelte Kraft signifikant (P<0,05) weiter abfiel (siehe auch Tabelle 3-1). Die
aus den steigenden Ranolazinkonzentrationen resultierende Kurve steht statistisch signifikant
(P<0,05) gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe. Daher muss von einem dosisabhangigen negativ

inotropen Effekt von Ranolazin gesprochen werden.
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Konzentration (uM) 0 5 10 15
Kontroll-Gruppe
1,0+0,0 | 1,0+£0,1 ] 0,9+0,0 | 0,8%0,1
Kraft (mN/mm?)
Ranolazin-Gruppe
1,0+0,0  0,8%+0,1|0,6*+0,1|0,6"%0,1
Kraft (mN/mm?)
Tabelle 3-1: Angabe der Kréfte der Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Ranolazin.
Angabe der normalisierten entwickelten Krafte und des SEM humaner

Vorhofmuskelstreifen unter Ranolazinexposition (n=6) im Vergleich zur Kontrolle (n=5).
Signifikant (RM ANOVA, P<0,05) reduzierte Krafte nach Ranolazinexposition im
Vergleich zur Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet.

3.1.3 Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitit bei steigenden

Stimulationsfrequenzen

Um den weiteren Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitdit des humanen Vorhofmyokards von

Patienten mit Vorhofflimmern zu untersuchen, wurde im Experiment eine Kraft-Frequenz-Beziehung

durchgeflihrt, bei der die Frequenz von 0,5 Hz schrittweise auf 3 Hz erhéht wurde.
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Abbildung 3-3: Die entwickelte Kraft unter Ranolazin
bei steigenden Frequenzen.

Der Einfluss von Ranolazin auf das kontraktile
Verhalten in Muskelstreifen von Patienten mit
Vorhofflimmern. Der negativ inotrope Effekt von 10 uM
Ranolazin war bei hoéheren Frequenzen nicht
ausgepragt.

Tabelle 3-2 entnommen werden.
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Die Abbildung 3-3 zeigt die Mittelwerte der entwickelten Kraft der Muskelstreifen. Bei hoheren
Frequenzen zeigte die entwickelte Kraft keinen Unterschied zwischen Muskelstreifen, die mit 10 uM

Ranolazin (n=12) behandelt wurden und der Kontrollgruppe (n=11). Die Mittelwerte kdnnen der
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Frequenz (Hz) 0,5 1 2 3 1
Kontroll-Gruppe
Kraft (mN/mm?)
Ranolazin-Gruppe
Kraft (mN/mm?)

Tabelle 3-2: Angabe der entwickelten Kréfte bei steigenden Frequenzen.

Darstellung der Mittelwerte mit SEM fir die Kraft-Frequenz-Beziehung. Die
Ranolazingruppe zeigte gegentber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied
in der entwickelten Kraft bei steigenden Frequenzen.
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Abbildung 3-4: Die diastolische Spannung unter
Ranolazin bei steigenden Frequenzen.

Diese erhohte sich bei Steigerung der Frequenz in der
Kontrollgruppe signifikant gegenuber der
Ranolazingruppe, die Uber alle Stimulationsfrequenzen
eine konstante diastolische Spannung aufwies.
Signifikant (RM ANOVA, P<0,05) reduzierte Werte der
Ranolazingruppe im Vergleich zur Kontrolle sind mit *
gekennzeichnet.

Mit der Kraft-Frequenz-Beziehung konnte neben der entwickelten Kraft auch der Effekt von Ranolazin
auf die diastolische Spannung naher evaluiert werden. In der Ranolazin-Gruppe konnte die
diastolische Spannung gegentber der Kontrollgruppe signifikant reduziert werden (RM ANOVA,
P<0,05). Bei 0,5 und 3 Hz betrugen die Werte in der Kontrollgruppe (n=10) 4,4 + 0,4 bzw. 5,7 + 0,9
mN/mm?, wohingegen die mit 10 yM Ranolazin behandelten Muskelstreifen (n=11) mit 3,6 + 0,4 bzw.
3,5 £+ 0,4 mN/mm? keinen Anstieg der diastolischen Spannung zeigten. Genauere Angaben zur

diastolischen Spannung kénnen aus der Tabelle 3-3 enthommen werden.
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Frequenz (Hz) 0,5 1 2 3 1
Kontroll-Gruppe
Kraft (mN/mm?)
Ranolazin-Gruppe
Kraft (mN/mm?)

Tabelle 3-3: Mittelwerte der diastolischen Spannung bei steigenden Frequenzen.

44+04|47+0554+09/57+09/46+0,5

36+04/35+04/35+04/35+0,4/33+x04

Um herauszufinden, ob der negativ inotrope Effekt von Ranolazin das Ergebnis einer veranderten
Ca?-Aufnahme und —Freisetzung des SR ist, wurde eine Post-Pausen-Potenzierung durchgefiihrt.
Diese lasst indirekt Riickschliisse auf den Ca*-Gehalt des SR zu (Bers 1985). Die Abbildung 3-5

zeigt eine Originalregistrierung zur Post-Pausen-Potenzierung.

Ranolazin
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- Abbildung 3-6: Post-Pausen-Potenzierung bei  VHF-
Zeit (30s) Muskelstreifen.
Abbildung 3-5: Originalregistrierung der Post-Pausen- Dargestellt sind die Mittelwerte der Kontraktilititsmessung des
Potenzierung bei VHF-Muskelstreifen. Quotienten vor (SS) und nach (PR) der Pause. Die

. - . . Stimulationspausen betrugen 10 und 30 Sekunden, dabei ergab
A zeigt deq Ranollazm-llnkublelzrten Muskelﬂstrelfen, B den sich kein Unterschied im Verhaltnis PR/SS der beiden Gruppen.
Kontrollstreifen. Die Stimulation wurde fir 10 bzw. 30

Sekunden unterbrochen.

Zur Bestimmung der Post-Pausen-Potenzierung wurde die Stimulation bei einer Frequenz von 1 Hz
fur eine bestimmte Zeit (10 und 30 Sekunden) ausgesetzt.

Die Abbildung 3-6 zeigt, dass die Exposition mit 10 yM Ranolazin keinen Unterschied im
Kraftverhalten nach der Stimulationspause erbrachte. Nach der Stimulationspause von 10 Sekunden
betrug das Verhaltnis PR/SS (erster Schlag nach der Pause/ letzter Schlag vor der Pause) 1,5 + 0,1
bei der Kontrollgruppe (n=7) und 1,7 £ 0,2 in der Ranolazingruppe (n=9). Nach 30 Sekunden ergab
das Verhaltnis bei der Kontrollgruppe 1,7 £ 0,2 und wies verglichen mit der Ranolazingruppe 1,7 £ 0,1

ebenso keinen Unterschied auf. Das deutet darauf hin, dass es wahrend der Pause bei beiden
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Gruppen zu keiner Reduktion im SR-Ca*-Gehalt kam.

3.1.4 Der Einfluss von Ranolazin auf die Ca*-Uberladung durch Glykoside

In den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ranolazin einen positiven
Effekt auf die diastolische Spannung in Muskelstreifen von Patienten mit chronischem Vorhofflimmern
hat. Um diesen Effekt naher zu untersuchen, wurde unter der Exposition mit 0,25 uM Ouabain eine
diastolische Dysfunktion durch Na*- und damit einhergehender Ca?*-Uberladung induziert. Fir diesen
Versuch wurden praparierte Muskelstreifen aus Vorhofmyokard von Patienten im Sinusrhythmus
verwendet. Eine Gruppe wurde vor der Exposition mit Ouabain zusatzlich mit 10 yM Ranolazin
behandelt. Ouabain wird als Herzglykosid eingesetzt und hemmt die myozytare Na*-K*-ATPase. Die
Originalregistrierungen in Abbildung 3-7 zeigt einen Muskelstreifen der Kontrollgruppe, der initial den
bekannten positiv inotropen Effekt und schlieBlich eine diastolische Dysfunktion mit ausgepragter
Kontraktur entwickelte. Unter diesen Bedingungen zeigte Ranolazin einen ausgepragten
kardioprotektiven Effekt auf die diastolische Funktion. Die Gruppe von Muskelstreifen, die vor
Ouabainexposition mit 10 yM Ranolazin versetzt wurde (n=6), ging nach 111,3 £ 8 Minuten signifikant
(P<0,05) spater in Kontraktur als die Kontrollgruppe (n=5), die bereits nach 75,0 £ 7 Minuten,
(P<0,05) in Kontraktur ging, siehe Abbildung 3-8. Als Kriterium zur Bestimmung der Kontraktur wurde
der Zeitpunkt gewahlt, bei dem der Anstieg der diastolischen Spannung die maximale

Geschwindigkeit erreichte.
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Abbildung 3-8: Darstellung der durchschnittlichen Zeit

Abbildung 3-7: Originalregistrierung eines Versuchs mit bis zur Kontraktur unter Ouabain.

0,25 uM Ouabain. Die Ranolazingruppe (n=6) ging signifikant (*) spater in

Der Muskelstreifen in Abbildung B wurde vor Beginn der Kontraktur als die Kontrollgruppe (n=5) (t-test, P<0,05).

Ouabainexposition mit 10 uM Ranolazin inkubiert. Dieser
Muskelstreifen geht deutlich spater in Kontraktur als der
Muskelstreifen, der nicht mit Ranolazin behandelt wurde
(A). Die gestrichelte Linie zeigt die maximale
Geschwindigkeit des diastolischen Anstiegs - den
Zeitpunkt der Kontraktur.
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3. Ergebnisse

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss von Ranolazin auf oxidativen Stress durch Exposition
der atrialen Muskelstreifen mit 200 yM des Radikaldonators Wasserstoffperoxid (H202) untersucht.
Wasserstoffperoxid induziert Gber eine Erhéhung des spaten Na*-Stroms eine kontraktile Dysfunktion,

die Ranolazin, als Inhibitor des spaten Na*-Stroms, wieder abschwéachen kann (Song et al. 2006).
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= Abbildung 3-10: Darstellung der durchschnittlichen
; # Zeit bis zur Kontraktur unter Wasserstoffperoxid.

Kontraktur Die Ranolazingruppe ging signifikant (*) spater in

Kontraktur als die Kontrollgruppe (t-test, P<0,05).

20 min

Abbildung 3-9: Originalregistrierung zur Exposition mit 200
UM Wasserstoffperoxid.

Der zuvor mit 10 yM Ranolazin versetzte Muskelstreifen
geht deutlich spater in Kontraktur als der Kontrollstreifen.
Die gestrichelte Linie zeigt die maximale Geschwindigkeit
des diastolischen Anstiegs - den Zeitpunkt der Kontraktur.

In der Originalregistrierung in Abbildung 3-9 geht der mit 10 uM Ranolazin exponierte Muskelstreifen
deutlich spater in Kontraktur als der Kontrollstreifen. Im Balkendiagramm von Abbildung 3-10 geht die
Kontrollgruppe (n=6) mit 14,9 + 2,5 Minuten signifikant (P<0,05) friher in Kontraktion als die Gruppe,
die vor Radikalexposition mit 10 yM Ranolazin exponiert wurde (n=5) und bei 29,0 + 4,0 Minuten in
Kontraktur ging. Als Kriterium zur Bestimmung der Kontraktur wurde in diesem Experiment ebenfalls
der Zeitpunkt ausgewahlt, bei dem der Anstieg der diastolischen Spannung die maximale
Geschwindigkeit erreichte. Die vorliegenden Experimente sind aufgrund der geringeren
Ausgangskontraktilitdt der Muskelstreifen, im Vergleich zu denen der Ouabainexperimente, mit

Einschrankung zu bewerten. Sie verdeutlichen jedoch die Ergebnisse der Ouabainexperimente, die
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3. Ergebnisse

eine signifikante Verzdgerung der Kontraktur unter Ranolazinexposition zeigten.

3.2 Die Effekte von Ranolazin bei CaMKII&.-Uberexpression

3.2.1 Einfluss der chronischen CaMKII5.-Uberexpression auf das

Herzgewicht

In der vorliegenden Arbeit wurden junge CaMKIId. -transgene Mause im Alter von 8 + 1 Wochen, und
damit erstmalig auch das friihe Stadium der Herzinsuffizienz in dieser Mauslinie, untersucht. Die
transgenen Mause wiesen im Vergleich zu den gleichaltrigen Wildtypen makroskopisch bereits eine
Herzhypertrophie auf. Das durchschnittliche Herzgewicht des transgenen Tieres (n=14) war mit 255 +
13 mg im Vergleich zum Wildtyp (n=13) mit 182 £ 11 mg signifikant erhoht; (P<0,05). Demgegenuber
blieb das Kdrpergewicht der transgenen Mause mit 27,2 £ 1,4 g verglichen mit den Wildtypen 25,4 +
1,4 g jedoch konstant.

Dieser Zusammenhang konnte mit Hilfe des Quotienten aus Herzgewicht zu Kérpergewicht (HG/KG-
Quotient) noch eindeutiger gezeigt werden. Das Verhaltnis betrug bei der transgenen Maus 11,1 £ 0,5
mg/g verglichen zu 8,0 + 0,5 mg/g des Wildtyps und war damit signifikant erhdht (P<0,05). Die
Abbildung 3-11 verdeutlicht, dass bereits bei jungen M&usen im Alter von 8 Wochen, die

Uberexpression der CaMKII8; ein erhéhtes Herzgewicht induziert.
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Abbildung 3-11: Herzgewicht, Kérpergewicht und der HG/KG-Quotient der Méuse.

Verglichen wurden transgene Mause (TG) (n=14), die die CaMKII&¢c Uberexprimierten, mit Wildtyp-Mausen
(WT) (n=13). Der Herzgewicht/Kérpergewicht-Quotient (HG/KG Quotient) war bei den TG signifikant erhoht.
Herzgewicht sowie HG/KG-Quotient waren bei den transgenen Mausen gegenliber dem Wildtyp signifikant
(*) erhoht (t-test, P<0,05).

3.2.2 Der Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitat

Ein weiterer Teil dieser Arbeit bestand darin, die grundlegende Wirkung von Ranolazin auf die
Kontraktilitat bei der CaMKIIdc-induzierten Herzinsuffizienz zu untersuchen. Hierfir wurden ebenfalls

rechtsventrikulare Papillarmuskeln von transgenen Mausen prapariert, die mit 5 yM Ranolazin
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3. Ergebnisse

inkubiert wurden. Bei einer Frequenz von 4 Hz wurde die entwickelte Kraft vor der Behandlung mit
Ranolazin mit der Kraft nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten verglichen. Die Kraft wurde
normalisiert zur ,baseline® angegeben. Bei Papillarmuskeln der Kontrollgruppe (n=9) betrug die
entwickelte Kraft nach 15 Minuten 81,1 £ 6,3 %, in Anwesenheit von Ranolazin (n=9) kam es zu einer
Kraftabnahme auf 69,3 + 6,7% (P=0,22). Wahrend sich die entwickelte Kraft 15 Minuten nach
Ranolazingabe im Vergleich zur Kontrollldsung anndhernd gleich verhielt, zeigte sich auch in diesem
Versuch eine deutliche Verbesserung der diastolischen Spannung durch die Inkubation mit 5 yM
Ranolazin. Die Abbildung 3-12 zeigt, dass Papillarmuskeln der Kontrollgruppe nach 15 Minuten eine
diastolische Spannung von 99,6 + 5,5% aufwiesen, wohingegen bei Papillarmuskeln nach Inkubation

mit 5 yM Ranolazin die diastolische Spannung signifikant auf 87,0 + 2,8% reduziert wurde (P<0,05).
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Abbildung 3-12: Darstellung der normalisierten
diastolischen Spannung in TG-Papillarmuskeln.

Nach 15 Minuten Inkubationszeit mit 5 yM Ranolazin
(n=9) kam es zu einer signifikanten (*) Reduktion der
diastolischen Spannung gegenuber der
Kontrollgruppe (n=9) (P<0,05).

3.2.3 Der Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitit bei steigenden

Frequenzen

Um den Einfluss der CaMKII&: und zuséatzlich den Ranolazineffekt auf die Kontraktilitdt naher zu
beurteilen, wurde eine Kraft-Frequenz-Beziehung durchgeflihrt, bei der die Muskelstreifen mit einer
Frequenz von 2 bis 10 Hz stimuliert wurden.

Die Abbildung 3-13 zeigt reprasentative Originalamplituden bei 2, 6 und 10 Hz der durchgefihrten
Kraft-Frequenz-Beziehung. Unter Ranolazinexposition des transgenen Muskelstreifens verbesserte

sich die diastolische Spannung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 3-13: Représentative Originalregistrierung einer Kraft-Frequenz-Beziehung bei der Maus.

Verglichen werden die Amplituden der Papillarmuskeln von Wildtyp und transgener Maus (mit und ohne
5 yM Ranolazin) bei 2, 6 und 10 Hz.

Die mittlere Kraftentwicklung im Papillarmuskel in Abbildung 3-14 zeigt eine signifikante Reduktion in
transgenen Muskelstreifen (n=10) wahrend aller Frequenzen gegeniber dem Wildtyp (n=10), der
eine signifikant hohere Kraft entwickelte (P<0,05). Dieser Zusammenhang unterstreicht die
insuffiziente systolische Pumpfunktion in den transgenen Mausen. Die Exposition mit Ranolazin bei
transgenen Papillarmuskeln (n=11) zeigte keine Unterschiede zu transgenen, unbehandelten
Papillarmuskeln.

Mit der Steigerung der Frequenzen von 2 bis 10 Hz wurde auch die diastolische Spannung
untersucht. In Papillarmuskeln der transgenen Maus (n=10) war diese im Vergleich zum Wildtyp
(n=10) signifikant erhdht (P<0,05), des Weiteren stieg sie mit steigender Frequenz, zwischen 6 und
10 Hz, weiter an. Die Abbildung 3-15 veranschaulicht die signifikante Verbesserung der diastolischen
Spannung im Papillarmuskel der transgenen Maus bei Exposition mit 5 yM Ranolazin (n=11), P<0,05.

Genaue Mittelwerte kbnnen der Tabelle 3-5 entnommen werden.
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Abbildung 3-14: Darstellung der entwickelten Kraft der
Papillarmuskeln bei steigenden Frequenzen.

3. Ergebnisse

Transgene Papillarmuskeln (n=10) entwickelten signifikant (*)
weniger Kraft als Wildtyp-Muskelstreifen (n=10) (RM ANOVA,
P<0,05). Die entwickelte Kraft wurde in der TG-Gruppe durch

die Exposition mit Ranolazin (n=11) nicht verandert.
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Abbildung 3-15: Darstellung der diastolischen
Spannung der Papillarmuskeln bei steigenden

Frequenzen.

Wildtyp (n=10), transgene Papillarmuskeln (n=10) und
transgene Papillarmuskeln nach Exposition mit 5 yM
Ranolazin (n=11) werden gegeneinander aufgetragen.
Ranolazin verminderte die diastolische Spannung der
transgenen Papillarmuskeln signifikant (#). Des
Weiteren stieg die diastolische Spannung der
unbehandelten, transgenen Muskelstreifen signifikant
(*) stérker an als bei den Wildtypen (RM ANOVA,
P<0,05).

Frequenz (Hz) 2 4 6 8 10
WT-Gruppe

1,8+03 1,7+0,3/19+04|/20+£04  19+£04
Kraft (mN/mm?)
TG-Gruppe

0,8*+0,1/0,9+0,1/0,9*+0,10,9*+£0,2 0,7+ 0,1
Kraft (mN/mm?)
TG+Ran-Gruppe

1,1+03 12+04/11+04/10+£04 0,8+0,3
Kraft (mN/mm?)

Tabelle 3-4: Exakte Angabe der entwickelten Kréfte wdhrend steigender Frequenzen.

Zusatzlich ist der SEM angegeben, die Gruppen teilen sich auf in Wildtyp (n=10),
Transgen (n=10) und transgene Papillarmuskeln nach Ranolazinexposition (n=11).
Signifikant reduzierte Werte sind mit * markiert (RM ANOVA, P<0,05).
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3. Ergebnisse

Frequenz (Hz) 2 4 6 8 10
WT-Gruppe

26+03(25+03/24+0,2/24+£0,225%0,2
Kraft (mN/mm?)
TG-Gruppe

30+£0,2/3,1+0,2/33+0,3/3,6"+0,43,77+0,4
Kraft (mN/mm?)

TG+Ran-Gruppe
Kraft (mN/mm?)
Tabelle 3-5: Exakte Angabe der Werte fiir die diastolische Spannung.

24+0,3/23+0,3 24+0,3/2,3*£0,32,3*+0,3

Zusatzlich ist der SEM angegeben. Die Versuche wurden an Papillarmuskeln der Maus
durchgefihrt, davon Wildtyp (n=7), Transgene (n=9) und transgene Muskelstreifen nach
5 uM Ranolazinexposition (n=10). Signifikant erhdhte bzw. reduzierte Werte sind mit *
bzw. #markiert (RM ANOVA, P<0,05).

3.2.4 Der Einfluss der CaMKIId: auf die Arrhythmogenese

Wahrend des Versuchsablaufs mit transgenen rechtsventrikularen Papillarmuskeln der Maus (n=5)
traten gehauft spontane Arrhythmien auf, wohingegen bei den Papillarmuskeln der Wildtyp-Mause
keine Arrhythmien auftraten (P<0.05), siehe auch Abbildung 3-18. Aufgetretene Arrhythmien, die Gber
funf Minuten anhielten, wurden mit 5 uM Ranolazin behandelt.

Die Abbildung 3-19 verdeutlicht, dass sich alle aufgetretenen Arrhythmien durch die Gabe von
Ranolazin innerhalb weniger Minuten terminieren lieRen. Die Abbildungen 3-16 und 3-17 zeigen die
Amplituden der Originalregistrierung nach Stimulation. Ohne Zugabe von Ranolazin blieb die

Arrhythmie bestehen. Abbildung 3-17 entstand nach Hinzugabe von 5 pM Ranolazin, das die
Arrhythmie beendete.

Kontrolle + 5 uM Ranolazin
TG TG
E E
E E
: £
™~ o
| 1 | . I I
250 ms 250 ms
Abbildung 3-16: Registrierung der Amplituden Abbildung 3-17: Registrierung der Amplituden
wéhrend der Arrhythmie. nach Gabe von 5 uM Ranolazin.
Ohne Hinzugabe von Ranolazin konnte die Der Muskelstreifen kontrahierte nach
Arrhythmie nicht beendet werden. Die roten Ranolazingabe wieder rhythmisch. Die roten
Striche markieren die regulare Stimulation. Striche markieren die regulare Stimulation.
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Abbildung 3-18: Anzahl der aufgetretenen Arrhythmien in Abbildung  3-19: Beenden der aufgetretenen
WT und TG. Arrhythmien mit Ranolazin.
In Papillarmuskeln der Wildtypen traten im Vergleich zu Alle aufgetretenen Arrhythmien konnten mit einer
den Transgenen keine Arrhythmien auf. Die Anzahl der einmaligen Gabe von 5 uM Ranolazin beendet werden,
aufgetretenen Arrhythmien ist in der transgenen Gruppe Ranolazin  terminierte  in  diesem  Experiment
signifikant (*) erhéht (P<0,05). aufgetretene Arrhythmien signifikant (*) (P<0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Arrhythmien signifikant gehauft in transgenen Mausen auftraten.
Durch Inhibition des spaten Na*-Stroms mittels Ranolazin lieken sich alle aufgetretenen Arrhythmien

beenden (P<0,05). Ranolazin stellte sich in diesem Experiment als potentes Antiarrhythmikum dar.

3.2.5 Der Ca**-Haushalt bei Uberexpression der CaMKII5.

Um herauszufinden, ob die entwickelte Kraft in den transgenen Papillarmuskeln und der Einfluss von
Ranolazin auf die diastolische Spannung auf einer veranderten Ca*-Aufnahme und —Freisetzung des
SR beruht, wurde, wie bereits unter Kapitel 3.1.3 beschrieben, eine Post-Pausen-Potenzierung
durchgefuhrt. In diesem Versuch wurden zwei Stimulationspausen von jeweils 5 und 10 Sekunden
durchgefihrt. Der erste Ausschlag nach der Pause wurde durch den ersten Ausschlag vor der Pause
geteilt (PR/SS).

Nach einer Pause von 10 Sekunden war das Verhaltnis (PR/SS) in der transgenen Maus (n=7) 1,6 +
0,3 im Vergleich zum Wildtyp (n=7) 2,7 + 0,4 signifikant reduziert (P<0,05). Bei beiden
Stimulationspausen ergab die Zugabe von 5 uM Ranolazin im transgenen Muskelstreifen (n=9)
keinen Unterschied zum nicht behandelten, transgenen Muskelstreifen. Nach 5 Sekunden betrug das
Verhaltnis 1,3 £ 0,2 und 1,4 + 0,2 nach der Pause von 10 Sekunden.

Die Abbildung 3-20 zeigt eine reprasentative Originalregistrierung. Die Abbildung 3-21 fasst die
Versuchsergebnisse der Post-Pausen-Potenzierung zusammen und zeigt, dass der Ca*-Gehalt des

SR in den transgenen Mausen reduziert war.
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Abbildung 3-20: Originalregistrierung
der Post-Pausen-Potenzierung von
Papillarmuskeln.

Abbildung A zeigt einen
Papillarmuskelstreifen des Wildtyps, B
und C zeigen Registrierungen von
transgenen Papillarmuskelstreifen,
wobei B einen Kontrollstreifen darstellt
und C zuvor mit 5 pM Ranolazin
inkubiert wurde. Die Stimulation wurde
fur 5 bzw. 10 Sekunden unterbrochen.
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Abbildung 3-21: Post-Pausen-Potenzierung der Papillarmuskeln.

Nach 5 und 10 Sekunden Pause wird das Verhaltnis PR/SS zwischen
Wildtyp (n=7) und transgenem Papillarmuskel (n=7) sowie transgenem
Papillarmuskel und Ranolazin (n=9) verglichen. Nach einer Pause von
10 Sekunden fand sich in den transgenen Papillarmuskeln eine
signifikante (*) Reduktion des Verhaltnisses PR/SS im Vergleich zum
Wildtyp (P<0,05).

Um die klassischen Veranderungen in der Ca?*-Homoostase bei der Herzinsuffizienz (Reduzierung

der SERCA und Steigerung des NCX) als Ursache flr die veranderte Post-Pausen-Potenzierung zu

untersuchen, wurden Western Blots mit linksventrikularem Myokardgewebe der transgenen Mause

durchgeflhrt.

In dem vorliegenden Modell der friihen Herzinsuffizienz zeigt die Abbildung 3-22, dass die SERCA-
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Expression in den transgenen Mausen (n=7) signifikant auf 74,2 + 9,8% (P<0,05) im Vergleich zum
Wildtyp (n=6) reduziert war. Wahrend Vorarbeiten einen drastischen Anstieg der NCX-Expression bei
transgenen Mausen im Alter von 12 Wochen gezeigt haben (Maier et al. 2003), fanden sich bei der
NCX-Expression der 8 Wochen alten transgenen Mause (n=7) mit 94,7 £ 16,2 % im Vergleich zum
Wildtyp (n=6) keine erhéhten Werte.
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Abbildung 3-22: SERCA-Expression  in
transgenen Méusen.

Die Mittelwerte der SERCA-Expression Die Expression des NCX ergab keinen
(normalisiert zur GAPDH-Expression) zeigen eine Unt h'pd isch Wildt 9 -6 d
signifikante (*) Reduktion in transgenen Mausen nterschie M ZWISC e_n7 ildtyp  (n=6) un
(n=7) (P<0,05); (Wildtyp n=6). transgenen Mausen (n=7).

Abbildung 3-23: Expression des NCX in
transgenen Mé&usen.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitdt und die
diastolische Funktion an atrialen Muskelstreifen von Patienten mit Vorhofflimmern untersucht.
Ranolazin reduzierte dosisabhangig die entwickelte Kraft am isolierten Vorhofmyokard und fuhrte zu
einer Verbesserung der diastolischen Spannung, die bei Steigerung der Stimulationsfrequenzen
signifikant reduziert werden konnte. Die Wirkung von Ranolazin auf die diastolische Spannung wurde
in weiteren Experimenten durch Erzeugung von Stress naher untersucht. So konnte Ranolazin mittels
Ouabain, einem Herzglykosid, die Zeit bis zum Ubergang des Muskelstreifens in die Kontraktur
signifikant verzégern. Auch unter dem Radikaldonator Wasserstoffperoxid bewirkte die vorherige
Inkubation mit Ranolazin eine signifikante Verzégerung der Kontraktur.

Da das Vorhofflimmern eine haufige Komorbiditdt im Rahmen der Herzinsuffizienz ist, wurde in einem
weiteren Teil der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Ranolazin auf die CaMKII&c-induzierte
Herzinsuffizienz an transgenen Mausen untersucht als auch ein Vergleich zwischen transgenen
Mé&usen und Wildtypen gezogen.

Der Einfluss der CaMKII&c-Uberexpression auf das friihe Stadium der Herzinsuffizienz (8 + 1
Wochen) wurde naher untersucht und es konnte erstmals ein erhdhtes Herz- und Kdrpergewicht in
diesen transgenen Mausen gezeigt werden. Bei der durchgeflhrten Kraft-Frequenz-Beziehung
entwickelten transgene Papillarmuskeln signifikant weniger Kraft als die Wildtypen. Die diastolische
Spannung hingegen war in transgenen Papillarmuskeln im Vergleich zu den Wildtypen erhoht. Eine
durchgefiihrte Post-Pausen-Potenzierung ergab Hinweise auf einen verminderten Ca?-Gehalt des
SR in transgenem Gewebe. Western Blots wurden zur Proteinexpression durchgefuhrt und zeigten
als typisches Korrelat der Herzinsuffizienz eine signifikante Reduktion der SR-Ca?-ATPase. Als
weitere Zeichen der CaMKIldc-induzierten Herzinsuffizienz zeigten sich wahrend des
Versuchsablaufs spontan auftretende Arrhythmien, die alle mit 5 pM Ranolazin beendet werden
konnten.

Des Weiteren wurde der demonstrierte Einfluss von Ranolazin auf die diastolische Spannung am
Vorhof in weiteren Experimenten am Ventrikel bei der CaMKIIdc-induzierten Herzinsuffizienz
bestatigt: Ranolazin reduzierte die diastolische Spannung bereits unter basalen Bedingungen

signifikant, dieser Effekt konnte bei hdheren Frequenzen noch starker verdeutlicht werden.
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4.1 Ranolazin wirkt am Vorhofmyokard negativ inotrop

Die vorliegenden Ergebnisse beschreiben erstmals den Einfluss von Ranolazin auf die Kontraktilitat
am Myokard von Patienten mit Vorhofflimmern und zeigen, dass Ranolazin die entwickelte Kraft
dosisabhangig reduziert.

Diese leicht negativ inotrope Wirkung von Ranolazin konnte auch an atrialen Muskelstreifen von
Patienten im Sinusrhythmus gezeigt werden (Sossalla et al. 2010b). Hingegen wirkte Ranolazin in
den Experimenten mit Papillarmuskeln CaMKII&c-tUberexprimierender Mause nicht negativ inotrop.
Gleiches beobachteten auch Sossalla et al. an herzinsuffizientem humanen Ventrikelmyokard
(Sossalla et al. 2008). In einer anderen Arbeit an einem in-vivo-Hundemodell mit chronischer
Herzinsuffizienz flhrte die Infusion von Ranolazin sogar zu einer Verbesserung der systolischen
linksventrikuldren Funktion (Sabbah et al. 2002). Dem stehen Ergebnisse von Experimenten mit
Ouabain an isolierten Herzen des Meerschweins entgegen, in denen Ranolazin eine moderate,
konzentrationsabhangige Reduktion des linksventrikularen systolischen Drucks (LVSD) bewirkte,
aber dabei nicht die positiv inotrope Wirkung von Ouabain inhibierte. Diesen Effekt von Ranolazin auf
den LVSD konnte die Arbeitsgruppe auch in Abwesenheit von Ouabain bestatigen (Hoyer et al. 2011).
Moglicherweise fiihrt eine reduzierte diastolische Ca?-Konzentration durch die Inhibition des spaten
Na*-Stroms zu einem dezenten negativ inotropen Effekt. Andererseits kann auch eine Inhibition des
Na*-Spitzenstroms, der im Vergleich zum Ventrikelmyokard eine gréRere Stromdichte am
Vorhofmyokard aufweist (Burashnikov et al. 2007), wie auch eine partielle Hemmung des spaten
Ca*-Stroms, der im therapeutischen Bereich von Ranolazin zu 25-30% signifikant mit inhibiert wird
(Antzelevitch et al. 2004), zu dem negativ inotropen Effekt im Vorhofmyokard fuhren.

Verschiedene Antiarrhythmika, beispielsweise Ca?-Kanal-Blocker oder B-Blocker, reduzieren die
Inotropie am Ventrikel. Vor allem bei Patienten mit bereits bestehender reduzierter linksventrikularer
Funktion ist das ein unerwiinschter Effekt. In den vorliegenden Ergebnissen zeigte Ranolazin jedoch
keine negativ inotrope Wirkung am Ventrikel. Diese Beobachtung bestatigt Vorarbeiten, die an
humanem herzinsuffizienten Gewebe keine Reduktion der ventrikularen Kontraktilitat sahen (Sossalla
et al. 2008, Sabbah et al. 2002). Auch eine grofde klinische Studie zur Monotherapie von Ranolazin
bei Patienten mit chronischer Angina pectoris zeigte keine Beeinflussung von Blutdruck oder

Herzfrequenz durch Ranolazin (Chaitman et al. 2004).
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4.2 Die Inhibition des spaten Na*-Stroms verbessert die diastolische
Funktion

Ranolazin reduzierte in der vorliegenden Arbeit die diastolische Spannung in atrialem Gewebe von
Patienten mit Vorhofflimmern als auch ventrikular an Papillarmuskeln von Mausen mit CaMKII&c-
induzierter Herzinsuffizienz. Dieser Effekt konnte unter basalen Bedingungen als auch bei steigenden
Frequenzen beobachtet werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der zugrundeliegende
Mechanismus zur Entstehung der diastolischen Dysfunktion die Na*-induzierte Ca?*-Uberladung des
Zytosols ist (Belardinelli et al. 2006b).

Sowohl bei der CaMKII&c-induzierten Herzinsuffizienz als auch beim Vorhofflimmern wurde ein
verstarkter spater Na*-Strom beschrieben (Wagner et al. 2006, Sossalla et al. 2010b). Dieser kann
wesentlich zur intrazellularen Na*-Akkumulation beitragen und bewirkt dadurch die Umkehr des NCX-
Transportmechanismus, der normalerweise ein Ca*-lon im Austausch gegen drei Na*-lonen aus der
Zelle transportiert und zur diastolischen Relaxation beitragt. Der Rlickwartsmodus des NCX, induziert
durch den hohen intrazellularen Na*-Gehalt, transportiert nun jedoch im Austausch fir Natrium,
Kalzium in die Zelle hinein (Bers 2001). Folglich akkumuliert Kalzium wahrend der Diastole im Zytosol
und bewirkt eine Aktivierung der kontraktilen Filamente, die zur Stérung der diastolischen Relaxation
(Wagner et al. 2003) und konsekutiv zur Erhéhung der diastolischen Spannung flhrt. Ranolazin ist
ein Inhibitor des spaten Na*-Stroms (Antzelevitch et al. 2004) und bewirkt durch Reduktion der Na*-
Akkumulation, und damit auch der Ca*-Uberladung, eine Verbesserung der diastolischen Spannung
(Sossalla et al. 2008).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen Vorarbeiten zur Wirkung von Ranolazin auf die
diastolische Dysfunktion. So zeigte sich unter dem Einfluss von Ranolazin eine Verbesserung der
diastolischen Spannung an linksventrikularen Hundekardiomyozyten bei induzierter Herzinsuffizienz
sowohl basal als auch bei steigenden Frequenzen (Undrovinas et al. 2006). Die Arbeitsgruppe
begrindete diese Beobachtung damit, dass Ranolazin seine Wirkung tUber die Hemmung des spaten
Na*-Stroms entfaltet und dabei die Bindung an inaktivierte Na‘-Kanale bevorzugt. So flhren
steigende Stimulationsfrequenzen, und damit hdhere Frequenzen von Aktionspotentialen, zur
haufigeren Inaktivierung der Na*-Kanale und so zur starkeren Wirkungsentfaltung von Ranolazin. Die
Tatsache, dass bei steigenden Frequenzen die diastolische Spannung zunimmt, konnte in der
vorliegenden Arbeit sowie in vorherigen Studien an herzinsuffizientem menschlichen Myokard gezeigt
werden (Feldman et al. 1988, Pieske et al. 2002b). Dies wurde dadurch erklart, dass der Anstieg der
diastolischen Spannung bei héheren Frequenzen ebenfalls durch eine erhéhte intrazellulare Na*-
Konzentration bedingt wird, die mit einer diastolischen Ca?-Uberladung und folglich erhéhter
diastolischer Spannung einhergeht. Die Ursache fur die intrazellulare Na*-Erhéhung war hingegen

nicht bekannt. So wurde vermutet, dass eine gestorte Na*-Elimination aus der Zelle durch die Na*/K*-
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ATPase vorliegt, deren verminderte Aktivitdt an humanen herzinsuffizienten Herzen zuvor gezeigt
wurde (Schwinger et al. 1999). Als weitere Moglichkeit fur die hohe intrazellulare Na*-Konzentration
bei der Herzinsuffizienz wurde die Hochregulierung des Na‘/H*-Austauschers (NHE) in Betracht
gezogen. Durch die selektive Hemmung des NHE durch Cariporid konnte der Na*-Einstrom in einem
Herzinsuffizienzmodell am Kaninchen gehemmt werden (Baartscheer et al. 2003). Jedoch hemmt
Cariporid bei den von der Arbeitsgruppe verwendeten Konzentrationen zum Teil auch langsam
inaktivierende Na*-Kanale (den spaten Na*-Strom) (Chattou et al. 2000). Valdivia et al. zeigten 2005
erstmals einen verstarkten spaten Na*-Strom im herzinsuffizienten Myokard vom Menschen und vom
Hund (Valdivia et al. 2005), und damit eine weitere mogliche Ursache flr eine erhéhte intrazellulare
Na*-Konzentration. Die Inhibition des spaten Na*-Stroms durch Ranolazin verminderte eine
nachfolgende diastolische Ca*-Akkumulation sowie spontane SR-Ca?*-Freisetzungen und
verbesserte auf diesem Weg in einer Arbeit an einem chronisch herzinsuffizienten Hundemodell die
diastolische Funktion (Undrovinas et al. 2010). Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten der
vorliegenden Arbeit Gberein, die eine Verbesserung der diastolischen Spannung unter Ranolazin an
Papillarmuskeln von CaMKII&c-Uberexprimierenden Mausen zeigten und der zugrundeliegende
Mechanismus deshalb vergleichbar scheint.

Einen weiteren bedeutenden Mechanismus fiir die Erhéhung der diastolischen Spannung stellt das
CaMKIIdc-vermittelte SR-Ca*-Leck dar, wie es beim chronischen Vorhoffimmern (Neef et al. 2010)
als auch bei der Herzinsuffizienz (Maier et al. 2003, Sossalla et al. 2010a) gezeigt wurde. Die
CaMKIlIdc, die in Expression und Aktivitat beim chronischen Vorhofflimmern (Neef et al. 2010, Tessier
et al. 1999) als auch bei der Herzinsuffizienz (Kirchhefer et al. 1999) verstarkt ist, wurde in
Verbindung mit einer Phosphorylierung des RyR2 gebracht (Wehrens et al. 2004) und fuhrt auf
diesem Weg zu einer verstarkten Ca®*-Freisetzung aus dem SR. Dieses freigesetzte Kalzium leistet
einen wesentlichen Beitrag zur erhohten zytosolischen Ca?*-Konzentration bei der Herzinsuffizienz
und beim Vorhofflimmern (Vest et al. 2005) und somit zum Anstieg der diastolischen Spannung. Es
gibt jedoch auch Berichte, die im Gegensatz zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit eine
erhaltene Relaxation und so eine unbeeintrachtigte diastolische Funktion beim Vorhofflimmern
beobachteten (Schotten et al. 2002). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen hingegen, dass
die Inhibition des spaten Na*-Stroms mit Ranolazin die diastolische Spannung reduziert und so auch
die Ca?-Uberladung des Zytosols reduziert sein misste. Diese Annahme kann durch eine bisher
unveroffentlichte Arbeit (aus der AG Maier) bestatigt werden, die die Abnahme der spontanen SR-
Ca*-Freisetzungen unter Ranolazinexposition zeigte. Sossalla et al. demonstrierten an isolierten
ventrikularen Kaninchenmyozyten, dass Ranolazin den AT XlI-induzierten, signifikanten Na*-Anstieg in
der Zelle wahrend aller Stimulationsfrequenzen hemmen konnte. Ranolazin reduzierte den spaten

Na*-Strom, die intrazelluldre Na*-Konzentration als auch die intrazelluldre diastolische Ca?*-
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Konzentration ohne die Ca?*-Transientenamplitude oder den Ca®*-Gehalt des SR zu vermindern. An
humanen Muskelstreifen aus herzinsuffizienten Explantaten zeigten sie eine Verbesserung der
diastolischen Spannung durch Ranolazin, ohne dass der Ca?-Gehalt des SR signifikant verandert
wurde (Sossalla et al. 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Verbesserung der
diastolischen Dysfunktion unter Ranolazin und stehen im Einklang mit weiteren Publikationen, die in
Ratten- und Hundeherzen zeigten, dass die Inhibition des spaten Na*-Stroms mittels Ranolazin in der
Lage ist, die diastolische Dysfunktion auch wahrend Ischamie (Fraser et al. 2006) und Reperfusion
(Gralinski et al. 1994) zu verbessern. Auch klinisch gibt es Hinweise auf die verbesserte diastolische
Funktion unter Ranolazin: Bereits 1994 zeigten Hayashida et al. in einer Studie von 15 Patienten mit
ischamischer Herzerkrankung, dass die intravendse Applikation von Ranolazin zur Verbesserung der
diastolischen Funktion flhrte (Hayashida et al. 1994). Dartiber hinaus wurden kirzlich 22 Patienten
Doppler-echokardiographisch untersucht, die seit durchschnittich zwei Monaten Ranolazin zur
antianginésen Therapie einnahmen. Es zeigte sich eine linksventrikuldare Verbesserung sowohl der
diastolischen als auch der systolischen Funktion (Figueredo et al. 2011).

Um die Wirkung von Ranolazin auf die diastolische Funktion ndher zu evaluieren, wurde in der
vorliegenden Arbeit in weiteren Experimenten mit atrialen Muskelstreifen von Patienten im
Sinusrhythmus Stress durch die Gabe von Ouabain und Wasserstoffperoxid erzeugt. Muskelstreifen,
die vor Ouabainexposition mit Ranolazin behandelt wurden, gingen spater in Kontraktur. Das
Herzglykosid Ouabain hemmt die Na'/K*-ATPase und fiihrt so zur Na*-Uberladung der Zelle, die
konsekutiv (Uber den NCX) mit einer Ca*-Erhohung einhergeht. Ein leichter Anstieg der
intrazellularen Na*-Konzentration fuhrt eher zu positiv inotropen Effekten (Bers et al. 2003), ein
starkerer Anstieg, wie er in diesem Experiment beabsichtigt war, fuhrt zu Arrhythmien und kontraktiler
Dysfunktion. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass der spate Na*-Strom einen wesentlichen Beitrag
zur Na*-Akkumulation in der Zelle leistet, wie es schon durch Vorarbeiten gezeigt wurde (Makielski
und Farley 2006, Noble D 2008). Hoyer et al. bestatigten kirzlich die Beobachtung dieser Arbeit,
dass der spate Na*-Strom wesentlich zur intrazellularen Na*-Akkumulation unter Ouabain beitragt, an
isolierten Myozyten des Meerschweins. Interessanterweise konnte die Arbeitsgruppe die Na’-
Akkumulation sowohl mit KN-93, einem Inhibitor der CaMKII, als auch einem Ca?*-Chelator abmildern
(Hoyer et al. 2011). Die vorliegenden Ergebnisse deuten daraufhin, dass die Ouabain-induzierte
erhohte zytosolische Na*-Konzentration eine Ca?-Akkumulation bewirkt, welche wiederum direkt die
CaMKIl aktiviert und so eine Ursache fir den Anstieg des spaten Na'-Stroms wahrend der
Ouabainexposition sein kénnte. Diese Interpretation bestatigen vorherige Studien, die Anstiege der
Na*-/Ca*-Konzentrationen und eine aktivierte CaMKIl in Rattenmyozyten unter Herzglykosiden
zeigten (Sapia et al. 2010). Auch die CaMKIl selbst kann direkt die Funktion kardialer Na*-Kanale

dahingehend beeinflussen, den spaten Na*-Strom zu verstarken (Aiba et al. 2010, Bers und Grandi
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2009, Maltsev et al. 2008, Wagner et al. 2006).

In den durchgefihrten Experimenten mit Wasserstoffperoxid gingen Ranolazin-inkubierte
Muskelstreifen signifikant spater in Kontraktur als die Kontrollgruppe. Wasserstoffperoxid gehért zu
der Gruppe der ROS (,Reactive oxygen species) und bedingt eine zytosolische Ca?-Uberladung, die
Folge eines Anstiegs der intrazellularen Na*-Konzentration ist und Uber den Rickwartsmodus des
NCX einen Ca?*-Einstrom bewirkt (Wagner et al. 2003). Wie die Resultate dieser Arbeit
demonstrieren, geht diese Stérung im lonenhaushalt der Zelle mit elektrischer Instabilitat (Belardinelli
et al. 2006a) und einem deutlichen Anstieg der diastolischen Spannung als Zeichen der kontraktilen
Dysfunktion einher (Zeitz et al. 2002). Verschiedene Arbeiten stimmen mit den vorliegenden
Ergebnissen Uberein: So reduzierte die Inhibition des spaten Na*-Stroms mit Ranolazin die kontraktile
Dysfunktion an isolierten ventrikularen Myozyten des Meerschweins sowie den zytosolischen Anstieg
von Natrium und Kalzium, der durch Wasserstoffperoxid verursacht wurde (Song et al. 2006). Weitere
Vorarbeiten bestatigten die durch Wasserstoffperoxid-induzierte Verstarkung des spaten Na*-Stroms
(Ward und Giles 1997, Ma et al. 2005). Auch am isolierten, perfundierten Rattenherz konnte
Ranolazin den durch Wasserstoffperoxid erhdhten linksventrikuldaren enddiastolischen Druck
reduzieren (Matsumura et al. 1998). Wagner et al. zeigten kiirzlich an ventrikularen Myozyten, dass
die Wasserstoffperoxid-induzierte Verstarkung des spaten Na*-Stroms die Aktivierung der CaMKI|
benotigt. So kam es zu einer Reduktion der Na*-/Ca?*-Uberladung bei Myozyten von CaMKII5-
Knockout-Mausen. Auch die Inhibition der CaMKIl verlangsamte die Wasserstoffperoxid-induzierte
Verstarkung des spéaten Na*-Stroms. Ranolazin verzogerte in der vorliegenden Arbeit die Na*-/Ca*-
Uberladung, was darauf schlieBen lasst, dass die Wasserstoffperoxid-induzierte Na*-Uberladung

zumindest teilweise Uber den spaten Na*-Strom erzeugt wird (Wagner et al. 2011).

4.3 Die kardiale Uberexpression der CaMKII5. induziert
Herzinsuffizienz

Obwohl die in dieser Arbeit verwendeten Mause jlnger als in bisherigen Studien waren, entwickelten
sie im Vergleich zu den Wildtypen einen signifikant erhéhten Herz-/Kérpergewicht-Quotienten.
Verglichen mit 12 Wochen alten Mausen, deren Herz-/Kérpergewicht Uber das 2-Fache anstieg
(Maier et al. 2003), zeigten die 8 Wochen alten Mause einen moderateren Anstieg um etwa das 1,4-
Fache. Bereits vor tber 10 Jahren konnte gezeigt werden, dass die CaMKIl eine wesentliche Rolle
bei der Herzinsuffizienz- bzw. bei der Hypertrophieentwicklung spielt und dabei sowohl vermehrt
exprimiert als auch in ihrer Aktivitat verstarkt zu sein scheint (Kirchhefer et al. 1999, Hoch et al.
1999). So ist die CaMKII&¢ in transgenen Mausen um das 3-Fache in ihrer Aktivitat verstarkt (Zhang

et al. 2003) und ist damit in einem ahnlich hohen Malde exprimiert, wie es in humanem Myokard bei
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der Herzinsuffizienz gezeigt wurde (Hoch et al. 1999, Kirchhefer et al. 1999). Um den Einfluss der
komplexen Umbauprozesse bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz méglichst abzumildern, wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit jingere Mause verwendet, als es in frilheren Studien (mit einem
Alter zwischen 12 und 20 Wochen) der Fall war (Sag et al. 2007, Wagner et al. 2006, Maier et al.
2003).

DarlUber hinaus zeigen die vorliegenden Daten, dass diese frihe Form der Herzinsuffizienz bereits
mit einer kontraktilen Dysfunktion einhergeht, wie sie typischerweise bei der Herzinsuffizienz gezeigt
wird. So zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine signifikante Reduktion der systolischen
Kraftentwicklung, sowie einen Anstieg der diastolischen Spannung der transgenen
Papillarmuskelstreifen. Das bestatigt Beobachtungen von Zhang et al., die an 12 Wochen alten
isolierten Myozyten CaMKII-Uberexprimierender Mause bereits bei basaler Stimulation mit 0,5 Hz
eine Reduktion der systolischen Kraftentwicklung demonstrierten (Zhang et al. 2003). Als typisches
Korrelat der Herzinsuffizienz gilt ein Verlust der positiven Kraft-Frequenz-Beziehung, des
sogenannten Bowditch-Effekts (Mulieri et al. 1992). Dieser konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals
an Muskelstreifen von 8 Wochen alten CaMKIIdc-Uberexprimierenden Mausen gezeigt werden.
Verschiedene Mechanismen liegen der reduzierten Kontraktilitat zugrunde, wobei Veranderungen im
Ca?*-Gehalt des SR im Vordergrund stehen (Maier et al. 2003). Um Hinweise auf solche
Veranderungen zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit Post-Pausen-Potenzierungen
durchgeflihrt. Sie reprasentieren die Funkion des SR zur Aufnahme und Wiederabgabe von Kalzium
in einer Pause und ergaben in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Abnahme in der Gruppe der
CaMKIIdc-lberexprimierenden Mause und damit Hinweise auf einen reduzierten Ca?*-Gehalt des SR
(Bers et al. 1993, Bassani und Bers 1994). Zur naheren Evaluation eines mdglichen
Ungleichgewichts zwischen der Ca?-Aufnahme durch die SERCA und dem Ca?'-Auswartstransport
Uber den NCX wurden Western Blots durchgefiihrt. Sie zeigten eine signifikante Verminderung der
SERCA-Expression bei unveranderter Expression des NCX. Die negative Kraft-Frequenz-Beziehung
in humanem herzinsuffizienten Myokard korreliert eng mit der verminderten SERCA-Expression
(Hasenfuss et al. 1994), die auch den Hauptmechanismus fir die myokardiale Relaxation darstellt
(Inesi 1985, Schatzmann 1989). Die SERCA-Expression korreliert bei der Herzinsuffizienz mit einer
verminderten Ca?-Aufnahme des SR (Hasenfuss et al. 1994, Hasenfuss et al. 1999, Meyer et al.
1995), so dass der diastolische Ca**-Gehalt ansteigt (Beuckelmann et al. 1992), eine Aktivierung der
kontraktilen Elemente bewirkt und so eine mdgliche Ursache fur die diastolische Dysfunktion in
Gegenwart einer unveranderten NCX-Expression darstellt. Insgesamt ist die reduzierte kontraktile
Funktion der transgenen Mause als Ergebnis einer Kombination aus einer verringerten Aktivitat der
SERCA, einer verstarkten NCX-Funktion und einem verstarkten SR-Ca?*-Leck zu sehen (Bers 2001).
In der vorliegenden Arbeit ist die Expression des NCX zwar unverandert, der Quotient NCX/SERCA
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ist im Verhaltnis jedoch erhdht. Geht man davon aus, dass die Proteinexpression mit der
Transportfunktion korreliert, ist die Ca?*-Elimination Gber das Sarkolemm, verglichen mit der Ca*-
Aufnahme ins SR, gesteigert und durch ein verringertes Angebot an zytosolischem Kalzium wird die
systolische Aktivierung gehemmt (Hasenfuss et al. 1999). Interessanterweise ist im Gegensatz zu
den vorliegenden Ergebnissen die NCX-Expression bei CaMKIIdc-lUberexprimierenden Mausen im
Alter von 12 Wochen, einem Alter in dem sie eine ausgepragte Herzinsuffizienz entwickeln, sogar um
das Doppelte erhoht (Maier et al. 2003). Neben den typischen Veranderungen in der
Proteinexpression bei CaMKII5c-Uberexpression wurde auch eine erhéhte spontane Ca?*-Freisetzung
aus dem SR durch ein SR-Ca*-Leck beschrieben (Maier et al. 2003), das einen weiteren Grund fiir
den reduzierten SR-Ca?*-Gehalt darstellen kénnte. Uberraschenderweise wurde dieses bereits in
transgenen Mausen im Alter von vier Wochen, also noch vor Entstehung einer Herzinsuffizienz,
beobachtet (Zhang et al. 2003). Die Inhibition der Uberexprimierten CaMKII reduzierte die spontane
Ca?-Freisetzung aus dem SR auf eine Menge des Wildtyps. Gleiches wurde auch an ventrikularem
Kaninchenmyokard sowie an humanem herzinsuffizienten Myokard gezeigt (Currie et al. 2004,
Sossalla et al. 2010a). Die Mehrzahl der Vorarbeiten interpretieren fir diesen Zusammenhang eine
zugrundeliegende CaMKIll-abhangige Phosphorylierung des RyR (Maier et al. 2003, Witcher et al.
1991, Hain et al. 1995), die mit einem verstarkten SR-Ca?*-Leck und verringertem SR-Ca?*-Gehalt in
Verbindung gebracht wurde (Ai et al. 2005). Es gibt jedoch auch Arbeiten, die vorschlugen, die
CaMKIl wirde die Ca?-Freisetzung aus dem SR inhibieren (Wu Y et al. 2001). So wurde in der

letzten Arbeit jedoch vernachlassigt den Ca?-Gehalt des SR zu bestimmen.

4.4 Ranolazin hemmt Arrhythmien in transgenen CaMKII5.-Mausen

Wahrend des experimentellen Ablaufs traten nur in den Papillarmuskeln CaMKII&c-
Uberexprimierender Mause Arrhythmien auf, die zuvor nicht mit Ranolazin behandelt wurden und die
sich alle in kurzer Zeit nach Ranolazinexposition beenden lieken. Bei den Wildtypen kam es
hingegen zu keiner Arrhythmieentstehung.

Eine Verstarkung des spaten Na*-Stroms wurde als Trigger fur das Auftreten von Arrhythmien
beschrieben. So kann dieser zum einen Uber die Verlangerung der Aktionspotentialdauer zu EADs,
aber auch Uber eine Na*-abhéngige Ca?*-Uberladung des Zytosols zu DADs fiihren (Maltsev et al.
2007, Song et al. 2008). Daruber hinaus ist die CaMKII selbst in der Lage uber die Phosphorylierung
der Na*-Kanale ihre Funktion zu beeinflussen (Aiba et al. 2010, Wagner et al. 2006). Die Inhibition der
CaMKIIdc reduzierte in transgenen Mausen das Auftreten von Arrhythmien durch eine Reduktion der
spontanen Ca?*-Freisetzung aus dem SR (Sag et al. 2009). Die Regulation der Na*-Kanale durch die
CaMKIl ist auch von klinischer Bedeutung, da Veranderungen in der Steuerung der Na*-Kanale

ursachlich fur auftretende Arrhythmien bei der Herzinsuffizienz sein kdnnen, die haufig zum
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plétzlichen Herztod fliihren (Tomaselli und Zipes 2004).

Die CaMKIldc-Uberexpression in Mauseherzen geht mit einer schweren Herzinsuffizienz einher
(Maier et al. 2003), die gehauft mit dem Auftreten von Arrhythmien in vivo assoziiert ist (Wagner et al.
2006). Auch wenn die Anzahl der beobachteten Arrhythmien in der vorliegenden Arbeit relativ gering
war, konnen die Ergebnisse durch Vorarbeiten bestatigt werden, die ein gehauftes Auftreten von
CaMKIldc-vermittelten proarrhythmischen Ereignissen, wie EADs und DADs, in Tiermodellen sowohl
unter basalen Versuchsbedingungen (Anderson et al. 1998, Wu Y et al. 2002) als auch nach (-
adrenerger Stimulation zeigten (Sag et al. 2009). Dabei wurde dem SR-Ca?'-Leck eine bedeutende
Rolle in der Arrhythmieentstehung zugewiesen (Sag et al. 2009, Ai et al. 2005). In Vorarbeiten
verminderte die Inhibition der CaMKII das Auftreten von EADs und Arrhythmien in verschiedenen
tierexperimentellen Studien bei kardialer Hypertrophie, Kardiomyopathie, nach Azidose und bei der
CaMKIll-induzierten Herzinsuffizienz (Wu Y et al. 2002, Khoo et al. 2006, Said et al. 2008, Sag et al.
2009). Das lield Sag et al. vermuten, dass mit der CaMKII-Inhibition auch die Effekte der CaMKII auf
das SR-Ca®"-Leck und mdglicherweise auch auf den spaten Na*-Strom (Wagner et al. 2006) reduziert
sein konnten, die beide eine potentielle Grundlage fir die Entwicklung von DADs darstellen (Sag et
al. 2009). So fiihrt eine CaMKIl-abhangige Phosphorylierung des RyR2 zur verstarkten, spontanen
diastolischen Ca?*-Freisetzung ins Zytosol (Wehrens et al. 2004, Ai et al. 2005), die zu einem
transienten Einwartsstrom fiihren kann. Erhohte diastolische Ca*-Konzentrationen im Zytosol kénnen
jedoch auch Uber einen verstarkten spaten Na*-Strom induziert werden, der durch die CaMKII
reguliert wird (Wagner et al. 2006) und Uber einen Anstieg der intrazellularen Na*-Konzentration
sekundar zu einer Ca*-Uberladung fiihrt. Das scheint der wahrscheinlichste Mechanismus fiir das
Auftreten der Arrhythmien in der vorliegenden Arbeit zu sein, die unter Ranolazinexposition nicht
auftraten sowie nach Ranolazingabe sistierten. So bewirkt die Inhibition des spaten Na*-Stroms eine
Reduktion der Na*-abhangigen diastolischen Ca?*-Konzentration und verringert dadurch die
Wahrscheinlichkeit fiir spontane Ca®*-Freisetzungen und damit den Wegbereiter fiir die Entstehung
von DADs und getriggerter Arrhythmie (Clusin 2003).

Die antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin kommt mit groBter Wahrscheinlichkeit Uber die
Inhibition des spaten Na*-Stroms und des I« (,delayed rectifier potassium current®) zustande, der im
therapeutischen Anwendungsbereich von Ranolazin (2-6 pM) mit einer ICs, von 11,5 yM mit inhibiert
wird (Antzelevitch et al. 2004). Die alleinige Hemmung des spaten Na*-Stroms verkurzt die Dauer des
ventrikuldren Aktionspotentials, die isolierte Ix-Hemmung verlangert sie (Song et al. 2004). In
Situationen, in denen der spate Na*-Strom verstarkt ist, Uberwiegt jedoch die hemmende Wirkung von
Ranolazin auf den spaten Na*-Strom, gleicht eine Reduktion des K*-Stroms aus und verkurzt so das
Aktionspotential (Song et al. 2004). Die vorliegenden Ergebnisse sowie weitere experimentelle

Arbeiten an Tiermodellen bekraftigen die antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin. So verhinderte
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die Inhibition des spaten Na*-Stroms in einem chronischen Herzinsuffizienzmodell das Auftreten von
EADs in Kardiomyozyten vom Menschen und vom Hund (Maltsev et al. 1998, Maltsev et al. 2007,
Undrovinas et al. 1999). Weiter reduzierte Ranolazin ventrikulare Arrhythmien in einem Rattenmodell,
die durch Ischdmie und Reperfusion induziert wurden (Dhalla et al. 2009). In einer kirzlich
veroffentlichten  Arbeit unterdriickte Ranolazin in isolierten, perfundierten Rattenherzen
frequenzstimuliertes bzw. EAD-induziertes Kammerflimmern (Morita et al. 2011). Diese
experimentellen Beobachtungen kdonnen durch eine grofde klinische Studie bestatigt werden, in der
Ranolazin das Auftreten von Arrhythmien bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom signifikant

reduzieren konnte (Scirica et al. 2007).

4.5 Klinischer Ausblick und Relevanz der vorliegenden Arbeit

Seit der Entdeckung des spaten Na’-Stroms in humanen Kardiomyozyten vor Uber 10 Jahren
(Maltsev et al. 1998) gibt es immer mehr experimentelle und klinische Daten, die Ranolazin, als
Inhibitor des spaten Na’-Stroms, als neue Behandlungsoption bei kardialen und extrakardialen
Erkrankungen vorschlagen (Antzelevitch und Burashnikov 2009, Sossalla et al. 2011, Morrow et al.
2009). In der Behandlung der Angina pectoris ist Ranolazin bereits etabliert. Doch welche
Krankheitsbilder kénnten noch von der Behandlung mit Ranolazin profitieren?

Arrhythmien stellen eine haufige Todesursache bei herzinsuffizienten Patienten dar, daher ist die
experimentelle Untersuchung der Arrhythmogenese bei der Herzinsuffizienz von besonderer
Bedeutung. Die antiarrhythmischen Effekte von Ranolazin konnten bisher in der vorliegenden Arbeit
und in weiteren experimentellen Vorarbeiten sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden (siehe
Kapitel 4.4). Untersuchungen am Menschen hierzu sind jedoch bisher rar. In der MERLIN-TIMI-36-
Studie wurden 6560 Patienten untersucht, die nach stationarer Aufnahme mit akutem
Koronarsyndrom zusatzlich zur Standardtherapie randomisiert Ranolazin oder ein Placebo erhielten.
Die Behandlung mit Ranolazin resultierte bei diesen Patienten unter anderem in einem signifikant
geringeren Auftreten von Arrhythmien (Scirica et al. 2007). Eine ahnliche Reduktion ventrikularer
Tachykardien unter Ranolazin wurde auch in verschiedenen Hochrisikogruppen gesehen, die sowohl
Patienten mit einer reduzierten Ejektionsfraktion als auch herzinsuffiziente Patienten umfassten. Auch
wenn die MERLIN-TIMI-36-Studie erste Erfolge in der antiarrhythmischen Wirkungsweise von
Ranolazin hervorbringt, werden weitere klinische Studien benétigt, die im Besonderen die Rolle von
Ranolazin als antiarrhythmisches Mittel evaluieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen Ranolazin darGber hinaus eine bedeutende Wirkung
zur Verbesserung der diastolischen Dysfunktion am Ventrikel als auch am Vorhof zu. Die Daten

wurden zwar an einem tierexperimentellen Modell der Herzinsuffizienz gewonnen, doch sind sie im
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Ausblick auf die klinische Situation der diastolischen Herzinsuffizienz von besonderer Bedeutung.
Weltweit sind tber 23 Millionen Menschen von der Herzinsuffizienz betroffen, mit steigender Tendenz
(Bui et al. 2011). Therapeutische Ansatze unterscheiden die beiden Formen der Herzinsuffizienz
jedoch nicht. Wahrend sich die Prognose der HFrEF in den letzten drei Jahrzehnten fortschreitend
verbesserte, blieb die Prognose der HFpEF (ber die gleiche Zeitspanne unverandert (Owan et al.
2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und andere experimentelle Studien (siehe Kapitel 4.2),
sehen Ranolazin als potentiellen Wirkstoff zur Behandlung der HFpEF. Bisher gab es jedoch noch
keine klinischen Studien hierzu. Daher wurde kirzlich die RALI-DHF-Studie (,Ranolazine in Diastolic
Heart Failure®) initiiert, die die Wirkung von Ranolazin nach intravenéser Applikation mit
anschlieRender 13-tagiger oraler Einnahme bei Patienten mit schwerer diastolischer Herzinsuffizienz
beleuchten soll. Erste Ergebnisse werden noch im Jahr 2011 erwartet (Jacobshagen et al. 2011).
Daruber hinaus werden zur Zeit zwei klinische Studien bei Patienten mit Vorhofflimmern initiiert, die
die Effekte von Ranolazin im Vergleich zu einem Placebo beim Vorhofflimmern untersuchen sollen

und von Goéttingen mit koordiniert werden.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahren rickt die Rolle des spaten Na*-Stroms bei der Beteiligung an
pathophysiologischen Prozessen am Herzen immer mehr in den Vordergrund. Daher gewinnt dessen
Inhibition im Hinblick auf einen mdglichen therapeutischen Angriffspunkt bei Erkrankungen, bei denen
ein verstarkter spater Na’-Strom gezeigt werden konnte, wie der Herzinsuffizienz oder dem
Vorhofflimmern, an Bedeutung. Es wird angenommen, dass eine Verstarkung des spaten Na*-Stroms
zu einer Na*-Akkumulation im Zytosol fuhrt, die eine Umkehr der Transportrichtung des NCX bewirkt
und so zur Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration und zur kontraktilen Dysfunktion fiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Ranolazin bei der CaMKIId-induzierten
Herzinsuffizienz im Mausmodell und an humanem Vorhofmyokard von Patienten mit Vorhoffimmern
untersucht. Durchgefiihrte Muskelstreifenversuche mit Ranolazin in therapeutischen Konzentrationen
(~6 uM) zeigten eine deutliche Reduktion der diastolischen Spannung, sowohl an den
herzinsuffizienten  Papillarmuskeln als auch an humanen Vorhofmuskelstreifen von
Vorhofflimmergewebe. Auch bei der Erzeugung von Stress durch Ouabain und Wasserstoffperoxid
konnte Ranolazin die diastolische Funktion deutlich verbessern. Dabei zeigte sich auf die systolische
Kraftentwicklung am Ventrikel lediglich ein leicht negativ inotroper Effekt. Ein weiterer Teil dieser
Arbeit umfasste die Untersuchung der Herzinsuffizienz im frihen Stadium (8 £ 1 Wochen) an
Mauseherzen, die durch Uberexpression der CaMKII8, erzeugt wurde. Bereits in diesem Alter zeigte
sich ein signifikant erhdhter Herz-/Kdrpergewicht-Quotient in transgenen Mausen, wie es zuvor nur
bei alteren Mausen gezeigt wurde. Als typisches Korrelat der Herzinsuffizienz ergaben Western Blots
eine signifikante Reduktion der SERCA, die mit einer Stérung in der Ca?-Homoostase einhergeht
und eine Madglichkeit fir die aufgetretenen Arrhythmien in transgenen Papillarmuskeln darstellt, die
wahrend der Experimente spontan auftraten. Diese konnten nach Ranolazinexposition alle beendet
werden und weisen Ranolazin eine antiarrhythmische Wirkung zu.

Im Ausblick auf die aktuellen klinischen Therapiemdoglichkeiten bei der HFpEF, fir die es keinen
empfohlenen Wirkstoff gibt, und dem Vorhoffimmern, dessen Therapie immer noch sehr
nebenwirkungsreich ist, scheinen diese Ergebnisse von besonderer Bedeutung. Weitere klinische

Studien erfolgen aktuell, um einen potentiellen Einsatz fur diese Krankheitsbilder zu evaluieren.
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