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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Herzinsuffizienz bezeichnet ein klinisches Syndrom, bei dem das Herz aus unterschiedli-
chen Grunden nicht mehr in der Lage ist, bei normalen Fillungsdriicken den Korper ausrei-
chend mit Blut, Sauerstoff und Substraten zu versorgen.

Je nach dem, ob bevorzugt die Systole oder die Diastole betroffen ist, kann man die Herzin-
suffizienz pathophysiologisch in eine systolische oder diastolische Herzinsuffizienz einteilen.
Sind beide Pumpphasen betroffen, spricht man von einer kombinierten systolischen und di-
astolischen Ventrikelfunktionsstérung. Ein typisches Kennzeichen einer systolischen Herzin-
suffizienz ist eine Reduktion der ventrikularen Ejektionsfraktion. Dagegen ist die diastolische
Herzinsuffizienz durch typische klinische Symptome einer chronischen Herzinsuffizienz - bei
echokardiographisch erhaltener systolischer Pumpfunktion - gekennzeichnet (Hoppe et al.
2005). Eine weitere Mdglichkeit, die Herzinsuffizienz einzuteilen ist nach der betroffenen
Kammer. Dabei unterscheidet man zwischen einer Linksherzinsuffizienz, einer Rechts-
herzinsuffizienz oder einer Globalherzinsuffizienz. Dieser Einteilung sind typische Klinische
Symptome zugeordnet. Ausdruck einer Linksherzinsuffizienz sind klassische Symptome wie
Dyspnoe, Orthopnoe und Leistungsminderung, die aufgrund von Flussigkeitsretention mit
Stauungszeichen im Zuge der kardialen Funktionsstérung entstehen. Typische Symptome
einer Rechtsherzinsuffizienz sind sichtbare Halsvenenstauungen, Gewichtszunahme, Odme,
Stauungsleber und Stauungsgastritis. Gemeinsame Symptome bei Links- und Rechtsherzbe-
lastung sind Nykturie, Tachykardien, HerzvergréfR3erung und Pleuraergisse.

International erfolgt die Einteilung der Herzinsuffizienz nach der Klassifikation der New York
Heart Association (NYHA). Dabei werden die oben genannten Symptome unter anderem
nach subjektivem Leistungsvermégen der Patienten in vier Stadien eingeteilt. Im NYHA-
Stadium | ist der Patient beschwerdefrei und beschreibt eine normale korperliche Belastbar-
keit. Im NYHA-Stadium IV hingegen, dem Stadium der terminalen Herzinsuffizienz, be-
schreibt der Patient Beschwerden in Ruhe. Klinisch fuhrt dies meist zu verminderter korperli-
cher Belastbarkeit und deutlich reduzierter Lebenserwartung. Eine héufige und schwerwie-
gende Komplikation der Herzinsuffizienz sind kardiale Arrhythmien. In diesem Zusammen-
hang ist der plotzliche Herztod durch tachykarde Rhythmusstérungen die haufigste Todesur-
sache bei herzinsuffizienten Patienten (Tomaselli und Zipes 2004).

Die vorliegende Arbeit versucht zu erklaren, welche Rolle der spate Natriumstrom bei Druck-
induzierter Hypertrophie und der daraus resultierenden Herzinsuffizienz im Mausmodell
spielt. Um ein besseres Verstandnis des Zusammenhangs zwischen Herzinsuffizienz, Hyper-

trophie, Natriumkanalen und Arrhythmien zu bekommen, ist es jedoch zunachst erforderlich,
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auf die physiologischen Besonderheiten der Herzmuskelzelle einzugehen und diese zu be-
schreiben.

1.1 Der Kardiomyozyt

Die einzelnen Herzmuskelfasern bilden die Grundstruktur des Myokards. Diese Herzmuskel-
fasern sind ultrastrukturell vergleichbar mit den Skelettmuskelfasern, sind jedoch zehnmal
schmaler als diese (Bers 2001). Die Herzmuskelfasern bestehen aus zueinander parallel
angeordneten, quergestreiften Herzmuskelzellen, die von Sarkolemm und einer Zellmemb-
ran umgeben sind. Sie sind untereinander durch die Disci intercalares verbunden (Sjostrand
et al. 1958), die aufgrund ihres mikroskopischen Erscheinungsbildes auch Glanzstreifen ge-
nannt werden (Junqueira und Carneiro 1996). Diese Glanzstreifen haben unterschiedliche
Bedeutungen. Zum einen haben die Glanzstreifen mechanische Bedeutung, denn uber
Desmosomen und Intermediarfilamente des Sarkoplasmas sind sie mit benachbarten Mus-
kelzellen verbunden und dienen der Verankerung der Myozyten untereinander. Zum anderen
haben sie durch die Gap junctions, die sich histologisch den Connexonen zuordnen lassen,
eine funktionelle Bedeutung. Schliel3lich stellen Gap junctions (Nexus) die chemische und
elektrische Kommunikation der einzelnen Herzmuskelzellen untereinander her (Makowski et
al. 1977; Unwin und Zampighi 1980). Somit entsteht eine zusammenhangende Einheit oder
auch ein funktionelles Synzytium, welches die Synchronisation der Kontraktion des Myo-
kards durch eine gerichtete Erregungsausbreitung ermdglicht. Den Ursprung der Erregungs-
bildung des Herzens bilden die sogenannten Schrittmacherzellen, welche die besondere

Eigenschaft haben, spontan depolarisieren zu kénnen.

1.2 Die Ultrastruktur des Kardiomyozyten

Der Kardiomyozyt wird nach aulR3en durch eine Zellmembran, das sogenannte Sarkolemm,
begrenzt. Dieses Sarkolemm besteht hauptsachlich aus einer Phospholipid-Doppelschicht,
verschiedenen Cholesterinbausteinen und einer Vielzahl von Membranproteinen. Diese
Membranproteine sind vorwiegend Kanale und Pumpen, durch die lonen entlang eines Kon-
zentrationsgefalles, den osmotischen Gesetzen folgend, passiv aber auch aktiv unter Ener-
gieverbrauch transportiert werden koénnen. Diese Membranproteine dienen nicht nur dem
Transport von lonen und Molekilen, sondern haben ebenfalls eine wichtige Rolle in der Sig-
naliibertragung zwischen Intra- und Extrazellularraum. Eine weitere Besonderheit des kardia-
len Sarkolemms sind regelmafig auftretende Einstllpungen. Diese auch transversale T-

Tubuli genannten Ausstllpungen stehen mit dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), dem
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internen Ca**-Speicher der Herzmuskelzelle, in engem Kontakt und bilden ein ausgeprégtes
Netzwerk zwischen den einzelnen Herzmuskelzellen aus. Das SR wiederum ist ein speziali-
siertes glattes endoplasmatisches Retikulum, welches hauptsachlich aus longitudinalen L-
Tubuli und terminalen Zisternen besteht (Abbildung 1.1).

Myofibrillen

“— Mitochondrium

& ,)_
|-Streifen ; T-Tubulus

Kontakte zwischen
SR und T-Tubuli

A-Streifen (Diade)

I-Streifen
e
) , |

l T-Tubulus

Mitochondrium

sarkoplasmatisches
Retikulum (SR)

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des sarkoplasmatischen Retikulums, der T-Tubuli und der Myofila-

mente in der Herzmuskelzelle (modifiziert nach Junqueira und Carneiro 1996, Seite 238).

Die oft schon durch das Lichtmikroskop zu erkennende typische Querstreifung der Muskelfa-
sern lasst sich durch den physiologischen regelmafigen Aufbau der einzelnen Myofibrillen
erklaren (Huxley 1961). Dabei erkennt man unter dem Mikroskop das typische Bandenmus-
ter von abwechselnd hellen und dunklen Banden (A-, H-, M-, |-, und Z-Streifen). Der Abstand
zwischen zwei Z-Streifen betrégt in der Regel etwa 2 um und wird als Sarkomerlange be-
zeichnet. Diese Sarkomere kdnnen sich verkiirzen (Kontraktion) oder verlangern (Relaxati-
on) (Huxley 1961).

Fur die Aufrechterhaltung ihrer normalen physiologischen Funktionen enthalt die Herzmus-
kelzelle weitere Zellorganellen, wie zum Beispiel Mitochondrien, Golgi-Apparat, Lysosomen,

Lipofuszin-Granula, Peroxisomen, Glykogen und das Zytoskelett (Bers 2001).
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1.3 Elektromechanische Kopplung

1.3.1 Kontraktion / Systole

Die elektromechanische Kopplung beschreibt einen Prozess des Kardiomyozyten, ausge-
hend von der elektrischen Erregung bis hin zur mechanischen Kontraktion (Bers 2002). Bei
der Kontraktion steigt der Druck im linken Ventrikel Gber den systemischen Blutdruck, was
dazu fuhrt, dass sich die Aortenklappe 6ffnet und etwa die Halfte des im linken Ventrikel be-
findlichen Blutvolumens (~70 ml) in den Kdrperkreislauf ausgeworfen wird.

Das Ausmaf und die Starke der Kontraktion ist im Wesentlichen von der zytosolischen Ca**-
Konzentration abhangig. Ca?" als Second Messenger, der direkt die kontraktilen Filamente
aktivieren kann, nimmt somit eine entscheidende und zentrale Position im Prozess der elekt-
romechanischen Kopplung ein. Ein Ungleichgewicht dieses wichtigen Botenstoffes kann zu
Kontraktionsstérungen und im weiteren Verlauf zu Arrhythmien fihren (Pogwizd et al. 2001).
Wie gelangt das fiir die Kontraktion so wichtige Ca*" in die Zelle? Initial erfolgt ein schneller
Na’-Einstrom in die Zelle, der durch eine Aktivierung von spannungsabhangigen Na'-
Kanalen zur Depolarisation der Zellmembran fuhrt und das Membranpotential der Zelle auf
etwa +30 mV (sog. overshoot oder Aufstrich des Aktionspotentials) anhebt (Bers 2001).
Nach dem kurzen, schnellen Aufstrich des Aktionspotentials (AP), verursacht durch die eben
beschriebenen spannungsabhéngigen Na*-Kanédle kommt es im folgenden zu einem Ca*'-
Einstrom Uber spannungsabhéngige L-Typ-Kalziumkanale (sog. Dihydropyridin-
Rezeptoren=DHPR) entlang des elektrochemischen Gradienten. Dies fiihrt zu einer 200-400
ms andauernden Plateauphase des APs. Der schnelle Anstieg des zytosolischen Ca** macht
nur einen kleineren Teil (~30% beim Menschen) des zur Kontraktion benétigten Ca** aus
(Bers 1991). Sekundar kommt es, getriggert durch diesen Ca*-Einstrom, zu einer Ca**-
induzierten Ca**-Freisetzung aus den intrazelluldren Speicherorganellen, dem SR (Bassani
et al. 1993; Delbridge et al. 1996; Delbridge et al. 1997). Die Grundlage dieser Ca**-
induzierten Ca*-Freisetzung (Fabiato 1983; Fabiato 1985; Fabiato und Fabiato 1975) ist
zum einen die enge rdumliche Beziehung zwischen den L-Typ-Kalziumkanélen, den Rya-
nodinrezeptoren (RyR2) und dem SR und zum anderen die spezifische Bindung von Ca** an
die Ryanodinrezeptoren (Bers und Guo 2005; Zalk et al. 2007). Dieser Ca*-
Konzentrationsanstieg ist die Voraussetzung fiir die Aktivierung der Myofilamente und der

Interaktion zwischen Aktin- und Myosinfilamenten.
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Abbildung 1.2 Die elektromechanische Kopplung des Kardiomyozyten (modifiziert nach Bers 2002, Seite 198):
Nach dem Aufstrich des APs durch den schnellen Na*-Einstrom (im Kasten: schwarze Kurve)
kommt es zur Plateauphase durch Ca?*-Einstrom, verursacht durch L-Typ-Kalziumkanale (im
Kasten: blaue Kurve) und zur Ca®*-induzierten Ca®'-Freisetzung durch die Ryanodinrezeptoren
(rote Pfeile) aus dem SR. Somit kommt es schlieBlich zur Aktivierung der Myofilamente. Die
grinen Pfeile stellen den Ricktransport von Ca2+, wie er bei der Relaxation auftritt, dar. So
kommt es zur Ca**-Elimination aus dem Zytosol. Uber die Ca?*-ATPase (SERCA) wird Ca®* aus
dem Zytosol in das SR zuriick gepumpt und zu einem Teil iiber den NCX im Austausch mit Na*

nach extrazellular transportiert.

Das freigesetzte Ca® bindet an Toponin C des kontraktilen Apparates. Durch diese Bindung
kommt es zu einer Konformations&nderung des Tropomyosins, welches wiederum die Bin-
dungsstelle fur Myosin auf dem Aktinfilament freigibt. Parallel dazu kommt es durch die ge-
steigerte Ca**-Konzentration in der Zelle zu einer vermehrten Aktivitat der Adenosintriphos-
phatase (ATPase) der Myosinfilamente. Diese erméglicht eine Hydrolyse des an das Myosin
gebundenen ATP-Molekils in ADP und Phospat (P). Der dabei entstehende Komplex aus
ADP und P verweilt eine kurze Zeit im katalytischen Zentrum des Myosins. Diese Hydrolyse
von ATP in ADP und P geht mit einer Ausrichtung des Hebelarms einher. Des Weiteren ist
die Hydrolyse eine unerlassliche Vorraussetzung fir eine erneute Anlagerung des Myosin-
kopfes. Das Myosinkdpfchen lagert sich zunachst nur mit geringer Affinitat an das Aktinfila-
ment an, bevor es nach Abspaltung des P-Molekils eine feste Bindung mit dem Aktinfila-
ment eingeht. Das Myosinkdpfchen steht jetzt im 90°-Winkel auf dem Aktinfilament. Das Ab-
knicken des Myosinkopfchens von 90° auf 45° und die daraus resultierende Verschiebung

der Filamente gegeneinander erfolgt nach Abgabe des im katalytischen Zentrum verbliebe-
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nen ADPs (Huxley 1969). Durch das Gleiten bzw. Verschieben der einzelnen Filamente ge-
geneinander kommt es zu einer Schrittbewegung von 5-10 nm der Aktinfilamente in Richtung
M-Linie. Nachdem das ADP-Molekil das Myosinkdpfchen verlassen hat, ist der Ausgangs-
zustand erreicht. Mit erneuter Bindung von ATP in das katalytische Zentrum des Myosins
wird die Affinitat des Myosins zum Aktin geschwécht und die zuvor entstandene Querbricke
gelost. Durch zyklische Wiederholung des beschrieben Vorganges kann es zu grofReren

Langenanderungen der Myofilamente kommen (Huxley 1969; Huxley 2004).

Diastole

Systole

Kooperative Aktivierung m——>

Abbildung 1.3 Darstellung des Querbriickenzyklus bzw. Prinzip der Gleitfilamenttheorie. Durch die erhdhte
Ca’'-Konzentration kommt es zur vermehrten Bindung des ca® an Troponin C und zur Freile-
gung der Bindungselle fir Myosin am Aktin. Dadurch kommt es zur Interaktion zwischen Aktin
und Myosin. AnschlieRend folgt unter Energieverbrauch eine Drehung des Myosinkdpfchens
und eine Verschiebung der Aktinfilamente gegenuber dem Myosinkopf. Es resultiert eine Ver-

kiirzung der Myofibrillen (modifiziert nach Bers 2001, Seite 25).

1.3.2 Relaxation / Diastole

Vor Beginn der Repolarisation werden die L-Typ-Kalziumkanale tber eine negative Rick-
kopplung gehemmt. Somit kann zunachst kein weiteres Ca** in die Zelle einstrémen. Die
Elimination des zytosolischen Ca*" erfolgt tiber verschiedene Transportproteine. Eines dieser
Proteine ist die SR-Ca®*-ATPase (SERCA), die das Ca* ATP-abhangig und durch Phos-
pholamban (PLB) reguliert wieder in das SR transportiert. Uber die SERCA werden ~70%
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des zytosolischen Ca** beim Menschen wieder in das SR aufgenommen (Bassani et al.
1994). Ein weiteres Protein zur Ca®*-Elimination ist der in der Zellmembran vorhandene
Na‘/Ca**-Austauscher (NCX). Dabei wird unter Nutzung des Na*-Gradienten ein Ca*-lon im
Austausch gegen drei Na*-lonen aus der Zelle beférdert. Weitere Mdglichkeiten, das Ca®*
aus der Zelle zu entfernen, sind zum einen zusétzliche Ca*-ATPasen in der Zellmembran
und zum anderen die Aufnahme von Ca** in Mitochondrien.

Da die vorliegende Dissertation Beobachtungen und Experimente an Mauseherzen be-
schreibt, ist es wichtig zu erwahnen, dass der Mechanismus der Ca?*-Elimination in murinen
Kardiomyozyten eine andere Verteilung aufweist als beim Menschen oder Kaninchen. Bei
Ratten- und Mausemyozyten werden im Gegensatz zum Menschen 92% des Ca?' iiber die
SERCA und 7% Uber den NCX eliminiert (Bers 2001).

1.3.3 Frank-Starling-Mechanismus

Erhoht sich der zentralvendse Druck im Korperkreislauf, nehmen sowohl das diastolische
Volumen als auch das Schlagvolumen des linken Ventrikels zu. Dagegen veréandert sich der
Blutdruck nur geringfiigig. So ist das Herz durch autonome Regulation (Inotropie) in der La-
ge, die Ventrikel in ihrem Schlagvolumen und Rhythmus - bis zu gewissen Grenzen - dem
angebotenen Blutvolumen anzupassen. Diesen Mechanismus beschrieben Frank und Star-
ling (Frank 1895, Starling 1918). Sie fanden heraus, dass eine vermehrte Volumenbelastung
der Ventrikel, also eine Vorlasterhéhung, dazu fihrt, dass das Herz mit einer gesteigerten
Kontraktionskraft reagiert. Die Ursache fiir diese Kontaktionskraftsteigerung ist die Erhéhung
der Ca**-Sensitivitat der kontraktilen Filamente (Hibberd und Jewell 1982; Kentish et al.
1986). Diese konnen sich aufgrund einer gesteigerten Vorlasterhbhung vermehrt dehnen.
Dadurch kommt es zur einer intensiveren Uberlappung der Myofibrillen, was eine verstarkte
Querbriickenbindung zu Folge hat (Gordon et al. 1966). Zusatzlich kommt es bei gréZeren
Sarkomerlangen zur verstarkten Ca**-Ausschiittung aus dem SR (Allen und Kurihara 1982;
Kentish und Wrzosek 1998). Die sich damit aus dem Frank-Starling-Mechanismus ergeben-
de Mdglichkeit zur autonomen Regulation der Inotropie beféhigt die Ventrikel, ihr Schlagvo-

lumen in gewissen Bereichen dem angebotenen Blutvolumen regulatorisch anzupassen.
1.3.4 Kraft-Frequenz-Beziehung
Bowditch zeigte schon 1871, dass nicht nur die enddiastolische Vordehnung, sondern auch

die Schlagfrequenz die vom Myokard generierte Kontraktionskraft beeinflussen kann

(Bowditch 1871). In diesem Zusammenhang wurde nachgewiesen, dass es durch eine Erho-



1. Einleitung

hung der Stimulationsfrequenz zu einer gesteigerten Zuckungskraft des Myokards kommt
(Blinks und Koch-Weser 1961; Schwinger et al. 1993). Dieses Verhaltnis wird auch als posi-
tive Kraft-Frequenz-Beziehung bezeichnet. Sie ist beim Menschen in einem Bereich von 60
bis 180 min™ positiv. Uber diese Werte hinaus kommt es zu einer Reduktion der entwickelten
Kraft und die Kraft-Frequenz-Beziehung wird negativ. Die positive Kraft-Frequenz-Beziehung
erklart sich aus der frequenzabhangigen Potenzierbarkeit der L-Typ-Kalziumkanale. So steigt
die Menge des einstromenden Ca? mit Erhéhung der Stimulationsfrequenz ebenfalls an
(Piot et al. 1996). In diesem Zusammenhang wurde weiter gezeigt, dass sich dieser Effekt
durch eine erhéhte Ca?-Aufnahme in das SR und die damit verbundene vermehrte Aus-
schiittung des Ca?* aus dem SR verstarken lasst (Wier und Yue 1986). Daraus resultiert eine

Kontraktionskraftzunahme, da die systolische Ca**-Konzentration ansteigt.

1.3.5 Adrenerge Stimulation

Neben dem Frank-Starling-Mechanismus kann das Herz seine Kontraktionskraft fullungsun-
abhéngig steigern. Diese flllungsunabhangige Erhéhung der Kontraktionskraft basiert vor
allem auf der Bindung von Katecholaminen an o- und B-adrenerge Rezeptoren. Nach Bin-
dung von Katecholaminen an diese Rezeptoren kommt es Uber ein stimulierendes G-Protein
zur Aktivierung der Adenylylcyklase, die wiederum zu einer Erhéhung des cAMPs in der Zel-
le fihrt. Diese Kumulation von cAMP flihrt weiter zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA),
welche selbst verschiedene Zielproteine, die zur Steuerung des Ca*-Haushaltes und der
Muskelkontraktilitat dienen, phosphoryliert. Des Weiteren kommt es zur Phosphorylierung
von Phospholamban, welches die Funktion der SERCA durch hemmende Einfllisse reguliert.
Die Phosphorylierung bewirkt eine verminderte Inhibition dieser Ca®*-ATPase (Davis et al.
1990). Somit kommt es zu einer vermehrten Ca*-Wiederaufnahme in das SR und zur
schnelleren Relaxation (positiv lusitrop) (Luo et al. 1994). Aus der gesteigerten SERCA-
Aktivitat resultiert eine schnellere Ca**-Wiederaufnahme in das SR und eine damit verbun-
dene gesteigerte Abdissoziation der Ca**-lonen von Troponin C. Die Relaxationsgeschwin-
digkeit steigt an (positiv lusitrop) und das Herz ist in der Lage, schneller zu schlagen (positiv
chronotrop), wobei letzterer Effekt hauptsachlich durch die schnellere diastolische Depolari-
sation der Schrittmacherzellen im Sinusknoten gesteuert wird.

Der positiv inotrope Effekt durch die PKA beruht auf einem verstéarkten Ca?*-Einstrom durch
phosphorylierte L-Typ-Kalziumkandle und einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit der
ebenfalls Ca**-freisetzenden Ryanodinrezeptoren des SR (Valdivia et al. 1995). Obwohl es
unter adrenerger Stimulation zur Phosphorylierung von Myofilamenten (Troponin ) und einer

damit verbundenen reduzierten Sensitivitat der Myofilamente fir Ca** kommt (Kentish et al.
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2001), iiberwiegen die positiv inotropen Effekte deutlich. Der vermehrte Einstrom von Ca** in
die Zelle unter adrenerger Stimulation und die gesteigerte Wiederaufnahmeaktivitat der
SERCA filhren zu einem erhdhten Einstrom von Ca?* in das SR, wodurch die Menge an
freisetzbarem Ca®" pro Schlag erhoht wird (Luo et al. 1994).

1.4 Herzhypertrophie

Die Herzhypertrophie beschreibt die Zunahme der Herzmuskelmasse durch Vergrof3erung
der Zellen und der kontraktilen Elemente. Man unterscheidet bei der Hypertrophie zwei For-
men: die konzentrische und die exzentrische Hypertrophie (Khouri et al. 2010).

Die konzentrische Hypertrophie beschreibt eine Hypertrophie mit konstant bleibenden Herz-
hohlen. Sie entsteht hauptsachlich durch Druckbelastungen, wie sie zum Beispiel bei Aor-
tenklappenstenose oder bei arterieller Hypertonie im klinischen Alltag zu beobachten sind
(Grossman et al. 1975; Ganau et al. 1992). Um diesen Zustand auszugleichen, versucht das
durch Dehnung vergré3erte Herz durch Erzeugung einer gréReren Wandspannung den glei-

chen Druck aufrechtzuerhalten. Diesen Prozess beschreibt das Laplace-Gesetz:

P=Kx2d/rbzw. K=P x r/2d

Formel 1.1 Das Laplace-Gesetz. Dabei steht K fur die Wandspannung, P fir den transmuralen Druck, r fir
den GeféaRradius und d fir die Wanddicke.

Histologisch definiert man das hypertrophierte Herz als ein Organ mit verdickten Herzmus-
kelfasern, hyperchromatisch wechselnd gro3en Zellkernen, Zellkernverdopplungen und Nuk-
leolen (Linzbach 1960). Durch den fortbestehenden Stress des Herzens kommt es nach kur-
zer Zeit zur Adaptation und zur Kompensation des Herzmuskels, was durch Dickenzunahme
der Myofibrillen zu beobachten ist. Kommt es nicht zu einer Druckentlastung oder Dekom-
pensation, nimmt das Herz weiter an Masse zu, bis es eine kritische Masse von etwa 500 g
erreicht hat (Linzbach 1960). Es kommt schlief3lich zur Dilatation des Herzens. Die Folge
einer langer bestehenden Dilatation ist die chronische Herzinsuffizienz. Bei fortbestehender
Druckbelastung und fehlender Dekompensation des Herzens kommt es zur Bildung einer
exzentrischen Hypertrophie (Grossman et al. 1975). Es entsteht eine Muskelhypertrophie mit
Zunahme des Herzinnenvolumens. Klinische Beispiele, bei denen eine exzentrische Hyper-
trophie als Folge einer lang anhaltenden konzentrischen Hypertrophie zu beobachten ist,

sind die Aorten- oder Mitralklappeninsuffizienz (Grossman et al. 1975).
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1.5 Herzrhythmusstoérungen

Alle Herzaktionen, die im Gegensatz zur normalen Herzfrequenz von 60 bis 100 Schlagen
min™?, zu schnell (tachykard), zu langsam (bradykard) oder einen unregelmaRigen Sinus-
rhythmus zeigen, werden als Arrhythmien bezeichnet. Diese Arrhythmien weisen verschie-
dene Ursachen auf. Griinde fur eine Veranderung der elektrischen Herztatigkeit sind bei-
spielsweise eine ungleichmafige Abfolge der Erregungen, eine Abweichung von der norma-
len Herzfrequenz oder ein Defekt im zeitlichen Ablauf einer Herzaktion. Lokalisationen fir
Arrhythmien kdnnen sowohl supraventrikular als auch ventrikular sein.

Die Grundlage der normalen Herzaktion bilden die beschriebenen Schrittmacherzellen, wel-
che die besondere Fahigkeit besitzen, spontan zu depolarisieren. Wird dabei ein Schwellen-
potential, welches abhangig vom Ursprungsgewebe unterschiedlich hoch sein kann, Uber-
schritten, kommt es zur Entstehung eines APs. Das so entstandene AP breitet sich nun ge-
richtet Gber das Myokard aus, wobei eine bestimmte Reihenfolge von erregbaren Strukturen
eingehalten wird. Die Erregungsbildung findet unter physiologischen Bedingungen im Sinus-
knoten (Nodus sinuatrialis) statt und wird dann weiter Gber den AV-Knoten (Nodus atri-
oventricularis) in das HIS-Bundel (Tractus fasciculi atrioventricularis) geleitet. Hier erfolgt
eine Aufteilung der Erregungsleitung in die Kammerschenkel (Tawara-Schenkel, Crus dext-
rum, Crus sinistrum), die an der Herzspitze in die Purkinje-Fasern tbergehen. Dadurch er-
folgt in letzter Konsequenz die geordnete Kontraktion des Herzens.

Wird die Erregungsleitung verzdgert oder blockiert, kdnnen sogenannte kreisende Erregun-

gen (Reentry-Tachykardien) entstehen (Zipes 2003).

A Normal B Reentry

Vorzeitige

Leitungsbahn B Erregung

unidirektionaler
Block

retrograde
Erregung

Aufhebung

Leitungsbahn a
antegrade
Erregung

A

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung einer kreisenden Erregung (modifiziert nach Bers 2001, Seite 100)
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Die Blockierung oder Verzogerung der elektrischen Ausbreitung kénnen verschiedene Ursa-
chen haben: Sarkolemmale Na*-Kanéle sind nicht angelegt, 6ffnen schlecht oder gar nicht,
Fehlfunktionen der Gap junctions oder zumeist narbiges oder fibroses Gewebe versperrt an
den betroffenen Stellen die Weiterleitung des elektrischen Signals. Als Folge konnen Verzo-
gerungen oder Blockierungen in jedem Abschnitt des Erregungsleitungssystems auftreten,
was klinisch zu Reentry-Tachykardien fuhren kann (Zipes 2003). Abbildung 1.4 zeigt die
Entstehung einer klassischen kreisenden Erregung durch eine morphologische Veranderung.
Dabei wird die Erregung uber die noch zur Verfligung stehende Leitungsbahn (o) gelenkt.
Die Refraktarzeit (Zeitraum eines APs, in dem die auslésende Zelle nicht erneut auf einen
Stimulus reagieren kann) ist kurz. Die Erregung gelangt nun retrograd in die andere (norma-
le) Leitungsbahn (B). Somit schlie3t sich der Kreis und eine kreisende Erregung entsteht.
Diese erregbare Licke kann solange durchlaufen werden, wie stimulierbares Gewebe vor-
handen ist oder bis durch Kardioversion eine Unterbrechung der kreisenden Erregung her-
beigefuhrt wird (Zipes 2003).

Ein weiterer, vor allem fur diese Arbeit sehr wichtiger Mechanismus zur Entstehung von Ar-
rhythmien sind spontane Oszillationen, die aus der transmembranaren Spannung des vo-
rausgegangen APs enstehen. Man differenziert dabei zwischen friher Nachdepolarisation
(early afterdepolarisation, EAD) und spéter Nachdepolarisation (delayed afterdepolarisation,
DAD) (Zipes 2003).

Verlangerung des AP
0——
Em
(mv)
80— N
Kalziumuberladung

Abbildung 1.5 Schematische Darstellung einer friihen Nachdepolarisation (EAD) und einer spaten Nachdepo-
larisation (DAD) (modifiziert nach Bers 2001, Seite 98).
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Von frihen Nachdepolarisationen (EADs) wird gesprochen, wenn eine transiente Membran-
depolarisation vor der Beendigung eines APs in der vom K*-Ausstrom getragenen Repolari-
sationsphase entsteht. Zugrunde liegt diesem Prozess zunéchst eine Verlangerung des APs.
Dieses kann v.a. durch einen langeren Na*- oder Ca**-Einstrom oder durch einen verminder-
ten K*-Ausstrom verursacht sein. Das Zusammenspiel dieser Mechanismen lasst das Ruhe-
membranpotential auf weniger negative Werte in die Nahe des Schwellenwertes ansteigen.
In der Folge kann es zur leichteren Auslésung neuer APs kommen (Zipes 2003; Song et al.
2004; Tomaselli und Zipes 2004). Zur Entstehung von DADs kommt es durch eine erhdhte
Konzentration von Ca?" in der Zelle. Dabei kommt es durch eine exzessive Ca®*-Uberladung
zur ozilierenden Ca?*-Freisetzung aus dem SR in der Diastole. Diese spontane Ca?'-
Entladung aus dem SR fiihrt dazu, dass es zu einem lokalen Ca®"-Anstieg in der Zelle
kommt. Die Konsequenz dieses lokalen Ca**-Anstiegs ist, dass Ca*" hauptséchlich tiber den
membranstandigen NCX eliminiert wird. Wird dabei durch das im Antiport fiir Ca?" einstro-
mende Na" das Schwellenpotential der Zelle liberschritten, kommt es zur Depolarisation der
Zelle (Zipes 2003). Somit triggert Ca®" hier die Entstehung von DADs (Cheng und Lederer
2008). Schlieflich begiinstigen sowohl frihe als auch spate Nachdepolarisationen bei aus-
reichend groRer Amplitude im geeigneten Moment die Entstehung einer oder mehrerer zu-
satzlicher Depolarisationen (Song et al. 2008) und sind der Hauptmechanismus kardialer
Arrhythmien (Ferrier 1977; Wit und Boyden 2007).

1.6 Der sarkolemmale Natriumkanal

Natriumkanale (Na’'-Kanale) stellen die Grundlage fir Erregungen und Erregungsfortleitun-
gen aller erregbaren Zellen dar und spielen somit eine zentrale Rolle in der Physiologie der
Zelle. Besonders in den Kardiomyozyten sind quantitativ mehr als 100.000 spannungsab-
hangige Na'-Kanale vorhanden (Makielski et al. 1987). Im Vergleich dazu sind nur etwa
20.000 L-Typ-Kalziumkanale und spannungsabhéngige K'-Kanale bekannt. Die Na'-Kanéle
sind hauptsachlich verantwortlich fir den Aufstrich des kardialen APs. Sie sind somit essen-

tiell fr die Einleitung, Fortleitung und Aufrechterhaltung der Erregung.
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1.6.1 Aufbau des Natriumkanals
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Abbildung 1.6 Der Na'-Kanal besteht aus 4 homologen Doménen (I-IV) mit jeweils 6 homologen
Transmembransegmenten (S1-S6). Das mehrfach positiv geladene S4-Segment jeder Doméane
dient als Spannungssensor. Weiter sind fiir Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC)
die Phosphorylierungsstellen gekennzeichnet (modifiziert nach Bers 2001, Seite 69).

Der Na*-Kanal setzt sich, wie in Abbildung 1.6 zu sehen, aus mehreren Untereinheiten zu-
sammen. Die a-Untereinheit mit ihrer Isoform Na,1.5 (SCN5A) ist am Herzen die pradomi-
nante Isoform. Diese a-Untereinheit bildet eine Pore fur Na*-lonen und wird zusatzlich durch
verschiedene B-Untereinheiten (B1-B4): B1 (SCN1B), B, (SCN2B), B3 (SCN3B) und B4 (SCN4B)
mitreguliert (Meadows und Isom 2005; Nerbonne und Kass 2005). So ist zum Beispiel die ;-
Untereinheit nicht kovalent mit der a-Untereinheit verbunden, die pB,-Untereinheit hingegen ist
uber Disulfidbriicken mit der o-Untereinheit direkt verbunden (Messner und Catterall 1986).
Vor allem die B;-Untereinheit spielt bei abnormalen Na‘-Kanalaktivitaten, wie zum Beispiel
bei einem Long-QT-Syndrom (An et al. 1998) oder beim Brugada-Syndrom (Makita et al.
2000) eine wichtige Rolle.

Die fur den Na'-Kanal hauptverantwortliche o-Untereinheit besteht aus vier homologen Do-
manen (I-1V). Diese Doméanen setzten sich wiederum aus sechs transmembrandren Seg-
menten (S1-S6) zusammen (Abbildung 1.6). Die homologen Doménen sind so gefaltet,
dass zwischen S5 und S6 jeder Doméane (P-Segment) eine Verbindung besteht, deren Struk-
tur es erlaubt, die Selektivitat und Leitfahigkeit eines Kanals zu regulieren (Catterall 1992;
Marban et al. 1998). Als Spannungssensor reagiert das positiv geladene S4-Segment jeder

Doméane auf Depolarisation und Repolarisation und kann somit den Kanal aktivieren oder
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inaktivieren (Puglisi und Bers 2001). Auf diese Veranderung reagiert der Kanal innerhalb von
wenigen Millisekunden (Chen et al. 1996). Eine Mutation im Segment 4 kann eine Inaktivie-
rung verzogern oder sogar komplett verhindern, was einen persistierenden Na*-Strom zur
Folge hat. Einen solchen Na’-Strom kann man klassisch im klinischen Krankheitsbild des
Long-QT3-Syndroms beobachten (Bennett et al. 1995).
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Abbildung 1.7 Grundprinzip spannungsgesteuerter lonenkanéle. Die Abbildungen zeigen den Kanal in seinen
drei Hauptzustanden: im aktivierbaren, geschlossen Zustand (links), im offenen Zustand (Mitte)
und im inaktivierten, geschlossen Zustand (rechts), in dem der Kanal von der N-terminalen Inak-
tivierungsdomane blockiert wird. Bei Depolarisation durchlauft der Kanal die Zustande von links
nach rechts (rote Pfeile), bei Hyperpolarisation von rechts nach links (blaue Pfeile) (modifiziert
nach Schmidt und Lang, Seite 64).

Die Abbildung 1.7 veranschaulicht, dass der Kanal im inaktivierten Zustand nicht reaktivier-
bar ist. Erst durch Hyperpolaristion der Zellmembran ist es mdglich, den Kanal in einen ge-

schlossenen, aktivierbaren Zustand zu bringen.

1.6.2 Regulation des Natriumkanals

Die Regulation des Na*-Kanals kann auf verschiedene Weise erfolgen:

Kanalaktivierung und -deaktivierung durch Depolarisation und Repolarisation. Dabei kommt
es durch Verédnderungen in der Membranspannung zu einer Vielzahl von Struktur- und Kon-
formationsdnderungen in den Kanalmolekiillen. Wie oben beschrieben, fungiert das S4-
Segment jeder Doméne als Spannungssensor, weshalb sich hier Veranderungen der Memb-
ranspannung zuerst bemerkbar machen (Chen et al. 1996). Da das S4-

Transmembransegment eine positive Ladung tragt, kann es sich unter Einfluss eines elektri-
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schen Feldes bewegen. Diese Bewegung setzt daraufhin in den benachbarten Segmenten
S5 und S6 eine Lageveranderung der Proteine in Gang, die schlie3lich durch Verkippung der
Helices zu einer Aufweitung der Kanalpore fihren.

Kanalinaktivierungen erfolgen hauptséchlich durch Regulierungen der intrazellularen Verbin-
dungen (llI-1V Linker) zwischen Domane IIl und IV. Dabei stellt man sich vor, dass der Linker
in die Pore eindringt, an den Rezeptor bindet und den Kanal verschlief3t bis es durch Repola-
risation zu erneuten Konformationsénderungen und zur Abdissoziation der Inaktivierungs-
domane kommt (Abbildung 1.7) (Rohl et al. 1999). Zudem ist bekannt, dass Wechselwir-
kungen zwischen dem IlI-IV Linker und dem C-Terminus notwendig sind, um den geschlos-
senen Zustand des Kanals stabil zu halten (Motoike et al. 2004).

Intrazellulare Botenstoffe wie ATP, zyklische Nukleotide, Ca?" und der pH-Wert sind eben-
falls in der Lage, den Na'-Kanal zu regulieren. In Abbildung 1.6 (Seite 13) sind die zentra-
len, intrazellularen Phosphorylierungsstellen, an welche Botenstoffe binden kénnen, darge-
stellt. Je nachdem, in welchem Gewebe sich der Na*-Kanal befindet (Neuronen, Skelett- o-
der Herzmuskulatur), sind bestimmte Isoformen zu unterscheiden (Marban et al. 1998).
Frohnwieser und seine Arbeitsgruppe stellten 1997 dar, dass es bei einer Phosphorylierung
durch die cAMP-abhéngige PKA zu einer Leitfahigkeitszunahme und somit zu einem ver-
mehrten Na'-Einstrom in die Zelle kommt (Frohnwieser et al. 1997). Dabei phosphoryliert die
cAMP-abhangige PKA den kardialen Na*-Kanal an zwei Serinresten am I-1l Linker (Murphy
et al. 1996). Allerdings bleibt dabei die Spannungsabhangigkeit unverandert. Im Gegensatz
dazu wird bei einer Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC) an einem Serinrest
der Strom uUber den Kanal reduziert, und es kommt durch eine beschleunigte Inaktivierung zu
einer geringeren Verfugbarkeit des Kanals (Qu et al. 1996).

Physikalische Faktoren, die den Na*-Kanal mit beeinflussen, sind Warme, Kalte, Osmolaritat
und mechanische Zugkraft. Chemische Regulatoren des Na*-Kanals sind Kanalblocker, wie
zum Beispiel Lokalanasthetika (LA), welche besonders die Inaktivierung der Na*'-Kanale be-
schleunigen (Balser et al. 1996). Lipkind und Mitarbeiter zeigten 1994, dass sowohl Tetro-
dotoxin (TTX) als auch Saxitoxin (STX) sehr effektiv den spannungsanhangigen Na*-Kanal

zwischen der S5- und S6-Domane | blockieren (Lipkind und Fozzard 1994).

1.7 Der spate Natriumstrom (late Ing)

Im Jahr 1979 haben Coraboeuf und Mitarbeiter APs in Purkinje-Fasern von Hundeherzen
untersucht (Coraboeuf et al. 1979). Sie fanden heraus, dass TTX im nanomolaren Bereich
die Dauer des APs reduziert. Dieses Ergebnis flhrte sie zu dem Schluss, dass ein positiver

einwartsgerichteter-Strom existieren muss, der empfindlicher auf TTX reagiert als der schnel-
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le bzw. Spitzen- (oder Peak-) Natriumstrom (Iy,). Dieser Strom unterliegt laut den Beobach-
tungen von Coraboef auch nicht den bisher bekannten Aktivierungs- und Inaktivierungsme-
chanismen des Peak-Iy,. Unter physiologischen Bedingungen 6ffnen und schlieRen sich Na*-
Kanale schnell (wenige ms). Weitere Beobachtungen von Corabouf zeigen, dass es eine
kleine, spate Komponente des Na*-Stroms geben muss (late ly,), der im Gegensatz zum
Peak-Iy, Uber das AP aktiv bleibt, eine viel langsamere Kinetik hat und erst sehr spat inakti-
viert. Unter physiologischen Bedingungen ist die Amplitude des late Iy, sehr klein und er-
reicht nicht mehr als 1% der Amplitude des Peak-Iy,. Im Gegensatz zum Peak-Iy, kann der
late Iy, jedoch fur hunderte von Millisekunden persistieren und daher betrachtliche Wirkun-
gen entfalten. Unter pathophysiologischen Bedingungen wie bei Ischamie, freien Sauerstoff-
radikalen oder bei Herzinsuffizienz kann die Amplitude dieses Stroms stark ansteigen
(Undrovinas A et al. 1992; Wu J und Corr 1994; Ju et al. 1996; Ward und Giles 1997). Auch
fur Vorhofflimmern (VHF) wurde ein erhdhter late Iy, beschrieben (Sossalla et al. 2010b).
Weitere Induktoren des late Iy, sind Peptide, wie das Seeanemonentoxin Il (ATX-II) (Song et
al. 2004; Song et al. 2006; Sossalla et al. 2008), und Mutationen im SCN5A-Gen (Fred; et al.
2006). Vor allem am Beispiel der kardialen Ischamie lassen sich die beschriebenen Verande-
rungen, die zur Erhdhung des late Iy, fihren, gut veranschaulichen. Ischamie beschreibt den
Zustand einer Minderdurchblutung. Dabei kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen
Sauerstoffbedarf und -angebot. Halt dieser Zustand der Sauerstoffunterversorgung an, kann
es zum Zelluntergang kommen. Ein frihes Ereignis in diesem Zusammenhang ist ein intra-
zellularer Na*-Anstieg (Imahashi et al. 1999) an dem der late Iy, beteiligt ist. Vor allem die
wahrend der Ischamie anfallenden Metabolite wie Palmitoyl-L-Carnitin, Lysophosphatidylcho-
lin, und reaktive Sauerstoff/Stickstoff-Spezies verursachen die Erhthung des late Iy,
(Undrovinas A et al. 1992; Wu J und Corr 1994). Welche Konsequenzen dieser zellulare Na*-
Anstieg hat, wird in den Kapiteln 1.3.1, 1.3.2 und 1.5 néher beschrieben.

1.7.1 Ranolazin - Inhibitor des late Ina

Ranolazin (N-(2,6-Dimethylphenyl)-4(2-Hydroxy-3-[2-methoxy-phenoxy]-propyl)-1-piperazin-
acetamiddihydrochlorid ist ein potenter Inhibitor des late Iy,. In Kardiomyozyten von Hunden
und Meerschweinchen fuhrt Ranolazin zu einer konzentrations- und frequenzabhangigen
Inhibition des late Iy, (Antzelevitch et al. 2004). Es hemmt in der klinisch relevanten Plasma-
konzentration von 2 bis 8 uM den late Iy, 38-mal starker als den Peak-Iy, (Undrovinas A et al.
2006). In Bezug auf die Bindungsstellen von Ranolazin konnte gezeigt werden, dass Ra-
nolazin eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit mit Lokalanasthetika (LA), z.B. dem Lidocain,

aufweist (Fredj et al. 2006). Somit kann Ranolazin vermutlich an der Bindungsstelle fur LA
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am Na'-Kanal binden. Um diese Theorie zu beweisen, wurden Mutationen an einzelnen
Aminosaureresten (F1760A und F1759K) in der LA-Bindungsstelle des kardialen Na*-Kanals
vorgenommen. Zu beobachten war eine signifikante Reduktion der hemmenden Wirkungen
von Ranolazin auf den late Iy, (Fredj et al. 2006). Weiter wurde in Studien gezeigt, dass Ra-
nolazin durch Inhibition des late Iy, eine antiangindse Wirkung hat, indem es der Na'-
abhangigen Ca®*-Uberladung durch die in der Ischamiephase anfallenden Metabolite und
freien Radikale um ein Vielfaches entgegen wirkt (Fraser et al. 2006; Song et al. 2006;
Sossalla et al. 2008). Des weiteren wurde gezeigt, dass Ranolazin somit den Umkehrmodus
des NCX und dadurch eine diastolische Ca®"-Akkumulation verhindert (Fraser et al. 2006;
Song et al. 2006; Sossalla et al. 2008). Resultat ist eine Verbesserung der diastolischen
Funktion (Rastogi et al. 2008; Sossalla et al. 2008; Hwang et al. 2009) ohne einen Einfluss
auf Herzfrequenz oder Blutdruck zu haben. Zusatzlich zu den beschrieben antianginésen
Wirkungen zeigt Ranolazin durch Inhibition des late Iy, antiarrhythmische Effekte. Diese anti-
arrythmischen Wirkungen von Ranolazin beruhen zum einen auf der Verkirzung der APs
(Antzelevitch et al. 2004) und zum anderen auf der Pravention einer Na*-abh&ngigen Ca?*-
Uberladung. Dadurch wird ein lokaler Ca®*-Anstieg und die daraus resultierende Depolarisa-
tion der Zelle sowie die Entstehung von DADs verhindert (Cheng und Lederer 2008). Die
ersten antiarrhythmischen Effekte von Ranolazin wurden in einem In-Vitro-Schweinemodell
mit Long-QT-3-Syndrom (Wu L et al. 2004) und in einem ATX-lI-Modell (Song et al. 2004)
beschrieben. Sowohl die antiangindse als auch die antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin
wurden in grof3en klinischen Studien getestet. In den Studien MARISA (Monotherapy As-
sessment of Ranolazin In Stable Angina), CARISA (Combination Assessment of Ranolazin in
Stable Angina) und MERLIN (Metabolic Efficieny with Ranolazin for Less Ischemia in Non-ST
elevation) (Chaitman et al. 2004; Morrow et al. 2007) wird die antiischdmische und anti-
angindse Wirkung von Ranolazin beschrieben. In der MERLIN-TIMI 36 Studie wird ein poten-
ter antiarrhythmischer Effekt von Ranolazin gezeigt.

Nicht nur bei Ischdmie, sondern auch bei Herzinsuffizienz konnte Ranolazin, basierend auf
den oben beschrieben Mechanismen, eine signifikante Verbesserung der linksventrikularen
(LV) Ejektionsfraktion (EF) sowie eine Reduktion des enddiastolischen Druckes bewirken
(Sabbah et al. 2002).

1.8 Die Ca*/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il

Die Ca**/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKII) gehort zur Gruppe der multifunkti-
onellen Serin/Threonin-Proteinkinasen (Braun und Schulman 1995). Es gibt verschiedene

Isoformen der CaMKIl, welche durch vier Gene (o, B, y und 3) kodiert werden. Im Nervensys-
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tem sind vorwiegend die CaMKlla. und CaMKIIB exprimiert, wéhrend im Herzen hauptsach-
lich die CaMKIlly sowie die CaMKII§ die haufigsten Isoformen darstellen (Tobimatsu und
Fujisawa 1989; Edman und Schulman 1994; Maier und Bers 2002). Eine weitere Differenzie-
rung der CaMKII3 erfolgt in zwei Splicevarianten mit jeweils unterschiedlicher zellularer Loka-
lisation (Edman und Schulman 1994): die CaMKIIég kommt aufgrund ihrer Kernlokalisie-
rungssequenz hauptsachlich im Nukleus vor, wahrend die CaMKII3c im Zytosol der Kardio-

myozyten lokalisiert ist (Srinivasan et al. 1994).

1.8.1 Struktur und Aktivierung der CaMKIl|

Jedes CaMKII-Monomer besteht aus einer aminoterminalen Domane mit katalytischer Funk-
tion, einem zentralen regulatorischen Bereich mit einer sich tUberlappenden Autoinhibitions-
und Ca?/Calmodulin-Bindungsregion sowie aus einer carboxyterminalen Domane, welche
fur die Oligomerisation des Holoenzyms verantwortlich ist (Abbildung 1.8 A) (Maier und
Bers 2002). Das CaMKII-Holoenzym besteht aus 6-12 Monomeren (Homo- oder Heteromul-
timeren), die sich zu einer ringférmigen Struktur gruppieren (Abbildung 1.8 B). Durch intra-
zelluldren Ca**-Konzentrationsanstieg binden vier Ca*-lonen an Calmodulin, bilden einen
Ca**/Calmodulin-Komplex und binden an die zentral regulatorische Doméane der CaMKII.
Durch diese Interaktion wird die autoinhibitorische Doméne verdrangt, so dass das aktive
Zentrum der katalytischen Doméane nach Spaltung von ATP zur Energiegewinnung mit ver-
schiedenen Substraten in Wechselwirkung treten kann (Abbildung 1.8 C). Neben der
Ca?*/Calmodulin-(CaM)-abhangigen Aktivierung kann die CaMKIl selbst durch Auto-
Phosphorylierung ihrer autoinhibitorischen Domane an Threonin-286 (Thr-286) bzw. an
Threonin-287 (Thr-287) aktiv bleiben (Abbildung 1.8 D) (Zhang und Brown 2004), welches
eine Aktivitatssteigerung fur den CaM-Komplex um das 700-fache bewirkt (Meyer et al.
1992). Aus diesem Grund kann die CaMKIl auch nach Absinken der zytosolischen Ca*-
Konzentration in der Diastole Uber 20-80% ihrer Aktivitat (Lai et al. 1986; Lou et al. 1986;

Schworer et al. 1986) verfiigen.
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Abbildung 1.8  Struktur und Aktivierung der CaMKII. A: Darstellung eines CaMKII-Monomeres aus drei Doma-
nen. B: Formierung des CaMKII-Holoenzyms aus seinen Monomeren mit seiner nach aul3en
ragenden katalytischen Doméne. C: Direkte Aktivierung der CaMKIIl Gber den CaM-Komplex
(rote Punkte). D: Autophosphorylierung der regulatorischen Doméne an Thr-286 bzw. Thr-287
kann die CaMKIl Uber einen langeren Zeitraum aktiv bleiben (modifiziert nach Braun und
Schulman (1995), Seite 421 sowie nach Maier und Bers 2002, Seite 924)

1.8.2 Funktion der CaMKI|

Die CaMKIl nimmt als Serin/Threoninkinase eine zentrale regulatorische Funktion in der
elektromechanischen Kopplung des Kardiomyozyten ein, indem sie als Antwort auf ein er-
hohtes Ca** verschiedene intrazelluléare Ziel-Proteine phosphoryliert. Zu diesen Proteinen
gehdren beispielsweise die SERCA2a (Xu et al. 1993), PLB (Davis et al. 1983), die RyR2
(Witcher et al. 1991; Hain et al. 1995) und lonenkanale wie Na*- (Wagner et al. 2006), K*-
(Wagner et al. 2009) und L-Typ-Ca**-Kandle (Dzhura et al. 2000) (Abbildung 1.9). Als Folge
dieser Protein-Phosphorylierungen kann sowohl eine Aktivierung oder Hemmung der ent-

sprechenden Proteine resultieren.
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Abbildung 1.9 Die regulatorische Funktion der CaMKII fiir die elektromechanische Kopplung. Die CaMKII
kann durch Phosphorylierung (blaue Pfeile) unterschiedlicher Proteine, wie z.B. RyR2 (1), die
SERCA2a und PLB (3), Na*-(4) und L-Typ-Ca**-Kanale (2) die elektromechanische Kopplung

mit beeinflussen (modifiziert nach Maier und Bers 2007, Seite 632).

1.8.3 Inaktivierung und pharmakologische Inhibierung der CaMKI|

Verschiedene Substanzen hemmen die katalytische Aktivitdt der CaMKIl durch Hemmung
der Bindung von ATP, Blockierung der Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum (kompeti-
tive Hemmung) oder Bindung an CaM bzw. dessen Bindungsstelle und damit Hemmung der
Aktivierung des Enzyms. Die pharmakologische Hemmung der CaMKIl in Kardiomyozyten
kann Uber zwei etablierte CaMKII-Inhibitoren erfolgen. Zum einen durch das Methoxyben-
zensulfonamid KN-93 und zum anderen durch das synthetische Peptid AIP (Autocamtide-2-
related inhibitory peptide). Die wasserldsliche Substanz KN-93 konkurriert um die Bindung-
stelle der regulatorischen Doméane der CaMKIl mit CaM und hemmt somit selektiv die CaMll,
ohne dabei relevante Effekte auf andere Serin/Threonin-Kinasen, wie z.B. PKA oder PKC,
auszuiiben (Sumi et al. 1991). Es sind jedoch Nebeneffekte auf die L-Typ-Kalziumkanéle
gezeigt worden (Li et al. 1997; Anderson et al. 1998; Gao et al. 2006). Um diesen unspezifi-
schen Effekte auszuschlief3en, wird in dieser Dissertation eine Hemmung der CaMKIIl mit AIP
durchgefuhrt. AIP ist ein synthetisch hergestelltes Peptid, welches eine nicht-kompetitive
Inhibition der CaMKII bewirkt und die CaMKII spezifisch und sehr potent (50- bis 500-fach
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potenter als KN-93) hemmt. Zuséatzlich scheint AIP keine Nebeneffekte auf andere multifunk-
tionale Proteinkinasen auszuiiben (Ishida et al. 1995).

1.9 Ziele und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Bisher basieren die meisten veroffentlichten Daten des late Iy, auf Beobachtungen und Un-
tersuchungen in ischdmischem Myokard oder im Zusammenhang mit pharmakologischen
Stimulatoren des late Iy,, beispielsweise dem ATX-IIl. Im Rahmen dieser Dissertation werden
Daten erhoben, die nicht auf einem Myokardischdmiemodell, sondern auf einem nicht-
ischamischen, Druck-induzierten Nachlastmodel basieren. Ziel der vorliegenden Dissertation
ist es deshalb, den late Iy, und seine Bedeutung bei Nachlast-induzierter Hypertrophie und
bei Herzinsuffizienz im Mausmodell zu untersuchen. Insbesondere sollen elektrophysiologi-
sche Veranderungen im Hinblick auf die Arrhythmieentstehung untersucht werden.

Daraus ergeben sich folgende konkrete Aufgabenstellungen:

1. Evaluation des late Iy, in seiner Auspragung bei Hypertrophie mit erhaltener Pumpfunktion
im Vergleich zur Herzinsuffizienz

2. Untersuchung eines proarrhythmogenen Potentials eines moglicherweise erhdhten late Iy,
im Tiermodell der Nachlasterhéhung

3. Molekularbiologische Untersuchungen der zugrunde liegenden Ursachen, bezogen auf die
gefundenen Veranderungen bei Hypertrophie mit erhaltener Pumpfunktion und im Vergleich
zur Herzinsuffizienz

4. Uberprifung mdglicher antiarrhythmogener Effekte durch therapeutische Inhibition des

late Iya mittels TTX, Ranolazin und AIP.
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2. Material und Methoden

2.1 Generierung der verwendeten Zellen

2.1.1 Transversale aortale Konstriktion (TAC)

Alle Tierexperimente wurden der ortlichen Tierschutzbehdrde angezeigt (Tieversuchsanzeige
2011 ,Spater Natriumstrom in der Herzinsuffizienz®, Aktenzeichen G 11/0414) und in Uber-
einstimmung mit dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (Institute of Labo-
ratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research Council, 1996)
durchgefuhrt.

Die vorliegende Arbeit untersucht Veranderungen an hyperthrophierten Mauseherzen. Dazu
missen die Mause zunachst operiert werden. Dies gelingt mit Hilfe der transversalen aorta-
len Konstriktion (TAC). Diese minimal invasive Interventionstechnik wurde unter anderem
von Hu und seiner Arbeitsgruppe 2003 als auch von Rockman und seinen Mitarbeitern 1991
beschrieben (Rockman et al. 1991; Hu et al. 2003). Durch die Nachlasterhbhung kommt es
zu einer erhdhten Druckbelastung im linken Ventrikel und schlie3lich zur Hypertrophie. Fir
die Operation werden ausschlieB3lich weibliche Charles-River-Mause mit der Kennzeichnung
C57/BL6J verwendet. Das durchschnittliche Kérpergewicht der Mause liegt dabei zwischen
15 und 20 g bei einem Alter von acht Wochen.

Initial wird jede Maus mit einer gewichtsadaptierten, intraperitonealen Injektion von 100
mg/kg Ketanest S (Pfitzer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland), und 5 mg/kg Xyazin
(Bernburg Serumwerk AG, Bernburg, Deutschland) narkotisiert. Die Mause befinden sich
dabei sowohl vor als auch nach der Operation in einem Kafig, der auf einer auf 37°C tempe-
rierten Warmeplatte steht. Sobald die Narkose wirkt (etwa zwei bis funf Minuten nach Injekti-
on) wird die Maus in Rickenlage auf dem Operationstisch fixiert und das Operationsfeld im
Hals-Thorax-Bereich der Maus enthaart. Unter stereomikroskopischer Sicht (bei etwa 10-
facher VergroRerung) wird die Haut suprasternal ertffnet und eine partielle apikale Sterno-
tomie durchgefiihrt. AnschlieRend wird der Mediastinalraum prapariert und der Arcus aortae
mit dem Truncus brachiocephalicus und den Arteriae carotides dargestellt. Nachdem die
Aorta aus dem umliegenden Bindegewebe gel6st und die Carotiden gut dargestellt wurden,
wird ein Faden um die Aorta, zwischen Arteria communis und dem Truncus brachiocephali-
cus, gelegt. Zur Normierung auf einen Durchmesser wird eine 27-G-Kaniile als Platzhalter
zwischen Aorta und Faden gelegt. Jetzt wird der Faden angezogen und mehrfach verknotet
(Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der transversalen aortalen Konstriktion (modifiziert nach Rockman et
al. 1991, Seite 8278). Darstellung des Knotens bzw. das banding am Herzen einer TAC-
operierten Maus zwischen dem Arcus aortae mit Truncus brachiocephalicus und den Arteriae
carotides.

Nach diesem Prozedere wird der Platzhalter wieder entfernt und der Hautschnitt mit Einzel-
knopfnéhten verschlossen. Die so behandelten Tiere werden in den folgenden Untersuchun-
gen und Messungen als TAC-Gruppe bezeichnet. Um die Ergebnisse mit einer Kontrollgrup-
pe vergleichen zu kdnnen, wird ein anderer Teil der Mause scheinoperiert. Dabei wird eben-
falls das Mediastinum er6ffnet und die Aorta mit den entsprechenden Gefalien freiprapariert,
jedoch findet bei der Kontrollgruppe (Sham = scheinoperiert) keine aortale Einengung durch
einen Faden statt. Auch die Kontrollmause werden, nachdem die Gefal3e dargestellt wurden,
mit Einzelknopfnahten zugenaht und kommen ebenfalls bis zum Erwachen aus der Narkose
in einen Kafig, der auf einer auf 37°C temperierten Warmeplatte steht. Um nach erfolgtem
Eingriff die TAC-Mause von der Sham-Kontrollgruppe trennen zu kénnen, bekommen die
Kontrolltiere ein Ohrloch geklippt. Alle Tiere bekommen zwei Tage vor der Operation bis eine
Woche nach der Operation in ihr Trinkwasser eine analgetische Behandlung mit Metamizol
(1,33 mg/ml) beigemischt.

In dieser experimentellen Arbeit werden die Mause zunachst sowohl nach sieben Tagen als
auch nach 35 Tagen untersucht und gemessen. Um dabei zu kontrollieren, ob wirklich eine
Hypertrophie vorliegt, werden vor der Herzisolation und den Patch-Clamp-Messungen echo-
kardiologische Untersuchungen an den Mausen durchgefiihrt. Somit werden die Hypertro-
phiekennzeichen sowie die Zunahme des Herz-Korper-Gewichtes standardisiert erfasst und

dokumentiert.
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2.1.2 Transthorakale Echokardiographie

Die transthorakale Echokardiographie wird mit dem Geratesystem Vevo2100 (VisualSonics,
Toronto, Kanada) durchgefihrt. Dabei wird ein 30-MHz-Mittelfrequenzumwandler genutzt.
Die Tiere bekommen fir diese Untersuchung eine Narkoseeinleitung mit 3% Isofluran (Isoflu-
ran [1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-difluoromethylether], Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland). Im weiteren Verlauf der Untersuchung erhalten die Tiere eine Narkoseerhal-
tungdosis mit 1,5% Isofluran und die Atem-, EKG- und Temperaturparameter werden tber-
wacht. Bei den Aufnahmen werden zweidimensionale cine-loops (= Bildschleifen) mit Bildra-
ten von >200 Bildern/s mit einer langen Achsenansicht und einer kurzen Achsenansicht in
der Mitte der Ebene der Papillarmuskeln sowie dem M-Modus der kurzen Achsenansicht
aufgezeichnet. Die Dicken der Myokardvorder- und -hinterwand sowie der Innendurchmesser
und die Flache des linken Ventrikels werden nach einem Standardschema (Collins et al.
2003) in der Systole und Diastole in der kurzen Achsenansicht gemessen. Systolische und
diastolische LV-Volumina werden nach der Flachen-L&angen-Methode berechnet.

2.1.3 Isolation der Kardiomyozyten

Eine Maus wird in einem Exsikkator 500 bis 800 ul Isofluran (Isofluran [1-Chloro-2,2,2-
trifluoroethyl-difluoromethylether], Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) expo-
niert. Bei Erreichen einer ausreichenden Ané&sthesietiefe, welche durch eine reduzierte
Atemfrequenz und Atemtiefe eindeutig zu erkennen ist, wird die Maus aus dem Exsikkator
aufgenommen. Der narkotisierten Maus wird auf einer vorbereiteten Platte zligig das Genick
gebrochen, indem eine Schere in den Nacken der Maus gedrickt und ruckartig am Schwanz
des Tieres gezogen wird. Um sicher zu gehen, dass das Genick wirklich gebrochen ist, wird
die Maus noch einmal am Schwanz gefasst und mit dem fixierten Nacken werden die Fulze
Richtung Kopf gerollt. Anschlielend wird die Maus auf dem Riicken liegend auf einer vorbe-
reiteten Platte fixiert. Mit einer chirurgischen Pinzette wird die Bauchdecke angehoben und
mit einer feinen Schere das Abdomen eréffnet. Nach Fixierung des Sternums auf der vorbe-
reiteten Platte wird das Zwerchfell durchtrennt, das Herz im Thorax freiprapariert, entnom-
men und in eine Schale mit vorbereitetem Tyrodepuffer (Tabelle 2.1, S. 26) Uberfuhrt. Um
einer Thrombenbildung vorzubeugen, wird dort das Herz manuell ausgedriickt. Ziel dabei ist
es, maglichst viel Blut aus den Ventrikeln zu entfernen. Nun wird das Herz von Lungen- und
Bindegewebsresten befreit, gewogen (Auswertung des Herz-/Korpergewichtsverhaltnisses)
und schlief3lich wird unter Nutzung des Binokularmikroskops (bei etwa 10-facher Vergrof3e-

rung) die Aorta aufgesucht und kantiliert. Dabei wird die Aorta unterhalb der ersten drei arte-
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riellen Abgénge abgetrennt und mit zwei Splitterpinzetten tber eine vorbereitete Kanile ge-
stulpt und mit einem Faden fixiert. Das so fixierte und kanulierte Herz wird erneut mit der
oben genannten Pufferlésung gespult. Anschliel3end wird es fir einen Zeitraum von funf bis
zehn Minuten an eine Perfusionsanlage gehangt und retrograd mit einer Enzymlésung (Ta-
belle 2.2, S. 27) bei 37°C perfundiert. Diese Perfusionsmethode, bei der durch die Aorta die
Koronarien retrograd perfundiert werden, wurde 1895 erstmals von Oscar Langendorff be-
schrieben (Abbildung 2.2, S. 26) (Zimmer 1998; Bell et al. 2011). Wahrend der retrograden
Perfusion werden die interzellularen Verbindungen zerstért. Das Herz wird nach Ablauf der
individuellen Perfusionszeit von der Anlage abgenommen und in einer Ca**-haltigen Tyrode
mit einer Schere zerkleinert. Die dabei noch Ubrig gebliebenen gréReren Stiicke werden
durch vorsichtiges, mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in einer 1000 ul Pipette zerkleinert.
Die in der Tyrode befindlichen Zellen werden nun durch Nylongaze (Porengrdf3e 200 um) in
einen Myozyten-Stopppuffer (Tabelle 2.3, S. 27) filtriert. Daraufhin werden die Zellen nach
einem bestimmten Zeitintervall schrittweise vorsichtig steigenden Ca**-Konzentrationen (0,1
mM Ca**, 0,2 mM Ca*, 0,4 mM Ca* und 0,8 mM Ca?") ausgesetzt. Um beim Wechsel der
unterschiedlichen Ca?*-Lésungen unnétige Scherkrafte zu vermeiden, werden die Zellen
nicht zentrifugiert, sondern behutsam mit der Hand in dem Probengefald geschwenkt und
abgestellt, bis sich schlieB3lich ein ausreichendes Sediment gebildet hat. Der Vorgang der
Isolation und des anschlieRenden Ca?*-Aufbaus wird beendet, indem ~200 pl von der Ca?*-
aufkonzentrierten Zellsuspension auf der Versuchskammer verteilt werden, die zuvor mit 1,5
pl Laminin (Lot: 039K4001 von Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland) beschichtet worden
ist. Durch das Laminin wird ein Anheften der Kardiomyozyten auf der Versuchskammer er-

zielt.
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der zur Isolation von Mausemyozyten verwendeten Perfusi-

onsanlage nach Langendorff (modifiziert nach Rasenack 2006, Seite 35)

Substanz Molekulargewicht [g/mol] Konzentration [mMM]
NacCl 58,4 113,0
NaHCOs 84,0 12,0
KCI 74,6 4,7
NaH;PO, (2H20) 178,0 0,6
KH2PO4 136,1 0,6
MgSO4 (7H20) 246,5 1,2
KHCO3 100,1 10,0
HEPES 238,3 10,0
Phenol-red 376,4 0,032
Taurine 125,1 30,0
Glukose 180,2 55
2,3-Butandion-Monoxime (BDM) 101,12 10,0

Tabelle 2.1
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Substanz
Liberase TM (100 mg) (Roche) 300,0 ul
Trypsin (2.5%) (GIBCO) 1112
Kalziumchlorid (10 mM) (Sigma) 25,0 ul
Tabelle 2.2 Enzymldsung (ad 20 ml Stammlésung)
Substanz
Bovine calf serum (10%) 0,25 ml
Kalziumchlorid (10 mM) 3,13 ul
Tabelle 2.3 Myozyten-Stopppufferldsung (ad 2,25 ml Stammlésung)

2.2 Die Patch-Clamp-Technik

Die Technik der Patch-Clamp-Messung wurde von Erwin Neher und Bert Sakmann 1976
entwickelt (Neher und Sakmann 1976). Sie erhielten fur diese Methode 1991 den Nobelpreis
fir Medizin. Das Besondere an dieser Technik ist, dass hier die Mdglichkeit besteht, eine
sehr kleine Flache (ca. 1 um) einer Zellmembran zu isolieren (patch). Es handelt sich dabei
um eine Methode, mit der sich der Strom durch lonenkanéle in der Membran lebender Zellen
messen lasst. Ein Verstarker ermoglicht die Erfassung sehr kleiner Stréme im Picoampere
(pA)-Bereich bei guter zeitlicher Auflésung (von 100-300 kHz). Dabei wird eine sehr feine,
Elektrolyt-gefillte Mikropipette aus Glas an die Zelle herangefiihrt und eng auf die Zellmemb-
ran aufgesetzt. Dadurch wird das Stiick Membran (patch) elektrisch von der Umgebungslo-
sung isoliert. Um eine dichte Verbindung zwischen der Zellmembran und der Glaskapillare
zu erreichen, wird ein leichter Unterdruck angelegt. Somit wird die Membran angesaugt. Da-
bei kommt es zu einem gigaseal (engl.: to seal = verschlieen), wenn der Kriechwiderstand
zwischen Glas und Membran einige GQ betrégt. Ist der gigaseal erreicht, kann sowohl der
Strom bei unterschiedlichen Spannungen (voltage-clamp) als auch die Spannung bei vorge-

gebenem Strom (current-clamp) gemessen werden.
2.2.1 Elektrophysiologische Grundlagen

Der lonentransport Uber eine Membran, der sowohl eine elektrische als auch chemische
Triebkraft sein kann, stellt eine Potential- bzw. Konzentrationsdifferenz tGber dieser Membran
dar. Da mit Hilfe der Nernst-Gleichung die chemische und elektrische Triebkraft in ein ent-
sprechendes Potential umgerecht werden kann, kann die Summe der beiden Triebkrafte

auch als elektrochemisches Potential E, angegeben werden. Somit ist E, das Gleichge-
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wichts- oder auch Nernstpotential fir das entsprechende lon X, wobei kein Nettostrom tber
die Membran flief3t.

R-T ln(c—a)

4 C;

E, =

Formel 2.1 Gleichgewichts-/Nernstpotential. Ex = elektrochemisches Potential, R = allgemeine Gaskon-
stante (8,314 J K-1 mol™, T = absolute Temperatur, F = Faraday-Konstante (96485 As mol'l), z = Wertigkeit des

entsprechenden lons

Beispielsweise ergibt sich so ein Gleichgewichtspotential fir Na* von 68 mV. Um die Anzahl
der geoffneten lonenkandle zu ermitteln (Leitfahigkeit g), bendétigt man noch zusatzliche

GroRRen: Zum einen den normalisierte Messstrom | (nach dem Ohm’schen Gesetz),

DT
I=—
R
Formel 2.2 Messstrom | (nach dem Ohm’schen Gesetz [A])

den Kehrwert des Widerstandes (Leitfahigkeit g [Siemens]),

I
I=U-qg oder g= —
g g U
Formel 2.3 Messstrom | und die Umrechnung auf die Leitfahigkeit (Leitfahigkeit g [Siemens])

und zum anderen die Spannung U, die sich aus der im Messprotokoll gegebenen Spannung

Usor abzliglich des Gleichgewichtspotentials E, ergibt. Daraus folgt:
_ I
B Usoli - Ea‘

Formel 2.4 Kehrwert des Widerstandes (Leitféahigkeit g [Siemens])

Um Anderungen des Membranpotentials zu verhindern, wird die zu untersuchende Zelle bei
der voltage-clamp-Messung auf eine bestimmte Spannung ,festgeklemmt®. Dies funktioniert
mittels eines entgegengesetzten Kompensationsstroms, der genauso grof} ist wie der Strom,
der Uber die Membran fliel3t. Dabei misst der Verstarker (EPC-10 von HEKA Elektronik Dr.
Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) das aktuelle Membranpotential, vergleicht es mit
der Sollspannung und erzeugt daraufhin den Kompensationsstrom. Der tatséchliche Mess-
strom wird dann nach Abzug des Kompensationsstroms ermittelt und erlaubt Ruickschliisse

auf die Leitfahigkeit der zu untersuchenden Na*-Kanale.
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2.2.2 Das Patch-Clamp-Setup

Die Patchanlage steht in einem vom eigentlichen Labor abgetrennten Raum. Dieser Raum
besitzt kein Fenster um eventuelle Luftstrome zu minimieren. Um die eigentliche Versuchs-
kammer gegen elektrische Strome abzuschirmen, befindet sich die Anlage innerhalb eines
Faraday’'schen Kafigs. Um zudem eventuelle Gebadudeschwingungen auszugleichen, ist die
Anlage zusatzlich auf einem schwingungsgedampften Tisch befestigt. Die eigentliche Mess-
kammer liegt in einer Vertiefung eines Inversmikroskops (Aiovert 200/Carl Zeiss AG, Ober-
kochen, Deutschland). Die bis zu 400-fache GesamtvergroRerung des Mikroskops ergibt sich
aus einem 40x-Objektiv und einem 10x-Okular. Des Weiteren ist am Arbeitstisch ein Pipet-
tenhalter mit einer Pipettenelektrode befestigt. Diese hat einen Anschluss fur Unter- und
Uberdruck und kann uber einen Mikromanipulator (Micromanipulator 5170/Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) mit Hilfe eines Steuerungshebels (Joystick) in der Kammer bewegt
und gesteuert werden (Abbildung 2.3). Die Pipetten- und Referenzelektroden sind Uber ei-
nen Vorverstarker (Probe) mit einem Patch-Clamp-Verstarker (EPC-10 von HEKA Elektronik
Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland) mit integriertem Analog-Digital/Digital-Analog-
Wandler (AD/DA-Wandler) verbunden. Dieser Verstarker (Amplifier) kann das Signal filtern,
verstarken und umwandeln, so dass es fur den angeschlossenen Computer méglich ist, mit-
tels des Programms Patchmaster 2.0 (Software Patchmaster™, HEKA Elektronik, Dr. Schul-
ze GmbH, Lambrecht, Deutschland) die Daten aufzunehmen und darzustellen. Der Compu-
ter sowie alle anderen Netzgerate, Verstarker und Kabel sind auRerhalb des Faraday’schen
Kafigs positioniert, um die Messkammer so gut wie moglich von eventuellen Strémen zu iso-
lieren. Im Faraday’schen Kafig befindet sich lediglich eine Haltevorrichtung fur die unter-
schiedlichen Perfusionssysteme. Diese stellen den Zulauf fur die verschiedenen Badldsun-
gen dar (Abbildung 2.3). Die Superfusion erfolgt durch Gravitation mit einem Fluss von etwa
70 mi/h, die kontinuierliche Absaugung des Mediums erfolgt ber eine regelbare Walzen-
pumpe (Modell MV-CA/Ismatec GmbH, Werthheim-Monfeld, Deutschland). Die Temperatur

der Badlbsung entspricht der Raumtemperatur.
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L1 1
g 13
12

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung des Patch-Clamp-Aufbaus: 1) Schwingungsgedampfter Tisch, 2)
Faraday’scher Kafig, 3) Perfusionssystem, 4) inverses Mikroskop, 5) Referenzelektrode in der
Badl6sung, 6) Motoreinheit des Mikromanipulators, 7) Vorverstarker (Probe) mit Pipettenhalter
und Pipette, 8) Versuchskammer mit Myozyten, 9) Steuereinheit des Mikromanipulators, 10)
Patch-Clamp-Verstarker (Amplifier) mit integriertem AD/DA-Wandler, 11) Bildschirm, 12) Com-
puter, 13) Steuerungshebel (Joystick), 14) Walzenpumpe (modifiziert nach Rasenack 2006, Sei-
te 42).

Die zum Messen bendétigten Pipetten werden durch ein Ziehgerat (DMZ Universal-Puller,
Firma Zeitz-Instruments GmbH, Martinsried, Deutschland) vor jeder Messung neu gezogen
und nach Hitzepolitur verwendet. Die dabei benutzten Pipetten sind Borosilikatglaskapillaren
(TW 150 F-3 World Precision Instruments, Inc., Sarasota, USA). Sie haben einen Aul3en-
durchmesser von 1,5 mm, einen Innendurchmesser von 1,2 mm und eine Lange von 76 mm.
Durch verschiedene Heizschritte entstehen aus einer Kapillare jeweils zwei spitze Pipetten
(Abbildung 2.4). Durch die Veradnderung einzelner Parameter wie beispielsweise Zugkraft,
Hitze, Zugintervall etc. kbnnen die Spitzen der Pipetten so variiert und optimiert werden,
dass der Widerstand nach Befilllen mit der entsprechenden Pipettenlésung zwischen 2-3 MQ
liegt. Die Beflllung mit Pipettenldésung erfolgt unmittelbar vor Benutzung mit Hilfe einer Ein-
fullhilfe (Microfil/World Precision Instruments Inc., Sarasota, USA) Uber einen Filter (0,2 um
PorengroRRe, Filtropur, Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland). Wichtig ist, dass jede Pipette
nur einmal verwendet werden darf, da fiir die Sealbildung ihre Offnung komplett sauber und

frei von in der Badlésung schwimmenden Membranresten sein muss.
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Der oben genannte Pipettenwiderstand sollte zwischen 2-3 MQ liegen, da gezeigt wurde,
dass dieser Bereich ein Kompromiss zwischen einem geringen Pipettenwiderstand, der in
der Regel die Registrierung von Strémen erleichtert, und dem Pipettendurchmesser ist. Ein
zu groRRer Pipettendurchmesser wirde die Bildung eines gigaseals dementsprechend negativ
beeinflussen (Numberger und Draguhn 1996). AuRerdem werden explizit Borosilikatkapilaren
zum Herstellen der Pipetten verwendet, da diese das elektrische Hintergrundrauschen, wel-
ches auf der gesamten Oberflache der Zelle bzw. Membran durch Kanale und lonentrans-
porter hervorgerufen wird, zusatzlich minimieren. Die Messelektrode sowie die Badelektrode
(Erdleiter der Badlosung) bestehen beide aus einem chlorierten Silberdraht (HEKA Elektronik
Dr. Schulze GmbH, Lambrecht, Deutschland).

/ / Gliihdraht
NN

Glaskapillare ( ( ( ( ((

-«— NIIAIXT il
. _i—
_/ x

Patchpipette

Abbildung 2.4  Prinzip des Pipettenziehgerates (nach INFO PHYS TECH 2005, Nr. 61, Seite 2): Die Glaskapil-
laren wurden horizontal eingelegt und unter Erhitzen auseinandergezogen. Durch Anpassung
von Zugkraft, Hitze und Zugintervall lasst sich die Pipettenform entsprechend der gewiinschten
Anforderung einsetzten.

2.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Die bei den Versuchen verwendete Badlosung entspricht in der Zusammensetzung ihrer
lonen der Zusammensetzung des physiologischen Extrazellularraumes (Tabelle 2.4 + 2.6, S
35 + 37). Jedoch sind Kaliumionen ((K*)-lonen) durch Casiumionen ((Cs*)-lonen) ersetzt, um
keine K*-Kanale passieren zu konnen und Leckstrome zu verhindern. Die in den Versuchen
ebenfalls erforderliche Pipettenlésung entspricht in ihrer Zusammensetzung dem physiologi-
schen Intrazellularraum (Tabelle 2.5 + 2.7, S. 36 + 37). Auch hier wurden die K*-lonen durch
Cs'-lonen ersetzt.

Der kihl (bei 4-8° C) gelagerten Badlésung wird vor jeder Messung noch Glukose und Kalzi-

umchlorid (CaCl,) in den entsprechenden Konzentrationen (siehe Tabelle 2.4 + 2.6) hinzu
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gegeben und die gesamte Losung auf einen physiologischen pH-Wert von etwa 7,4 mit ei-
nem pH-Meter eingestellt. Falls es die Messungen erfordern, wird noch eine Losung mit 10
umol/L Ranolazin oder 2 umol/L TTX vorbereitet (Belardinelli et al. 2006; Song et al. 2008).
Die so angefertigte Badlésung wird nun in das Perfusionssystem der Patch-Clamp-Anlage
gefillt. Die ebenfalls kuhl (bei -20° C) gelagerte Pipettenlésung wird aufgetaut und in eine
vorbereitete Spritze aufgezogen und anschlieend mit einer Einflllhilfe und einem Filter ver-
sehen. Wahrend der Messungen wird diese Spritze auf Eis gelagert. Nachdem die Ver-
suchskammer etwa funf Minuten mit der in dem Perfusionssystem befindlichen Badlésung
durch Gravitation mit einem Fluss von etwa 70 ml/h eingewaschen und durch kontinuierliche
Absaugung des Mediums Uber eine regelbare Walzenpumpe (Abbildung 2.3, S. 30) gespllt
wurde, wird die Glaspipette wie zuvor beschrieben mit dem Pipettenziehgerat gezogen, vor-
bereitet und in den Pipettenhalter eingespannt. Mit Hilfe einer kleinen Spritze wird nun ein
leichter Uberdruck im Pipetteninneren erzeugt. Dies soll ein Verstopfen der Spitze mit
Schmutz- oder Zellpartikeln verhindern. Zudem erzeugt der Uberdruck im Pipetteninneren
ein Flussigkeitspolster vor der Pipettenspitze, welches beim Annahern an die Membran hilf-
reich sein kann. Mit Hilfe des Joysticks wird nun die Pipette vorsichtig in die Versuchskam-
mer abgesenkt. Dabei ist zu beachten, dass die Luft-Flussigkeitsgrenze nur einmal durch-
quert wird. Am Computer erscheint nach Durchtritt der Pipette durch die Luft-
Flussigkeitsschranke ein biphasischer, rechteckférmiger Kommandospannungsimpuls (5 mV
Amplitude in beide Richtungen). Mit dem Mikromanipulator und dem Joystick als Steurungs-
hebel wird die Pipettenspitze unter Sicht auf die Zelle bewegt. Die letzten Schritte dieser An-
naherung an die Zelle erfolgen unter standiger Beobachtung des angezeigten Stroms auf
dem Computerbildschirm. Dieser Strom, der durch den Testpuls verursacht wird, ist ein indi-
rektes Maf3 fur den Widerstand zwischen beiden Elektroden (Ohm’sches Gesetz). Wahrend
der Annaherung an die Zellmembran erhoht sich der Widerstand zum Teil bis auf das Dop-
pelte, was an einer Abnahme der Stromamplitude um die Halfte zu erkennen ist. Jetzt wird
der Uberdruck von der Pipette genommen und man erzeugt mit Hilfe der Spritze einen leich-
ten Unterdruck, wodurch sich der Widerstand vom Megaohmbereich auf einige Gigaohm
(gigaseal) erhoht. Nach der Bildung dieses sogenannten gigaseals befindet sich die Zelle in
der Versuchskammer in der cell-attached-Konfiguration (Abbildung 2.5). Dabei bleibt die
Membran der Zelle intakt. Diese Messkonfiguration hat den Vorteil, dass die intrazellularen
lonenkonzentrationen unbeeinflusst bleiben. Fir die Messungen zu dieser Dissertation ver-
wendeten wir allerdings nicht die cell-attached-Konfigurationen, sondern die whole-cell-
Konfiguration (Ganzzellableitung, Abbildung 2.5). Dies ist die am h&aufigsten verwedte Me-
thode der Patch-Clamp-Technik. Dabei wird die gesamte Membran einer Zelle und nicht nur

der unter der Pipette befindliche Zellausschnitt erfasst. Das hat den Vorteil, dass die Mes-
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sungen schneller und auch einfacher als Einzelkanalmessungen sind, und durch den Aus-
tausch von Zytoplasma mit dem Zellinneren kann in kurzer Zeit eine klar definierte, kontrol-

lierte Zusammensetzung des Intrazellularraumes erreicht werden.

M loose Patch-Clamp

M Cell-attached

~

Membran Pipette
durchbrechen / \zurﬁckziehen

. Membran
Pipette abziehen
zuriickziehen
MeBbedingungen V

oplimieren Vesikelbildung

Pipette l \ 4 )/Lunkomakt

zurtick-

ziehen
YA/

[Oulside-oul] [ Inside-out |

Abbildung 2.5 Messkonfigurationen und ihre Herstellung (modifiziert nach Numberger und Draguhn, Seite 82)

Ein gigaseal erkennt man daran, dass sich die Stromantwort des Kommandospannungspul-
ses verandert. Dabei bildet sich aus den biphasischen Verlaufen eine horizontale Linie. Das
bedeutet, dass der Abstand zwischen Pipette und Zellmembran so klein geworden ist, dass
kaum noch ein Strom flieRen kann und der Widerstand maximal angestiegen ist. Somit be-
steht ein lickenloser Kontakt zwischen Pipette und Membran. Daraufhin wird im Patchmas-
terprogramm auf on-cell-Modus umgeschaltet. Dabei werden die kapazitiven Strome, welche
durch Umladeprozesse der Pipetten- und Zellmembrankapazitdt bei Spannungsanderung
entstehen und unsere Messsignale storen kdnnen, kompensiert. Diese kompensierten Stro-
me von Pipette und Membran werden als schnelle Transienten am Anfang und am Ende des
Spannungspulses wahrgenommen. Durch kurzes Anlegen eines ruckartigen Unterdrucks,

dem sogenannten rupturing, wird das Membranstiick in der Pipette zerstort und es entsteht
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ein offener Zugang zum Zytoplasma der Herzmuskelzelle. Die whole-cell-Konfiguration ist
erreicht (Abbildung 2.5). Das bedeutet, dass die Strome nun nicht mehr Uber den patch
sondern Uber die gesamte Zellmembran gemessen werden. Nun kann das Potential der Zel-
le durch das Kommandopotential der verschiedenen zu messenden Protokolle vorgegeben
werden (Messprinzip der Spannungsklemme oder voltage-clamp genannt). Es ist zu beach-
ten, dass das gain oder auch Verstarkung genannt, bei jeder Messung an die Stromamplitu-
de angepasst werden muss, um ein einwandfreies und auswertbares Signal erhalten zu kén-
nen. Nachdem der Zugang zum Zellinneren hergestellt wurde, wird Pipettenldsung und Zell-
innerem ein Zeitraum von finf Minuten gegeben, um einen Ausgleich zwischen Pipettenlo-
sung und Zytoplasma bis zur Ausbildung eines Aquilibriums zu erméglichen. Ebenfalls muss
den eingesetzten Inhibitoren, wie zum Beispiel Ranolazin, TTX oder AIP Zeit bis zum Wir-
kungseintritt gegeben werden. Erst nach Ablauf dieser funf Minuten wird mit Auslésung der

einprogrammierten Protokolle bzw. den eigentlichen Messungen begonnen.

2.2.4 Messung des spaten Natriumstroms (late Iya)

Bei den Messungen des late Iy, wird ein Standardprotokoll (Abbildung 2.6) verwendet. Der
dabei ausgeltste late Iy, wird bei vier unterschiedlichen Frequenzen (0,5 Hz, 1,0 Hz, 2,0 Hz)
untersucht. Das Standardprotokoll des late Iy, ist so eingestellt, dass die Zelle nach Errei-
chen des whole-cell-Modus zunéchst auf ein Ruhemembranpotential (E,) von -120 mV ein-
gestellt wird. Dieses Membranpotential von -120 mV wird fir eine Dauer von 10 ms gehalten.
AnschlieRend wird es fir 5 ms auf 50 mV depolarisiert. Nach Ablauf der 5 ms wird das
Membranpotential fir 250 ms bei -20 mV gehalten, um dann wieder auf -120 mV normalisiert
zu werden. Diese Messungen werden die ganze Zeit in der whole-cell-Konfiguration durch-
gefuhrt (Abbildung 2.5).

34



2. Material und Methoden
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Abbildung 2.6 Beispiel einer Originalabbildung mit Standardprotokoll fir die Patch-Clamp-Experimente des

spaten Natriumstroms (late Ina).

Die fur diese Messungen notwendigen Bad- und Pipettenlésungen sind in den folgenden
Tabellen dargestellt.

Der Abfall des late Iy, (die ersten 250 ms) wird bei der Auswertung mit einer Doppelexponen-
tialfunktion y(t)=Alexp(-t/11)+A2exp(-t/712)+y0 gemessen bzw. gefittet (engl.: to fit = anpas-
sen). Gefittet werden die Messungen wegen unterschiedlicher Zellgré3en von TAC und
Sham. Bei Integralen misste normiert werden auf die Membrankapazitat, die, wie beschrie-

ben, unterschiedlich sind.

Substanz Molekulargewicht [g/mol]  Konzentration [mM]
NaCl 58,4 130,0
CsCl 168,4 4,0
MgCl, 95,2 1,0
CaCl 75,5 1,0
HEPES 238,3 10,0
Glukose 180,2 10,0
Tetraethylammoniumchlorid (TEA) 1011 10,0
Tabelle 2.4 Die zur Messung des late Ina verwendete Badlésung (ad 100 ml Aqua bidest) bei einem pH-

Wert 7,40, bei RT und mit TRIS eingestellt.
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Substanz Molekulargewicht Konzentration [mM]
[g/mol]
NaCl 58,4 10,0
MgCl» 95,2 0,92
CacCl; (2H20) 147,0 1,49
CsCl 168,4 40,0
Cs-Glutamat 147,1 80,0
BAPTA-tetracesiumsalz 1004,0 5,0
5,5-dibrom-BAPTA-terapotassiumsalz 786,6 1,0
Magnesium-Adenosin-5'-triphosphat 507,2 5,0
Guanosine-5[y-thio]-triphosphat-Lithiumsalz ~ 563,0 0,3
Niflumat (Sigma Aldrich) 282,2 0,03
Nifedipin (Sigma Aldrich) 346,3 0,02
Strophanthidin (Sigma Aldrich) 404,5 0,004
HEPES 238,3 10,0
Tabelle 2.5 Die zur Messung des late Ina verwendete Pipettenldsung (ad 50 ml Aqua bidest) bei einem pH-

Wert 7,20 bei RT mit CsOH eingestellt, aliquotiert (aufgeteilt) und bei -20° C aufbewahrt.
2.2.5 Messung von Aktionspotentialen (APS)

Fur die Messungen von APs geht man, wie oben beschrieben, bis zum Erreichen der whole-
cell-Konfiguration vor. Bei den AP-Messungen wird nach Erreichen der whole-cell-
Konfiguration auf die current-clamp-Messung (C-Clamp) in der Software Patchmaster™ um-
geschaltet. Da das physiologische, elektrische Verhalten von erregbaren Zellen grundsatz-
lich aus der Summe der offenen lonenkanéle besteht, resultieren daraus auch dauernde Po-
tentialschwankungen. Bei voltage-clamp-Messungen, die dazu geeignet sind, einzelne Stré-
me getrennt zu analysieren, sind diese Potentialschwankungen bei den Messungen nicht
weiter storend. Um aber eine Aussage uber das Erregungsmuster einer Zelle zu erhalten, ist
es notwendig, diese Potentialschwankungen einzugrenzen. Dies erreicht man durch Um-
schaltung in der Software Patchmaster™ in den current-clamp-Modus oder Stromklemmano-
rdnung genannt. Somit wird der Strom, der durch die Membran fliel3en soll, fest vorgegeben
und das Membranpotential der Zelle bleibt variabel.

Bei den AP-Messungen sind die Stréme so gewéhlt, dass das physiologische Potential von
Herzmuskelzellen von etwa -70 mV eingehalten wird. Es ist darauf zu achten, dass der ein-
gestellte Strom einen Wert von 50-100 pA nicht Ubersteigt. Im weiteren Verlauf wird mit einer
im Messprotokoll vorgegebenen Dauer (duration) von 4 ms und einer vorgegebenen Strom-
spannung (current) von 399 pA die Zelle stimuliert. Wird hierbei kein AP ausgel6st, wird

durch Veranderung der beiden Parameter versucht, ein AP auszuldsen (Abbildung 2.7).

36



2. Material und Methoden

TAC
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Abbildung 2.7  Originalregistrierung einer AP-Messung.

Die bei den AP-Messungen eingesetzten Losungen sind in den folgenden Tabellen darge-

stellt:
Substanz Molekulargewicht [g/mol]  Konzentration [mM]
NacCl 58,4 135,0
KCI 74,6 54
MgCl» 95,2 1,0
CaCl, 75,5 2,0
HEPES 238,3 10,0
Glukose 180,2 10,0
NaH2PO, (2H20) 178,0 0,33
Tabelle 2.6 Badlosung AP-Messungen (ad 100 ml Aqua bidest) bei einem pH-Wert 7,40 bei RT mit NaOH
eingestellt und bei 4° C aufbewahrt.
Substanz Molekulargewicht Konzentration [mM]
[g/mol]
NaCl 58,4 7,0
KCI 74,6 8,0
MgCl, 95,2 1,0
DL-Aspartic-Acid-Potassium 171,2 120,0
HEPES 238,3 10,0
Magnesium-Adenosin-5’-triphosphat 507,2 5,0
Tabelle 2.7 Pipettenlésung AP-Messungen (ad 25 ml Aqua bidest) bei einem von pH-Wert 7,20, bei RT mit

TRIS eingestellt und bei -20° C aufbewahrt.
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2.25.1 Auswertung der APs

Die Rohdaten der registrierten APs wurden aus der ,Pulse*“Software exportiert, mittels ,ABF-

Utilitiy“ (Synaptosoft Inc., Fort Lee, USA) konvertiert und in die ,,Clampfit“-Software (Clampfit

8/Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA) importiert. Hieraus erfolgt der Export

eines APs in eine hierfir in MS-Excel (Microsoft Corp., Redmond, USA) geschriebene Aus-

wertungstabelle.

2.25.2 AP-Kenngrof3en

Amplitude (mV):

AP Dsg/50/90:

Duration (ms)

Vmax (dV/ dt)

Peak (mV):

Die Differenz aus Peak und MDP (maximal diastolische
Polarisation).

Die Aktionspotentialdauer vom Beginn des APs bis zu einer
gewissen (50/80/90%igen) Repolarisation.

Dauer des APs.

Die Depolarisationsgeschwindigkeit wahrend des Aufstrichs des
APs ergibt sich als Membranpotentialanderung pro Zeit [™/q].
Die maximal wahrend des APs erreichte Depolarisationsge-
schwindigkeit (Vma) ist also die Tangente der Aufstrichkurve an
der Stelle ihrer maximalen Steigerung. /4 ergibt sich als Quo-
tient der Differenz der Membranpotentiale zweier aufeinander-

folgender Aufzeichnungspunkte durch deren zeitlichen Abstand.

av/ _V..)-V(,) av/ - mV
/dt —t, [ éz]_ ms

n+l

Formel 2.5 Berechnung Vmax (Modifiziert nach Neef 2011, S. 50)
Dieses wird in der Auswertungstabelle fir jeden einzelnen
Aufzeichnungspunkt berechnet. Vyax ist das positive Maxi-

mum der fur das AP bestimmten Werte.

Der positive Maximalwert des Membranpotentials im AP.
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Membrankapazitat (pF): Maf fiir die Oberflache der Myozyten. Anderungen der Kapazi-
tat werden entsprechend als Anderung der Oberflache gewer-

tet.
T
C,= R
Formel 2.6 Berechnung der Membrankapazitat.

Cm=Zellmembrankapazitat, Rs=Serienwiderstand,

t=Zeitkonstante

Stimulation duration (ms)  Stimulationsdauer, die bendtigt wird, um ein AP auszuldsen.
Stimulation current (pA): Stimulationsspannung, welche bendtigt wird, um ein AP auszu-

[6sen.

2.3 Proteinexpressions- und Phosphorylierungsanalysen

Zur Bestimmung der Proteinexpressions- und Phosphorylierungsanalysen aus Mausemyo-
kard wurde die Western-Blot-Methode verwendet. Zur Gewinnung der Proteine wurden das
Myokard zunachst mit 200-300 pl Homogenisierungspuffer (Tabelle 2.8) versetzt und mit
Miccra D-1, DS-5/K1 (ART Prozess- & Labortechnik GmbH, Muhlheim, Deutschland) bei
maximaler Geschwindigkeit viermal fur jeweils finf Sekunden homogenisiert und anschlie-
Rend fur 20 Minuten inkubiert. Dabei erfolgt im Abstand von fiinf Minuten jeweils eine Ver-
wirbelung (= Vortexung) der Proben, so dass die Proteine freigesetzt werden konnten. Der
beschriebene Ablauf erfolgt auf Eis. Nuclei und der Zelldetritus wurden im Anschluss durch
eine Zentrifugation der Homogenate fir zehn Minuten bei 4°C und einer Geschwindigkeit von
3000x g durchgefiihrt. Der dabei entstehende Uberstand wird in ein 1,5 ml Eppendorf-Cup
tberfiihrt und das Pellet erneut mit 200 pl Homogenisierungspuffer versetzt und mit etwa
acht Schlagen eines Handhomogenisators (Art. Nr. 710399, Biozym, Hess. Oldendorf,
Deutschland) weiter homogenisiert. Die so entstanden Suspension wird auf Eis flr weitere
30 Minuten inkubiert und im Anschluss, wie oben beschrieben, zentrifugiert. Die Uberstande
dieser beiden Zentrifugationsschritte werden zusammen gegeben und die Gesamtprotein-
konzentration mit Hilfe des BCA-Verfahrens unter Verwendung eines BCA-Protein-Systems
(Pierce Biotechnology, Rockford, USA) bestimmt. Dafiir wurden je 5 pl des Uberstandes mit
95 ul PBS (engl.: phosphat buffered saline = phosphathaltige Salzlésung) verdinnt und von
dieser Mischung jeweils 25 pl in drei Wells (engl.: well = Schacht) einer 96-Well-Platte pipet-
tiert. Als Kontroll- bzw. Negativprobe wird eine Lésung aus 5 pl Homogenisierungspuffer
(Tabelle 2.8) und 95 pl PBS hergestellt und ebenfalls auf die 96-Well-Platte pipettiert. Im
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Anschluss werden 200 pl der Farbstofflosung aus dem BCA-Protein-Systems auf die Proben
gegeben, diese auf einem Thermomixer geschuttelt und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Um genaue Aussagen zur Proteinkonzentration treffen zu kénnen erfolgte schliefilich eine
Exstinktionsmessung mit einem Photometer bei 562 nm. Pro Probe werden somit drei Pro-
teinkonzentrationen erhalten, aus denen ein Mittelwert berechnet und der Wert der Kontroll-
/Negativproben abgezogen wurde. Bei einer Abweichung der einzelnen Proben von mehr als
10% untereinander wurden die Experimente erneut durchgefiihrt.

Zur weiteren Denaturierung und Reduktion der Proteine wurden diese mit Lammli-Puffer
(Tabelle 2.9) versetzt und fur zehn Minuten bei 70°C inkubiert.

Substanz 10 ml Endkonzentration
Tris-HCI (pH=7,4) [2 M] 100 pl 20 mM
NaCl [4 M] 500 pl 200 mM
NaF [200 mM] 1000 pl 20 mM
NazVO4 [100 mM] 100 pl 1mM
Dithiothreitol (DTT) [100 mM] 100 pl 1mM
Triton X-100 1% 100 ul 1%
Tabelle 2.8 Homogenisierungspuffer. Mit ddH,O auf 10 ml auffullen. Vor Gebrauch PhosSTOP (Cat. No.

04906845001, Roche®, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) und EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablette hinzugeben (Cat. No. 04693132001, Roche®, Grenzach-Wyhlen, Deutsch-

land).
Substanz 20 ml Endkonzentration
Tris-HCI 0,799 250 mM
SDS 29 10%
Glycerol 10 ml 50%

Komponenten in ddH,O lésen und den pH-Wert mit HCI auf 6,8 einstellen und folgende
Substanzen hinzufigen:

Substanz 20 ml Endkonzentration
Bromphenol Blau 5 mg 250 pg/ml
3-Mercaptoethanol 2 mi 10%

Tabelle 2.9 Lammli-Puffer. Die Lésung wir aliquotiert (aufgeteilt) und bei -20° C aufbewahrt. Die Protein

Proben werden mit dem Lammli-Puffer in einem Verhétnis 4:1 vermischt.
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2.3.1 Herstellung des SDS-Polyarylamid-Gels

Das SDS-Polyarylamid-Gel zur vertikalen Elektrophorese wurde mit Hilfe einer Mini-
PROTEAN I[II™ Elektrophorese-Zell-Anlage (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) hergestellt.
Die Losungen fur das 5%-ige Sammelgel sowie flr das 8%-ige und 12,5%-ige Trenngel sind
in Tabelle 2.11 dargestellt. Das hergestellte Trenngel (7,5 ml fur 1,5 mm Geldicke) wurde
nun zwischen die innere (7,3 x 10,2 cm) und auRRere (8,3 x 10,2 cm) Glasplatte gegossen
und die Oberflache des Gels vorsichtig mit 2-Propanol (etwa 200 pl) Uberlagert. Diese 2-
Propanol Beschichtung ist sehr wichtig, da sie primér die an der Oberflache entstanden Luft-
blasen eliminiert und sekundar eine gute Barriere gegen Sauerstoff bildet, welcher die Poly-
merisation hemmt. Nachdem das Gel etwa 20 Minuten bei Raumtemperatur polymerisiert
wurde, wurde der Propanololiberstand abgegossen und die Oberseite des Trenngels mit
destilliertem Wasser gewaschen. Im nachsten Schritt wurde das Sammelgel direkt auf das
polymerisierte Trenngel gegeben und die Geltaschen, die zur Beladung des Gels bendtigt
werden gebildet. Diese Geltaschen entstehen, in dem eine entsprechende Vorlage in das

Gel gedriickt wurde. Die Polymerisation des so hergestellten Gels dauerte etwa zehn Minu-

ten.
Tris/SDS-Stock Substanz Masse
4 X Tris/SDS mit Tris 6,05 g
pH=6,8 bei RT mit HCI 37% SDS 10% 0,49 mit ddH,O auf 100 ml
4 X Tris/SDS mit Tris 455¢g
pH=8,8 bei RT mit HCI 37% SDS 10% 1049 mit ddH20 auf 250 ml

Tabelle 2.10 4 x Tris/SDS-Stock fur Sammel- und Trenngelherstellung
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Sammelgel Trenngel
Gelkonzentration 5% 8% 12,5%
Substanzen 10 ml 10 ml 10 ml
Polyacrylamid (Rotiophorese Gel 30) 0,83 ml 2,9ml 4 ml
(Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
ddH,0 2,86 ml 4,5 ml 3,4ml
4 x Tris/SDS mit 1,25 ml 2,5ml 2,5 ml
pH=8,8 bzw. pH=6,8 pH=6,8 pH=8,8 pH=8,8
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10% 50 pl 100 pl 100 pl
(Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5ul 10 pl 10 ul
(Merck Millipore, Billerica, USA)

Tabelle 2.11 Sammel- und Trenngel. APS und TEMED wurden erst kurz vor Giel3en des Gels hinzugefigt,
da diese beiden Substanzen die Polymerisation des Gels aktivieren.

2.3.2 SDS-Polyarylamid-Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) und elektrophoretischer

Transfer

Die zu analysierenden Proben werden auf den Boden der vorbereiteten Geltaschenvertie-
fungen pipettiert und ein Dual-Color-Proteinmarker (PEQGOLD Protein-Marker V, Bestellnr.
27-2210, PEQ-LAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) wurde dabei als Moleku-
largewichtsstandard eingesetzt und in die dufRerste Geltasche aufgetragen. Die Elektropho-
rese erfolgt im Laufpuffer (Tabelle 2.12) bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA und
100 V je Gel. Dabei kommt es zur Auftrennung der gleichmafiig negativ geladenen Proteine
entsprechend ihrer Masse.

Bevor das Laufgel gestoppt wurde, wurden zunachst zwei Schwamme (Bio-Rad, Minchen,
Deutschland) und vier Nitrocellulosepapierstiicke und Nitrocellulosetransfermembrane
(Whathman Protran, 0,45 um Porengrél3e, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in einem
vorbereiteten Gefald mit Transferpuffer getrankt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde
das Gel auseinander plattiert und ebenfalls in Transferpuffer eingetaucht. Fur die elektropho-
retische Ubertragung der zu analysierenden Proteine vom Gel auf eine Membran wurde eine

Mini-Trans-Blot-Zelle® (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Schichtung der
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Transferkartusche ist in der folgenden Reihenfolge ausgehend von der Anodenseite:
Schwamm, zwei Lagen Filterpapier, Nitrocellulose-Membran, Gel, zwei Lagen Filterpapier,
Schwamm. Diese so geschichtete Transferkartusche wird in die Transferkammer geschoben
und mit Transferpuffer befillt (Tabelle 2.13). Unter konstanter Eiskihlung (Austausch der
Eiskihlung spatestens nach einer Stunde) von der Kathodenseite wurde bei 400 mA und

200 V ein etwa zweistundiger Transfer durchgefiihrt.

Laufpuffer Substanz
Tris 30,29
5 x Stock Glyzin 144 g mit ddH,O auf 2000 ml
SDS 109 pH=8,3 bei RT mit HCI 37%
1 x Stock 5 x Stock 400 ml mit ddH>0 auf 2000 ml

Tabelle 2.12 Laufpuffer

Transferpuffer Substanz
Tris 39449 mit ddH»O auf 2000 ml

5 x Stock Glyzin 144 g pH=8,3 bei RT mit HCl 37%
5 x Stock 400 ml

1 x Stock SDS 10% 2ml mit ddH»O auf 2000 ml
Methanol 20% 400 ml

Tabelle 2.13 Transferpuffer

2.3.3 Anfarben der Membran mit Ponceau-S

Ponceau-S ist ein roter Farbstoff, der verwendet wurde, um die Qualitat des Proteintransfers
von SDS-PAGE auf die Nitrozellulosemembran zu Gberprifen. Ponceau-S-Lésung (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland) farbt reversibel Proteinbanden an und wurde in den nach-
folgenden Verarbeitungsschritten unter Applikation eines Waschpuffers (Tabelle 2.14) aus
der Membran ausgewaschen.

Deshalb wurde nach Beendigung des Transfers die Membran in frische Ponceau-S-L6sung
eingetaucht und eine Minute bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln auf einer
Schwingplattform inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran fiur ein bis zwei Minuten
mehrmals mit Waschpuffer (Tabelle 2.14) gewaschen und der Farbstoff aus der Membran

gelost.
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Waschpuffer Substanz
Tris 48,4 ¢ mit ddH2O auf 2000 ml

10 x Stock TBS NaCl 58,489  pH=7,5 bei RT mit HCI 37%
10 x Stock TBS 200 ml mit ddH20 auf 2000 ml

1 x Stock Waschpuffer Tween 20 2 ml pH=7,5 bei RT mit HCI 37%

Tabelle 2.14 Waschpuffer

2.3.4 Immunovisualisation

Nach Beendigung des Transfers und Auswaschung des Ponceau-S-Farbstoffes, wurde die
Membran auf einer Schwingplattform mit Blockierungspuffer (Tabelle 2.15) Uber Nacht bei
4°C (oder alternativ fir 60 Minuten bei Raumtemperatur) inkubiert. Als nachstes wurde die
Membran entlang der markierten Schnittstellen zerschnitten und mit primarem Antikérper im
Antikorperverdinnungspuffer (Tabelle 2.16) verdinnt und fir zwei Stunden bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Diese primaren Antikérper binden an das gesuchte Protein und werden im
Verlauf auf Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert.

Im Anschluss werden die Membranen drei Mal alle zehn Minuten gewaschen und mit sekun-
darem Antikdrper mit Antikorperverdinnungspuffer (Tabelle 2.16) verdinnt und eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die sekundaren Antikdrper binden entsprechend der antikor-
perproduzierenden Spezies an den Primarantikdrper und dienen somit der Detektion der
gebunden Primarantikérper. Nach der Inkubationszeit von einer Stunde wird die Membran
erneut drei Mal gewaschen und mit Luminol- und peroxidhaltiger Chemolumineszenzldsung
(Immobilon Western, Merck Millipore, Billerica, USA) fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass die Chemolumineszenzlésung kurz vor der Anwen-
dung frisch, durch Mischung von gleichen Volumina der beiden Substratkomponenten her-
gestellt wurde. Durch Oxidation der beiden Substrate und der Peroxidaseaktivitdt des sekun-
daren Antikorpers kdnnen die markierten Banden sichtbar gemacht werden. Abschliel3end
wurde die Membran auf einer Réntgenfilm/Fotofolie (Fuji medical X-ray film, Fujifilm) in einer
Fotokassette gelegt und entwickelt. Bei der Entwicklung ist zu beachten, dass die Belich-
tungsstéarke in mehreren Schritten der Bandenintensitat angepasst werden musste. Die Ban-
denintensitat wurde mit dem Imaging Densitometer (Multimage™ Light Cabinet, Alpha Inno-

tech Corporation, Californien, USA) ausgewertet.
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Blockierpuffer Substanz
Milchpulver 25¢9
PBS/Tween Mix 50 ml

Tabelle 2.15 Blockierpuffer. Endkonzentration 5%.

Substanz 50 ml Endkonzentration
Blockierpuffer 5% 5 mi 0,5%
1 x Waschpuffer 45 ml

Tabelle 2.16 Antikdrperverdinnungspuffer

Primérer Antikdrper Spezies Firma/Bestellnummer # Titer ProteingréfRe
Anti-Na,1.1 Kaninchen Alomone, Jerusalem, Israel/ # ASC-001 1:500 > 250 kD
Anti-Nay1.5 Kaninchen Alomone, Jerusalem, Israel/ # ASC-13 1:2000 < 250 kD
Anti-Phospho- Nay1.5 Kaninchen Uberlassen von Prof. Dr. Peter Mohler (Ser-571) 1:2000 ca. 220 kD
Anti-Na,1.6 Kaninchen Alomone, Jerusalem, Israel/ # ASC-009 1:1000 <250 kD
Anti-SCN1B Kaninchen Cell Applications, San Diego, USA/ #CA1705 1:2000 27 kD
Anti-CaMKIId Kaninchen Uberlassen von Dr. Bers 1:1000 56 kD
Anti-Phospho- CaMKII®  Maus Thermo Scientific/Pierce Antibodies, Rock- 1:1000 56 kD
ford,USA/# MA1-047
Anti-GAPDH Maus Biotrend Chemikalien, K6In, Deutschland/ # BT46- 1:100.000 37 kD
9995-55
Tabelle 2.17 Primére Antikorper fur Western-Blots
Sekundare Antikorper Firma/Bestellnummer # Titer
Esel-Anti-Kaninchen IG  Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland 1:5000
Schaf-Anti-Maus |G Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland 1:20000

Tabelle 2.18 Sekundére Antikdrper fir Western-Blots

2.4 Pharmakologische Substanzen

Sowohl bei den Messungen des late Iy, als auch bei den AP-Messungen werden der Badlo-
sung Ranolazin mit einer Konzentration von 10 umol/L, TTX mit einer Konzentration von 2
umol/L oder AIP mit einer Konzentration von 1 pumol/L zugesetzt. In weiteren Experimenten
wird auch Isoproterenol mit einer Konzentration von 10 mol/L verwendet, um Nachdepolari-
sationen und getriggerte Aktivitat zu induzieren. Alle Patch-Clamp-Messungen werden bei

Raumtemperatur durchgefihrt.
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2.4.1 Ranolazin

Ranolazin (Bestellnr. R6152 Th. Geyer, 10 umol/L geldst in 0,1 N HCI, Molekulargewicht
427,5 g/mol), (RS)-N-(2,6-Dimethylphenyl)-4(2-hydroxy-3-(2-methoxyphenoxy)-propyl)-1-
piperazinacetamid (C,4H33N304, M, = 427.54 g/mol) ist ein Piperazinderivat, das ca. 38-fach
selektiver den late Iy, als den Peak-ly, inhibiert. Ranolazin wird frisch in einer 0,1 mol/L HCI-
Ldsung geldst. Wir haben diese Konzentration gewahlt, da diese im therapeutischen, klinisch

relevanten Bereich liegt (Belardinelli et al. 2006).

2.4.2 Tetrodotoxin (TTX)

Tetrodotoxin (C;1H17N3Og) mit dem Molekulargewicht von 319,3 g/mol von der Firma Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland ist ein Nervengift (Alkaloid) aus der Imidazolin- und
Pyrimidingruppe. Dieses Gift, welches sich in den Ovarien und Eingeweiden von Kugelfi-
schen befindet, blockiert die spannungsabhangigen Na‘-Kanale, wodurch es zu einer Para-
lyse kommt. TTX wurde in einer 10 mmol/L-Einheit mit einer 1%-igen Essigsaurelésung an-
gesetzt. Aus dieser 10er-Einheit wurden jeweils 10 ul (=2 pmol/L) fur die einzelnen Messun-

gen in die 50 ml Badl6sungen pipettiert.

2.4.3 Isoproterenol (DL-Isoproterenol-hydrochlorid)

Isoproterenol ist ein Noradrenalinderivat, welches als Sympathikomimetikum genutzt wird.
Fur die Versuche verwendeten wir DL-Isoproterenol-hydrochlorid (Lot: 066K1408, Sigma
Aldrich, Minchen, Deutschland) mit dem Molekulargewicht von 247,72 g/mol und der Sum-
menformel C,;H;7NOz; HCI.

Fur die Messungen wurde eine Tyrode (Tabelle 2.19) angesetzt. Zu dieser Tyrode werden 5
ul Salsaure (32%ig) und 50 mg Ascorbinsaure (Lot: 076K0042 von Sigma Aldrich, Minchen,
Deutschland) gegeben. Von der nun hergestellten ASC-Losung werden 100 ml mit 1 mol/L
DL-Isoproterenol-hydrochlorid vermengt, um schlie3lich eine Isoprenalinlésung mit einer

Konzentration von 10 mol/L herzustellen (Tabelle 2.20 + 2.21).
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Substanz Molekulargewicht [g/mol]  Konzentration [mM]
NacCl 58,4 140,0

KCI 74,6 4,0

MgCl; 95,2 1,0

HEPES 238,3 5,0

Glukose 180,2 10,0

Tabelle 2.19 Messtyrode (ad 1000 ml Aqua bidest) bei einem pH-Wert 7,54 bei RT mit NaOH eingestellt und
bei 4° C aufbewahrt

Substanz
HCI (32%) 5ul
Ascorbinséure 50 mg

Tabelle 2.20 ASC-Tyrode (ad 1000 ml Messtyrode) bei 4° C aufbewahrt.

Substanz Molekulargewicht [g/mol]  Konzentration [M]

Isoproterenol 2477 1,0

Tabelle 2.21 Isoproterenolldsung (ad 100 ml ASC-Tyrode) aufbewahrt bei -20° C mit einer Konzent-

ration von (10'2 M).
2.4.4 AIP (Autocamtide-2-related Inhibitory Peptide)

AIP ist ein synthetisch hergestelltes Peptid (Lot: 10031202 von Enzo Life Science GmbH
Lorrach, Deutschland), das die CaKMII spezifisch, nicht-kompetitiv und sehr potent inhibiert.
In der Konzentration von 1 umol/L hemmt AIP die CaKMII effektiv, ohne dabei andere multi-
funktionale Proteinkinasen, wie beispielsweise die PKC, die PKA oder die CaMKIV, zu beein-
flussen (Ishida et al. 1995).

2.5 Statistik und Datenauswertung

Die Datenerfassung erfolgte mit der Software Patchmaster™ (HEKA Elektronik, Dr. Schulze
GmbH, Lambrecht, Deutschland) auf der Festplatte eines ortsstandigen Computers. Diese
dort gespeicherten Rohdaten wurden anschlielRend in Microsoft Excel (MS-Excel, Microsoft
Corp., Redmond, USA) importiert und weiterbearbeitet. Die Endauswertung, die statistischen
Analysen und graphischen Darstellungen erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism 5™
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
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Die Daten der vorliegenden Arbeit sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Dieser wurde folgendermaf3en berechnet:

o’ _o0o
SEM = \/n ~In

Formel 2.7 Berechnung des Standardfehlers des Mittelwerts. SEM=Standardfehler des Mittelwertes,

o°=Varianz, o=Standardabweichung, n=Anzahl der Beobachtungen.

Die statistischen Analysen werden mit dem t-test, je nach Art der Daten gepaart oder unge-
paart, durchgefiihrt. Im Falle von multiplem Testen kam der t-test nach Bonferroni-Korrektur
zum Einsatz.

Statistische Analysen von Longitudinaldaten werden mittels Zwei-Wege-Varianzanalyse fur
wiederholte Messungen 2-way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test durchgefiihrt. Auch

dieses System sieht die Halbierung des p-Wertes im Falle multipler Testung vor.
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3. Ergebnisse

3.1 Phéanotyp der Mauseherzen

Mit Hilfe der transversalen aortalen Konstriktion (TAC) erfolgt im Rahmen dieser Arbeit eine
Nachlasterhéhung, welche im weiteren Verlauf zu einer Herzhypertrophie fihrt (Rockman et
al. 1991; Hu et al. 2003) (Abbildung 3.1). Die dabei verwendeten Mause der Firma Charles-
River (Kennzeichnung C57/BL6J) sind ausschlief3lich weiblich. Das durchschnittliche Kor-
pergewicht liegt zwischen 15-20 g bei einem Alter von acht Wochen. Fur die durchgefiihrten
Patch-Clamp-Messungen wurden zwei unterschiedliche postoperative Untersuchungszeit-
punkte gewabhilt.

Sham TAC 1 Woche TAC 5 Wochen

Abbildung 3.1 Reprasentative Echokardiographie im M-Mode des LV-Durchmessers in mm. Aufnahme von

TAC-Méausen und der Kontrollgruppe eine Woche und finf Wochen nach Intervention.

Eine Woche nach TAC-Operation zeigen die Herzen der TAC-Gruppe im Vergleich zur Kon-
trollgruppe eine konzentrische Hypertrophie und eine leichte Zunahme des Herzgewichtes.
Diese Beobachtung bestatigen sowohl die echokardiographischen Daten als auch die Mes-
sung der Membrankapazitaten. Dabei lasst sich die Hypertrophie am deutlichsten durch
Ausmessung der Septumdicke darstellen (Abbildung 3.2 A). Diese zeigt bei TAC (n=10)
eine Dicke von 0,87+0,05 mm vs. Kontrollgruppe (h=6) mit 0,76+0,04 mm (p<0,001). Das
entspricht einer Zunahme der Septumdicke der TAC-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
um 14%.

Das heart-weight/body-weight-Verhaltnis (HW/BW) zeigt bei der TAC-Gruppe ein Verhaltnis
von 9,4+0.4 vs. Kontrollgruppe mit einem Verhaltnis von 8,0+0,3 (p<0,001). Das entspricht
einer Zunahme des HW/BW-Verhéltnisses in der TAC-Gruppe von +18% (Abbildung 3.2 B).
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Zu diesem Zeitpunkt ist die EF der TAC-Gruppe 53+7% im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
49+3% (p=0,16; Abbildung 3.2 C) statistisch unverandert geblieben.

Die Herzgewichtsmessungen bestéatigen die zuvor nicht-invasiv gemessenen echokardiogra-
phischen Daten. Dabei zeigen die Herzen der TAC-Gruppe (n=19) ein Herzgewicht von
169,8+5,8 mg (p<0,0001, Abbildung 3.2 E) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=14) mit ei-
nem Herzgewicht von 142,5+4,5 mg (p<0,0001) (Abbildung 3.2 E). Um herauszufinden, ob
sich die Myozyten hinsichtlich ihrer Zellgré3e unterscheiden, wurde in den Patch-Clamp-
Messungen die Membrankapazitat der Zellen (C,,) bestimmt. Die Membrankapazitéat liefert
indirekt eine Aussage Uber die Zellgréf3e, da sie proportional zur Flache der Zellmembran ist
(1pF ~ 1um?). Die Membrankapazitaten (in pF) der TAC-Gruppe (n=44) zeigen eine Woche
nach TAC-Intervention mit 164,7+7,2 einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (n=49) mit 132,7+4,6 (p<0,0005, Abbildung 3.2 F).
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1.5+ 20+
p<0.01 p<0.001 p<0.01 p<0.001
— 15-
E o4
m
5 S 10
& 0.5 T
" 54
0.0 0
Sham TAC Sham TAC Sham TAC Sham TAC
1 Woche 5 Wochen 1 Woche 5 Wochen
Abbildung 3.2 C Abbildung 3.2 D
60 p<0.001
5-
T T p<0.01
- -
4
40- T = =
53 £ 34
i a )
20+ g
.|
1
0 0
Sham TAC Sham TAC Sham TAC Sham TAC
1Woche 5 Wochen 1 Woche 5 Wochen
Abbildung 3.2 E Abbildung 3.2 F
3009 p<o.0001 p<0.0001 = 2507 00005 £<0.0001
E 2 200
= 200- = =+
= N 150
] b ==
2 1004 S 1007
3 ]
I £ 504
(7]
=
Sham TAC Sham TAC * Sham TAC Sham TAC
1 Woche 5 Woche 1 Woche 5 Wochen

Abbildung 3.2 A: Mittelwerte der durch Echokardiographie ermittelten Septumdicken (mm) bei Kontroll- (n=6)
und TAC-Tieren (n=10) eine Woche und funf Wochen nach Intervention. B: Mittelwerte des heart-weight/body-
weight-Verhéltnisses bei Kontroll- und TAC-Tieren. C: Mittelwerte der durch Echokardiographie ermittelten Ejekti-
onsfraktion (EF in %) bei Kontroll- und TAC-Tieren. D: Mittelwerte des durch Echokardiographie ermittelten links-
ventrikuldren enddiastolischen Durchmessers (LVEDD in mm) bei Kontroll- und TAC-Tieren. E: Mittelwerte der
Herzgewichte in mg von Kontroll- (n=14) und TAC-Tieren (n=19) eine bzw. finf Wochen Kontrolle (n=22) vs. TAC
(n=36) nach Intervention. F: Mittelwerte der Membrankapazitat in pF von Kontroll- (n=49) und TAC-Tieren (n=44)

eine bzw. finf Wochen Kontrolle (n=31) vs. TAC (n=101) nach Intervention.
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Funf Wochen nach der TAC-Operation zeigt sich eine deutliche Progression der Herzmasse,
und die Tiere weisen offensichtliche Merkmale einer Herzinsuffizienz auf. Das HW/BW-
Verhaltnis der TAC-Gruppe steigt deutlich auf 14,6+3,1 an, wahrend die Kontrollgruppe mit
einem HW/BW-Verhaltnis von 7,8+0,9 weitgehend konstant bleibt (p<0,001). Das entspricht
einer Zunahme des HW/BW-Verhaltnisses der TAC-Gruppe um 87% (Abbildung 3.2 B). Die
echokardiographische Messung zeigt ebenfalls einen erhdhten linksventrikularen enddiasto-
lischen Durchmesser (LVEDD) in der TAC-Gruppe (n=15) mit 4,1+0,3 mm im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n=10) mit 3,6£0,2 mm (p<0,001). Das bedeutet eine Zunahme des LVEDD in
der TAC-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe um +12% (Abbildung 3.2 D).

Die systolische LV-Funktion ist in der TAC-Gruppe mit einer EF von 33+7% im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einer EF von 53+6% um 40% gesunken (p<0,001; Abbildung 3.2 C).
Wahrend der Isolation zeigt sich optisch eine VergréRerung der Herzen finf Wochen nach
TAC-Intervention. In der TAC-Gruppe liegt das durchschnittliche Herzgewicht bei 212,4+3,6
mg (n=36, p<0,0001) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem Herzgewicht von 142,5+4,5
mg (n=22, p<0,0001, Abbildung 3.2 E, Abbildung 3.3).

Die Membrankapazitaten (in pF) der TAC-Gruppe (n=101) zeigen finf Wochen nach TAC-
Intervention mit einer Membrankapazitat von 193,5+5,2 einen noch deutlicheren Unterschied
zur Kontrollgruppe (n=31) mit 140,7+7,1 (p<0,0001, Abbildung 3.2 F).

a) b) c) d)

Abbildung 3.3 Darstellung von Mauseherzen fiinf Wochen nach TAC-Operation (Fotos aus dem Labor Prof.
Maier, Abteilung Kardiologie und Pneumologie der Universitédtsmedizin Gottingen).
a) Kontrollherz b) histologischer Schnitt eines Kontrollherzens ¢) TAC-Herz d) histologischer

Schnitt eines TAC-Herzens.

Die Kaplan-Meier-Kurve der verstorbenen Tiere zeigt in den ersten Tagen nach TAC-
Operation eine erhdhte Mortalitdt. Diese erhohte Mortalitat wird durch perioperative Kompli-
kationen sowie durch eine akute Dekompensation des TAC-Eingriffes erklart. Es folgt eine
stabile Phase, in der die Mortalitdt weitgehend konstant bleibt. Erst drei bis funf Wochen
nach TAC-Intervention steigt die Mortalitéat weiter an. Dieser erneute Anstieg der Mortalitat

erklart sich zum einen durch das Uberschreiten der physiologischen Kompensationsmecha-
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3. Ergebnisse

nismen und der sich daraus entwickelnden Herzinsuffizienz mit deutlich reduzierter kardialer
Funktion, zum anderen durch letale Arrhythmien.

Fur die Experimente wurde daher der late Iy, sowohl zu einem frihen Zeitpunkt (eine Wo-
che) als auch zu einem weiter fortgeschrittenen Zeitpunkt (finf Wochen) nach Intervention
untersucht.

100-I 4 Sham
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3

TAC
3 50
S
Q
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Abbildung 3.4 Kaplan-Meier-Kurve von Kontroll- und TAC-Tieren. Eine Woche nach Intervention befinden sich
die Mause in der Phase einer stabilen kompensierten Hypertrophie ohne erhéhte Mortalitat.
Funf Wochen nach TAC-Intervention sind die Mause herzinsuffizient mit deutlich eingeschrank-
ter kardialer Funktion und erhdhter Mortalitat.

3.2 Der spate Natriumstrom (late Iy, bei kompensierter

Hypertrophie und bei Herzinsuffizienz

Eine Woche nach TAC-Operation zeigen die Mause eine isolierte Hypertrophie mit typischen
Hypertrophiezeichen, jedoch einer erhaltenen LV-EF (Abbildung 3.2 C).

Die untersuchten Kardiomyozyten der TAC-Gruppe zeigen in dieser frihen Phase keinen
signifikanten Unterschied in der late Iy,-Abfallszeit gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung
3.5 A+B).

Bei einer Frequenz von 2 Hz zeigt sich eine late Iy,-Abfallszeit von 41,6+6,5 ms in den TAC-
Myozyten (n=17). Im Vergleich dazu die Kontrollgruppe (n=11) mit einer late Iy,-Abfallszeit
von 26,7+1,8 ms (p=n.s., Abbildung 3.5 B).

Die beobachteten Verénderungen der late Iy,-Abfallszeit zum frithen Untersuchungszeitpunkt
(eine Woche nach TAC-Intervention) sind nicht nur bei 2 Hz, sondern Uber alle gemessenen
Frequenzen (0,5 Hz, 1 Hz, 2 Hz und 3 Hz) nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 3.5
B). Auch Ranolazin [10 umol/L] hatte keinen signifikanten Effekt auf die late Iy,-Abfallszeit
(TAC+Ran 29,8+2,7 ms (n=8); Abbildung 3.5 A+B).
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Im Unterschied zum frihen Untersuchungszeitpunkt eine Woche nach Intervention sind zum
spaten Untersuchungszeitpunkt (fiinf Wochen nach TAC-Operation), im Stadium der Druck-
induzierten Herzinsuffizienz, deutliche Unterschiede in der late Iy,-Abfallszeit zu beobachten
(Abbildung 3.6 A). Die late Iy,-Abfallszeit zeigt in den TAC-Myozyten signifikante Unter-
schiede. Bei einer Frequenz von 2 Hz mit 96,4+12,6 ms ist die late Iy,-Abfallszeit in TAC-
Myozyten langer im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer late Iy,-Abfallszeit von 35,4+4,1
ms (p<0,05, n=26 vs.7, 2-way RM-ANOVA, Abbildung 3.6 B). Die Superfusion mit Ranola-
zin [10 umol/L], TTX [2 umol/L] oder AIP [1 umol/L] zeigt hier eine signifikante Verkirzung
des TAC-Effektes auf die late Iy,-Abfallszeit. Im Detail bedeutet das eine verkulrzte late Iya-
Abfallszeit durch Zugabe von Ranolazin auf 51,8+5,3 ms, durch TTX auf 47,1+6,3 ms
(p<0,05, n=17 vs. 15, 2-way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test) sowie durch den
CaMKIlI-Inhibitor AIP auf 29.3+2.7 ms (n=18, p<0.05 vs. TAC, 2-way RM-ANOVA und Bon-
ferroni-post-Test). Ranolazin zeigt auch im spaten Untersuchungszeitraum keinen signifikan-
ten Effekt auf die late Iy,-Abfallszeit der Kontrollgruppe (35,4+5,0 ms vs. 35,4+4,1 ms , n=8
vs. 7).
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1 AF

Abbildung 3.5 A

Abbildung 3.5B

100 ms

late Iy,-Abfallszeit (ms)

Originalabbildung der late Ina-Messungen eine Woche nach TAC-Intervention. Diese
Originalabbildungen zeigen die late Ina-Abfallszeit in Sham- und TAC-Zellen bei einer

Frequenz von 0,5 Hz und nach Zugabe von 10 pmol/L Ranolazin (=Ran).

100+

754

0.5 1.0 2.0 3.0

Frequenz (Hz)

Darstellung der late Ina-Abfallszeit eine Woche nach TAC-Intervention. Die Mittelwerte
zeigen die late Ina-Abfallzeit in den Gruppen: Sham (n=14), TAC (n=20), TAC+Ran
(n=7) und Sham+Ran (n=6). Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen.

55



3. Ergebnisse

1 AF

Abbildung 3.6 A

Abbildung 3.6 B

100 ms

late Iy -Abfallszeit (ms)

Sham + Ran

v A
¢’ TAC + Ran

Sham TAC + AIP

-20 mv/

120 my__10ms 120 my

Originalabbildung der late Ina-Messungen fiinf Wochen nach TAC-Intervention. Diese

Originalabbildungen zeigen die late Ina-Abfallszeit in Sham- und TAC-Zellen bei einer

Frequenz von 0,5 Hz und nach Zugabe von 10 ymol/L Ranolazin (=Ran) oder Zugabe
von 2 ymol/L TTX bzw. von 1 ymol/L AIP.
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Darstellung der Mittelwerte der late Ina-Abfallszeit funf Wochen nach TAC-Intervention
in den Gruppen: Sham (n=7), TAC (n=26), TAC+Ran (n=17), Sham+Ran (n=8),
TAC+TTX (n=16) und TAC+AIP (n=18) bei einer Ranolazin-Konzentration von 10

pmol/L, einer TTX-Konzentration von 2 pumol/L und einer AlIP-Konzentration von 1

umol/L (2-way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test, * TAC vs. Sham < 0,0001, # vs.
TAC < 0,0001).
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3.3 Einfluss des spaten Natriumstroms (late 1y, auf das

Aktionspotential

Um eine Aussage uber die Rolle des late Iy, in der Arrhythmogenese treffen zu kdnnen, wer-
den die APs gemessen.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der late Iy,-Abfallszeit eine Woche nach TAC-
Intervention zeigt sich, dass es bei Hypertrophie mit erhaltener Pumpfunktion zu keiner signi-
fikanten Verlangerung der APD in TAC-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe kommt (Ab-
bildung 3.7 B, Tabelle 3.1). Es ist auch nicht mdglich durch Zugabe von Ranolazin eine
signifikante Verkirzung der APD zu erzielen (Abbildung 3.7 A, Tabelle 3.1).

Funf Wochen nach TAC-Operation wird parallel zu den Verdnderungen der late Iys-
Abfallszeit eine deutliche Verlangerung der APD der TAC-Myozyten beobachet (Abbildung
3.8 B, Tabelle 3.1). Abbildung 3.8 A veranschaulicht mittels Originalabbildungen die be-
schriebene APD-Verlangerung der TAC-Zellen. Konkret bedeutet dies eine gemittelte APDgq
der TAC-Zellen bei 2 Hz von 140,0+24,9 ms. Diese APDy, der TAC-Zellen ist somit im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe mit einer APDgy von 63,1£9,1 ms deutlich verlangert (n=15 vs. 8, 2-
way RM-ANOVA p<0,05, Abbildung 3.8 B). In diesen TAC-Zellen fiihrt die Inhibition mit
Ranolazin zu einer signifikanten Verkirzung der APDg, auf 80,0£12,5 ms (n=19). Ranolazin
zeigt keinen Effekt auf die APDgg in der Kontrollgruppe (Abbildung 3.8 B, Tabelle 3.1). Um
die gewonnen Ergebnisse zu verifizieren werden die Messungen in Gegenwart von TTX [2
pmol/L] wiederholt. Hier zeigt sich ebenfalls eine Verkirzung der APDg, auf 49,0+9,8 ms (2-
way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test p<0,05, n=10, Abbildung 3.8 A+B).

Darlber hinaus kann in den TAC-Zellen, in denen die APDg, Wochen nach TAC-Intervention
verlangert ist, durch Zugabe von AIP als CaKMIl-Inhibitor eine Verkirzung der APDs auf
63,419,3 ms (2-way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test p<0,05, n=18, Abbildung 3.8

A+B) beobachtet werden.
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Abbildung 3.7 A

Abbildung 3.7 B

Sham

500 ms

Sham + Ran

\

500 ms

50 mV

50 mV

N

TAC

500 ms

TAC + Ran

500 ms

Darstellung der Originalaktionspotentiale in Kardiomyozyten eine Woche nach TAC-
Intervention bei einer Frequenz von 0,5 Hz in den korrespondierten Gruppen TAC,

Sham, TAC+Ran und Sham+Ran bei Ranolazin-Konzentration von 10 ymol/L.
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Darstellung der Mittelwerte der APDgo eine Woche nach TAC-Intervention in den kor-
respondierten Gruppen Sham (n=12), TAC (n=7), TAC+Ran (n=19) Sham+Ran (n=15)

bei einer Ranolazin-Konzentration von 10 umol/L. Es zeigen sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 3.8 B
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Darstellung der Originalaktionspotentiale in Kardiomyozyten bei einer Frequenz von
0,5 Hz funf Wochen nach TAC-Intervention bei einer Ranolazin-Konzentration von 10
gmol/L, einer TTX-Konzentration von 2 pymol/L und einer AlIP-Konzentration von 1
pmol/L in den korrespondierenden Gruppen TAC, Sham, TAC+Ran, Sham+Ran,

TAC+TTX und TAC+AIP.
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Darstellung der Mittelwerte der APDg flinf Wochen nach TAC-Intervention in den kor-
respondierten Gruppen Sham (n=8), TAC (n=15), TAC+Ran (n=19), Sham+Ran (n=8),
TAC+TTX (n=10) und TAC+AIP (n=18) bei einer Ranolazin-Konzentration von 10
umol/L, einer TTX-Konzentration von 2 pumol/L und einer AlIP-Konzentration von 1

umol/L (2-way RM-ANOVA und Bonferroni-post-Test). * p<0,05 vs. Sham, # p<0,05 vs.
TAC
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3.4 Arrhythmogene Trigger in der Druck-induzierten

Herzinsuffizienz

Um herauszufinden, welche Rolle der late Iy, bei zellularen Arrhythmien spielt, werden iso-
lierte Kardiomyozten der finf Wochen alten TAC-Tiere finf Minuten mit einer Isoproterenol-
ldsung von 10 mol/L superperfundiert und mit einer Frequenz von 0,5 Hz stimuliert.
Interessanterweise werden dabei in der Gegenwart von Isoproterenol kaum EADs beobach-
tet (Frequenz von 0,33+0,89 EADs/min). Hingegen werden mit einer Frequenz von 2,0+0,1
DADs/min deutlich mehr DADs in den TAC-Zellen (Abbildung 3.9 A) im Vergleich zur Kon-
trollgruppe mit einer DAD-Frequenz von 0,3+0,1 DADs/min aufgezeichnet (n=20 vs. 15,
p<0,05, Abbildung 3.9 B). In Gegenwart von Ranolazin und AlP ist die Frequenz der DADs
deutlich abgefallen. Durch Ranolazin kann die DAD-Frequenz auf 0,2+0,1 DADs/min suppri-
miert werden (n=15, p<0,05, Abbildung 3.9 A+B) und durch AIP fallt die Frequenz auf
0,12+0,1 DADs/min (n=8, p<0,05, Abbildung 3.9 B).

Des Weiteren wird durch Isoproterenol getriggerte Aktivitdt (spontan auftretende APS) mit
einer Frequenz von 0,0620,0 in der TAC-Gruppe (n=20) beobachtet (Abbildung 3.9 C+D).
Hingegen werden im Vergleich in der Kontrollgruppe (n=15, p<0,05) keine zellularen Ar-
rhythmien beobachtet (Abbildung 3.9 D). Durch Ranolazin wird die Frequenz der getrigger-
ten Aktivitat innerhalb der TAC-Gruppe auf 0,0+0,0 (n=16, p<0,05) gesenkt (Abbildung 3.9
D). Nach Zugabe von AIP in die Badl6sung wird bei den TAC-Myozyten (n=8) ebenfalls keine
getriggerte Aktivitat beobachtet.
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Abbildung 3.9 A
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Abbildung 3.9 A: Darstellung der Originalabbildungen von Aktionspotentialen funf Wochen nach TAC-
Intervention in Gegenwart von Isoproterenol [10'8 mol/L] und Ranolazin [10 umol/L] bei einer Stimulationsfre-
quenz von 0,5 Hz. Der rote Pfeil markiert ein DAD. B: Frequenz von DADs/min funf Wochen nach TAC-
Intervention. Die Mittelwerte zeigen das Auftreten von DADs in den Gruppen Sham (n=15), TAC (n=20),
TAC+Ran (n=15) und TAC+AIP (n=8). C: Originalabbildung eines Aktionspotentials finf Wochen nach TAC-
Intervention und in Gegenwart von Isoproterenol [10'8 mol/L] bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz. Die roten
Pfeile markieren die unstimuliert ausgeldsten Aktionspotentiale (=getriggerte Aktivitat) oder DADs. D: Frequenz
von getriggerter Aktivitat funf Wochen nach TAC-Intervention in Gegenwart von Isoproterenol [10'8 mol/L]. Die
Mittelwerte zeigen das Auftreten von getriggerter Aktivitat in den Gruppen Sham (n=15), TAC (n=20) TAC+Ran
(n=15) und TAC+AIP (n=8).
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3.5 Veranderungen in der Natriumkanalexpression und Regulation

Die Regulation des late Iy, stellt aktuell ein kontroverses Thema dar. Studien zeigen, dass
der late Iy, Uber die Expression der unterschiedlichen a- und B-Untereinheiten des Na'-
Kanals sowie iiber die Phosphorylierung der a1.5-Isoform iiber die Ca*/Calmodulin-Kinase
115 (CaMKlIls) reguliert werden kdnnte (Wagner et al. 2006; Maltsev und Undrovinas A 2008;
Hund et al. 2010; Mishra et al. 2011; Ashpole et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit wird sowohl die Expression der Na*-Kanalisoformen Na,1.1 (a1.1),
Na,1.5 (a1.5), Na,1.6 (a1.6) und B;-Untereinheit als auch die CaMKII-Aktivitat Gber die
Phosphorylierung an der Aminoséure Thr-286 untersucht (P-CaMKII/GAPDH).

In der kompensierten Hypertrophie eine Woche nach TAC-Operation ist die Expression der
neuronalen Na*-Kanalisoform Na,1.1-Untereinheit in den TAC-Tieren (n=6) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (n=6) um 23% erniedrigt (p<0,05, Abbildung 3.10 A+B), wahrend die Ex-
pression der Na*-Kanalisoform Na,1.6 unverandert bleibt (p=n.s., Sham (n=6) vs. TAC (n=6),
Abbildung 3.10 A+D). Die Expression der kardialen Na‘-Kanalisoform Na,1.5 ist in den
TAC-Tieren eine Woche nach TAC-Intervention im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifi-
kant um 192% erhoht (p<0,05, Sham (n=6) vs. TAC (n=6), Abbildung 3.10 A+C). Die Be-
obachtungen zeigen weiter, dass auch die Expression der 3;-Untereinheit in den TAC-
Myozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Woche nach TAC-Intervention um 60% hoch-
reguliert ist (p<0.05, Sham (n=6) vs. TAC (n=6), Abbildung 3.10 A+E). Die Aktivitat der
CaMKIll, welche durch die Phosphorylierung der Aminoséaure Thr-286 gemessen wird, ist
eine Woche nach TAC-Intervention um 45% erhéht (p<0,05, Sham vs. TAC), Abbildung
3.10 A+F) wahrend die Phosphorylierung der Na‘-Kanal-Isoform Na,1.5 an der CaMKII-
Phopshorylierungsstelle Ser-571 nicht signifikant verandert ist (Abbildung 3.10 A+G).
Betrachtet man die verschiedenen Na*-Kanalisoformen bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz
funf Wochen nach TAC-Intervention so ist die Expression der Na‘'-Kanalisoform Na,1.1 in
TAC-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen um 71% erhoht (p<0,05, Abbildung 3.10
A+B), wahrend die Expression der Na*-Kanalisoform Na,1.6 in den TAC-Zellen im Vergleich
zur Kontrollgruppe funf Wochen nach TAC-Intervention um 29% erniedrigt ist (p<0,05, TAC
vs. Sham, Abbildung 3.10 A+D). Die Expression der kardialen Na*-Kanal-Isoform Na,1.5 ist
auch funf Wochen nach TAC-Intervention um 57% in den TAC-Zellen erhdht (p<0.05, Sham
vs. TAC, Abbildung 3.10 A+C). Die Expression der [3;-Untereinheit bleibt mit einer Erhé-
hung um 65% auch funf Wochen nach TAC-Intervention konstant im Vergleich zu den Be-
obachtungen eine Woche nach TAC-Operation (p<0,05, Sham vs. TAC, Abbildung 3.10
A+E). Die CaMKII-Aktivitat ist nach fiunf Wochen im Vergleich zu einer Woche nach TAC-
Intervention von 45% auf 108% erhoht (p<0,05, TAC vs. Sham, Abbildung 3.10 A+F). Die
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Phosphorylierung an der CaMKII-Phosphorylierungsstelle Ser-571 der Na‘-Kanal-Isoform
Na,1.5 ist in Tieren finf Wochen nach TAC-Intervention im Vergleich zu Tieren eine Woche
nach Intervention um 85% erhéht (p<0,05, Abbildung 3.10 A+G).

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die Expression der Na*-Kanal-Isoform Na,1.5 in
der kompensierten Hypertrophie eine Woche nach TAC-Intervention hoher ist als in der
Druck-induzierten Herzinsuffizienz funf Wochen nach TAC-Intervention (-70%, p<0,01). Die
Expression der Na'-Kanalisoform Na,1.1 wechselt von einer down-Regulation in eine up-
Regulation (TAC eine Woche vs. funf Wochen: +185%, p<0,05). Die CaMKII-Aktivitat zeigt
einen Anstieg von 40% funf Wochen nach TAC-Invention (vs. TAC eine Woche, +40%,
p<0,05). Die Na*-Kanal-Isoform Na,1.5 ist in Herzen finf Wochen nach TAC-Operation im
Vergleich zu Herzen eine Woche nach TAC-Intervention an der CaMKIl-

Phopshorylierungsstelle Ser-571 hyperphosphoryliert.

Abbildung 3.10 A
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Abbildung 3.10 A Dargestellt sind die Proteinanalysen der CaKMIl und der Na'-Kanalisoformen Nay1.1,
Nay1.5, P-Nay1.5, Na,1.6 und der Bi-Untereinheit (B;-UE) des Na'-Kanals in Sham-
und TAC-Zellen. Links eine Woche und rechts finf Wochen nach TAC-Intervention

(n=6 pro Gruppe).
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Abbildung 3.10. B: Mittelwerte der Proteinanalysen der Na‘-Kanalisoform Nay1.1 normalisiert auf GAPDH in
Sham- und TAC-Myokard eine Woche und finf Wochen nach TAC-Intervention. C: Mittelwerte der Proteinanaly-
sen der Na'-Kanalisoform Nay1.5 normalisiert auf GAPDH in Sham- und TAC-Myokard eine Woche und finf
Wochen nach TAC-Intervention. D: Mittelwerte der Proteinanalysen der Na*-Kanalisoform Na,1.6 normalisiert auf
GAPDH in Sham- und TAC-Myokard eine Woche und fiinf Wochen nach TAC-Intervention. E: Mittelwerte der
Proteinanalysen der Na*-Kanalisoform B; (B1-UE) normalisiert auf GAPDH in Sham- und TAC-Myokard eine Wo-
che und funf Wochen nach TAC-Intervention. F: Mittelwerte der Proteinanalysen der phosphorylierten CaMKI|
(Thr-286) normalisiert auf GAPDH+CaMKIll in Sham- und TAC-Myokard eine Woche und funf Wochen nach TAC-
Intervention. G: Mittelwerte der Proteinanalysen der phosphorylierten Na'-Kanalisoform Na,1.5 an Ser-571
(CaMKII-Phosphorylierungsstelle) normalisiert auf Na,1.5 in Sham- und TAC-Myokard eine Woche und finf Wo-
chen nach TAC-Intervention.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in der Druck-induzierten Hypertrophie
mit erhaltener systolischer LV-Pumpfunktion der late Iy, sowie die Aktionspotentialdauer un-
verandert bleiben. Schreitet die Erkrankung voran, so entwickelt sich im Stadium der Druck-
induzierten Herzinsuffizienz eine Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit im Vergleich zur Kot-
roligruppe. Diese Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit geht mit einer signifikanten Aktionspo-
tentialverlangerung einher, und eine Inhibition des Stroms mittels Ranolazin oder TTX sowie
die Behandlung mit dem CaMKII-Inhibitor AIP fuhren zu einer deutlichen Verkiirzung der late
Ina-Abfallszeit und der Aktionspotentialdauer. Unter beta-adrenerger Stimulation mittels Isop-
roterenol entstehen in unserem Modell der Druck-induzierten Herzinsuffizienz préaferenziell
DADs und getriggerte Aktivitat, welche durch Inhibition des late Iy, oder der CaMKII suppri-
miert werden kdnnen. Western-Blot-Analysen zeigen erstmalig eine erhdhte Aktivitat der
CaMKIl mit einer Hyperphosphorylierung der CaMKII-Phosphorylierungsstelle Ser-571 an
der Na'-Kanal-Isoform Na,1.5 in Mauseherzen fiinf Wochen nach TAC-Intervention. Somit
scheint der late Iy, Uber die Vermittlung der CaMKII eine bedeutende Rolle fiir die Aktionspo-

tentialverlangerung und Arrhythmogenese in der Herzinsuffizienz zu spielen.

4.1 Tiermodell der kardialen Hypertrophie und der

Herzinsuffizienz

Bisher basieren die meisten veroffentlichten Ergebnisse beziglich des late Iy, in Kombination
mit Ranolazin als dessen Inhibitor auf Untersuchungen an ischdmischen oder pharmakolo-
gisch behandelten Zellen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden Daten erhoben, die nicht
auf einem Myokardischamiemodell, sondern auf einem nicht-ischamischen, Druck-
induzierten Nachlastmodel basieren. Die dabei verwendeten Mause entwickeln eine Woche
nach TAC-Intervention eine signifikante Hypertrophie mit erhaltener LV-Pumpfunktion.

Eine Woche nach TAC-Intervention - in der kompensierten Hypertrophie - ist keine signifi-
kante Erhéhung der Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe in unseren Mausen zu be-
obachten. Deshalb kdnnen indirekt lebensbedrohliche Arrhythmien nahezu ausgeschlossen
werden. Dieser Zeitpunkt der kompensierten Hypertrophie wurde gewahlt, um zellulére elekt-
rophysiologische Veranderungen in einem klar definierten Stadium zu untersuchen.

Beim Ubergang von der Hypertrophie zur Herzinsuffizienz steigt die Sterblichkeit der Mause
an. Diese Beobachtung ist am ehesten zum einen mit dem Voranschreiten der Herzinsuffizi-
enz (Einschréankung der LV-EF) finf Wochen nach TAC-Operation verbunden. Zum anderen

sind sehr wahrscheinlich auch toédliche Arrhythmien der Grund fur die erhéhte Mortalitéat der
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Méause. Es ist ebenfalls von Patienten mit Herzinsuffizienz bekannt, dass diese zumeist zu
gleichen Anteilen entweder an kardialem Pumpversagen oder letalen Arrhythmien verster-
ben. Soweit bekannt, existieren bisher keine telemetrischen Daten im Mausmodell, welche

den Verlauf in der Druck-induzierten Herzinsuffizienz darstellen.

4.2 Elektrophysiologisches Remodelling in der Hypertrophie

In Kardiomyozyten von Tieren, die in der kompensierten Hypertrophie bei erhaltener systoli-
scher LV-Pumpfunktion (eine Woche nach TAC-Operation) untersucht wurden, konnte keine
signifikante Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit nachgewiesen werden. Korrespondierend zu
diesen Ergebnissen zeigen diese Zellen ebenfalls keine Verlangerung der APD und die
Mause keine erhohte Mortalitat im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Das bedeutet, dass eine
unveranderte late Iy,-Abfallszeit und eine normale Aktionspotentialdauer nicht mit einer er-
hohten Mortalitdt der Tiere eine Woche nach TAC-Intervention einhergehen. Viele Arbeiten
zum Thema Druck-induzierte Herzerkrankung unterscheiden nicht eindeutig zwischen Hyper-
trophie und Herzinsuffizienz, weshalb es schwierig ist, die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit mit anderen Studien direkt zu vergleichen und zu diskutieren. Da zudem der Schwere-
grad einer Hypertrophie sehr variabel und stark abhangig von der jeweiligen Operationsme-
thode sowie von den unterschiedlichen angewendeten Messprotokollen (z.B. Kanllengréf3e
und Zeit nach der TAC-Operation) ist, erschwert dies zuséatzlich den Vergleich der unter-
schiedlichen TAC-Modelle bzw. TAC-Studien miteinander. Beispielsweise wurde in einer
anderen Arbeit gezeigt, dass eine APD-Verlangerung eine Woche nach TAC-Operation zu
beobachten war (Toischer et al. 2010). Diese Veranderungen lassen sich im Zusammenhang
mit der aktuellen Arbeit am ehesten so erklaren, dass zum einen ein anderer Maustyp ver-
wendet wurde (FVBN vs. C57/BL6) und zum anderen das Alter der Mause zum Untersu-
chungszeitpunkt anders als in der aktuellen Studie war (12 Wochen vs. 8 Wochen). Zudem
zeigt sich ein Unterschied im Ausmaf der Hypertrophie (Septumdicke +18% vs. +14%).
Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass in unserem Modell sowohl die Verlangerung der
APD als auch die Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit in der kompensierten Hypertrophie
nicht beobachtet werden, diese aber beim Voranschreiten der Hypertrophie bzw. der Herzin-

suffizienz auftreten.

4.3 Elektrophysiologisches Remodelling bei Herzinsuffizienz

Eine typische Verdnderung in der Herzinsuffizienz ist die Verlangerung des kardialen APs.

Prinzipiell kann eine APD-Verlangerung auf verschiedene Weise entstehen: Zum einen
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durch eine Steigerung der depolarisierenden Stréme, z.B. L-Typ-Kalziumkanale, dem NCX
oder durch Veranderungen Na'-transportierender Kanale, z.B. dem Na'-Kanal, der Na'/K"-
ATPase oder dem Na'/H*-Austauscher; zum anderen durch eine Erniedrigung repolarisie-
render Strome, z.B. K*-Strome. Die Interaktion sowie die pathologischen Mechanismen die-
ser lonenstrome, die in der Herzinsuffizienz zur APD-Verlangerung beitragen, sind immer
noch Gegenstand der aktuellen Forschung. Ein gesteigerter late Iy, in ventrikularen Myozy-
ten von herzinsuffizienten Herzen wurde bereits berichtet (Undrovinas Al et al. 1999; Wagner
et al. 2006; Maltsev und Undrovinas A 2008; Sossalla et al. 2011).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Verlangerung der late Iys-
Abfallszeit mit einer APD-Verlangerung bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz einhergeht.
Diese APD-Verlangerung scheint in unserem Modell maRRgeblich durch eine Verlangerung
der late Iy,-Abfallszeit verursacht zu sein, da Inhibitoren des Stroms die verlangerte APD
wieder verkirzen. Auch Maltsev und Undrovinas 2008 beschreiben einen Zusammenhang
von late Iy, und APD-Verlangerung (Maltsev und Undrovinas 2008). Da Ranolazin auch den
Ix: bei einer ICsq von 11,5 umol/L inhibiert (Antzelevitch et al. 2004), werden die Messungen
nicht nur mit Ranolazin, sondern zur weiteren Verifizierung mit TTX durchgefihrt (Maltsev et
al. 1998; Song et al. 2008). TTX inhibiert selektiv Na'-Kanale ohne bedeutenden Einfluss auf
andere Strome oder Kanale auszutiben (Moore et al. 1967; Almers und Levinson 1975). Ra-
nolazin und TTX zeigen in niedrigen Konzentrationen fiinf Wochen nach TAC-Operation
Ubereinstimmend eine signifikante Verkirzung der late Iy,-Abfallszeit und parallel dazu eine
deutliche Verkurzung der zellularen APD. Deshalb ist der gesteigerte late Iy, ein pradomi-
nanter Faktor, der zur APD-Verlangerung bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz in unserem
Tiermodell beitragt. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen auch Undrovinas und Mitarbeiter, die
Ranolazin an isolierten Zellen eines ischdmischen Hundeherzinsuffizienzmodelles unter-
suchten (Undrovinas Al et al. 2006). Dabei zeigte sich ebenfalls eine signifikante Verkirzung
der APD durch Ranolazin. Ahnliche Ergebnisse wurden von Maltsev und Mitarbeitern beo-
bachtet (Maltsev et al. 1998). In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik lo-
nenstrome von Kardiomyozyten aus Ventrikelmyokard von herzinsuffizienten Patienten un-
tersucht. Die Studie beschreibt eine Verkirzung der APD auf bis zu 75% durch TTX in herz-
insuffizienten Kardiomyozyten. Im Vergleich dazu wird gezeigt, dass TTX die APD in ventri-
kularen Myozyten eines nicht insuffizienten Spenderherzens nur um 15 bis 20% reduziert,
wo der late Iy, mit kleiner Amplitude angenommen wird. Eine weitere Arbeit untersucht zwei
weitere spezifische Na'-Kanalblocker, Saxitoxin und Lidocain, an isolierten Kardiomyozyten
in einem isch&mischen Hundeherzinsuffizienzmodell (Maltsev und Undrovinas Al 1998). In
diesen Exprimenten fuhren beide Na’-Kanalblocker zu einer Verkurzung der APD. Eine Stu-
die aus dem Jahr 2009 von Xi und Mitarbeitern zeigt in einem Druck-induzierten Herzinsuffi-

zienzmodell in Rattenkardiomyozyten, dass TTX auch hier zu einer Verkirzung der APD
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fuhrt (Xi et al. 2009). Schlieflich gibt es eine Reihe von Arbeiten, die belegen, dass eine arti-
fizielle Steigerung des late Iy, zum Beispiel durch ATX-II oder reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) zu einer Verlangerung der kardialen APD fiihren (Song et al. 2006; Wu L et al. 2006;
Song et al. 2008; Wu L et al. 2008). Diese Effekte sind durch Ranolazin und TTX zumeist
rackfuhrbar. Zusammenfassend zeigen diese Kenntnisse, dass die Steigerung des late Iy,
eine zentrale Rolle fur die Verlangerung der APD bei fortschreitender Herzinsuffizienz spielt.

Der zugrundeliegende Mechanismus der late Iys,-Induktion in Kardiomyozyten bei Herzinsuf-
fizienz war bisher nicht ausreichend geklart. In unserem Druck-induzierten Mausmodell zei-
gen wir nun, dass die Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit CaMKII-abhangig ist. Durch den
CaMKiII-Inhibitor AIP kommt es zu einer signifikanten Verklrzung der late Iy,-Abfallszeit und
parallel zur Verklrzung der verlangerten APDs in Kardiomyozyten von TAC-Tieren finf Wo-
chen nach Intervention. Frihere Arbeiten beschreiben einen vermehrten late Iy, in transge-
nen CaMKII6c Mausen, adenoviralen CaMKIIdc-transfizierten Kanninchenkardiomyozyten
sowie Meerschweinkardiomyozyten, welcher zumeist durch CaMKII-Inhibitoren aufgehoben
werden konnte (Wagner et al. 2006; Aiba et al. 2010). Eine weitere kirzlich erschienene Ar-
beit von Wagner und Mitarbeitern zeigt, dass ROS in einem CaMKII3-Mausmodell Gber eine
Erhohung der CaMKII-Aktivitat zu einer Steigerung des late Iy, fihren (Wagner et al. 2011).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit expandieren dieses Wissen und zeigen, dass beim
Remodelling in insuffizientem Myokard eine gesteigerte Expression der CaMKIl dazu bei-
tragt, dass es durch einen vermehrten late Iy, zu einer APD-Verlangerung in der nicht-

ischamischen Herzinsuffizienz kommt.

4.4 Late Iy, generiert arrhythmogene Trigger

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass es bei Herzinsuffizienz zu einem intrazellularen Na'-
Anstieg kommt (z.B. Pieske et al. 2002). Dabei flhrt ein erhohter Na'-Einstrom zur Na'-
Uberladung der Zelle und dadurch zum Umkehrmodus des NCX mit reduziertem Ca*-
Auswartsstrom (Sossalla et al. 2008; Undrovinas NA et al. 2010) und in der Folge zu einer
sekundéren Ca**-Uberladung der Zelle (Sossalla et al. 2008; Undrovinas NA et al. 2010).
Diese zellulare Ca**-Uberladung fiihrt zu spontanen Ca*-Freisetzungen aus dem SR, wel-
che auch als Ca**-Sparks bezeichnet werden (Bers 2001; Undrovinas NA et al. 2010). Ca**-
Sparks und Ca®*-Wellen treten ebenfalls gehauft durch undichte Ryanodinrezeptoren (RyR2)
bei Herzinsuffizienz auf (Maier et al. 2003; Sossalla et al. 2010a; Fischer et al. 2013). Es wird
angenommen, dass die Ca®*-Sparks ein entscheidendes Ereignis bei der Initiation und Uber-
tragung von Ca?*-Wellen sind. Das dabei anfallende zytosolische Ca®* kann tiber den NCX

eliminiert werden, durch dessen elektrogenen Transport (3 Na* vs. 1 Ca?") ein depolarisie-
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render Strom erzeugt wird. Dieser kann ein spontanes AP generieren und zur Entstehung
von arrhythmogenen Triggern, beispielsweise den DADs, in Herzmuskelzellen beitragen
kann (Lederer und Tsien 1976; Maltsev et al. 1998; Song et al. 2008). Da in unserem Modell
funf Wochen nach TAC-Intervention unter basalen Konditionen nur vereinzelt Nachdepolari-
sationen beobachtet werden, werden durch Zugabe von Isoproterenol die zellularen SR-
Ca?*-Speicher gefiillt, um damit das Potential zellularer Arrhythmien zu demaskieren. Zudem
scheinen Experimente unter diesen Bedingungen (mit einer Isoproterenolkonzentration von
etwa 10® mol/L) klinische Relevanz zu besitzen, denn diese Konzentration ist vergleichbar
mit Katecholaminspiegeln, wie sie bei Patienten mit Herzinsuffizienz vorkommen (Klensch
1966; Hasking et al. 1986). In den Ubersichtsarbeiten von Antzelevitch und Burashnikov
2011 oder Zipes 2003 wird beschrieben, dass Hypoxie, Katecholamine, ventrikulare Hyper-
trophie sowie Herzinsuffizienz zu den pradisponierenden Faktoren gehdren, die v.a. Uber
eine Verlangerung der APD arrhythmogene Trigger in Form von EADs auslésen kdnnen
(Zipes 2003; Antzelevitch und Burashnikov 2011). DADs entstehten hauptsachlich durch
erhohte intrazellularen Ca?*-Konzentrationen, wie sie beispielsweise bei Herzinsuffizienz,
Hypertrophie, Katecholamin- oder Glykosidiiberdosierungen beobachtet werden (Zipes 2003;
Antzelevitch und Burashnikov 2011). In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass trotz Ein-
satz eines Katecholamins, dem Isoproterenol, keine erhthte Inzidenz von EADs aufgetreten
ist. In Vorarbeiten von Priori und Corr 1990 wird in Kaninchen- und Hundemyokard zum ei-
nen beobachtet, dass es durch einen a-adrenergen Agonisten wie Phenylephrin zu einer
APD-Verlangerung kommt, aber keine arrhythmogenen Trigger in Form von EADs oder
DADs entstehen (Priori und Corr 1990). In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit zei-
gen Priori und Corr 1990 zum anderen, dass es durch Einsatz eines B-adrenergen Agonis-
ten, dem Isoproterenol, zu einer APD-Verlangerung sowie zu einer Induktion von arrhyth-
mogenen Triggern wie DADs kommt (Priori und Corr 1990). Die auftretenden DADSs sind in
unseren Untersuchungen so potent, dass sich aus diesen unstimulierte APs, die hier als ge-
triggerte Aktivitat bezeichnet werden, beobachten lieRen. Insbesondere sind es diese Tiere,
deren Mortalitéat funf Wochen nach TAC-Operation signifikant erhoht ist. Interessanterweise
zeigt sich durch eine wiederholte Behandlung mit Ranolazin, dass die beobachteten AP-
Veranderungen sowie DADs und die getriggerte Aktivitat rucklaufig sind. Ranolazin zeigt
somit einen starken antiarrhythmischen Effekt auf die DAD-Entstehung, indem es die Na'-
induzierte Ca**-Uberladung durch weniger spontane Ca**-Entladungen aus dem SR redu-
ziert (Song et al. 2008; Sossalla et al. 2008; Undrovinas NA et al. 2010). Da im Weiteren
durch die Applikation von TTX ebenfalls keine DADs oder getriggerte Aktivitat beobachtet
werden, ist es wahrscheinlich, dass die Induktion von DADs abhéngig vom late |y, ist. Dies

konnten auch Song et al. mittels TTX nachweisen (Song et al. 2008). Da wir in unserem
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Druck-induzierten Mausmodell davon ausgehen, dass die Verlangerung der late Iyq-
Abfallszeit CaMKII-abhangig ist, zeigen wir durch Inhibition der CaMKII mittels AIP, dass es
Uber die Verkirzung der late Iy,-Abfallszeit und der konsekutiven Verkirzung der APDs in
herzinsuffizienten Myozyten ebenfalls zur Reduktion der zellularen Trigger kommt, die zur
Entstehung von Arrhythmien fuhren kdnnen (Toischer et al. 2013). Weitere verdffentlichte
Daten aus unserer Arbeitsgruppe bestatigen diese Ergebnisse und zeigen, dass die Steige-
rung des late Iy, die CaMKII aktiviert, welche den RyR2 phosphoryliert, was schlie3lich zu
einer gesteigerten Offnungswahrscheinlichkeit der RyR2 und DADs fiihrt (Fischer et al.
2013). Konfokale Lasermikroskopie zur Bestimmung spontaner SR-Ca*'-Freisetzung, sog.
SR-Ca?*-Sparks, zeigt erganzend zur vorliegenden Arbeit in der Druck-induzierten Herzinsuf-
fizienz in Gegenwart von Ranolazin und des CaMKII-Inhibitors AIP eine reduzierte SR-Ca?*-
Sparkfrequenz (Toischer et al. 2013). Demzufolge scheint die CaKMII eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung der durch den late Iy, induzierten Undichtigkeit des kardialen RyR2 zu spie-
len, woraus DADs und in der Folge getriggerte Aktivitat via Ca**-Sparks oder Ca?-Wellen
entstehen kénnen. Zusammengenommen ergibt sich aus diesen Erkenntnissen, dass die
Inhibition des late Iya sowohl durch Ranolazin als auch durch AIP einen starken antiarrhyth-
mischen Effekt auf zellularer Ebene ausubt.

45 Molekulare Mechanismen

Na*-Kanale sind Multiproteinkomplexe, deren Aktivitat nicht nur durch die Porenform der o-
Untereinheit, sondern auch Uber die regulatorischen B-Untereinheiten und zahlreiche Interak-
tionspartner gesteuert wird. Dabei kommt es durch Verdnderungen der Membranspannung
zu einer Vielzahl von Struktur- und Konformationsénderungen in den Kanalmolekilen. Eines
dieser Kanalmolekiile ist die a-Untereinheit mit ihrer Isoform Na,1.5, welche am Herzen die
pradominante Na'-Kanalisoform darstellt (Catterall 1992; Wagner und Maier 2006). Die Er-
gebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die kardiale Na*-Kanalisoform Na,1.5 in unse-
rem Tiermodell bei Hypertrophie deutlich hher exprimiert ist als bei Herzinsuffizienz. Inte-
ressanterweise werden trotz erhohter Expression der Na*-Kanalisoform Na,1.5 bei Druck-
induzierter Hypertrophie keine signifikanten Veranderungen der late ly,-Abfallszeit beobach-
tet. Da wir bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz allerdings eine deutlich niedrigere Expressi-
on der Na'-Kanalisoform Na,1.5 als bei Hypertrophie messen, lasst sich kein Zusammen-
hang zwischen der Expression der Na*-Kanalisoform Na,1.5 und der verlangerten late Iy,
Abfallszeitverdnderung bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz herstellen. Deshalb wurden
weitere Na'-Kanalisoformen wie Na,1.1 und Na,1.6 sowie weitere Regulatoren und Modula-

toren, wie beispielsweise die CaMKIl oder die B;-Untereinheitenexpression der Na*-Kanale
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untersucht. Dabei zeigt sich in der vorliegenden Arbeit, dass die Na,1.1-Expression bei
Druck-induzierter Herzinsuffizienz funf Wochen nach TAC-Operation erhoht ist, wahrend die
Expression der Na'-Kanalisoform Na,1.6 funf Wochen nach TAC-Intervention erniedrigt ist.
In den Vorarbeiten von Xi und Mitarbeitern 2009 konnte hingegen ein gesteigerter late Iy,
sowie eine Verlangerung der APD im Zusammenhang mit einer vermehrten Expression bei-
der neuronalen Na‘-Kanalisoformen Na,1.1 und Na,1.6 in herzinsuffizienten Rattenkardio-
myozyten gezeigt werden (Xi et al. 2009). Weitere verdffentlichte Daten aus unserer Arbeits-
gruppe zeigen bei VHF - in humanen Myozyten - einen gesteigerten late Iy, und eine ver-
mehrte Expression der Na,l.1-Untereinheit (Sossalla et al. 2010b). So kénnte die Na,1.1-
Expression ein Mechanismus sein, der zu einer Steigerung des late Iy, bei Druck-induzierter
Herzinsuffizienz fuhrt. Prinzipiell scheinen die sehr divergenten Ergebnisse der Na'-
Kanalisoformexpression in unserem Modell nicht die Erklarung fur die erhobenen Befunde zu
sein.

Da Na*-Kanale nicht nur durch a-Untereinheiten, sondern auch tber die regulatorischen B-
Untereinheiten mitreguliert werden (Makita et al. 1994; Wagner und Maier 2006), untersuch-
ten wir ebenfalls die p-Untereinheiten. Wir fokussierten uns dabei auf die f;-
Untereinheitenexpression, welche die am Herzen verbreitetste p-Untereinheitenisoform ist.
Interessanterweise beobachten Mishra und Mitarbeiter 2011 bei In-Vivo-Versuchen mit ei-
nem Knockdown-Modell der B;-Untereinheit eine Zunahme des late Iy, in herzinsuffizienten
Hundemyozyten (Mishra et al. 2011). Aufgrund dieser Studie von Mishra und Mitarbeitern
2011 konnte eine erhOhte Expression der B;-Untereinheit fiir eine Steigerung des late Iy,
verantwortlich sein. In der vorliegenden Arbeit wird dagegen gezeigt, dass die f;-
Untereinheitenexpression sowohl bei Hypertrophie als auch bei Herzinsuffizienz erhoht ist.
Daher scheint die B;-Untereinheitenexpression in unserem TAC-Modell keine wichtige Rolle
bei der Regulierung des late Iy, in der Herzinsuffizienz zu spielen.

Die Ca**/Calmodulin-(CaM)-abh&ngige Proteinkinase CaMKIl, die haufigste Isoform der Pro-
teinkinasen am Herzen (Jett et al. 1987), ist ein zentrales, regulatorisches Protein, welches
komplexe regulatorische Effekte auf zellulare Proteine austibt (Anderson et al. 2011). Die
Aktivitdt der CaMKII kann durch Auto-Phosphorylierung an der Aminosdure Thr-286 des En-
zyms bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Aktivitat der CaMKII
sowohl eine Woche als auch funf Wochen nach TAC-Intervention gemessen und die Ergeb-
nisse zeigen, dass die CaMKII-Aktivitat bei Herzinsuffizienz um ein Vielfaches hoher ist als
bei Hypertrophie. Vorarbeiten von Hoch et al. 1999, Kirchhefer et al. 1999, Wagner et al.
2006 und Sossalla et al. 2010a zeigen, dass in Maus-, Kaninchen-, Schaf- und humanen
insuffizientem Myokard die CaMKII-Expression deutlich erhdht ist (Hoch et al. 1999;
Kirchhefer et al. 1999; Wagner et al. 2006; Sossalla et al. 2010a). Weitere Studien beschrei-
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ben, dass durch unterschiedliche Phosphorylierung am Na,1.5-Kanal die CaMKII direkt kar-
diale Na’-Kan&le moduliert (Wagner et al. 2006; Hund et al. 2010; Ashpole et al. 2012).
Hund und Mitarbeiter beobachten 2010 eine erhohte Phosphorylierung an der CaMKII-
Phosphorylierungsstelle Ser-571 der Na*-Kanal-Isoform Na,1.5 in Mauskardiomyozyten, die
in der Folge zu einer Zunahme des late Iy, und zu Nachdepolarisationen fiihrt (Hund et al.
2010). In der vorliegenden Arbeit ist die CaMKII-Phosphorylierungsstelle Ser-571 der Na'-
Kanal Isoform Na,1.5 in der Druck-induzierten Herzinsuffizienz deutlich hyperphosphorylier-
ter als bei Hypertrophie. Koval und Mitarbeiter erganzen die Beobachtungen und
beschreiben in Kaninchen- und humanem Myokard proarrhythmogene Veranderungen durch
eine Phosphorylierung an der CaMKII-Phosphorylierungsstelle Ser-571 der Na'-Kanal-
Isoform Na,1.5 (Koval et al. 2012).

Zusammenfassend zeigen die molekularbiologischen Veranderungen bei Herzinsuffizienz in
unserem TAC-Modell sowohl eine Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit als auch eine Erhé-
hung der CaMKII-Expression und -Aktivitat (Toischer et al. 2013). Des Weiteren fuhren er-
hohte zellulare Ca®*-Konzentrationen zur Aktivierung der CaMKII (Schulman et al. 1992;
Hanson et al. 1994; Hudmon und Schulman 2002; Zhang und Brown 2004; Wagner und
Maier 2006), welche den Na,1.5 phosphoryliert und konsekutiv zu einer weiteren Steigerung
des late Iy, fihrt (Yao et al. 2011; Toischer et al. 2013). Diese Steigerung des late Iy, verur-
sacht erneut liber zelluldre Na'-bedingte Ca®*-Akkumulation (Sossalla et al. 2008) eine Akti-
vierung der CaMKIl, welche den RyR2 phosphoryliert (Maier et al. 2003), was schlief3lich zu
einer gesteigerten Offnungswahrscheinlichkeit der RyR2 und zu arrhythmogenen Triggern
wie DADs fuhren kann (Fischer et al. 2013; Toischer et al. 2013). Somit zeigt die vorliegende
Arbeit erstmalig, dass eine vermehrte Expression der CaMKIl bei Druck-induzierter Herzin-
suffizienz und die CaMKII-abhangige Regulierung des late Iy, durch die CaMKIl-abhangige
Phosphorylierung an Ser-571 der Na,1.5-Untereinheit der Hauptmechanismus ist, der zur
Steigerung des late ly,, zur APD-Verlangerung und in der Folge zu proarrhythmogenen

Verédnderungen bei Druck-induzierter Herzerkrankung fuhrt.

4.6 Limitationen der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der late Iy, bei niedrigen Frequenzen von 0,5
bis 2 Hz ein pr&dominanter Faktor ist, der zur APD-Verlangerung bei Druck-induzierter Herz-
insuffizienz beitrédgt. Hohere Frequenzen, weitere Kanédle oder Strome wurden in diesem
Zusammenhang nicht naher untersucht. Daher kénnten bei gréReren Frequenzen weitere
Kanale oder Strome ebenfalls eine wichtige Rolle spielen und zu einer APD-Verlangerung

fuhren. Des Weiteren ist zu konstatieren, dass alle Experimente auf zellularer Ebene durch-
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gefuhrt wurden, so dass eine direkte Ubertragung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen in
Bezug auf Arrhythmien in eine In-Vivo-Situation nicht ohne weitere Untersuchungen maoglich
ist, da beispielsweise keine Zell-Zell-Kontakte und -Interaktionen oder mdoglicherweise vor-
handenes Narbengewebe, welches die Reizweiterleitung beeinflussen kénnte, mit in die Be-

obachtungen einbezogen wurden.

4.7 Klinische Relevanz

Die vorliegende Arbeit versucht, die Arrhythmogenese im Rahmen dieser klinisch sehr rele-
vanten Pathophysiologie der Druck-induzierten Herzerkrankungen n&her mit besonderem
Fokus auf den late Iy, zu untersuchen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen im
Stadium der Druck-induzierten Herzinsuffizienz eine Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit
sowie eine signifikante Verlangerung der Aktionspotentialdauer. Unter beta-adrenerger Sti-
mulation mittels Isoproterenol entstehen im selben Stadium arrhythmogene Trigger in Form
von DADs sowie daraus entstehende getriggerte Aktivitat, welche durch Inhibition des late Iy,
oder der CaMKIl supprimiert werden kdnnen. Zusammengenommen ergibt sich aus diesen
Befunden, dass die Inhibition des late Iy, sowohl durch Ranolazin als auch indirekt tGiber den
CaMKIlI-Inhibitor AIP einen starken antiarrhythmischen Effekt auf zellularer Ebene ausibt,
was fir die Klinik von groRRer Relevanz sein kénnte. Denn die klassischen Antiarrhythmika
verfigen haufig Uber ein proarrhythmogenes Potential sowie eine limitierte Einsetzbarkeit
aufgrund der teils schweren Organtoxizitaten. Vor allem Klasse-I-Antiarrhythmika zeigen bei
koronarer Herzkrankheit und letztendlich bei struktureller Herzerkrankung ein hohes
proarrhythmogenes Potential und flihren zu einer erhdhten Mortalitat bei diesen Patienten
(Echt et al. 1991; Greene et al. 1992; Hohnloser und Singh 1995). Somit bleibt zumeist nur
Amiodaron als Antiarrhythmikum fur die Behandlung von Vorhof- als auch Ventrikelarrhyth-
mien bei Patienten mit struktureller Herzerkrankung tbrig. Amiodaron zeigt jedoch eine Viel-
zahl unerwiinschter Nebenwirkungen wie Mikroablagerungen auf der Vorderflache der Horn-
haut (Cornea verticillata), Photosensibilisierung, Schilddriisenfunktionsstérungen, Lungen-
fibrose und Hautveranderungen. Deshalb besteht ein grof3er Bedarf an neuen Substanzen,
insbesondere fur die Behandlung von Arrhythmien bei Patienten mit struktureller Herzerkran-
kung.

Die vorliegende Arbeit impliziert nun im Tiermodell, dass Ranolazin ein Antiarrhythmikum fur
Herzinsuffizienzpatienten sein kénnte. Tatsachlich gibt es bereits erste Hinweise in klini-
schen Studien, welche einen potenten antiarrhythmischen Effekt der Substanz nahelegen.
Eine groRe klinische Studie ,MERLIN-TIMI 36“ (Metabolic Efficiency With Ranolazine for

Less Ischemia in Non-ST-Elevation Acute Syndromes - Thrombolysis In Myocardial Infaction

73



4. Diskussion

36) zeigt, dass Ranolazin als Erganzung zur Standardtherapie bei Patienten mit einem
NSTEMI (Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt) signifikant das Auftreten von supra-
ventrikularen und ventrikularen Arrhythmien reduziert (Scirica et al. 2007). Patienten mit ei-
ner reduzierten EF (<40%), starben zu 4,9% am plétzlichen Herztod. Eine Behandlung mit
Ranolazin fuhrte nahezu zu einer Halbierung der Raten eines plotzlichen Herztodes auf
2,7%. In diesem Kontext muss jedoch erwahnt werden, dass die Studie nicht darauf ausge-
legt war, priméar Arrhythmien zu untersuchen und der p-Wert flr letzteres Ergebnis bei 0,07
liegt. In der gleichen Studie wurde eine Subgruppenanalyse durchgefihrt und Patienten mit
erhdohtem natriuretischem Peptid Typ B (brain natriuretic peptide, (BNP)) (>80 pg/ml) unter-
sucht (BNP, 1,935 Patienten) (Morrow et al. 2010). BNP und das N-terminale pro-brain natri-
uretische Peptid Typ B (NT-pro BNP) sind dabei gute Parameter zur Diagnosesicherung und
Prognoseabschatzung einer Herzinsuffizienz. Es wurde gezeigt, dass es bei Patienten mit
einem erhohten BNP durch die Behandlung mit Ranolazin zu einer signifikanten Reduktion
des kardiovaskularen Todes, der Myokardinfarkte, wiederkehrender kardialer Ischédmien so-
wie Arrhythmien kommt. Das Risiko des plotzlichen Herztodes konnte durch die Behandlung
mit Ranolazin ebenfalls numerisch um ~34% reduziert werden (p=0,11; Morrow et al. 2010).
Mehrere Kleinere Arbeiten zeigen potente antiarrhythmische Effekte von Ranolazin bei Pati-
enten mit struktureller Herzerkrankung. Zumeist handelt es sich hierbei jedoch um kleine
kollektive Beobachtungsstudien und zumeist nicht um randomisierte, placebokontrollierte
Designs. So zeigt z.B. eine Arbeit, dass Ranolazin bei Patienten mit rezidivierenden ventriku-
laren Tachykardien und regelmafigen Auslésungen eines implantierten Defibrilators (ICD)
deutlich die Anzahl der ventrikularen Tachykardien sowie die Auslésungen des ICDs bei
Herzinsuffizienz reduziert (Bunch et al. 2011). Auch eine Reduktion von ventrikularen
Extrasystolen konnte gezeigt werden (Scirica et al. 2007; Wilson et al. 2009; Yeung et al.
2014, im Druck). Wichtig erscheint in diesem Kontext, dass Ranolazin anders als z.B. Amio-
daron keine relevante Organtoxizitdt besitzt und im Vergleich zu den Klasse-I-
Antiarrhythmika zu keiner Erhéhung des plotzlichen Herztodes fuihrt.

Des Weiteren scheint Ranolazin nicht nur antiarrhythmische Effekte auf ventrikulare, sondern
auch auf atriale Arrhythmien auszuiiben. In einer Arbeit von Murdock und Mitarbeitern wird
2009 gezeigt, dass 72% der Patienten mit VHF nach oraler Gabe von 2 Gramm Ranolazin in
den Sinusrhythmus konvertiert sind (Murdock et al. 2009). Erganzend zeigen Miles und
Murdock 2010, dass Ranolazin das erneute Auftreten von VHF bei Patienten nach koronarer
Bypass-Operation im Vergleich zu Amiodaron signifikant reduziert (Miles et al. 2011). Der
Mechanismus der antiarrhythmischen Wirkung von Ranolazin bei VHF ist mittlerweile grund-
lagenwissenschaftlich erforscht (Burashnikov et al. 2007; Sossalla et al. 2008). Aktuell laufen

zwei grofRe randomisierte, placebokontrollierte Multicenterstudien, welche den Effekt von
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Ranolazin zum Rhythmuserhalt bei Patienten mit VHF alleine oder auch in Kombination mit
Dronedaron klinisch untersuchen (HARMONY-Studie und RAFFAELLO-Studie).

Ebenfalls befindet sich eine identisch designte Studie zur Reduktion von ICD-Schocks bei
Patienten mit ventrikularen Rhythmusstdrungen in der Rekrutierungphase. Die Ergebnisse
dieser grof3en Studien sind abzuwarten und werden Uber eine mogliche Translation der ex-
perimentellen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in den klinischen Einsatz Aufschluss ge-
ben. Zusammenfassend besteht weiterer Bedarf insbesondere an klinischen Studien, um die
antiarrhythmogene Wirkung von Ranolazin bei Patienten mit Herzinsuffizienz genauer zu

untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in der Druck-induzierten Hypertrophie
mit erhaltener systolischer linksventrikularer Pumpfunktion der spate Natriumstrom sowie die
Aktionspotentialdauer unveréndert bleiben. Schreitet die Erkrankung voran, so zeigt sich im
Stadium der Druck-induzierten Herzinsuffizienz eine Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit.
Diese Verlangerung der late Iy,-Abfallszeit geht mit einer signifikanten Aktionspotentialver-
lAngerung einher. Eine Inhibition des Stroms mittels der Natriumkanalinhibitoren Ranolazin
oder Tetrodotoxin in niedriger Konzentration (beide spezifische Inhibitoren des spaten Natri-
umstroms) bewirkt eine deutliche Verkiirzung des TAC-Effekts auf die late Iy,-Abfallszeit und
die Aktionspotentialdauer. Durch den Ca?/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase-lI-Inhibitor,
das Autocamtide-2-related Inhibitory Peptide, kommt es ebenfalls zu einer signifikanten Ver-
kirzung der late Iy,-Abfallszeit und parallel zur Verkirzung der prolongierten Aktionspotenti-
aldauer in Kardiomyozyten von TAC-Tieren funf Wochen nach Intervention. Unter beta-
adrenerger Stimulation mittels Isoproterenol entstehen in unserem Modell der Druck-
induzierten Herzinsuffizienz praferenziell spate Nachdepolarisationen und getriggerte Aktivi-
tat, welche durch Inhibition des spaten Natriumstroms oder der Ca?*/Calmodulin-abhangigen
Proteinkinase Il supprimiert werden kénnen. Passend hierzu zeigt sich, dass TAC-Tiere nach
einer Woche keine erhgohte Mortalitét aufweisen, wahrend die Tiere mit Herzinsuffizienz nach
funf Wochen eine gesteigerte Mortalitat zeigen. Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass
die Veranderungen des spaten Natriumstroms bei Druck-induzierter Herzinsuffizienz und
konsekutiv die Aktionspotentialdauer von einer Erhéhung der Ca**/Calmodulin-abhéngigen
Proteinkinase II-Expression und -Aktivitat parallelisiert werden. In diesem Stadium der Herz-
erkrankung konnte eine Aktivierung der Ca**/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il, wel-
che den Na,1.5 phosphoryliert und sehr wahrscheinlich zur Steigerung des spaten Natrium-
stroms und damit verbundenen elektrophysiologischen Alterationen mit Entstehung von ar-
rhythmogenen Triggern fihrt, aufgezeigt werden.

Die Inhibition des spaten Natriumstroms und der Ca**/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase
Il und die damit verbundene Suppression von Arrhythmien bei Herzinsuffizienz sind mittler-
weile auch Gegenstand der klinischen Forschung und bedirfen weiterer Untersuchungen,
um die mdgliche Translation der experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit in den klinischen

Einsatz zu evaluieren.
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6. Anhang

6.1 AP-Parameter

1 Woche
Sham TAC Sham+Ran| TAC+Ran
Amplitude (mV) | 106.3+2.6 | 106.4 5.1 107.1+ 1.8 106.7 +3 .6
V max. (V/S)| 109.4+11.4 | 107.8+156 | 1151+6.9 | 108.9+11.7
APDso (MS)| 12.7+1.8 11.1+2.2 10.3+1.2 10.1 3.7
5 Wochen
Sham TAC Sham+Ran| TAC+Ran | TAC+TTX | TAC+AIP
Amplitude (mV) | 1035+4.4 | 99.8+38 87.0+ 4.9 103.23+2.9 | 89.1+54 97.5 + 4.0
V max. (V/S)| 108.2+14.7| 848+135 | 850+122 | 98.6+10.6 63.1+8.3 97.7 +10.4
APDso (MS)| 154+26 | 30.7+8.0 10.0+£1.9 17.7 £ 4.4 124+34 | 9.4+15@#)

* = signifikant vs. Sham

# = signifikant vs. TAC

Tabelle 3.1

Mittelwerte der AP-Parameter Amplitude (mV), V max. = maximal erreichte Depolarisationsge-

schwindigkeit (V/s) und APDsy (ms) von TAC- und Sham-Zellen eine bzw. finf Wochen nach

TAC-Intervention. Gemessen in den Gruppen Sham, TAC, Sham+Ran, TAC+Ran, TAC+TTX

und TAC+AIP. Konzentrationen: Ranolazin 10 umol/L, TTX 2 umol/L und AIP 1 pmol/L
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