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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom, welches durch eine unzureichende
Auswurfleistung des Herzens einerseits zu einer arteriellen Minderversorgung der
Peripherie und andererseits zu einem Rickstau des vendsen Blutes flhrt.

In der Regel handelt es sich bei der Herzinsuffizienz um eine Erkrankung des
hoheren Alters mit steigender Pravalenz, welche in Zukunft durch die
demographische Entwicklung erwartungsgemafl® noch weiter ansteigen wird. Die
Prognose ist trotz standiger Weiterentwicklung der Therapieoptionen schlecht. Die
Framingham-Herz-Studie  beschreibt ein mittleres Uberleben nach erster
Diagnosestellung der chronischen Herzinsuffizienz fur Manner von 1,7 Jahren, fur
Frauen von 3,2 Jahren. Das 5-Jahres-Uberleben liegt bei nur 25% fir Manner
beziehungsweise 38% fur Frauen (Kannel 2000). Die Zahl der Patienten wird auf
mehr als 10 Mio. geschatzt (Hoppe et al. 2005). Damit ist sie eine der haufigsten
internistischen  Krankheiten in Europa und kann als Volkskrankheit der
Industrienationen bezeichnet werden.

In der geschadigten Herzmuskelzelle kommt es zu multiplen ultrastrukturellen
Veranderungen, die zu elektrophysiologischen Veranderungen und damit Uber die
Ausbildung elektrischer Instabilitat einzelner Zellen zu Herzrhythmusstorungen
fuhren kénnen (Tomaselliund Marban 1999; Tomaselli und Zipes 2004) . Liegt eine
Herzinsuffizienz vor, ist das Risiko eines plétzlichen Herztodes durch
Herzrhythmusstorungen im Vergleich zur gesunden Bevolkerung auf das 6- bis 9-
Fache erhoht (Thom et al. 2006). Bei einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz sind
Rhythmusstérungen mit 70% die haufigste Todesursache (Schirdewahn et al. 2004).
Ist der Herzmuskel so schwach, dass eine Auswurfleistung von weniger als 35%
Ejektionsfraktion erreicht wird, sollte ein Defibrillator primar prophylaktisch implantiert
werden. Die zurzeit immer noch einzige kurative Behandlungsmethode ist als Ultima
Ratio nur eine Herztransplantation.

Angiotensin Il ist ein endogenes Hormon, welches eigentlich zur Blutdruckregulation
ausgeschuttet wird. Bei vorgeschadigten Herzen oder chronischer Erhéhung hat das

Hormon jedoch einen negativen Effekt auf die Entwicklung einer Herzinsuffizienz.



Zum einen konnten Arrhythmie-begunstigende Effekte nachgewiesen werden (Zhao
et al. 2011), zum anderen fordert Angiotensin Il das sogenannte kardiale
Remodeling. So hat beispielsweise die schon im frGhen Stadium der Herzinsuffizienz
eingesetzte Medikamentengruppe der ACE-Hemmer einen positiven prognostischen
Effekt (Stevenson et al. 1995).

Fur die Entwicklung von neuen Therapieansatzen mussen zunachst die zellularen
Mechanismen, die zu Entstehung und Vorantreiben einer Herzinsuffizienz fuhren,
verstanden werden.

In dieser Arbeit werde ich zunachst auf die physiologischen und histologischen
Begebenheiten bei der gesunden Herzmuskelzelle eingehen und die Veranderungen
beschreiben, die bei dem insuffizienten Herzen stattfinden. Die Entstehung und
Klassifizierung von Arrhythmien als haufigste Todesursache bei der chronischen
Herzinsuffizienz werden in der Folge genauer erlautert, anschlie3end eine genauere
Darstellung des kardialen spannungsabhangigen Natriumkanals. Zum Verstandnis
fur die Angiotensin Il vermittelte Signaltransduktion wird ein besonderes Augenmerk
auf die intrazellularen Proteine Kalzium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il &c
(CaMKIIdc), NADPH-abhangige Oxidase 2 (Nox 2) und cAMP abhangige
Proteinkinase A (PKA) gelegt.

1.2 Die Herzmuskelzelle

Die Herzmuskelzellen bestehen aus quergestreiften Muskelzellen, die parallel
zueinander liegen und miteinander im Bereich der Glanzstreifen, den Disci
intercalares, sowohl mechanisch als auch elektrisch verbunden sind. Die
Desmosomen erméglichen eine starke mechanische Verkniipfung der Zellen. Uber
die gap junctions kann eine interzellulare Kommunikation Gber Weiterleitung von
lonenstromen und damit auch die schnelle Erregungsausbreitung gewahrleistet
werden (Maeda und Tsukihara 2011; Makowski et al. 1977; Sjostrand et al. 1958;
Unwin und Zampighi 1980). Auf diese Weise wirken die Zellen als ein funktionelles
Synzytium und gewahrleisten eine synchrone Kontraktion des gesamten

Herzmuskels.



1.2.1 Ultrastruktur

Jede Herzmuskelzelle ist von einer Membran, dem Sarkolemm, umgeben, die aus
einer Phospholipid-Doppelschicht besteht. Durch die Funktion des Sarkolemms als
semipermeable Membran werden verschiedene Kompartimente getrennt, es bilden
sich Intrazelluar- und Extrazellularraum aus, welche sich in der lonenkonzentration
unterscheiden. Gleichzeitig ermdglichen in die Membran integrierte Membranproteine
eine Kommunikation zwischen diesen Kompartimenten. Es kénnen Uber regulierbare
Kanale lonen transportiert oder durch verschiedene Proteine intrazellulare
Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden.

Bei den kardialen Myozyten stllpt sich das Sarkolemm nach intrazellular ein und
bildet die sogenannten transversalen Tubuli (T-Tubuli). Diese stehen in enger
Verbindung mit dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), einem intrazellulareren
Kalziumspeicher, welches sich als terminale Zisterne den T-Tubuli annahert.
Gemeinsam mit dem dazwischen liegenden Zytosol bildet diese Verbindung die
sogenannte Diade (Korbmacher et al. 2003). Auf Seiten der T-Tubuli liegen in diesem
Bereich L-Typ-Kalzium-Kanale, die Dihydropyridinrezeptoren (DHPR) in nahem
Kontakt zu den Ryanodinrezeptoren (RyR), welche in der Membran des SRs liegen
(Abb. 1-1). Diese anatomische und funktionelle Nahe ist wichtig fur die

elektromechanische Kopplung (siehe Kapitel 1.2.3).
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Diade: Sie bildet sich aus dem T-Tubulus, einer
Einstllpung des Sarkolemms, und der terminalen Zisterne des SRs. Hier
liegen in enger anatomischer Nahe die Kalziumkanale DHPR und RyR,
welche durch Aktivierung und Offnung der Kanale die intrazelluldre
Kalziumkonzentration [Ca?'] stark erhchen. Das Kalzium dient als second

messenger fur die elektromechanische Kopplung (Kapitel 1.2.2).

Die typische Querstreifung der Herzmuskelzellen entsteht Uber die regelmaliig
zueinander angeordneten, parallel liegenden Myofibrillen (Hanson und Huxley
1953), die fur die zellulare Kontraktion zustandig sind. Die Myofibrillen setzen sich
aus Aktin und Myosin-Myofilamenten zusammen und bilden gemeinsam ein
Sarkomer (Abb. 1-2). Durch Ineinandergreifen der Filamente kann sich die
Sarkomerlange verkurzen oder verlangern und ermoglicht so eine Kontraktion oder

Erschlaffung des Muskels (Korbmacher et. al 2003).
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Abb. 1-2: Schematische Darstellung des Kontraktilen Apparates aus Aktin und Myosin,
welche gemeinsam das Sarkomer bilden. Bei der Kontraktion schieben sich
das Uberlappende Aktin und Myosin aneinander vorbei nach der sogenannten
Gleitfilamenttheorie. Das Sarkomer verkirzt sich durch mehrere Ablaufe des
Querbriickenzyklus effektiv, in der Summe aller sich durch diesen
Mechanismus verkirzenden Zellen kommt es zur Muskelkontraktion (Huxley
1969, 2004).

Neben den genannten Strukturen, welche fir den kontraktilen Mechanismus
verantwortlich sind, enthalt die Herzmuskelzelle weitere fur die Funktions-
aufrechterhaltung wichtige Zellorganellen, wie den Zellkern, die Mitochondrien oder

das endoplasmatische Retikulum.

1.2.2 Elektromechanische Kopplung

Die mechanische Kontraktion einer Herzmuskelzelle wird durch einen elektrischen
Impuls getriggert und Uber den sogenannten Prozess der elektromechanischen
Kopplung in eine mechanische Aktion umgewandelt, sodass es zur Kontraktion und
anschlieBender Relaxation des gesamten Herzens kommt. Die Umwandlung von
elektrischem Impuls zu der mechanischen Aktivitat der Myofilamente geschieht Gber

des Schlusselion Kalzium, welches als second messenger agiert (Bers 2002b)



Anstol3 der Kontraktion ist ein Aktionspotential, das sich Uber spannungsabhangige
Natriumkanale in der Zellmembran und nach intrazellular gerichtetem Natriumstrom
weiterleitet und so eine Depolarisation bewirkt. Die spannungsabhangigen DHPR,
welche vor allem in den T-Tubuli im Bereich der Diaden liegen, bewirken einen
Kalziumeinstrom in die Zelle entlang ihres elektrochemischen Gradienten. Die
dadurch im diadischen Spalt ansteigende Kalziumionenkonzentration von rund 100
nmol/l auf bis zu 1-10 ymol/l bewirkt eine Offnung der RyR, wodurch das im SR
gespeicherte Kalzium ausgeschuttet wird (Fabiato 1983; Langer und Peskoff 1996).
Diese Kalzium-getriggerte Kalziumfreisetzung flhrt zu einer starken Erh6hung des
intrazellularen freien Kalziums [Ca?*]i, welches an die Troponin-C-Untereinheit des
Aktins bindet. Durch diese Bindung andert sich die Struktur des Aktins und die
Bindungsstelle flir das Myosin wird frei. Die Myofilamente kdnnen sich fest
aneinander lagern. Durch Abdiffusion des in das Myosin integrierten
Adenosindiphosphates (ADP) dreht sich der Myosinkopf und das Sarkomer verkurzt
sich. (Abb. 1-3). Die Losung des Myosinkopfes von seiner Bindungsstelle am Aktin
gelingt nur unter Energieaufwand durch Spaltung eines angelagerten Energietragers
Adenosintrisphosphat (ATP) in ADP und Phosphat (P). So gelangen die Filamente
wieder in ihre Ausgangslage zuruck und der Querbrickenzyklus kann erneut
ablaufen (Finer et al. 1994; Huxley 1973).

Diastole Aktin

TnC

Systole

Abb. 1-3: Schematische Darstellung des Querbrickenzyklus (modifiziert aus BERS
2001). Das Ca?* bindet an Troponin C (TnC), die Troponinmyosinmolekiile
(Tnl, TnT, Tm) lagern sich so um, dass Myosin und Aktin aneinander binden

kénnen. Durch Abkippen des Myosins kommt es zum Gleiten der Filamente.
6



Damit eine Muskelrelaxation stattfinden kann, muss das Kalzium von seiner
Bindungsstelle wieder abdiffundieren. Dafiir muss das [Ca?*] wieder auf den
diastolischen Wert von etwa 100 nmol/l gesenkt werden. Es gibt unterschiedliche
Mechanismen, die zu der Senkung des intrazellularen Kalziums fluhren. Schon kurz
nach der Depolarisation bewirkt im Sinne einer negativen Ruckkopplung die aus dem
SR ausgeschuttete Kalziumkonzentrationssteigerung ein SchlieRen der DHPR
(Sham et al. 1998; Sipido et al. 1995).

Die Elimination aus dem Zytosol erfolgt Uber vier verschiedene Pumpen (Abb. 1-4).
Die SR Ca?*-ATPase (SERCA) transportiert das Kalzium zuriick in das SR und spielt
bei der zytosolischen Kalziumelimination und intrazellularen —speicherung eine
wichtige Rolle. Durch den endogenen Inhibitor Phospholamban, welcher im
unphosphorylierten Zustand an die SERCA bindet, wird die Aktivitat dieser reguliert.
Ist Phospholamban zum Beispiel durch die PKA oder die CaMKII phosphoryliert,
kann es seine Inhibitorsche Wirkung nicht entfalten und die SERCA nimmt vermehrt
Kalzium in das SR auf (Brittsan und Kranias 2000; Li L et al. 2000).

Der sarkolemmale Na*/Ca?*-Austauscher (NCX) transportiert 3 Natriumionen gegen
ein Kalziumion in jeweils entgegengesetzte Richtungen entlang des
elektrochemischen Gradienten, welcher als treibende Kraft wirkt. Der Transporter
kann in beide Richtungen arbeiten.

Neben diesen Maoglichkeiten, welche den groften Anteil der Kalziumelimination
einnehmen, gibt es eine weitere sarkolemmale Ca?*-ATPase sowie einen
mitochondrialen Kalziumtransporter (Bers 2002c).

Der Anteil der genannten Eliminationsmoglichkeiten unterscheidet sich in
unterschiedlichen Spezies. Wahrend bei Kaninchenmyozyten, mit denen
elektrophysiologisch die humanen Myozyten am ehesten vergleichbar sind (Bers
2002c), die SERCA 70% des intrazellularen Kalziums entfernt, Gbernimmt sie bei
Ratten und Mausen deutlich mehr Anteil an der Kalziumelimination und
entsprechend wird deutlich mehr Kalzium in das SR aufgenommen (Bassani JW et
al. 1994).
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Der Kalziumstoffwechsel der Herzmuskelzelle: Der Kalziumeinstrom im
Bereich der Diade bewirkt ein Offnen der RyR und ein Entleeren der
intrazellularen Kalziumspeicher. Das intrazellulare Kalzium lagert sich an die
Myofilamente und bewirkt die Kontraktion. Nach Abdiffusion von den
Myofilamenten transportiert die in ihrer Funktion vom Phospholampan (PLB)
abhangige SERCA das Kalzium zum einen wieder in das SR, zum anderen
transportiert eine Kalzium-ATPase unter Energieaufwand Kalzium nach
extrazellular. Ebenfalls nach Extrazellular transportiert der NCX im Austausch
zu Natriumionen das Kalzium. Ein weiterer Kalziumkanal in den Mitochondrien
transportiert einen geringen Anteil der lonen, angetrieben durch weitere

Pumpen, in das Zellorganell (modifiziert aus Bers 2002b).

Weitreichende Folgen ergeben sich flr die Zelle, wenn der Kalziumhaushalt nicht

konstant bleibt. Verlust oder Kumulation des intrazellularen Kalziums begunstigt die

Entstehung von Herzrhythmusstorungen und kontraktiler Dysfunktion (Bers 2002a;
Pogwizd et al. 2001).



1.2.3 Intrazellulare Kalziumfreisetzung uber IP3

Neben der kalziuminduzierten Kalziumfreisetzung gibt es noch einen alternativen
Mechanismus, der Kalzium aus intrazellularen Speichern freisetzt.

Uber den second messenger Inositol 1,4,5-Trisphosphat (IP3), der in fast allen
eukaryoten Zellen vorkommt, kann Kalzium durch Aktivierung von IP3 Rezeptoren
(IPsR), die als Kalziumkanale fungieren, freigesetzt werden. IP3R liegen nicht nur in
der Membran des SR, sondern auch des Nucleus oder des Golgi-Apparates (Rizzuto
und Pozzan 2006). In der Vergangenheit war den kardialen IPsR nur geringe
Aufmerksamkeit zuteil geworden, da diese der Menge der RyR deutlich unterlegen
sind (Lipp et al. 2000).

Anders als die RyR werden die IPsR durch den second messenger IP3 aktiviert,
welches Uber eine Signalkaskade, ausgeldst durch extrazellulare Liganden,
freigesetzt wird. Durch Bindung des Liganden an seinen G-Protein gekoppelten
Rezeptor wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert und spaltet aus dem
Membranbestandteil Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) das IPs. Das
hydrophile IP3 diffundiert in das Plasma und hat eine deutlich groRere Reichweite als
viele andere second messenger. Es kann bis zum SR oder Nucleus diffundieren
(Allbritton et al. 1992; Wu X et al. 2006). Das Zielprotein ist der IP3R, von dem drei
Isoformen existieren. Der haufigste am Herzen ist der IP3R Typ 2 (Bare et al. 2005).
Es konnte gezeigt werden, dass auch eine |Ps-abhangige Aktivierung der RyR
stattfinden kann. Eine Exposition der Zellen mit membrangangigem IP3 erzeugte
verstarkte Kalziumfreisetzung aus dem SR (Domeier et al. 2008; Drawnel et al. 2012)
und konnte durch Hemmung der RyR wieder gemindert werden (Harzheim et al.
2009). Interessanterweise konnten Signore et al auch einen RyR-unabhangigen
Effekt des IP3 auf das Aktionspotential nachweisen, sodass mdglicherweise IP3 auch
einen direkten Effekt auf lonenkanale haben kann (Roderick und Knollmann 2013;
Signore et al. 2013). Welchen Stellenwert das IP3, IPsR und die durch sie bedingte
Kalziumausschittung bei der Herzinsuffizienz einnehmen ist noch weitestgehend

unbekannt.



1.2.4 Natriumhaushalt der Herzmuskelzelle

Um den elektrochemischen Gradienten der Zelle aufrecht zu erhalten, pumpt die
Natrium/Kalium-ATPase (NKA) unter hohem Energieaufwand 3 Natriumionen im
Austausch fur zwei Kaliumionen aus der Zelle. Der dadurch entstehende
Natriumgradient mit niedriger intrazellularer Natriumkonzentration [Na*]i wird von der
Zelle fur verschiedene Funktionen genutzt. Bei der Offnung von
spannungsabhangigen Natriumkanalen folgen die lonen ihrem elektrochemischen
Gradienten, es kommt zum Natriumeinstrom in die Zelle. Dieser Natriumeinstrom
fuhrt durch die Ladungsverschiebung zur Depolarisation und zum schnellen Aufstrich
des Aktionspotentials. Der durch die NKA entstandene Kaliumgradient fuhrt dagegen
wahrend der Repolarisation zur Ausbildung des Ruhemembranpotentials (Ruan et al.
2009).

Des Weiteren nutzen verschiedene sekundar aktive Transporter diesen Gradienten.
Der NCX spielt eine Rolle bei der Relaxation des Myozyten (siehe Kapitel 1.2.2), der
Natrium-Protonen-Austauscher (NHE) reguliert Uber den Gradienten den
intrazellularen pH-Wert (Deitmer und Ellis 1980).

1.2.5 Veranderungen bei der Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz -ursachlich kénnen mechanische Belastung durch
Klappenfehler und arterielle Hypertonie oder humorale Faktoren wie Angiotensin Il
und Katecholamine sein- kommt es zu ultrastrukturellen Veranderungen im Herzen,
dem sogenannten kardialen Remodeling.

Mikroskopisch sichtbar ist eine Zunahme der extrazellularen Matrix und von
Kollagenfasern (Weber und Brilla 1991; Weber et al. 1993), des Laminins (Morishita
et al. 1996) und Fibronektins (Farhadian et al. 1996), welche die Myozyten durch den
erhdhten Zelluntergang strukturell ersetzen.

Innerhalb der einzelnen Zellen fuhrt eine gesteigerte Bildung der reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS, siehe Kapitel 1.6) zu einer erhdhten Apoptoserate der
Zellen (Cheng W et al. 1995; Dowell et al. 1993; Ide et al. 2000; McMurray et al.
1993), den Zelluntergang versuchen die ubrigen Myozyten durch Hypertrophie

auszugleichen.
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Auch spielen Stérungen des intrazellularen Kalziumhaushaltes eine wichtige Rolle
(Gwathmey et al. 1987). Eine verminderte Expression der SERCA (Hasenfuss et al.
1994; Ito Yet al. 1974; Meyer et al. 1995; Pieske et al. 1999; Schillinger et al. 1998)
sowie ein relatives Uberwiegen des inhibierenden PLB (Arai et al. 1993; Meyer et al.
1995) fuhren dazu, dass weniger Kalzium in das SR aufgenommen wird.
Kompensatorisch wird das intrazellular kumulierende Kalzium verstarkt Uber den
NCX nach extrazellular eliminiert. Es kommt nicht nur zu einer funktionellen
Aktivitatserh6hung, sondern auch zu einer erhéhten Expression des NCX (Flesch et
al. 1996; Lehnart et al. 1998; Pogwizd et al. 1999; Reinecke et al. 1996; Studer et al.
1994). Diese beiden Mechanismen fuhren dazu, dass langfristig weniger Kalzium in
der Systole zur Verfugung steht. AuRerdem konnte der gesteigerte nicht elektrogen
ausgeglichene Transport des NCX, durch sich in der Zelle akkumulierende positive
Ladungen, zu einem Anstieg des Ruhemembranpotentials fihren und damit
moglicherweise eine Ursache fur die Ausbildung von Arrhythmien sein. Eine erhohte
Offnungswahrscheinlichkeit der RyR (Beuckelmann et al. 1993; Marx et al. 2000),
welche vor allem zu diastolischen Kalziumstromen aus dem SR fuhren, ist ein
weiterer entscheidender Faktor, der den Kalziumverlust verstarkt.

Neben dem Kalzium spielen auch die Natrium- und Kaliumionen und ihre Kanale und
Transporter eine Rolle bei den zellularen Veranderungen der Herzinsuffizienz. Es
konnte gezeigt werden, dass der Kalium-Kanal, der transient Kaliumionen nach
extrazellular transportiert und fir die Repolarisation wichtig ist, weniger stark
exprimiert wird (Beuckelmann et al. 1993; Kaab et al. 1998), wodurch sich die
Aktionspotentialdauer verlangert (Kaab et al. 1996), was ein Risiko fur die
Entstehung von Arrhythmien sein kann. Ein verstarkter spater Natriumstrom fuhrt
ebenfalls zu einer gestdrten Repolaristation (Valdivia et al. 2005) und zu der
zellularen Uberladung mit Natriumionen (Wagner et al. 2006).

Ein Enzym, das im Rahmen der Herzinsuffizienzforschung in den letzten Jahren
vermehrt an Bedeutung gewonnen hat, ist die Ca?*/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase Il (CaMKIl). Als Kinase beeinflusst es Uber Phosphorylierung
zahlreiche Enzyme in ihrer Aktivitat (siehe Kapitel 1.5). So konnte gezeigt werden,
dass die CaMKII nicht nur stark vermehrt in den insuffizienten Myozyten vorliegt
(Hoch et al. 1999), sondern eine chronische Uberexpression der CaMKIl sogar zu
der Entstehung einer Herzinsuffizienz fuhrt (Kreusser und Backs 2014; Zhang T et

al. 2003) und durch direkte Wirkung auf die Genexpression an der
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Hypertrophieentstehung beteiligt ist (Zhang M et al. 2015; Zhang T et al. 2007)
(siehe Abb. 1-5).

B-
i —
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-
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= E 2
4 &
. WT TGM
500 ma
Abb. 1-5: Zhang et al. konnten im Jahr 2003 zeigen, dass in einer transgenetischen

Maus mit CaMKIl Uberfunktion (TGM) im Vergleich zu einem Wildtyp (WT) im
Ultraschall im M-Mode eine deutliche Herzinsuffizienz ausbilden. Auch die
Kontraktile Dysfunktion, gemessen als Zellverkirzung bei Kontraktion (RCL),
ist sowohl in der Originalregistrierung als auch dem Mittelwert eindricklich

dargestellt.

1.3 Herzrhythmusstérungen

Zur suffizienten Blutversorgung des Koérpers muss das Herz rhythmisch reguliert
kontrahieren.  Stérungen  dieses  Herzrhythmus  kdnnen  durch  akute
Mangelversorgung des Gehirns und der inneren Organe zum Tod fuhren. Unter den
Begriff Herzrhythmusstorung fallen arrhythmische Erregungsbildung und -abfolge,

Abweichen der normalen Herzfrequenz unter 50 Schlage/min oder Uber 100
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Schlage/min (Bradykardie, Tachykardie) und eine gestorte einzelne Herzaktion ( Xiao
YF 2011).

Die haufigste erworbene Ursache von Rhythmusstorungen ist die ischamische
Herzerkrankung, wobei auch Elektrolyt- oder Hormonstorungen in Arrhythmien
resultieren kdnnen. Es gibt aber auch angeborene Griinde. So kdnnen akzessorische
Leitungsbahnen wie beim Praexzitationssyndrom eine AV-Reentry-Tachykardie
auslosen. Auch hereditare Kanalopathien bergen das Risiko des plotzlichen
Herztodes durch Rhythmusstérungen. Das Long-QT-Syndrom, haufig durch eine
Mutation des Kalium- oder Natriumkanals verursacht (Curran ME et al. 1995; Wang
Q et al. 1995), fuhrt zu einer gestorten Repolarisation und aufert sich im EKG durch
ein verlangertes QT-Intervall. Ein weiteres Beispiel fur eine primar elektrische
Herzerkrankung ist das Brugada-Syndrom, welches mit einer Stérung des

Natriumkanals assoziiert ist (Siehe Kapitel 1.4.3).

1.3.1 Erregungsbildung und Erregungsleitung

Die Erregungsbildung geschieht im Normalfall in speziellen Herzmuskelzellen im
Sinusknoten, den Schrittmacherzellen. Diese kennzeichnen sich durch ein instabiles
Ruhemembranpotential, das bei Uberschreiten eines Schwellenpotentials
depolarisiert und ein Aktionspotential (AP) bildet, das Uber das Reizleitungssystem
fortgeleitet wird. Uber dieses Reizleitungssystem wird das gesamte Myokard
geordnet elektrisch erregt und fuhrt zu einer effektiven Kontraktion des Herzens.

Das AP am Herzen unterscheidet sich zu anderen Geweben durch einige
Besonderheiten. Das Sarkolemm ist im unerregten Zustand nur flr Kaliumionen
permeabel, was dazu fuhrt, dass die Kaliumionen ihrem elektrischen Gleichgewicht
(elektrische Spannung) und chemischen (Konzentrations-) Gleichgewicht folgen. Das
Ruhemembranpotential an der Herzmuskelzelle von -85 mV liegt aufgrund dieser
Kaliumdurchlassigkeit dem Gleichgewichtspotential (vlg. Kapitel 2.3.5) der
Kaliumionen von -90 mV sehr nahe (Korbmacher et. al 2003).

Ein meist elektrischer Reiz kann bei den Myozyten das AP auslésen. Das AP kann in
funf Phasen unterteilt werden (Abb. 1-6; (Birkeland et al. 2005). In der Phase 0
kommt es zur Depolarisation. Durch den elektrischen Reiz 06ffnen sich

spannungsabhangige Natriumkanale und bewirken einen kurzen schnellen
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Natriumeinstrom (Ina), der entlang seines Gleichgewichtspotentials fliel3t (Siehe
Kapitel 2.3.5). Das Membranpotential wird positiv und steigt auf etwa +40 mV an.

In der Phase 1 kommt es zum Ausstrom von Kaliumionen (lto) durch geoffnete
Kaliumkanale, so kommt es zu einer kurzen schnellen Repolarisationsphase, in der
das AP leicht abfallt. Die Plateauphase schliel3t sich als 2. Phase an. Das Plateau
entsteht durch das durch die Depolarisation ausgeléste Offnen von
spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-Kanalen und einen Einstrom von Kalzium- (Ica)
und gleichzeitigem Aussstrom von Kaliumionen (lks und Ikr). Das Membranpotential
bleibt fur mehrere Millisekunden konstant. Durch ein Abnehmen des
Kalziumeinstroms und ein Steigen des Kaliumausstroms kommt es anschlielend zur
Repolarisation bis schliel3lich das Ruhemembranpotential wieder erreicht ist. In der
letzten Phase bleibt das Ruhemembranpotential stabil, bis eine erneute

Depolarisation ein Aktionspotential auslost.

Depolarisation

Schnelle Repolarisation

Plateauphase

Terminale Repolarsation
Ruhemembranpotential

A WODN -0

Sodium current (Iy,)
Calcium current (/)

Na*-Ca* exchanger (1)

Transient outward (/)

Delayed rectifier slow (/)

Delayed rectifier fast (Iy,) sl
Inward rectifier slow (/y,) q

Pacemaker current () AN

Abb. 1-6: Schematische Darstellung eines Aktionspotentials im Kardiomyozyten und den

lonenstromen . (0) Depolarisation, durch schnellen Natriumeinstrom kommt es
zum Aktionspotentialaufstrich, (1) Schnelle Repolarisationsphase durch
Ausstrom von Kaliumionen, (2) die Plateauphase kommt durch die
intrazellulare  Kalziumfreisetzung zustande, (3) Repolarisation durch
Kaliumausstrom und abnehmenden Kalziumeinstrom bis zum (4)

Ruhuemembranpotential (modifiziert aus (Ruan et al. 2009).
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1.3.2 Storungen der Erregungsbildung und Erregungsleitung

Kommt es zu Schaden an der Zellmembran, zum Beispiel durch Ischamie oder
Elektrolytstérungen, kann diese undicht werden und die Gradienten zwischen dem
Intrazellular- und  Extrazellularraum  nicht mehr aufrechterhalten. Das
Ruhemembranpotential wird positiver und erreicht schneller sein Schwellenpotential,
wodurch ein abnorm gebildetes AP entstehen kann (Zipes 2003).

Eine weitere Ursache fur die Arrhythmieentstehung ist die sogenannte getriggerte
Aktivitat. Hervorgerufen wird diese durch Spannungsoszillationen an der
Zellmembran und kann zu Nachdepolarisationen (afterdepolarisations) fihren. Man
unterscheidet early afterdepolarisations (EADs), welche vor Erreichen des
Ruhemembranpotentials auftreten und vor allem durch eine verlangerte AP-Dauer
hervorgerufen werden, von delayed afterdepolarisations (DADs, Zipes 2003). Diese
treten nach Erreichen des Ruhemembranpotentials auf (Abb. 1-7). Eine
Aktionspotentialverlangerung  kann  durch  persistierenden  Natrium-  und
Kalziumeinstrom oder verminderten Kaliumausstrom bedingt sein (Tomaselli und
Zipes 2004). DADs sind vor allem ein Effekt der Kalziumuberladung und spontaner
Kalziumfreisetzung aus dem SR, welches uber den NCX einen Natriumeinstrom und
eine Depolarisation bewirkt (Bers et al. 2002; Zipes 2003).

EADs
AP AP
DADs
Abb. 1-7: Nachdepolarisationen werden unterschieden in EADs und DADs, welche

beide von einem vorausgegangenen AP getriggert sind. Gegenubergestellt
sind EADs und DADs. Wird bei einem DAD das Schwellenpotential der Zelle
erreicht, kommt ein neues AP zustande. EADs entstehen bei einer

verlangerten Dauer des APs (modifiziert aus Bers 2002a).
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Neben gestorter Erregungsbildung koénnen auch durch Stérungen in der
Erregungsleitung Arrhythmien entstehen. Leitungsstorungen konnen entweder durch
kreisende Erregungen (Reentry) oder durch einen Leitungsblock hervorgerufen
werden.

Ein Block der Erregungsleitung kann durch nicht erregbare narbige Fibrosen im
Myokard  hervorgerufen  werden. Auch ein fehlendes Offnen  der
spannungsabhangigen Natriumkanale kann einen Block hervorrufen. Dies kann
durch ein VerschlieBen der Gap junctions bei zu hohen intrazellularen
Kalziumkonzentrationen vorkommen (Weingart 1977).

Normalerweise schutzt sich das Myokard vor kreisenden Erregungen, indem nach
einer Erregung das Gewebe fur eine gewisse Zeit refraktar ist und damit direkt nach
einer Erregung kein neues Aktionspotential an der Zelle generiert werden kann.
Besitzen benachbarte Myokardareale unterschiedliche Refraktarzeiten und damit
unterschiedliche Leitungseigenschaften (dual pathway), kdbnnen an dieser Stelle

kreisende Erregungen entstehen (Abb. 1-8)

A Normal E Reentry

’ i ‘Vorzeitige
Leitungsbahn B e
unidirektionaler P o
Block A
/ - Leitungsbahn a
/" antegrade
retrograde i "\\ Emegung
Ermegung "~ /
- p 4 Hindern is\\ )
. b SIS
Aufhebung
Abb. 1-8: Liegen ein Abschnitt a mit einer kurzen und ein Abschnitt 3 mit einer langen

Refraktarzeit nebeneinander, kann der Abschnitt 3 bei einer vorzeitig
eintreffenden Erregung nicht leiten. Die Erregung wird anterograd in Abschnitt
a weitergeleitet, kann dann aber retrograd das Gewebe 3, welches nun nicht
mehr refraktar ist, erregen und tGber Abschnitt a den Kreis der Erregung
schlief3en und weiter fortleiten, solange diese erregbare Liicke vorliegt (Zipes
2003). Da R nur in einer Richtung retrograd erregbar ist spricht man vom
unidirektionalen Block (modifiziert aus BERS 2001)

16



Neben dem beschrieben Reentry um ein anatomisches Hindernis gibt es eine
kreisende Erregung, deren Refraktaritat durch die kreisende Erregung bedingt ist.
Dieses funktionelle Reentry variiert in der Lange der Erregungswellen (Zipes 2003).

1.4 Der spannungsabhéngige sarkolemmale Natriumkanal

Der Natriumkanal spielt in der Elektrophysiologie eine entscheidende Rolle. Er ist fur
die Depolarisation der Zellmembran und fur die elektrische Erregung und
Weiterleitung verantwortlich, eine essentielle Eigenschaft vor allem der Nerven und
Muskelzellen. Dies spiegelt sich auch in der relativen Anzahl des Natriumkanals im
Vergleich zu anderen lonenkanalen wider, so gibt es am Herzen bei Saugetieren
etwa 5-mal so viele spannungsabhangige sarkolemmale Natriumkanale wie L-Typ-
Kalziumkanale (Makielski et al. 1987; Rose et al. 1992).

Der Natriumkanal ist zu Beginn des APs flir den schnellen Aufstrich zustandig und
bewirkt die schnelle kardiale Uberleitung im Myokard, damit ist dieser Kanal
hauptverantwortlich fur die Aufrechterhaltung des Herzrhythmus.

1.4.1 Aufbau und Funktion des Natriumkanals

Der Natriumkanal setzt sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammen. Der
Durchtritt der Natriumionen durch die Zellmembran geschieht in der a-Untereinheit,
weitere 1-3 B-Untereinheiten haben regulierende Funktionen (Catterall 1992).

Die a-Untereinheit setzt sich aus 4 homologen Doméanen DI-IV zusammen, welche
wiederum aus jeweils 6 transmembrandren Segmenten S1-6 bestehen. Insgesamt
ergibt sich fur die a-Untereinheit ein Molekulargewicht von etwa 260 kDa. Die
eigentliche Pore, welche flr die Selektivitat und Leitfahigkeit des Kanals zustandig
ist, bildet sich aus allen Verbindungen (Linkern) zwischen den Segmenten S5 und S6
(Catterall 1992; Marban et al. 1998). Die spannungsabhangige Offnung wird Uber
das positiv geladene Segment S4 reguliert, welches bei Depolarisation die
Kanalformation &ndert, was in einer Offnung resultiert (Stuhmer et al. 1989). Diese
Kanaloffnung ist direkt mit einer schnellen Inaktivierung nach weniger als 10 ms

verbunden und beendet automatisch den Natriumeinstrom (Chen LQ et al. 1996;
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Kontis et al. 1997; O'Leary et al. 1995). Dem Prozess der schnellen Inaktivierung
scheint ein komplexer Mechanismus zugrunde zu liegen und ist bis heute nicht
vollstandig verstanden. Es wird vermutet, dass die Inaktivierung Uber eine
Verbindung reguliert wird, die auf intrazellularer Seite zwischen den Domanen DIII
und DIV liegt, die sogenannte IFM-Region bestehend aus Isoleucin, Phenylalanin
und Methionin. Antikorper gegen diese Region sowie Mutationen in diesem Bereich
fuhren zu Veranderungen des Inaktivierungsprozesses (Stuhmer et al. 1989;
Vassilev et al. 1988). Der Aufbau des Kanals ist in Abb. 1-9 dargestellt.

. .? . .? extrazellular
sarkolemmale
Membran

: ' ' ‘ ' intrazellular
. 12 |
/‘\\ CaM
H,N ®
N a7 ®
& i . 1M

w0 PKC co
7 ® *~ CaMKIl i
PKA -~

Abb. 1-9: Schematische Darstellung der a-Untereinheit des spannungsabhangigen
Natriumkanals. Diese wird gebildet aus 4 Domanen jeweils bestehend aus 6
transmembranaren Segmenten S1-6, wobei das positiv geladene S4
spannungsabhangig die Offnung der Pore, die sich aus den Linkern zwischen
den S5 und S6 bildet, reguliert. Fir die schnelle Inaktivierung des
Natriumkanals ist unter anderem die IFM-Region verantwortlich, welche Gber
komplizierte Wechselwirkungen den Kanal schlief3t. Die
Phosphorylierungsstellen liegen intrazellular im Linker I-ll (PKA und CaMKII)
sowie Linker IlI-IV (PKC). Ein Kalziumsensor, der das Calmodulin (CaM)

bindet, liegt am 1Q-Motiv des C-Terminus.
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Neben diesem llI-IV-Linker scheinen auch andere Regionen, wie beispielsweise der
oben genannte aktivierende S4, an der Inaktivierung beteiligt zu sein (Tang et al.
1996). Man vermutet, dass die Inaktivierung allosterisch Uber hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb des Natriumkanals reguliert wird (Lehmann-Horn und
Jurkat-Rott 1999). Der geschlossene Zustand des Kanals wird zusatzlich Uber
Wechselwirkungen zwischen dem lll-IV-Linker und dem C-Terminus stabilisiert
(Motoike et al. 2004).

Zum weiteren Verstandnis muss der geschlossene Kanal vom inaktivierten Zustand
(lrast) abgegrenzt werden. Im inaktivierten Zustand ist der Kanal geschlossen und
Iasst sich durch eine Depolarisation nicht 6ffnen. Um wieder in den aktivierbaren
Zustand zu gelangen, muss eine Hyperpolarisation erfolgen. Au3erdem gibt es den
sogenannten closed-state-inactivation Zustand, bei dem der Kanal ohne vorher
geoffnet zu werden in den inaktivierbaren Zustand Ubergeht (Horn et al. 1981).
Neben dem last gibt es noch eine langsame (lsw) und eine von der Kinetik
dazwischen liegende intermediare Inaktivierung (Im) (Kambouris et al. 1998; Wang
DW et al. 2000). Diese wird durch eine verlangerte Depolarisationsdauer von
mehreren Millisekunden induziert und kann Uber mehrere Sekunden andauern
(Adelman und Palti 1969; Chandler und Meves 1970). Bei wiederholter zyklischer
Aktivierung wird so die Verfugbarkeit der Natriumkanale reduziert und die Zelle
weniger erregbar.

Den R-Untereinheiten wird eine regulatorische Funktion zugeordnet, die bisher aber
noch weitestgehend ungeklart ist. Man vermutet dass sie das Gating-Verhalten des
Natriumkanals beschleunigen (Makita et al. 1996). Ein Knockout der B-Untereinheit
fuhrte im Maus-Modell zu verlangerten QT-Zeiten und groReren RR-Abstanden
(Lopez-Santiago et al. 2007) und ist ebenfalls assoziiert mit kardialen Arrhythmien
(Medeiros-Domingo et al. 2007; Watanabe et al. 2008).

1.4.2 Regulation des Natriumkanals

Der Natriumkanal kann durch Phosphorylierung reguliert werden. Durch
unterschiedliche Phosphorylierungsstellen (siehe oben Abb. 1-9) ergeben sich
unterschiedliche komplexe Effekte. Die PKA, eine Proteinkinase, kann den Kanal
zwischen Domane | und Il phosophrylieren. Angriffspunkt sind dort zwei Serin-Reste
(Ser526 und Ser529) (Murphy et al. 1996). Die Phosphorylierung bewirkt eine
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Zunahme der Leitfahigkeit ohne Einfluss auf die Spannungsregulation zu nehmen
(Frohnwieser et al. 1997; Schreibmayer et al. 1994).

Durch Phosphorylierung eines Serin-Restes (Ser1505) im Bereich des Linkers IlI-IV
durch die Proteinkinase C (Murray et al. 1997) kommt es zu einem gegenteiligen
Effekt, die Leitfahigkeit nimmt ab. Zusatzlich kommt es zu einer schnelleren
Inaktivierung des Kanals (Qu et al. 1994; Qu et al. 1996).

Auch die CaMKIl kann den spannungsabhangigen Natriumkanal an verschiedenen
Aminosauren (beispielsweise Ser-516, Thr-594 und Ser571) phosphorylieren. Diese
liegen zwischen Domane | und Il (Ashpole et al. 2012; Glynn et al. 2015). Durch die
Wirkung der CaMKIl an dem Natriumkanal wird dessen Gating-Verhalten verandert
(Hund et al. 2010; yyWagner et al. 2006). Im Mausmodell mit transgenetischer
Uberexpression der CaMKII&c konnte gezeigt werden, dass der Natriumspitzenstrom
unverandert bleibt wahrend es vor allem zu einer signifikanten Steigerung des spaten
Natriumstroms kommt. Bezuglich des Gating-Verhaltens des Kanals findet die
Erholung aus dem inaktivierten Zustand verzogert statt (Wagner et al. 2006).

(Hund et al. 2010) zeigten, dass die CaMKII auch einen regulatorischen Effekt auf
den Natriumkanal Uber 3iv-Spektrin hat. Dieses Protein ist signifikant im Gewebe von
insuffizienten Herzen vermindert (Hund et al. 2014).

Neben der Kalzium-abhangigen Regulation Uber die CaMKIl, kann das CaM auch
direkt am Natriumkanal binden. Am C-Terminus des Natriumkanals befindet sich das
IQ-Motiv als CaM-Bindungsstelle (Abb. 1-9), hieriber wird das Gating-Verhalten des
Kanals verandert und die langsame Inaktivierung verlangert (Tan et al. 2002).
Gewebsspezifische Genexpression kann durch Transkription der oben genannten a-
und R-Untereinheiten ebenfalls den Natriumkanal beeinflussen. Genauso kann durch
posttranslationale Modifikation, wie Glykosylierung und Phosphorylierung, der Kanal
weiter reguliert werden (Cai et al. 2014; Ednie und Bennett 2012; Marionneau und
Abriel 2015; van den Boogaard et al. 2014).

Viele exogene Toxine und Medikamente entfalten ihre Wirkung am Natriumkanal.
Lokalanasthetika hemmen die neuronale AP-Weiterleitung, indem sie am S6-
Segment der Doméane IV des Kanals binden (Ragsdale et al. 1994) und so eine
schnellere Inaktivierung erfolgt (Balser et al. 1996). Auch Neurotoxine wirken am
Natriumkanal. Das aus dem Kugelfisch bekannte Tetrodotoxin (TTX) wirkt schon in
geringen Dosen sehr effektiv. Die Bindungsstelle liegt im Bereich der Domane |
zwischen S5 und S6, der Kanal wird blockiert (Lipkind und Fozzard 1994). Die
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Toxine der Seeannemone (ATX Il) und das a-Toxin des Skorpions binden im
Bereich des Linkers zwischen S3 und S4 der Doméane IV und bewirken eine
Inhibierung der schnellen Inaktivierung (Rogers et al. 1996). Die Wirkungen dieser
Neurotoxine konnten viel zum Verstandnis der Struktur und Funktionsweise des

sarkolemmalen spannungsabhangigen Natriumkanals beitragen.

1.4.3 Mutationen des Natriumkanals

Verschiedene Mutationen, die sowohl die a- als auch die [-Untereinheit des
Natriumkanals betreffen konnen, fihren zu Funktionsanderungen des Natriumkanals
und zu einem deutlich erhdhtem Risiko der Ausbildung von lebensbedrohlichen
Arrhythmien (Ruan et al. 2009).

Multiple Mutationen des Gens SCN5A, welches die Kodierung fur die a-Untereinheit
beinhaltet (Lehmann-Horn und Jurkat-Rott 1999), flhren zu dem hereditaren
Krankheitsbild des Long-QT Syndroms 3 (LQT3). Bei diesen Mutationen kommt es
nach der Depolarisation zu einem Ausbleiben der schnellen Inaktivierung, der
Natriumkanal offnet sich erneut wahrend der Plateauphase des APs, insgesamt
kommt es also zu einer gesteigerten Aktivitat (gain of function) (Bennett et al. 1995).
Durch die dadurch verlangerte Repolarisationsdauer, im EKG ist diese
Repolarisationsstorung als eine Verlangerung des QT-Intervalls sichtbar, ist das
Gewebe anfalliger fur EADs und Ausbildung polymorpher ventrikularer
Tachyarrhythmien, den sogenannten Torsade-de-pointes-Tachykardien.

Eine gegenteilige Funktionseinschrankung Uber eine Jloss of function des
Natriumkanals, die ebenfalls das Risiko des plétzlichen Herztodes birgt, findet bei
Mutationen statt die zu dem Brugada-Syndrom (Brugada und Brugada 1992) flhren.
Die Mutationen, die mit diesem Krankheitsbild in Verbindung gebracht werden, sind
variabel und liegen auf fast allen Regionen des Natriumkanals verstreut (Tan et al.
2003), einige Mutationen kénnen bis hin zum kompletten Funktionsverlust des
Natriumkanals fuhren (Chen Q et al. 1998). Ist der Natriumstrom so gering, dass die
DHPR nicht aktiviert werden, resultiert daraus ein stark verkurztes AP ohne
Ausbildung des Plateaus. Bei einer ausreichenden Depolarisation, um
Kalziumeinstrom zu aktivieren, ist das AP durch den verzdgerten Ablauf verlangert.
Es handelt sich hierbei um ein Alles-oder-Nichts-Prinzip. Im EGK sind bei den

Mutationstragern typische ST-Strecken-Hebungen in den rechts-pracordialen
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Ableitungen Vi-Vs ableitbar (Abb 1-10) (Antzelevitch et al. 1999; Nielsen et al.
2013), bei unauffalligem EKG konnen diese durch Natriumkanalblocker demaskiert
werden (Fujiki et al. 1999; Miyazaki et al. 1996).

Endokard

Endokard
—‘kpikard
—

1 mVI
100 ms
. W - A :
V5
V6

AP

35 mVI

Epikard

Abb. 1-10:  Dargestellt sind typische Veranderungen beim Brugada Syndrom. (A)

demonstriert die EGK typischen Auswirkungen auf das EKG bei den AP —
Unterschieden zwischen Epikard und Endokard. (B) Zeigt eine typische EKG-
Ableitung eines Brudgada-Syndroms. Man erkennt rechtsprakordiale ST-
Streckenhebungen (V1 und V3 > 0.1 mV), sowie einen Rechtsschenkelblock.
(Aus Alings und Wilde 1999, Seite 667-669).

Neben den typischen Veranderungen in der a-Untereinheit konnte in den
Phanotypen sowohl des LQT3 als auch des Brugada-Syndroms, bei denen keine
Mutationen im SCN5A-Gen nachweisbar waren, Mutationen in den 3-Untereinheiten
identifiziert werden (Medeiros-Domingo et al. 2007; Watanabe et al. 2008).
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In den letzten Jahren wurden diverse Mutationen des SCN5A-Gens auch anderen
Rhythmusstorungen zugeordnet. So konnten auch beim Sick-Sinus-Syndrom
(Benson et al. 2003; Smits et al. 2005) und im strukturell gesunden Herzen mit
Vorhofflimmern (Darbar 2008) Genmutationen in diesem Lokus nachgewiesen

werden.

1.5 Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII)

Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Kinase Il gehoért zu den Proteinkinasen, die Uber
Phosphorylierung unterschiedlicher Zielproteine deren Aktivitat modulieren kdnnen.
Diese Untergruppe der Proteinkinasen wird Uber Bindung von Kalzium-gebundenen
Calmodulin (CaM) aktiviert.

Von den unterschiedlichen Isoformen der CaMKIl (a, B, y, d) ist die CaMKIId
diejenige, die am meisten im Myokard vorliegt (Maier und Bers 2002). Die
Splicevariante CaMKIIdc ist hauptsachlich im Zytosol, CaMKIIds Uberwiegend im

Zellkern vorhanden (Edman und Schulman 1994).

1.5.1 Struktur der CaMKIi

Die CaMKIl setzt sich aus 6 bis 12 Monomeren zusammen, von denen sich die
einzelnen Monomere aus jeweils drei Untereinheiten zusammensetzen. Am
aminoterminalen Ende befindet sich die katalytische Einheit, mittig liegt eine
regulatorischne Domane und am Carboxylterminus eine fur die Oligomerisierung
zustandige Einheit (Braun und Schulman 1995). Die Monomere sind radiar
zueinander angeordnet, wobei die C-terminalen Bindungsdomanen zentral und die
katalytischen Untereinheiten am N-terminalen Domanen auf3en liegen (Abb. 1-11)
(Kanaseki et al. 1991).
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Abb. 1-11:  Schematischer Aufbau der CaMKII. (A) Ein Monomer und seine Bildung aus
katalytischer, regulatorischer und oligomerisierender Domane. (B) Radiare
Anordnung der Monomere zur CaMKII, die katalytische Domane liegt aul3en.
(C) Durch Bindung von Ca?‘/Calmodulin wird die CaMKII aktiviert und (D)
bleibt auch nach Abdiffusion von Ca?*/Calmodulin durch Autophosphorylierung
aktiviert (Maier und Bers 2002).

1.5.2 Aktivierung und Funktion der CaMKIlI

Der klassische Aktivierungsweg der CaMKII erfolgt Uber Ca?*/Calmodulin. Zunachst
bindet Calmodulin zytosolisches Kalzium und wird dadurch aktiviert. Durch die
Bindung des Ca?*/Calmodulin-Komplexes an der regulatorischen Doméne der
CaMKIl wird die Autoinhibition unterbrochen und das aktive Zentrum der
katalytischen Domane steht damit zur Interaktion mit Substraten zur Verfigung.
Unter Spaltung eines ATPs kdnnen die Zielproteine phosphoryliert werden. Ferner
kann die CaMKIl sich autophosphorylieren, indem benachbarte Untereinheiten in
Kontakt treten und Threonin an Position 287 (Thr-287) phosphoryliert wird (Hudmon

und  Schulman 2002). Diese Autophosphorylierung bewirkt vor allem eine
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Affinitatssteigerung des Calmodulins fir die CaMKII, sodass das Calmodulin auch bei
sinkendem Kalziumspiegel und damit verbundener Abdiffusion des Kalziums an die
CaMKIl bindet, das sogenannte CaM trapping (Meyer et al. 1992). Des Weiteren
bewirkt die Autophosphorylierung eine anhaltende Aktivierung der CaMKII auch Uber
die Bindungsphase des Calmodulins hinaus. 20-80% der CaMKIl bleiben so
langerfristig aktiviert (Abb. 1-11,(Maier und Bers 2002).

Ferner kann die CaMKIl auch Uber eine Oxidation des Methionins 281/282 aktiviert
werden. Dieser Kalzium-unabhangige Mechanismus konnte 2008 (Erickson et al.
2008) nachgewiesen werden und wird durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS, siehe
Kapitel 1.6.2) hervorgerufen.

Eine weitere mogliche Aktivierung der CaMKIl Uber R-adrenerge Stimulation ist
Gegenstand der aktuellen Forschung, dieser Weg scheint ebenfalls unabhangig von
Kalzium Uber NO-Freisetzung vermittelt zu werden (Gutierrez et al. 2013).

Die aktivierte CaMKIl beeinflusst durch Phosphorylierung vor allem verschiedene
Proteine der elektromechanischen Kopplung. Zu den Zielproteinen gehoren die L-
Typ-Ca?*-Kanale, die Ryanodinrezeptoren und Phospholamban, wodurch das Protein
Einfluss auf die intrazellulare Kalizumkonzentration nimmt (Maier und Bers 2002)
und damit modulatorisch auf die elektromechanische Kopplung wirkt.

Neben diesen akuten Wirkungen der CaMKIl gibt es noch langfristige Wirkungen,
welche durch Modulation der Transkription beeinflusst werden. Durch
Phosphorylierung des Histons Deacetylasen Type Il (HDACs, (McKinsey et al. 2000)
durch intrazellulare CaMKII kommt es zu einer gesteigerten Transkritiption in den
Kardiomyozyten (Wu X et al. 2006).

1.5.3 Hemmung der CaMKII

Die CaMKII kann durch verschiedene Mechanismen sowie an verschiedenen Stellen
inhibiert werden.

Das Peptid 273-302 ist ein synthetisch produzierter kompetitiver Hemmer, der im
aktiven Zentrum der katalytischen Doméane bindet und damit die Phosphorylierung
der Zielsubstrate verhindert. Etwas anders wirkt das Peptid 291-317, dieses bindet
das Calmodulin im aktiven Zentrum der CaMKIl und verhindert auf diese Weise die
Aktivierung der Kinase (Anderson et al. 1994; Payne et al. 1988; Smith et al. 1990).
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Ein Inhibitor, der spezifisch in den Herzmuskelzellen die CaMKIl hemmt, ist das an
die regulatorische Domane bindende KN93 (Anderson et al. 1998; Bassani RA et al.
1995). Es konnten jedoch interferierende CaMKII-unabhangig vermittelte Effekte an
Kalziumkanalen nachgewiesen werden (Gao et al. 2006).

Ein Peptid, das Uber die Hemmung der Autophosphorylierung eine Inhibierung der
CaMKII bewirkt, ist das autocamtide-2-related inhibitory peptide (AIP). Dieser hoch
potente und spezifische Inhibitor (Ishida et al. 1995) wurde in der vorliegenden Arbeit

zur Hemmung der CaMKIl verwendet.

1.5.4 Der Zusammenhang der CaMKIl, Herzinsuffizienz und Arrhythmien

Die CaMKIl ist in den letzten Jahren vermehrt in das Interesse der Forschung
geriickt. Es konnte eine Uberexpression der CaMKII& bei Herzinsuffizienz
nachgewiesen werden (Hoch et al. 1999; Kirchhefer et al. 1999). Im transgenen
Mausmodell fiihrte eine Uberexpression der CaMKII8c zu ventrikularer Hypertrophie,
dilatativer Kardiomyopathie und Stérungen im Kalziumhaushalt mit Ausbildung einer
Herzinsuffizienz. Eine Hemmung der CaMKIl fuhrte zu einem Schutz vor dem
kardialen Remodeling (Zhang R et al. 2005). Bei einer vermehrten Bildung der
Isoform CaMKIIds war das Krankheitsbild deutlich milder ausgepragt (Zhang T et al.
2002; Zhang T et al. 2003). Verantwortlich fur die Effekte der CaMKII ist unter
anderem eine Hyperphosphorylierung der RyR, wodurch die Offnungs-
wahrscheinlichkeit des Kanals erhoht wird (Maier et al. 2003; Wehrens et al. 2004).
Die Kalziumfreisetzung aus dem SR fuhrt einerseits zu diastolischem Kalziumverlust
und andrerseits zu einer zytosolischen Kalziumuberladung mit dem erhdhtem
Auftreten von DADs (siehe Kapitel 1.3.2). Tatsachlich konnte eine vermehrte
Arrhythmieneigung bei CaMKIl Uberexpression oder erhohter CaMKII-Aktivitat
beobachtet werden. Durch Hemmung der Kinase war die erhohte Arrhythmieneigung
rucklaufig (Anderson et al. 1998; Sag et al. 2014; Sag et al. 2009; Wu Y et al. 2002).

Die CaMKIl kann auch direkte Effekte auf die Kanédle erzielen. Durch
Phosphorylierung am Linker I-1l des Natriumkanals am Serin 571 werden die Kanale
aktiviert und es kommt zu einer Steigerung des spaten Natriumstroms (Aiba et al.
2010; Hund et al. 2010; Wagner et al. 2006). Der gesteigerte spate Natriumstrom
fuhrt zu einer Verlangerung des Aktionspotentials (Toischer et al. 2013), was in

vermehrten EADs und Arrhythmien enden kann. In vitro konnte gezeigt werden, dass
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eine Exposition der Zellen mit H202 die CaMKIl aktiviert und dariber den spaten
Natriumstrom steigert (Wagner et al. 2011). Inwiefern dieser Mechanismus in der
Ang Il vermittelten ROS-Entstehung (siehe Kapitel 1.8.1) eine Rolle spielt, soll in
dieser Doktorarbeit untersucht werden.

Es konnte sogar ein direkter Effekt der CaMKII auf die Transkription nachgewiesen
werden (McKinsey et al. 2000; Olson und Schneider 2003; Ramirez et al. 1997,
Zhang CL et al. 2002). Die nukleare CaMKIIds wird Uber einen alternativen
kalziumabhéngigen Weg aktiviert. Uber sarkolemmale Freisetzung von IP3 (siehe
Kapitel 1.2.3) und dessen Diffusion durch das Zellplasma gelangt es zur
Kernmembran (NE), in welcher IPsR2 liegen. Diese Rezeptoren sind Kalziumkanale
und interagieren Uber eine intranukleare Kalziumausschuttung mit der CaMKII (Bare
et al. 2005; Wu X et al. 2006).

Neben der nukledaren Lokalisation der IPsR2 liegen diese auch im
sarkoplasmatischen Retikulum in enger Nahe zu den RyR. Interessanterweise fuhrt
eine Aktivierung der IP3sR2 zur Kalziumausschuttung im Bereich dieser Co-
Lokalisation. (Lipp et al. 2000). Dieser Mechanismus scheint eine Rolle in der
Arrhythmogenese zumindest in den atrialen Zellen zu spielen (Mackenzie et al. 2002)
und konnte auch Einfluss auf die elektromechanische Kopplung haben.

Ob diese IP3R2 abhéangige Kalziumfreisetzung auch eine separate Rolle als second
messenger spielt, beispielsweise als Aktivierungsmechanismus der im Plasma
liegenden CaMKIlIdc, unterliegt noch keinen weiteren Erkenntnissen und soll in dieser

Arbeit untersucht werden.

1.6 Die NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase (Nox) wurde urspringlich in den neutrophilen Granulozyten
entdeckt. Sie sitzt in der Zellmembran und produziert reaktive Sauerstoffzpezies
(ROS) uber eine Oxidase. Die dort gebildeten ROS spielen eine Rolle bei der
Immunabwehr (Babior et al. 2002). Als Nebenprodukte entstehen ROS aber nicht
nur in der Zellmembran, sondern beispielsweise auch in den Mitochondrien in der
Atmungskette (Thannickal und Fanburg 2000).
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Reaktive Sauerstoffspezies werden aus Sauerstoff katalysiert und besitzen ein freies
reaktives Elektron, welches sie sehr instabil macht und zu einer hohen Bereitschaft
zur chemischen Reaktion mit Nachbarstrukturen fuhrt. Im Unterschied zu den freien
Radikalen mit einem freien Elektron (Superoxid O2" und Hydroxyidion OH") besitzt
das Wasserstoffperoxid (H202) kein freies Elektron (Kuroda und Sadoshima 2010).
Die als Nebenprodukte entstandenen ROS werden von antioxidativen Enzymen
abgefangen (Thannickal und Fanburg 2000). Kommt es zu einem Ungleichgewicht
zwischen ROS-Entstehung und antioxidativer Kapazitat leidet die Zelle unter
oxidativem Stress. Eine erhdohte ROS-Produktion ist mit diversen Krankheiten
assoziiert, wie der Krebsentstehung und neurodegenerativen Erkrankungen
(Fimognari 2015; Hureau und Faller 2009; Liu et al. 2012).

Auch im Herzen spielt oxidativer Stress eine entscheidende Rolle bei der
Pathophysiologie des kardialen Remodelings und Entwicklung einer Herzinsuffizienz
(Munzel et al. 2015; Tsutsui et al. 2011).

1.6.1 Struktur der NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase wird in funf verschiedenen Isoformen exprimiert (Nox1-5), des
Weiteren gibt es noch zwei verwandte duale Oxidasen Duox1 und Duox2 (Lambeth
2004).

Die Nox 2 (Abb. 1-12), welche in der Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle spielt
(Parajuli et al. 2014), ist eine Untereinheit eines Cytochrom b558-Komplexes, der in
der Zellmembran integriert ist. Dieses Glykoprotein besteht aus der katalytischen
Einheit gp91phox, einer regulatorischen Einheit p22phox, sowie drei zytosolischen
Untereinheiten (p47phox, p67phox  und G-protein-rac). Das  grole
membrangebundene gp91phox wiegt 91 kDa, besteht aus sechs transmembranaren
Domanen wund zwei Ham-Liganden zwischen der dritten und funften
transmembranaren Domane (Biberstine-Kinkade et al. 2001) sowie einem
coenzymatischen Flavin-Adenine-Dinucleotid (FAD) an der C-Terminalen Region auf
der zytosolischen Seite und eine NADPH-bindende Seite (Vignais 2002).

Die Nox1, welche vor allem in glatten Muskelzellen vorkommt (Dikalova et al. 2005),
setzt sich neben der regulatorischen p22phox aus der NADPH oxidase organizer 1
(NOXO1), einer NADPH oxidase activator 1 (NOXA1) und dem Rac zusammen
(Ambasta et al. 2006; Kajla et al. 2012).
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Die Nox 3 funktioniert Rac-unabhangig und wird durch die p47phox und p67phox
aktiviert. Des Weiteren kann sie zusammen mit der p22phox ein Heterodimer bilden
und gemeinsam wirken (Hordijk 2006).

Die Nox 4 ist ebenfalls in ihrer Funktion unabhangig von dem Rac, sie interagiert
lediglich mit p22phox (Martyn et al. 2006) und erzeugt eine basale Produktion von
ROS (Kuroda et al. 2010). Die Nox 4 ist in allen Zellen vorhanden, liegt aber nicht in
der Plasmamembran, sondern ist in der Membran der Mitochondrien lokalisiert (Ago
et al. 2010), im gesunden Herzen ist sie in nur sehr geringen Konzentrationen
vorhanden (Nabeebaccus et al. 2011).

Die Nox 5 ist Uberwiegend in glatten Muskelzellen zum Beispiel in Gefallen
vorhanden und konnte bisher bei keinem Saugetier aul’er dem Menschen
nachgewiesen werden. Sie funktioniert ohne die regulatorische Einheiten und wird
durch Kalzium aktiviert. Dieses bindet an eine dem Calmodulin ahnelnde Einheit (EF-
Motiv oder auch EF-Hand) am aminoterminalen Ende (Nabeebaccus et al. 2011).

Die kardial relevanten Isoformen sind die Nox 2 (Bendall et al. 2002; Xiao L et al.
2002) und Nox 4 (Byrne et al. 2003; Li J et al. 2006).

1.6.2 Funktion und Aktivierung der Nox 2

Die Aktivierung der Nox kann Uber unterschiedliche Mediatoren erreicht werden. So
fuhren neben Angiotensin II, welches in dieser Doktorarbeit relevant sein soll, nicht
nur endogene Hormone wie Wachstumsfaktoren, Endothelin-1 und a-adrenerge
Agonisten, sondern auch metabolische Stoffe (Insulin, Glukose) (Akki et al. 2009),
Zytokine wie TNF- a (Nabeebaccus et al. 2011) und mechanische Belastung (Li JM
et al. 2002; Prosser et al. 2011) zu einer Funktionssteigerung der Nox 2. Die
Signaltransduktionskaskade ist dabei von lhrem Aktivator abhangig variabel
(Lassegue und Clempus 2003). In dieser Arbeit interessiert vor allem die
Angiotensin Il vermittelte Aktivierung, die Uber G-Proteine stattfindet.

Die Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors fuhrt zu der Dissoziation in
seine heterotrimeren Untereinheiten, in die a-Untereinheit und die By-Untereinheit.
Die a-Untereinheit fuhrt Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C zu einer
Phosphorylierung der zytosolischen p47phox. Die Ry-Untereinheit spielt Uber
Hochregulation von Rac ebenfalls eine Rolle bei der Aktivierung (Lassegue und
Clempus 2003). Diese Mechanismen fuhren zu einer Bindung der zytosolischen
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Untereinheiten an die membrangebundene gp91phox und p22phox, in diesem

Zustand kann die Nox 2 ROS generieren (Abb 1-12). Dabei fungiert ein vorher an
das Enzym gebundene NADPH als Elektronendonor (Gupte 2008). Das NADPH wird

zu NADP oxidiert, das freie Elektron auf ein Sauerstoffmolekil transferiert und es

entsteht ein Superoxid. Das entstandene Proton wird nach Extrazellular transportiert

(Lassegue und Clempus 2003).
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Schematische Darstellung der Nox 2 und ROS-Produktion. Es bildet sich ein
Heterodimer aus der gp91phox, bestehend aus sechs transmembranen a-
Helices, und p22phox, welche an die im Zytosol gelegenen regulatorischen
Untereinheiten Rac, p40phox, p67phox und p47phox bindet. Das NADPH*
fungiert als Elektronen-Donor, welches Uber zwei Ham-Liganden und
schlieRlich auf ein Sauerstoffmolekil transferiert wird. Die Bindungsstellen flr
NADPH* und FAD liegen auf der zytosolischen Seite (Garrido und Griendling
2009; Kuroda und Sadoshima 2010).

Die entstandenen ROS sind durch ihre Reaktionsfreude in der Lage intrazellulare

Lipide, Proteine oder DNA zu oxidieren. Um einen Schaden durch ibermalige ROS-
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Produktion zu verhindern gibt es im Organismus zahlreiche antioxidative Systeme
wie zum Beispiel Glutathion oder Vitamin C und E. Neben ihrer schadigenden Rolle
bei unkontrollierter Produktion nehmen ROS in geringen Dosen auch eine second
messenger Funktion ein (Rhee 1999; Santos et al. 2011).

Uberwiegt die ROS-Entstehung (ber dem antioxidativen Schutz drohen der Zelle
unspezifische Oxidationen. Im Herzmuskel fuhrt die Oxidation der RyR zu einer
erhohten Offnungswahrscheinlichkeit sowie zu einer Hemmung der SERCA, was in
einer Kalziumuberladung resultiert. Ebenfalls wird der spate Natriumstrom erhdht und
die Natrium/Kalium-ATPase gehemmt, wodurch ebenfalls die intrazellulare
Natriumkonzentration ansteigt. Durch das erhohte Natrium kommt es zu einem
reverse-mode des NCX, der das Natrium im Austausch zu Kalzium aus der Zelle
heraus transporitert. Die Kalziumuberladung wird weiter vorangetrieben (Giordano
2005; Wagner et al. 2011; Wagner et al. 2003).

Ein weiteres Enzym, das durch ROS aktiviert werden kann, ist die CaMKII. An der
regulatorischen Untereinheit kann ROS am Methionin 281/282 oxidieren und fuhrt
dariber zu einer Aktivierung, die mit der Aktivierung durch Phosphorylierung
gleichzusetzen ist (Erickson et al. 2008). Diese ROS-abhangige Aktivierung der
CaMKIl wird mit kontraktiler Dysfunktion und Rhythmusstérungen in der
Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht (Sag et al. 2014; Wagner et al. 2011;
Wagner et al. 2006). Auch die erhdhte Ausschittung des Kalziums durch die
oxidierten RyR und SERCA flhrt zu einer Aktivierung der CaMKIl (Wagner et al.
2011).

Langfristig fuhrt eine chronisch erhohte ROS-Produktion in der Herzmuskelzelle zu
Hypertrophie und Apoptose. ROS wird eine gro3e Bedeutung bei der Entstehung

einer Herzinsuffizienz beigemessen (Sawyer et al. 2002; Suematsu et al. 2003).

1.6.3 Hemmung der NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase kann sowohl in vitro als auch in vivo gehemmt werden. Einige
in vitro genutzte Hemmstoffe sind beispielsweise Diphenyliodonium, Proteinkinase C
Inhibitoren, Aminoethyl Benzenesulfono Fluoride, S17834, PR39, und VAS2870.
Zwei sehr selektive Inhibitoren, die in vivo eingesetzt werden, sind gp91ds-tat und
das Apocynin. Im Tiermodell wurden diese beiden Medikamente erfolgreich gegen
Bluthochdruck verwendet (Williams und Griendling 2007).
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Noch spezifischer in der Forschung ist der Einsatz von Tiermodellen, bei denen
mittels Gene Targeting die gp91phox ausgeschaltet wurde (siehe Kapitel 2.1). Diese
Knockout Mauslinie ist in der hier durchgefuhrten Arbeit verwendet worden.

1.7 Die cAMP-abhéangige Proteinkinase A (PKA)

Bei der PKA handelt es sich um eine Proteinkinase, welche durch den zytosolischen
second messenger cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) aktiviert wird.
Freigesetzt wird dieser Botenstoff zum Beispiel bei [3-adrenerger Stimulation. Die
PKA ist in jedem zellularem Gewebe vorhanden und spielt eine essentielle Rolle bei

der Enzymmodulation durch Phosphorylierung.

1.7.1 Struktur der PKA

Die PKA ist ein Tetramer, bestehend aus zwei homodimeren katalytischen und zwei
homodimeren regulatorischen Untereinheiten. Man kann zwei verschiedene
Isoformen differenzieren, die PKA Typ | (PKAI) und die PKA Typ Il (PKAIl). Der
Unterschied besteht aus verschiedenen regulatorischen Untereinheiten RI und RII
und der unterschiedlichen intrazellularen Verteilung. Wahrend die PKAI Uberwiegend
im Zytosol vorliegt und deutlich sensitiver auf cAMP anspricht (Corbin et al. 1975;
Corbin et al. 1973; Corbin et al. 1977), ist die PKAIl an spezifischen subzellularen
Zielproteinen lokalisiert (Brunton et al. 1981; Corbin et al. 1977; Di Benedetto et al.
2008). Diese spezifische Assoziation zu den verschiedenen Proteinen wird Uber A-
Kinase anchoring Proteine (AKAPs) gewahrleistet, die damit die Reichweite der PKA
auf bestimmte Regionen begrenzen (Michel und Scott 2002).

Im Kardiomyozyten werden beide Isoformen der PKA exprimiert (Scholten et al.
2007).

1.7.2 Aktivierung und Funktion der PKA

Die PKA wird durch Bindung eines cylischen Nukleodits, dem cAMP aktiviert. Dieser

second messenger entsteht durch R-adrenerge Stimulation der Zelle, G-Protein
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gekoppelt wird aus ATP cAMP gebildet (Rockman et al. 1996). Durch Bindung von
cAMP an der regulatorischen Domane verringert sich die Affinitat der Domanen
zueinander und die katalytischen Domanen dissoziieren ab (Abb. 1-13). Das nun
nach Dissoziation freiliegende aktive Zentrum der katalytischen Domane kann die

Zielproteine phosphorylieren (Skalhegg und Tasken 2000).

cAMP
@

—>

Abb. 1-13:  Schematische Darstellung der cAMP-abhangigen Aktivierung der PKA. Die
PKA ist ein Tetramer, bestehend aus zwei regulatorischen Domanen (R) und
zwei katalytischen Domanen (C). Durch Bindung von insgesamt vier cAMP,
jeweils zwei an jeder regulatorischen Domane, verandert sich die Affinitat zu
den katalytischen Domanen und diese diffundieren ab. Dadurch ist das aktive
Zentrum fur die Zielproteine zuganglich und kann diese phosphorylieren
(modifiziert aus (Skalhegg und Tasken 2000).

2006 wurde ein cAMP unabhanginger Mechanismus entdeckt, der zu einer
Aktivierung der PKA fuhrt (Brennan et al. 2006). Exposition der Zellen mit H202 flhrt
zur Oxidation zwischen den regulatorischen Untereinheiten RI und Ausbildung einer
Disulfidbricke, wodurch es ebenfalls zur Abdiffusion der katalytischen Domanen
kommt. In vivo konnte eine ROS-vermittelte Oxidation und damit Aktivierung der PKA
eine entscheidende Rolle bei der durch Oxidation ausgeldsten Phosphorylierung
diverser Zielproteine spielen.

Die Aktivierung der Kinase Uber Disulfidbrickenbildung kann auch NO-vermittelt Gber
R-adrenerge Stimultation ausgelost werden (Burgoyne und Eaton 2009).
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Die PKA ist eine essentielle Kinase, die im Kardiomyozyten als ein Schllisselenzym
die elektromechanische Kopplung reguliert und insgesamt positiv inotrop wirkt. Dies
geschieht Uber Phosphorylierung des L-Typ Kalziumkanals, des RyR, der SERCA,
des PLB, sowie des Troponin |, wodurch neben einer gesteigerten intrazellularen
Kalziumfreisetzung auch die Sensitivitat der Myofilamente flr Kalzium erhdht wird
(Ramirez-Correa et al. 2010). Aullerdem bewirkt die PKA einen positiv lusitropen
Effekt. Die beschleunigte Relaxation ist zum Grofdteil durch die Phosphorylierung
des PLBs bedingt (Bers 2002b; Li L et al. 2000). Aber auch die Phosphorylierung von
Troponon | fuhrt zu einer beschleunigten Abdiffusion des Kalziums (Layland et al.
2005). Marx et al. konnten nachweisen, dass bei Herzinsuffizienz PKA zu einer
Hyperphosphorylierung der RyR fuhrt (Marx et al. 2000). Dies konnte zu
diastolischen Kalziumleckstromen fuhren. Andere Arbeiten konnten diese
Ergebnisse jedoch nicht verifizieren und stellten diese Hypothese infrage (Curran J et
al. 2010; Guo et al. 2006; Li Y et al. 2002). Auch der Natriumkanal kann uber die
PKA aktiviert werden, er besitzt zwei Phosphorylierungsstellen, durch dessen

Phosphorylierung der Natriumstrom gesteigert wird (siehe Kapitel 1.4.2).

1.7.3 Hemmung der PKA

Es gibt unterschiedliche selektive Hemmstoffe der PKA. Ein seit langem bekannter
etablierter Inhibitor der PKA ist das H89, welcher in der Forschung schon viele Jahre
als selektiver und potenter Inhibitor eingesetzt wird (Chijiwa et al. 1990). Das H89
wirkt als kompetitiver Inhibitor an der ATP Bindungsstelle (Hidaka et al. 1990).
Inzwischen konnten jedoch einige Studien zeigen, dass H89 nicht nur an mehreren
Kinasen wirkt (Davies et al. 2000) sondern sogar einen direkten PKA-unabhangigen
Effekt an transmembranaren Kanalen hat. So konnte auf3erdem in Endothelzellen
eine direkte Wirkung des H89 auf den Natriumkanal und damit auf den Natriumstrom
nachgewiesen werden (Marunaka und Niisato 2003). Ein deutlich spezifischerer
Hemmstoff mit weniger Nebeneffekten ist das PKI. In dieser Doktorarbeit wurden
beide Hemmstoffe verwendet.

Eine neue Mauslinie ermdglicht eine weitere Moglichkeit der gezielten Hemmung der
PKA. Durch Gentransfektion (siehe Kapitel 2.1.1) wurde eine Knockin-Mauslinie
geschaffen, bei dem gezielt die Aktivierung der PKA durch Oxidation nicht mehr

mdglich ist. Brennan et al. gelang es 2014, das Cystein17, welches bei Oxidation die
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Abdiffusion der katalytischen Domane bewirkt, durch die Aminosaure Serin zu
ersetzen (Burgoyne et al. 2015). Durch dieses gezielt gednderte Gen kann die PKA
nicht mehr via Oxidation aktiviert werden, wahrend die Regulation Uber cAMP-
Bindung weiterhin stattfinden kann. Mit diesem Mausmodell kann in Zukunft gezielt
diejenigen Aktivierungsmechanismen untersucht werden, bei denen die PKA eine

Rolle spielt.

1.8 Angiotensin Il

Angiotensin Il ist ein endogenes Peptidhormon aus dem Renin-Angiotensin-System
(RAS), das zur Regulation des Blutdrucks, Wasser- und Elektrolythaushaltes
zustandig ist und dessen Hemmung erfolgreich bei der Behandlung von Bluthochruck
angewandt wird (Timmermans et al. 1993). Des Weiteren ist aber auch ein direkter
Effekt auf die Herzmuskelzellen nachgewiesen worden (Drimal und Boska 1973;
Koch-Weser 1965; Moravec et al. 1990).

1.8.1 Das endogene Hormon Angiotensin Il

Das Vorlaufermolekul Angiotensinogen des Effektorhormons Angiotensin Il wird in
den Hepatozyten der Leber gebildet. Angiotensinogen besteht aus 452 Amonisauren
(Ohkubo et al. 1983) und wird in das Blut sezerniert. Das Angiotensinogen kann,
wenn es im Blut zirkuliert, durch das Hormon Renin in Angiotensin | gespalten
werden. Renin wird in der Niere gebildet und bei niedrigem Blutdruck im vas afferens
oder bei geringer Natriumkonzentration im  distalen  Tubulus des
Harntransportsystems freigesetzt. Angiotensin | muss weiter gespalten werden um
als aktives Hormon wirken zu konnen. Dies geschieht durch das Angiotensin
converting enzyme (ACE), das vor allem in der Lungenstrombahn im Endothel liegt.
Von den ursprunglich 452 Aminosauren bleibt das aktive Oktapeptid Angiotensin Il
(Ang Il) Ubrig (Braun-Menendez et al. 1940; Page und Helmer 1940) und hat multiple
gewebeabhangige Effekte.

Es gibt zwei spezifische Rezeptoren, an die das Ang Il binden kann. Der Ang II-
Rezeptor 1 (ATR1) und Ang Il-Rezeptor 2 (ATR2). Beide sind Gq-Protein-gekoppelte
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Rezeptoren und l6sen gegenteilige Effekte aus. An der Wand der Gefallmuskulatur
bewirkt die Aktivierung des ATR1 beispielsweise eine Vasokonstrikition, die
Aktivierung des ATR2 bewirkt dagegen eine Vasodilatation. In der Nebennierenrinde
induziert Ang Il eine Ausschuttung von Aldosteron, welches den Elektrolyt- und
Volumenhaushalt des Korpers reguliert. Wie bereits genannt kann Ang Il Gber zwei
verschiedene G-Protein gekoppelte Rezeptoren wirken. Der am humanen
ventrikularen Myokard uberwiegend exprimierte Rezeptor ist der ATR1. Die durch
den ATR1 ausgel6sten Signalkaskaden sind komplex, allein flr die Aktivierung der
CaMKII dber den ATR1 sind mindestens zwei mogliche Mechanismen bekannt (Abb.
1-14). Durch die Bindung des Ang Il an den G-Protein gekoppelten ATR1 wird die
PLC aktiviert, welche aus dem PIP2 zwei second messenger hydrolysiert: 1,2,-
Diacylglycerol (DAG) und IPs. IPs mobilisiert Kalzium aus intrazellularen Speichern,
und kann uber die CaM-abhangige Aktivierung und Autophosphorylierung die
CaMKIl aktivieren (siehe Kapitel 1.2.3 und 1.5.2). Das DAG aktiviert die
Proteinkinase C, welche Uber eine Phosphorylierung der p47phox als Untereinheit
der Nox an der ROS-Generierung beteiligt ist (Lavigne et al. 2001; Seshiah et al.
2002) und Uber Oxidation der CaMK selbige aktiviert (siehe Kapitel 1.5.2). Des
Weiteren kann der ATR1 die regulatorische Untereinheit Rac1 und Uber diesen Weg
die Nox 2 aktivieren (Cheng G et al. 2006; Choi et al. 2008; Lassegue und Clempus
2003).
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Abb. 1-14:  Schematische Darstellung des ATR1 und der Signalkaskaden. Der ATR1

agiert Uber ein G-Protein. Dabei gibt es mindestens zwei Signalkaskaden, die

ausgeldst werden. Uber Aktivierung der PLC wird IP; freigesetzt und dariiber
das intrazellulare Kalzium erhéht. Das ebenfalls Uber PLC freigesetzte DAG
aktiviert die PKC, welche Uber Phosphorylierung an mehreren Enzymen
agieren kann, beispielsweise am R-adrenergen Rezeptor oder an der NOX 2.
AuRerdem wirkt das G-Protein Uber Rac auch direkt aktivierend auf die NOX
2. Sowohl die ROS-Entstehung als auch die Kalziumfreisetzung sind
Mechanismen, die die CaMKiI| aktivieren konnen und zur

Autophosphorylierung fiihren (modifiziert aus Erickson et al. 2011).

Neben der urspringlich bedeutenden Rolle des ATR2 wahrend der fetalen
Entwicklung und anschlieBender Reduktion der Rezepordichte konnte auch in
erkrankten Herzen ein erhohtes Vorkommen dieser Rezeptoren nachgewiesen
werden (Brink et al. 1996). Die genaue Funktion, die der Rezeptor einnimmt hat in
der aktuellen Forschung noch kontroverse Ergebnisse geliefert (Avila et al. 2011;
Schneider und Lorell 2001).

Interessanterweise wurden vor Kurzem neben dieser klassischen Wirkungsweise des
Ang llIs neuartige Wirkungen durch verschiedene weitere Angiotensin Peptide (Abb.
1-15) und dartber andere Effektorrezeptoren entdeckt (Kumar et al. 2012). Das Ang
1-7 zum Beispiel entsteht als Spaltprodukt durch das ACE 2. Es wirkt gegensatzlich
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zum Ang |l kardioprotektiv und verhindert das kardiale Remodeling (Grobe et al.
2007; Marques et al. 2011).

Angiotensinogen

Cathepsin D l (Pro)Renin = = =memmcccceceaa- > PRR Anglsynthesis
' Cell signaling
Angl ACE2 Ang (1-9)
(DRVYIHPFHL) (DRVYIHPFH)
Chymase l ACE NEP lACE
Ang ll ACEZ Ang(1-7) _ —> | Mas | Vasodilation
(DRVYIHPF) " (DRVYIHP) Antihypertrophic
APA
! Y
! S
ﬂ!, \H Ang il _~-7 ATl ‘
(RVYIHPF) ™ ~a AT?2 ‘
AT1 AT2 l APN/APB
Vasoconstriction o
: . Vasodilation Ang IV Memory
- =3 .
Call-profenstion Antihypertrophic (VYIHPF) IRAE Inflammation
Hypertrophy
Classical RAS Novel RAS

Abb. 1-15:

Es sind das klassische RAS (links) und das neue RAS (rechts) nebeneinander
dargestellt. Das klassische RAS spaltet das Aniotensinogen durch Renin in
Ang |, dieses wird erst durch ACE in das Effektorhormon Ang Il gespalten. Die
Rezeptoren ATR1 und ATR2 haben teilweise gegenteilige Effekte. In dem
neuen RAS-Modell werden auch andere Ang-Spaltprodukte in ihren Effekten
und Zielrezeptoren bericksichtigt. Neben den Ang-Peptiden zeigt auch schon
das (Pro)Renin in machen Geweben Effekte. Die neu entdeckten
Spaltprodukte wirken teilweise Uber andere Rezeptoren und erzielen ganz
andere Effekte als bisher bekannt. APA: Aminopeptidase A, APB:
Aminopeptidase B, APN: Aminopeptidase N, NEP: Neutrale Endopeptidase
(Kumar et al. 2012).
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1.8.2 Kardiale Effekte des Angiotensin Il

Die kardialen Effekte des Ang Il muss man in akute und chronische Effekte
unterteilen. Wahrend akute Effekte die Kontraktilitat, Arrhythmogenese und
Apoptoseinduktion betreffen, wirken chronische Effekte vor allem auf das kardiale
Remodeling.

Die Frage nach dem Einfluss des Angiotensins auf die Kontraktilitat ergab in der
Forschung bislang kontroverse Ergebnisse. So konnten sowohl positive (Drimal und
Boska 1973; lkenouchi et al. 1994) als auch negativ inotrope Effekte (Li P et al.
1994) oder keine Effekte (Ito N et al. 1997) nachgewiesen werden. Diese
Unterschiede lassen sich am ehesten durch die verschiedenen Spezies erklaren
(Ishihata und Endoh 1995). So konnte bei Mausen mit einer vermehrten Expression
von ATR1 gezeigt werden, dass die reduzierte Kontraktilitdt durch direkte Effekte des
Ang Il unabhangig von der Hypertrophieentwickung entsteht, am ehesten aufgrund
der gesteigerten intrazellularen Kalziumkonzentration (Mattiazzi 1997; Rivard et al.
2011).

Da der Einsatz von ACE-Hemmern und ATR1-Blockern neben dem besseren
Outcome auch eine deutliche Risikoreduktion ventrikularer und supraventrikularer
Rhythmusstorungen bewirkt (Garg et al. 2006; Makkar et al. 2009), liegt der Verdacht
nahe, dass Ang Il bei der Entstehung von Arrhythmie-beglnstigenden Faktoren eine
essentielle Rolle spielt. Auch auf zellularer Ebene konnte gezeigt werden, dass Ang
Il in Myozyten das Auftreten von EADs und getriggerter Aktivitat induziert, indem
uber den ATR1 die intrazellulare ROS-Produktion Uber die Aktivierung der Nox 2
erhdht wird und es zu einer Steigerung sowohl des Natrium- als auch
Kalziumeinstroms kommt (Zhao et al. 2011). Entgegen der Vermutung von Zhao et
al. konnte widerlegt werden, dass diese Effekte auf die Kanale auf eine ROS-
induzierte  CaMKII-Aktivierung  zuruckzufuhren sind beziehungsweise der
Natriumspitzenstrom, das Gating-Verhalten des Natriumkanals und der spate
Natriumstrom differenziert betrachtet werden muissen (Wagner et al. 2014). Diese
Doktorarbeit befasst sich mit der genaueren Fragestellung, ob der
Natriumspitzenstrom ROS-abhangig -anders als bisher angenommen- nicht durch die
CaMKIl, sondern durch Aktivierung der PKA reguliert wird.

Ein Ubergang zwischen akutem und chronischem Effekt des Ang Il betrifft die

erhdhte Apoptoserate, welche schon nach 24 Stunden Exposition mit Ang I
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nachweisbar ist (Schroder et al. 2006). Ein wesentlicher Faktor, der hier beteiligt ist,
ist zum einen die Nox (Qin et al. 2006) und zum anderen die CaMKIl (Palomeque et
al. 2009).

Die Langzeiteffekte des Ang Il fihren zu dem sogenannten kardialen Remodeling.
Durch Hypertrophie, Entzindungsreaktion und Fibrose kommt es zu einem
Umbauprozess der physiologischen Strukturen und langfristig zu einer Ausbildung
und Verstarkung der Herzinsuffizienz. Das Remodeling betrifft auch den Umbau von
lonenkanalen und —transportern, welches man auch als das elektrische Remodeling
bezeichnet. So fuhrt Ang Il langfristig zu einer erhdhten Aktivitat des Na*/H*-
Austauschers (Matsui et al. 1995). Im Gegensatz dazu wird die Na*/K*-Pumpe Uber
eine Proteinkinase C abhangige Nox-Aktivierung gehemmt (White et al. 2009). Auch
das elektrische Synzytium des Myokards wird langfristig gestort, indem die
elektrische Leitfahigkeit der Gap junctions herunter reguliert und damit auch die
elektrische Weiterleitung im Myokard gestort wird (De Mello 1996).

Die Langzeiteffekte des Ang Il schlieBen auch die Genexpression fur Zellwachstum
ein (Neyses et al. 1993), wodurch es zu der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie
kommt. Dies geschieht Uber verschiedene komplexe Aktivierungsmechanismen,
einer beinhaltet die Aktivierung der ADPR-Zyklase (Gul et al. 2009), weitere die
Proteinkinase C und mitogen-aktivierte Proteinkinase Kaskade (MAPKs, (Sugden
und Clerk 1998). Auch die CaMKIIds spielt eine Rolle bei der
Hypertrophieentwicklung (McKinsey et al. 2000), sie wird Uber IP3 aktiviert (siehe
Kapitel 1.5.5, (Bare et al. 2005).

Auch die durch die Ang Il ausgeloste Erhohung der intrazellularen ROS fuhrt,
zumindest in glatten Muskelzellen, zu der Ausbildung einer Hypertrophie (Ushio-
Fukai et al. 1996).

Neben diesen komplexen intrazellularen Signalkaskaden fuhrt Ang Il aul3erdem zur
gesteigerten Expression von proinflammatorischen Mediatoren (Mann 2002; Singh et
al. 2015). Durch diese Entzindungsreaktion kommt es zur Fibrosebildung
(Frangogiannis 2004).

Der Einsatz von Ang ll-antagonistisch wirkenden Medikamenten verhindert die durch
dieses Hormon induzierten schadlichen Effekte und fuhrt zu einer deutlich geringeren
Mortalitat bei Patienten, die unter strukturellen Herzkrankheiten leiden (Pfeffer et al.
1992; Pfeffer et al. 2003; Stevenson et al. 1995).
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1.9 Ziele und Fragestellungen

1 Welchen Effekt hat Angiotensin Il auf den Natriumkanal?

1.1. Wie &ndert sich das Offnungsverhalten des Natriumkanals unter
Angiotensin 11?

1.2. Nimmt der Natriumstrom unter Angiotensin Il zu?

2 Lasst sich der Effekt von Angiotensin Il durch Hemmung der Nox 2

vermindern?

2.1. Wie verhalt sich das Offnungsverhalten des Natriumkanals unter
Angiotensin Il in gp91phox”’- Mausen?
2.2. Wie verhalt sich der Natriumstrom unter Angiotensin Il in gp91phox”

Mausen?

3 Lasst sich der Effekt des Angiotensin Il durch Hemmung der PKA

vermindern?

3.1 Welchen Effekt zeigt Angiotensin |l auf das Natriumkanal-
Offnungsverhalten, wenn die PKA mit H89 gehemmt wird?
3.2. Wie verhalt sich der Natriumstrom unter Angiotensin Il Einfluss und

zusatzlicher Hemmung der PKA?

4 Welchen Effekt hat Angiotensin Il auf den spaten Natriumstrom?

4.1. Wie verhalt sich der spate Natriumstrom unter Angiotensin Il Einfluss?

4.2. Lasst sich der Angiotensin Il Effekt in gp91phox’- Mausen mindern?

4.3. Bewirkt eine Hemmung der PKA durch PKI eine Verminderung des
Angiotensin |I-Effektes?

4.4. Wie beeinflusst eine Hemmung der IPsR durch 2-APB den Effekt des
Angiotensin Il auf den spaten Natriumstrom?

4.5. Kann durch Hemmung der CaMKIl durch AIP der Effekt des
Angiotensin Il gehemmt werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Mauslinien

Fir die Experimente dieser Doktorarbeit wurde eine Knockout-Mauslinie genutz, bei
die katalytische Untereinheit gp91 der NADPH Oxidase 2 ausgeschaltet worden ist
(gp91Pox- (Pollock et al. 1995), sowie ihre Wildtypgeschwister als Kontrollgruppe.

2.1.1 Herstellung transgener Mause

Zur Herstellung von Knockout-Mausen wird durch Gene-Targeting gezielt ein oder
mehrere Gene ausgeschaltet, sodass bestimmte Proteine ihre Funktion verlieren.
Dafur werden Stammzellen, gewonnen aus Blastozysten von Inzucht-Mausen, in
vitro kultiviert. Diesen Stammzellen wird ein Inaktivitdsvektor (zum Beispiel via
Elektroporation durch ein elektrisches Feld) eingebracht. Der Inaktivitasvektor ist ein
kinstlich produzierter DNA-Abschnitt, welcher dem Ziel-Gen sehr ahnelt aber in der
Transskription inaktivierend wirkt, wodurch dann ein inaktives Protein gebildet wird.
Durch die Ahnlichkeit dieses Inaktivitatsvektors zu dem Ziel-Gen bauen diesen einige
wenige Zellen, durch den natlrlichen Prozess der homologen Rekombination, in ihre
Chromosomen ein. Damit diese wenigen Zellen einen Selektionsvorteil gegenuber
den Wildtypzellen aufweisen wird mit dem Ubertragenen DNA-Abschnitt auch ein
Resistenzfaktor exprimiert, beispielsweise gegen das Zytostatikum Neomycin. Durch
Behandlung der Stammzellen mit Neomycin Uberleben nur die Zellen, die das
veranderte Gen aufgenommen haben.

Die auf diese Weise genveranderten Stammzellen werden dann in Blastozysten einer
Maus eingesetzt und anschliefend die Blasozyste einer Amme eingepflanzt. Aus
diesen Blastozysten reifen gesunde chimare Mause heran, die sowohl Zellen mit
dem Wildtyp-Gen als auch mit dem veranderten Gen tragen. Durch Kreuzung der
chimaren Mause mit Wildtyp-Mausen konnen, wenn bei der Kreuzung Ei- oder
Samenzelle das genetisch veranderte Chromosom tragen, heterozygote Tiere
entstehen. Bei erneuter Kreuzung von zwei heterozygoten Mausen entstehen nach
dem Mendel‘schen Prinzip in 25% der Falle homozygote Trager des Knockout-Gens

(Capecchi 1989).
42



2.1.2 Herstellung der gp91phox Knockout-Maus

Bei der der gp91phox Knockout-Maus ist die katalytische Untereinheit gp91phox der
NADPH-Oxidase Typ 2 (Nox 2) funktionslos, dadurch kann die NADPH-Oxidase
keine Reactive Oxygen Species (ROS) mehr bilden. Das fur die Nox 2 kodierende
Gen ist auf dem X Chromosom gelegen (Brockdorff et al. 1988). Um diesen
Funktionsverlust zu erreichen wird eine Thymidinkinase des Herpes simplex Virus
zusammen mit einem neo-Gen um die Exone 2 und 3 eingeflgt, die durch dieses

Gen exprimierten gp91phox Proteine sind funktionslos (Pollock et al. 1995).

op91 phox gene
RI N X N X Frl
| | N N [ |
1 2 3
- 13 kb -
Probe
| N X RI N
Targeting vector —— ]._l—'l
HSVik 2 3 neo pGEM-5Zf
—»> -+
Mutant allele
RI N X RI N X Rl
I BN N 1 | | I
1 2 13 neo
| 8 kb > |- 6.8 kb————p»|
Probes

Abb. 2-1: Gen-Targeting fir den gp91P"*-Knockout. In das Exon 3 wird das neo-Gen
eingebracht. Die ebenfalls eingebrachte Thymidinkinase des Herpes simplex
Virus (HSVtk) wird zwischen Exon 1 und 2 eingefligt. Die Proteinprodukte sind
funktionslos (Pollock et al. 1995).
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2.2. Isolation ventrikuldrer Myozyten

Die Experimente wurden nach dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals® (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences,
National Research Council, 1996) durchgefuhrt und vorher der zustandigen
Tierschutzbehdrde Braunschweig gemeldet (Tierversuchsanzeige Mai 2003 fur die
.rotungen von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken“ gemall § 4 TierSchG,
Aktenzeichen T 9.02, Bezirksregierung Braunschweig, Anzeigender Dr. Harald
Kogler).

Gp91phox’-Mause und die Wildtypen derselben Zuchtlinie wurden fiir diese
Experimente verwendet. Die Mause wurden zunachst, die Menge angepasst an ihr
Korpergewicht, mit Isofluran (Abbott GmbH & Co KG, 100%) exponiert, die
Beurteilung der Narkosetiefe anhand von Atemfrequenz und —tiefe beurteilt. Sobald
die Narkose tief genug war, wurden die Mause durch Genickbruch getdtet.

Fur die Praparation des Herzens wurde der Thorax mit der Schere von der Mitte des
Abdomens schrag zu den Vorderpfoten erdffnet, mit einer Kornzange das Sternum
fixiert und mit der Durchtrennung des Zwerchfells bis zum Herzen prapariert. Nach
Absetzen des noch schlagenden Herzens an der Aorta und den pulmonalen
GefalRen wurde dieses sofort in einem Tyrodepuffer (Tabelle 2-1) gegeben und
mehrfach manuell ausgedrickt um das Blut auszuspullen und damit die Entstehung

von Thromben zu verhindern.
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Losung Substanz/lon Konzentration

NaCl 113 mmol/l

KCI 4.7 mmol/l

KH2PO4 0,6 mmol/l

MgSO4 x 7 H0O 1,2 mmol/l Gelost in ddH20;

NazHPO4 x 2 H20 0,6 mmol/l pH 7,42 mit NaOH bei

Phenol-red 0,032 mmol/l 36,5 °C
«Tyrodepufier NaHCO3 12 mmol/l

KHCOs 10 mmol/l

HEPES 10 mmol/l

Taurine 30 mmol/l

BDM 10 mmol/I

(2,3-Butadionemonoxime)

Glukose 5,5 mmol/l

Liberase™ 1,5 mg Gelost in 20 ml
—Enzymlbésung Trypsin 111,2 ul Tyrodepuffer; pH 7,42

CaCl 0,0125 mmol/l bei 36,5 °C

Geldst in 2.25 ml

—Stopplésung Bovine calf serum 0,25 ml Tyrode

CaCl; 0,0125 mmol/| pH 7,42 bei 36,5 °C

Tabelle 2-1: Die Ldsungen, die flr die Myozytensolation verwendet wurden (ddH20 steht

fur doppelt destilliertes Wasser)

Zum Losen der Zellen aus ihrem Zellverband wurde die Aorta unter dem Binokular

kantuliert, mittels Naht fixiert und an die Perfusionsanlage, eine modifizierte

Langendorff-Apparatur (Abb. 2-1), angeschlossen. Dort wurde das Herz retrograd

mit einer Enzym-L6sung mit Liberase™ (Kollagenasen und Proteasen) fiir 5-8 min

perfundiert und damit die Kardiomyozyten aus ihren interzellularen Verbindungen

geldst. Die Zellen des ventrikularen Teils des Herzens wurden mechanisch in einer

Tyrode vorsichtig aus ihren Verbanden gelést und dann das Zellensediment durch

ein Nylongaze mit der Porengréf3e 200 um gefiltert.
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Abb. 2-1: Die Langendorff-Apparatur schematisch dargestellt (Langendorff 1895). Die
Pipettenspitze der Perfusionsanlage wurde in die Aorta oberhalb der Klappe

eingefuhrt und die Tyrode-Enzym-L&sung retrograd infundiert.

Im Anschluss wurden die Zellen einer steigenden Kalziumkonzentration ausgesetzt,
um sie langsam an die Kalziumkonzentration der Badlésung zu gewdhnen ohne die
Zellen dabei zu schadigen. Daflir wurde jeweils das Sediment fur die nachst hdhere
Kalziumkonzentration genutzt. Die nicht-kalziumtoleranten Zellen aus dem Uberstand
wurden verworfen. Am Ende des Kalziumaufbaus wurden 500 pl der zellhaltigen
Suspension auf eine Messkammer gegeben. Vorherige Beschichtung der Kammer
mit Laminin (Laminin L2020 — 1 mg, Bestellnummer: 8200807121, Sigma-Aldrich),
welches sich aus kollagendhnlichen Glykoproteinen zusammensetzt, sorgte fur
Haftung der Zellen. Dies war nach 15 min Wartezeit gewahrleistet, sodass der

Uberstand mit einer Pipette entfernt und durch die Badlésungen ersetzt werden

konnte.
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2.3. Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ermoglicht es, durch die Verwendung von Glaspipetten mit
einem Spitzendurchmesser von 1-5 pm, auf entsprechend kleinen Flachen (ca. 1
pMm?) geringe Strome (pA) in einer hohen zeitlichen Auflosung zu messen.

Um einen Zugang zu der Zelle zu erhalten, wird die feine Glaspipette vorsichtig an
die Zellmembran angenahert, welches durch ein Ansteigen des Widerstandes
sichtbar wird. Legt sich die Membran an die Pipettenspitze an, steigt der Widerstand
in den Gigaohm-Bereich, diese Situation nennt man Giga Seal. Das Membranstlck
(patch) innerhalb der Pipettenspitze ist nun elektrisch isoliert. Die dichte Verbindung
zwischen Pipette und Membran verhindert einen Stromfluss und entsprechend ist die
fehlende Stromantwort auf den angelegten Kommandospannungspuls als gerade
Linie sichtbar. Diese Situation nennt man cell-attached- oder auch on-cell-
Konfiguration.

Durch ein anschlieliendes kurzes ruckartiges Anlegen eines Unterdrucks wird die
Membran innerhalb der Pipette aufgerissen (ruptured patch), die Lésung innerhalb
der Pipette und der Interzellularraum bilden eine Einheit (Abb. 2-3). Diese Situation
nennt man ,whole-cell-Konfiguration“. Neben der mechanischen Ruptur kann man
durch Verwendung von beispielsweise Nystatin die Membran chemisch permeabel
machen (perforated patch), auch hierbei handelt es sich um eine whole-cell-
Konfiguration (Horn und Marty 1988).

Zelle
Pipette mit Elektrode

J

Abb. 2-2: Schematische Darstellung einer whole-cell-Konfiguration, erreicht durch die
ruptured-patch-Methode. Pipettenlésung und Intrazellularraum bilden eine

Einheit, die Bestandteile und lonen verteilen sich gleichmaRig.
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Bei der Messung gibt es die Moglichkeiten der current-clamp oder voltage-clamp-
Technik. Bei der voltage-clamp-Technik wird eine feste Spannung angelegt, diese
entspricht dann der Membranspannung der zu untersuchenden Zelle. Die dabei
flieRenden lonenstrome, wie zum Beispiel Natrium und Kalzium, werden gemessen.
Bei der current-clamp-Technik wird die Zelle mit einer definierten Stromstarke
stimuliet und das Membranpotential gemessen, dieses Verfahren wird
beispielsweise bei der Messung von Aktionspotentialen angewandt.

In dieser Doktorarbeit wurden die Natriumstrome durch spannungsabhangige Kanale

in der ruptured-patch-Konfiguration in lebenden Mausmyozyten untersucht.

2.3.1 Losungen

Badlésung (Tabelle 2-2): Basis fur die extrazellulare Badlésung, die in der
lonenkonzentration dem Extrazellularraum entspricht, ist eine isotone Tyrodeldsung,
bei der das Kalium zur Vermeidung von Kaliumleckstromen durch Casium ersetzt ist.
Um Fehlerstrome durch spontane Kalziumfreisetzung Uber die Aktivierung des
Natrium/Kalzium-Austauschers (NCX) zu verhindern, wurde Thapsigargin eingesetzt.
Dieses verhindert die Entstehung von Kalziumsparks, indem es die SERCA und
damit die Aufnahme von Kalzium in das sarkoplasmatische Retikulum hemmt. Der
pH-Wert wurde mit CsOH auf 7,4 eingestellt.

Fir die Messung der Strom-Spannungskurve des Natriumkanals wurde die
Badlosung weiter modifiziert, zu groRe Natriumstrome wirden ansonsten Uber eine
schlechte Spannungskontrolle zu Messungenauigkeiten fuhren. Dafur wurde die
Natriumkonzentration von ihrem physiologischen Wert 135 mmol/l auf 5 mmol/l
reduziert, die NaCl-Differenz wurde durch einen elektrophysiologisch aquvalenten
Stoff, dem Tetramethylammoniumchlorid, ersetzt. Dieses Molekul kann die

Membrankanale nicht passieren und ermoglicht so eine bessere Spannungskontrolle.
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Lésung Substanz/lon Konzentration
NaCl 135 mmol/l
Tetramethylammonium- 5 mmol/l
Badlésung chlorid (TMAC) Gelost in dd H20,
CsCl 4 mmol/l | pH 7,4 mit CsOH
[Na+] 135 mmol/| MgCl, 2 mmol/l Eei RT
Glukose 10 mmol/l
HEPES 10 mmol/I
NaCl 5 mmol/l
Tetramethylammonium- 135 mmol/l
Reduzierte chlorid (TMAC)
Badlésung CsCl 4 mmol/Il
Na+] 5 mmoll  gCk: 2mmoll | Gelgst in dd H20,
[Na+] 5 mmo Glukose 10 mmol/l oH 7.4 mit CsOH
CaCl; 0,4 mmol/l bei RT
HEPES 10 mmol/l

Tabelle 2-2: Die Badlésungen zur Messung der Natriumstrome. Zur Messung der Strom-
Spannungsbeziehung und Aktivitatsmessung des Natriumkanals wurde die

Natriumkonzentration reduziert.

Pipettenldsung: (Tabelle 2-3): In der Pipettenldsung ist die lonenkonzentration der

intrazellularen Zusammensetzung angepasst. Auch hier wurde das Kalium durch
Casium ersetzt.

Um die intrazellulare Kalziumkonzentration auf dem diastolischen Kalziumwert von
100 nmol/l, zu halten wurde Ethylenglycol-bisaminoethylether (EGTA) als
Kalziumpuffer eingesetzt. Bei Raumtemperatur wurde der pH-Wert mit CsOH auf 7,4
eingestellt. Desweiteren wurden unterschiedliche Inhibitoren eingesetzt, um Effekte
zu unterdricken, die mit den Messungen interferieren wirden. Strophantidin (4
pgmol/l) hemmt die Natrium/Kalium-ATPase in der Plasmamenbran. Nifedipin (20
pmol/l) wurde zur Inhibition spannungsabhangiger Kalziumkanale eingesetzt und

Niflumat (30 pmol/l) zur Hemmung von Kalzium-aktivierten Chloridkanalen.
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Lésung Substanz/lon Konzentration
CsCl 95 mmol/l
Cs-Glutamate 40 mmol/l
NaCl 10 mmol/l
MgCl. 0,92 mmol/l
Pipettenlésung EGTA 1 mmol/l | Gelost in dd H20,
fiir Late Ina Mg-ATP 5 mmol/l | pH 7,2 mit CsOH
Li-GTP 0,3 mmol/l | bei RT
100 nmol/l [Ca]  cq, 0,36 mmolll
Niflumiat 0,03 mmol/l
Nifedipin 0,02 mmol/l
Strophanthidin 0,004 mmol/l
HEPES 5 mmol/l
CsCl 100 mmol/l
Cs-Glutamate 40 mmol/l
NaCl 5 mmol/l
MgCl. 0,92 mmol/l
Pipettenlésung EGTA 1 mmol/l | Gelgst in dd H20,
Reduzierte [Na] | MIATP S mmoll | by 7,0 mit CsOH
Li-GTP 0,3 mmol/l bei RT
100 nmol/l [Ca]  [Cacl, 0,36 mmol/l
Niflumic Acid 0,03 mmol/l
Nifedipin 0,02 mmol/l
Strophanthidin 0,004 mmol/l
HEPES 5 mmol/l
optional PKI 25 umol/l

Tabelle 2-3: Die Pipettenlosungen zur Messung der Natriumstrome je zur physiologischen

als auch zur Reduzierten Natrium-Konzentration.

2.3.2 Versuchsaufbau

Die Messung der Zellen erfolgte unter einem invertierten Mikroskop (Nikon Eclipse
TE-200) mit maximal 200-facher VergroRerung (20 x Objektiv, 10 x Okular). Die
Versuchskammern mit den Zellen wurden auf dem Arbeitstisch des Mikroskops
befestigt. Der gesamte Messapparat war auf einem schwingungsgedampften Tisch
angebracht um die Zellen vor mechanischen Bewegungen zu schutzen. Ein
Faradaykafig diente dazu die Erfassung der Strome nicht durch elektrische
Interferenzen zu verfalschen. Der Pipettenhalter am Arbeitstisch hatte eine

Verbindung zu einem Uber- und Unterdrucksystem sowie einen Mikromanipulator,
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der Uber einen Joystick gesteuert werden konnte und die exakte Bewegung des
Pipettenhalters im dreidimensionalen Raum ermdglichte. Die Pipetten- und
Referenzelektrode fuhrten Uber einen Amplifier, bestehend aus einem Vorverstarker
und einem Patch-Clamp-Verstarker (EPC 10 von HEKA Elektronik Dr. Schulze
GmbH) sowie einem AD/DA-Wandler an einen PC. Die durch den Amplifier
gefilterten, verstarkten und umgewandelten Messungen wurden auf dem PC
gespeichert (Abb. 2-3). Zur Datenerfassung wurde das Programm Patchmaster 2.0
(HEKA Elektronik) genutzt.

9
10
W E
1
12 EE—

Abb. 2-3: Das Patch-Clamp-Setting schematisch dargestellt.
(1) Schwingungsgedampfter Tisch, (2) Faradaykafig, (3) Inverses Mikroskop,
(4) Messkammer mit Myozyten, (5) Badelektrode, (6) Motorische Einheit des
Mikromanipulators, (7) Pipettenhalter mit Elektrode, (8) Messverstarker
(Amplifier), (9) Steuereinheit des Mikromanipulators, (10) Computer, (11)
Bildschirm, (12) Joystick des Mikromanipulators.
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2.3.3 Patchpipette und Elektroden

Die Patchpipetten wurden vor jeder Messung neu aus Glaskapillaren durch ein
Pipettenziehgerat der Firma Zeitz-Instruments GmbH (DMZ Universal Puller)
hergestellt. Diese Kapillaren (Precision Instruments, Inc.) hatten einen
AuRendurchmesser von 1,5 mm, einen Innendurchmesser von 1,2 mm und eine
Lange von 76 mm. In einem dreistufigen Prozess wurde die Kapillare durch Hitze und
Zugkraft zentral soweit verjlingt, bis durch einen Bruch zwei Pipetten mit konisch
zulaufendem Ende entstanden. Die Modifikation der Parameter Hitze, Zugkraft und
Zugintervall erlaubten eine optimale Einstellung der Pipetteneigenschaften, sodass
der Wiederstand in der mit Pipettenlésung befllliten Pipette 2 - 3 MQ betrug. Dieser
im Verhaltnis geringe Widerstand ermdglicht einerseits eine gute Erfassung von
Stromen und andrerseits durch den trotzdem kleinen Pipettendruchmesser die
Ausbildung eines Giga Seals, der mit zu grol3en Durchmessern nicht moglich ware.
Jede Pipette wurde nur einmalig fur Messvorgange verwendet und danach
verworfen, da die Spitze fur die Ausbildung eines Giga Seals frei von Membranresten
sein muss. Die Pipetten- und Referenzelektrode bestanden aus chloriertem
Silberdraht (Silber/Silberchloridelektroden), die Potentialdifferenz zwischen den
beiden Elektroden sollte bei gleicher Chloridkonzentration in der Losung null
betragen, da die Ausbildung von Elektrodenpotentialen zu Messungenauigkeiten
fuhren konnen. Bei der Versuchsdurchfuhrung fuhrte die unterschiedliche
Konzentration der mobilen Anionen zu einer Ausbildung eines Donan-
Ungleichgewichts der Pipetten- und Badlésung, das Junktionspotential
(Grenzflachenpotential), von etwa -14 mV und musste durch den HEKA Verstarker

ausgeglichen werden.

2.3.4 Versuchsdurchfiihrung

Die vorbereitete Messkammer wurde in das Mikroskop eingespannt und die Pipette
in dem Pipettenhalter so befestigt, dass die Pipettenelektrode mit der Spitze in die
Pipettenldsung ragte. Vor Eintauchen der Pipettenspitze in die Badlosung wurde ein
leichter Uberdruck angelegt, dieser sollte die Membran durch ein Fliissigkeitspolster

vor den Bewegungen der Pipette schitzen und verhinderte das Festsetzen von
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Schmutzpartikeln an der Spitze. Nach dem Eintauchen wurde Uber einen
Funktionsmodus des Computers das Nullpotential zwischen den beiden Elektroden
bestimmt und festgelegt, sodass zwischen der Badelektrode und der offenen Pipette
kein Strom floss. Nach der Einstellung des Nullpotentials wurde eine rechteckige
Wechselspannung angelegt mit einer Amplitude von 5 mV in beide Richtungen, der
dadurch generierte Strom konnte auf dem Bildschirm beobachtet werden. Als
nachstes wurde die Pipette unter mikroskopischer Kontrolle mit dem
Mikromanipulator moéglichst nah an die ausgewahlte, ruhig liegende nicht spontan
kontrahierende Zelle gebracht. Als Zeichen der gesunden lebenden Zelle musste auf
eine regelmaflige Querstreifung und glatte Kontur geachtet werden. Die letzte
Annaherung erfolgte unter der Kontrolle des durch den Testimpuls ausgelosten
Stroms, welcher indirekt den durch die Zellmembran gebildeten Widerstand darstellt.
War der Widerstand auf etwa das doppelte angestiegen, im Umkehr dazu fiel die
Stromkurvenamplitude auf die Halfte, befand sich die Pipette in ausreichender Nahe
zu der Zellmembran. Durch Entfernung des Uberdrucks und gegebenenfalls Anlegen
eines geringen Unterdrucks legte sich die Membran an die Pipettenspitze an, ein
Giga Seal (der Widerstand befand sich in einem GQ-Bereich) zeigte das dichte
Anliegen der Membran an. Gleichzeitig bildete sich die Stromkurve auf einer geraden
Linie ab. Im nachsten Schritt wurde der Funktionsmodus auf on-cell gewechselt, in
diesem Modus werden die kapazitiven Strome durch den Verstarker ausgeglichen.
Diese Strome entstehen durch Ladungsbewegungen an der Zellmembran und
Pipettenwand, die jeweils eine schwache Kondensatoreigenschaft besitzen, jeweils
beim Wechsel eines Spannungspotentials. Ein nun ruckartig erzeugter Unterdruck
fuhrte zu einer Ruptur der Membran innerhalb des Pipettendiameters, die Membran
legte sich von innen an die Pipette an, es bestand nun eine Verbindung zwischen
Pipettenlosung mit Pipettenelektrode und dem Zellplasma. Der hierdurch
entstandene Serienwiderstand, sich bildend aus dem Pipettenwiderstand, dem
Zellwiderstand und dem Widerstand der Badldsung, sollte so gering wie mdglich
gehalten werden, da dieser die angelegte Sollspannung herabsetzt und damit auch
zu einer herabgesetzten Spannung in der Zelle fihrt. In unseren Messungen betrug
der Serienwiderstand durchgehend weniger als 8 MQ. Das Wechseln des
Verstarkers in den whole-cell-lModus flhrte zu einer kontinuierlichen
Serienwiederstandskompensation und auch zu einem weiteren Abgleich der

kapazitiven Strome. Zusatzlich musste auch noch die Kapazitat der Gesamtzelle
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kompensiert werden, welche direkt von der Membranoberflache abhangig ist. Diesen
Wert kann man nutzen um eine Aussage Uber die ZellgroRe zu treffen. Nach dem
Rupturing wurde 5 Minuten abgewartet, sodass sich die in der Pipettenlosung
beigemischten Zellstabilisatoren und Hemmstoffe (siehe Kapitel 2.3.1) durch
Diffusion gleichmafig in der Zelle verteilen und ihre hemmende Wirkung entfalten
konnten.

Erst danach erfolgten die Messungen nach den in 2.3.6 Beschriebenen Protokollen.

2.3.5. Messprinzip

Die whole-cell-Methode beim Patch-Clamp ermdéglicht beispielsweise die Messung
des gesamtzellularen Natriumstroms. Damit sich die Membranspannung nicht
verandert, wird diese automatisch durch den HEKA Verstarker auf einem bestimmten
Wert, der Soll- oder Kommandospannung, gehalten. Dafur wurde die aktuelle
Membranspannung gemessen und, verglichen mit der Kontrollspannung, in einem
Ruckkopplungsmechanismus ein  Kompensationsstrom erzeugt, der dem
Membranstrom entgegen gerichtet ist.

Der ermittelte Messtrom, abzuglich des Kompensationsstroms, kann Aufschluss
geben Uber die elektrische Leitfahigkeit zum Beispiel von Natrium. Grundlage hierfur

ist das Ohm’sche Gesetz:

R=UI/

Die Membran erzeugt einen Widerstand R, der aus der angelegten Spannung (U)
und des darauf erzeugten Stroms (I) errechnet werden kann. In der
Elektrophysiologie wird statt des Widerstandes haufig die Leitfahigkeit g (mit der
Einheit Siemens) benutzt, diese ist der Kehrwehrt des Widerstandes:

g=1R

daraus ergibt sich:

g = I/U.
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Die Spannung U lasst sich unterteilen in die Sollspannung Usoi abzlglich des
Gleichgewichtspotentials Em an der Zellmembran der lonen, deren Strom wir messen

wollen:

U = Usoll - Em.

Die Gleichung lautet also:

g-= |/( Usoll - Em)

Die Sollspannung Usoi wird in der Messung durch das Messprotokoll vorgegeben.
Das Gleichgewichtspotential Em ist das Potential, bei dem auf beiden Seiten der
Membran das FlieRgleichgewicht derjenigen lonen, die den zu messenden Strom
erzeugen, ausgeglichen ist und hier fur die Natriumionen bestimmt wird. Das
Gleichgewichtspotential kann neben der experimentellen Ermittlung auch uUber die

sogenannte Nerst'sche Gleichung errechnet werden:

Ena=R™* T/ F In ([Na*]o/[Na*]i)

R [ J/ K*mol] = allgemeine Gaskonstante

T [K] = absolute Temperatur

F [A*s/mol] =Faradaykonstante

[Na*]o bzw. [Na*]i[mol/l] = Natriumkonzentration extra- bzw intrazellular

Die Zellmembran fungiert physikalisch als selektive semipermeable Membran
zwischen zwei Losungen unterschiedlicher Konzentrationen. Sie ist durchlassig fur
die kleinen Kationen, nicht jedoch fur die grof3en Anionen. Die Kationen konnen also
getrieben vom osmotischen Druck entlang des chemischen Gefalles von der hdher
konzentrierten Seite in die niedriger konzentrierte Losung diffundieren. Auf diese
Weise entsteht durch die damit verbundene Ladungsverschiebung ein elektrischer
Gradient. Die Nerst'sche Gleichung berucksichtigt in ihrer Berechnung beide, den
elektrischen sowie den chemischen Gradienten und ermoglicht so die Errechnung
des Potentials, bei dem der elektrochemische Gradient gleich Null ist. Der errechnete
Wert flr Natrium betragt 68 mV.
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Die Leitfahigkeit der Membran bei der vorbestimmten Spannung Usoi kann mit diesen
Werten ermittelt werden und spiegelt so die Zahl und das Offnungsverhalten der

lonenkanéle wieder.

2.3.6. Protokolle

Das erste Protokoll (Abb. 2-5 A) untersucht die Natriumleitfahigkeit der Zelle in
Abhangigkeit der angelegten Spannung, also die Strom-Spannungsbeziehung des
Natriumkanals (I-V-Protokoll). Ausgehend von einem Ruhepotential von -140 mV, bei
dem sich fast alle Natriumkanale in einem geschlossen aber aktivierbaren Zustand
befinden, wurde fur 40 ms die Spannung in 10 mV Schritten erhoht, bis ein Wert von
60 mV erreicht wurde. Um alle Kanale wieder in den aktivierbaren geschlossenen
Zustand zu bekommen wurde zwischen den Messungen wieder auf das
Ruhepotentail von -140 mV gewechselt. Die erfassten Strome wurden durch die
dazugehorige Membrankapazitat der Zelle geteilt. Damit sind die Werte unabhangig
von der ZellgroRe vergleichbar. Die erfasste maximale Amplitude des Natriumstroms,
genormt gegen die Membrankapazitat, wurde gegen die Membrankapazitat

aufgetragen und konnte als doppelte Exponentialfunktion angenahert werden:

f(x)=Afast exp(-t/Ttast)+Asiow exp(-t/Tsiow) + Yo.

Das zweite Protokoll (Abb. 2-5 B) untersuchte die Verfugbarkeit der gesamten
Natriumkanale einer Zelle in Abhangigkeit des bestehenden Membranpotentials Em.
Ausgehend von dem Ruhemenbranpotential von -140 mV wurde fur 500 ms eine
variierende Membranspannung von -120 mV bis -20 mV angelegt und dann fur 20
ms auf -20 mV depolarisiert (P2). Bei -20 mV offnete sich der grofdte Anteil der
aktivierbaren Natriumkanale und beteiligte sich am Natriumstrom. Je nach vorheriger
angelegter Membranspannung Em war die Anzahl der aktivierbaren Natriumkanale
und entsprechend auch der gemessene Strom kleiner oder groRer. Bei einem
Ruhemembranpotential von -120 mV waren die meisten Kanale aktivierbar und
standen damit dem Natriumstrom zur Verfugung. Mit steigendem Membranpotential
waren mehr Kanale in den inaktivierbaren Zustand Ubergegangen und entsprechend
wurde der erfasste Strom kleiner. Jeder durch Depolarisation erzeugte Strom P2

wurde gegen die maximale Strommessung P1 genormt (P2/Pmax) und in einer
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Funktionskurve gegen das Membranpotential aufgetragen. Diese Steady-State-

Inaktivierungskurve wurde durch die Bolzmannfunktion beschrieben:

he = 1/{1 + exp [(Vi12 — V)/k=]}.

Das dritte Protokoll (Abb. 2-5 C) untersuchte die intermediare Inaktivierung der
Natriumkanale. Es wurde, ausgehend von einem Ruhemembranpotential von -140
mV, zweimal auf -20 mV depolarisiert, dazwischen wurde fir 20 ms wieder auf das
Ruhemembranpotential zurlickgegangen. Die erste Depolarisation P1 wurde mit
jedem Durchgang verlangert, beginnend mit einer Depolarisationsdauer von 15 ms
ansteigend bis auf 1054 ms. Je langer die erste Vordepolarisation andauerte, desto
geringer wurde der Stromfluss bei der zweiten Depolarisation P2, es befanden sich
mit langer andauernder Vordepolarisation weniger Kanale im aktivierbaren Zustand.
Das Verhaltnis zwischen den Stromen (P2/P1) beschreibt also die Fahigkeit der
Kanale von dem inaktivierbaren in den aktivierbaren Zustand Uberzugehen. Das
Verhaltnis (P2/P1) wurde gegen die Zeit aufgetragen und mit einer einfachen

Exponentialfunktion beschrieben:

y(t) = A exp (—kmm t) + yo.

Das vierte Protokoll (Abb. 2-5 D) untersuchte die Erholung der inaktivierten Kanale.
Dafur wurde nach einer Depolarisation von -140 mV auf -20 mV fur 1000 ms, dabei
gehen nahezu alle Natriumkanale in den inaktivierbaren Zustand uber, fur eine
variable Erholungszeit von 1 ms bis zu 165 ms wieder auf das
Ruhemembranpotential zuriickgegangen, bevor dann fiar 10 ms erneut auf -20 mV
depolarisiert wurde. Je langer das Erholungsintervall andauerte, desto mehr Kanale
konnten aus dem inaktivierbaren Zustand wieder in den aktivierbaren Zustand
wechseln und standen damit bei der Depolarisation P2 wieder dem Stromfluss zur
Verfligung. Das Verhaltnis von P2/P1 beschreibt die Menge der reaktivierten
Natriumkanale, es wurde gegen die Dauer der Erholungszeit aufgetragen und mit

einer einfachen Exponentialfunktion genauer beschrieben:

Y(t) =A [1 - eXp(—krec t)]
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Durch das flnfte Protokoll (Abb. 2-5 E) wurde der spate Natriumstrom (Late Ina)
erfasst. Dabei wurde, ausgehend von einem Ruhemembranpotential von -120 mV,
fur 5 ms auf 50 mV depolarisiert, dann fur 1000 ms auf ein Potential von -30 mV
zurickgegangen. Der in diesem Zeitraum flieBende Strom durch noch gedffnete
Natriumkanale wird spater Natriumstrom genannt. Er wurde als Integral zwischen 50

und 450 ms erfasst.

B C
|—500 ms_|_ 20ms —|
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— [ 140mV P1 P2 —l 30mv
-140 mV —I L -120&
Abb. 2-5: Standardprotokolle flr die Messungen des Natriumstroms mittels Patch-

Clamp. (A) Strom-Spannungsbeziehung des Natriumkanals, (B) Steady-State-
Inaktivierung, (C) intermediare Inaktivierung, (D) Reaktivierung des

Natriumkanals, (E) Spater Natriumstrom (Late Ina)

2.4. Pharmakologische Materialien

2.4.1 Humanes Angiotensin Il

Angiotensin |l (Sigma-Aldrich, Bestellnummer: A9525, Molekulargewicht 1046,81
g/mol) ist ein naturliches, sowohl im menschlichem als auch im Organismus der
Maus, vorkommendes Hormon. Die inaktive Vorstufe Angiotensinogen hat seinen
Bildungsort in der Leber und wird Uber zwei Prozesse enzymatisch in das aktive
Angiotensin Il gespalten, welches im Menschen auf unterschiedliche Organe multipel
wirkt (siehe Kap. 1-8). Angiotensin Il wurde in der Konzentration: 1 ymol/l verwendet

und zu der Badlosung hinzugefugt.
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2.4.2 H89

H89 Dihydrochlorid Hydrat (Bestellnummer: B1427, Sigma-Aldrich, Molekulargewicht:
519,28 g/mol) ist ein synthetisch hergestellter selektiver Hemmer der cAMP
abhangigen PKA (Konzentration 5 pmol/L). Es wurde zusammen mit dem

Angiotensin Il zu der Badlosung gegeben.

2.4.3 PKI

Neben dem H89 wurde ein weiterer sehr selektiver kompetitiver Hemmer der cAMP
abhangigen PKA verwendet, der protein kinase inhibitor (PKI) (Sigma-Aldrich,
Bestellnummer SCP0064-5MG Molekulargewicht: 1989,29 g/mol). Da das Polypeptid
nicht plasmagangig ist wurde dieser mit der Konzentration 25 pmol/l direkt in der

Pipettenldsung eingesetzt.

2.4.4 AIP

Zur Hemmung der CaMKII® wurde mit dem Hemmstoff autocamtide-2 related
inhibitory ~ peptide (AIP) (Sigma-Aldrich, Bestellnummer  A4308-1MG,
Molekulargewicht: 1497,74 g/mol) in der Konzentration 0,1 ymol/l in der Badlésung

gearbeitet. Dieses Peptid ist ein hochselektiver spezifischer Inhibitor der CaMKII5.

2.4.5 2-ABP

2-Aminoethyldiphenylborinat  (2-APB) (Bestellnummer D9754, Sigma-Aldrich,
Molekulargewicht: 225,09 g/mol) wurde zur Hemmung des IP3-Rezeptors verwendet.
Es wirkt am IP3-Rezeptor antagonistisch und wurde in der Konzentration 2 pymol/l in

der Badldsung eingesetzt.

2.5. Datenerfassung und Auswertung

Die gemessenen und mit dem Computerprogramm Patchmaster™ (HEKA Elektronik,

Dr. Schulze GmbH) erfassten Strome und Daten wurden mit der Software Clampfit
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weiter verarbeitet. Die auswertbaren Messungen wurden in Microsoft Excel importiert
und bearbeitet (Gruppenzusammenfassung, Tabellenkalkulation). Der Standardfehler
errechnete sich folgendermalen:

o’ o
SEM. = |J— = —
n «/;

(o = Standardabweichung; 0% = Varianz; n = Anzahl der Beobachtungen)

Die Endauswertung, statistische Testungen und graphische Abbildungen erfolgten
mit der Software GraphPad Prism™ (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Die
statistischen Auswertungen erfolgten mit ANOVA.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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3 Ergebnisse

Um den Effekt des Ang Il auf den Natriumkanal genauer zu beurteilen, wurden
Kardiomyozyten von Mausen verwendet und mit Ang Il exponiert. Zur genaueren
Untersuchung des intrazellularen Signaltransduktionsweges des Ang |l wurden
Mause verwendet, deren Gen fur die katalytische Einheit der Nox 2 gp91phox
ausgeschaltet worden ist (gp91phox”™) und mit Kardiomyozyten ihrer
Wildtypgeschwister verglichen.

Zum weiteren Verstandnis der Signaltransduktion wurden die Zellen mit den
Hemmstoffen der PKA (H89 oder PKI), der CaMKII (AIP) sowie einem Hemmstoff der
IPsR (2-APB) behandelt.

3.1 Angiotensin Il beeinflusst das Offnungsverhalten des
Natriumkanals teilweise in Abhangigkeit von der Nox 2 und
PKA

3.1.1 Untersuchung der Aktivierung

Zur Untersuchung der Aktivierung und des Offnungsverhaltens des Natriumkanals
wurde in der extrazellularen Losung die Natriumkonzentration ([Na*]o) reduziert, um
Messfehler durch zu hohe Natriumstrome, die durch den Amplifier nicht ausgeglichen
werden konnen, zu verhindern.

In Abb. 3-1 sind die Strom-Spannungsbeziehungen (I-V-Beziehung) und damit die
Natriumleitfahigkeit von WT-Mausen mit Ang llI-Exposition dargestellt, Vehicle-Zellen
derselben Mause ohne Ang llI-Exposition als Kontrollgruppe. Aufgetragen ist die
Stromdichte in Abhangigkeit vom Membranpotential. Die Stromdichte berechnet sich
aus dem Verhaltnis der Stromstarke zur Membranoberflache. Da diese proportional
abhangig von der Membrankapazitat ist (siehe Kapitel 3.1.2) wurde diese in

Abhangigkeit der Membrankapazitat (pF) errechnet.
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Abb. 3-1: Dargestellt ist die Strom-Spannungsbeziehung (I-V-Beziehung) des
Natriumkanals von WT-Vehicle-Zellen und WT-Zellen mit Exposition von Ang
Il. Man erkennt eine deutliche Steigerung der Stromdichte durch den Einfluss

von Ang Il

Ang |l bewirkt in den WT-Zellen eine signifikante Steigerung des maximalen
Natriumstroms, welcher sein Maximum durch Depolarisation ausgehend von einem
Ruhemembranpotential von -140 mV bei etwa -25 mV erreicht. Die Stromdichte
(pA/pF) lag bei Depolarisation auf -25 mV in den WT-Vehicle-Zellen -38,6 + 3,4
(N=16), im Vergleich dazu steigt die Stromdichte bei Exposition mit Ang Il auf -54,8 +
4,7 (N=9) signifikant, Ein-Wege ANOVA (p<0,05), an (Abb. 3-2).

Da Ang Il die Nox 2 aktivieren kann, wurden Messungen in gp91phox”’ Mausen
durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob dieser Effekt des Ang Il abhangig von der Nox 2
vermittelt wird. Gp91phox’-Vehicle-Zellen erreichten einen vergleichbaren Wert der
Stromdichte zu den WT-Vehicle-Zellen von -32,3 + 4,6 (N=11). In den gp91phox™-
Zellen konnte der Effekt des Ang Il signifikant zu den Ang llI-exponierten WT-Zellen
inhibiert werden und lag im vergleichbaren Bereich zu den Vehicle Zellen bei -33,6 £
3,3 (N=7) (p<0,05).
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Die Zusatzliche Gabe von H89 zur Inhibierung der PKA konnte den Effekt des Ang Il
signifikant hemmen, die Stromdichte lag bei -26,6 + 6,6 (WT + Ang Il + H89 N=5,
P<0,05).
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Abb. 3-2: (A) Originalregistrierungen und (B) Saulendiagramm zur Ubersicht der
Natriumleitfahigkeit bei -25 mV. * P<0,05 vs WT, # P<0,05 vs WT + Ang II.
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Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dass die Effekte des Ang Il Nox 2

vermittelt Uber die Aktivierung der PKA reguliert werden.

3.1.2 Angiotensin Il hat keinen Einfluss auf die schnelle Inaktivierung des

Natriumkanals

Um die schnelle Inaktivierung zu ermitteln, wurde der Abfall des Stroms nach der
maximalen Aktivierung, bei -25 mV, gemessen. Man kann dabei zwei Phasen der
schnellen Inaktivierung unterteilen, die frihe Phase 11 und die spate Phase 12. Unter
dem Einfluss von Ang Il veranderte sich keine Phase der schnellen Inaktivierung. In
Abb. 3-3 sind die Mittelwerte der schnellen Inaktivierung dargestellt. Deutlich wird,
dass weder 11 noch 12 unter Ang Il Wirkung verandert sind. Entsprechend gibt es
auch keine signifikanten Unterschiede im gp91phox’™ oder durch zusatzliche
Inkubation mit H89.
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Abb. 3-3: Mittelwerte der schnellen Inaktivierung (A) in der frihen Phase 71 und (B) in

der spaten Phase T.. Es gibt keine signifikanten Veranderungen unter Ang Il
Einfluss.
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3.1.3 Angiotensin Il fuhrt zu einer verringerten globalen Verfiigbarkeit der

Natriumkanale (Steady-State-Inaktivierung) unabhangig von der Nox 2 und PKA

Um den Einfluss des Ang Il auf das Natriumkanal-Offnungsverhalten zu untersuchen
wurde zunachst die globale Verfugbarkeit in Abhangigkeit von einem gegebenen
Membranpotential untersucht. In Abb. 3-4 sind Originalregistrierungen von WT
Mausen mit und ohne Ang Il-Exposition dargestellt, sowie die Kontrollgruppe in
gp91phox’- und mit dem PKA-Hemmstoff H89. Gemessen wurde der Natriumstrom,

der als Mal} fur die Verfligbarkeit der Kanale betrachtet werden kann.

WT + Ang Il

-80mV -75mV -

mmép91phox+ +Ang I gp91phox’- + Ang Il + H89

73 mV -30 mV I5mV. 30 mV

-120 mv -120 mv —ms

Abb. 3-4: Originalregistrierungen der globalen Verfligbarkeit der Natriumkanale (Steady-
State-Inaktivierung). Die demonstrierten Peaks stellen die Natriumstréme dar,
die durch den Testimpuls P2 ausgeldst wurden, nachdem ein variierender
Konditionierungspuls P; mit steigender Spannung angelegt wurde. Man

erkennt unter Ang Il eine deutlich friihere Inaktivierung der Natriumkanale.

Ang Il fuhrt zu einer verminderten Verfligbarkeit der Natriumkanale im Vergleich zu
Vehicle Zellen. Bei einem angelegten Konditionierungsimpuls von -95 mV ist in der
Kontrollgruppe der Natriumstrom kaum verringert im Vergleich zum maximalen
Stromfluss bei einem Konditionierungsimpuls von -120 mV, wahrend durch die

Inkubation mit Ang Il der Stromfluss bei -95 mV nur noch knapp die Halfte zum
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maximalen Fluss betragt und damit deutlich weniger Natriumkanale bei einer
Depolarisation zur Verfugung standen als in der Kontrollgruppe.

Dieser Effekt des Ang Il war auch in den gp91phox’- Mausen zu sehen und lieR} sich
nicht durch den Einsatz von H89 inhibieren.

In der Auftragung der Mittelwerte in der Verfugbarkeitskurve (Abb. 3-5) wird der
relative Strom vom maximalen Stromfluss gegen die als Konditionierungsimpuls
angelegte Membranspannung aufgetragen. Man erkennt eine Linksverschiebung
unter Ang Il Einfluss, dieser Effekt ist durch H89 nicht inhibierbar und auch in

gp91phox’- Mausen weiter auslésbar.
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Abb. 3-5: Der Einfluss des Ang Il und H89 auf die Verfugbarkeit der Natriumkanale.
Aufgetragen ist der relative Stromfluss vom maximalen Fluss in Abhangigkeit
von der angelegten Membranspannung P+ (A) im WT und (B) in gp91phox™. In
beiden Gruppen ist die Verfugbarkeit signifikant vermindert (P< 0,05) und lasst

sich durch Inhibition der PKA nicht wieder steigern.

Das Potential, bei dem noch die Halfte des maximalen Stroms flie3t (V112), ist also
unter Inkubation mit Ang Il bereits bei negativeren Membranpotentialen erreicht, in
den WT Vehiclen lag der V12-Wert (Abb. 3-6) bei -88,0 £ 0,6 mV (N=12) , im WT +
Ang Il signifikant niedriger bei -95,5 £+ 0,4 mV (N=12) (P<0,05). Der durch Ang I
ausgeloste Effekt lied sich durch den Einsatz von H89 als PKA-Inhibitor nicht
vermindern und lag bei -94,4 £ 0,5 mV (N=3).
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Dieser Effekt des Ang Il war auch in gp91phox” signifikant gesteigert. Wahrend in
Vehicle-Zellen der Mittelwert bei -86,9 + 0,7 mV (N=11) lag, fuhrte die Inkubation mit
Ang Il zur deutlich geringeren Verfugbarkeit bei im Mittel -92,8 + 0,3 mV (N=5) und
unter Ang Il und H89 -93,7 + 0,2 mV (N=3) (P<0,05).
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Abb. 3-6: Aufgetragen sind die gemittelten Werte des V1. Unter Ang Il verschiebt sich
sowohl im WT als auch im gp91phox™ die Verfigbarkeit der Kanale Vi
signifikant in negativere Potentiale, dieser Effekt ist durch H89 nicht
inhibierbar, * P<0,05 vs. WT, T P<0,05 vs. gp91phox™.

3.1.4 Angiotensin Il beschleunigt die intermediare Inaktivierung der

Natriumkanale unabhangig von der Nox 2 und der PKA

Eine maogliche Ursache fur die reduzierte Verfugbarkeit der Natriumkanale durch Ang
Il kann in einer beschleunigten intermediaren Inaktivierung (Iw) liegen.

Abb. 3-7 =zeigt die Originalregistrierungen. Die Starke des gemessenen
Natriumstroms des Testimpulses P2 ist abhangig von der Dauer des
Inaktivierungspulses P1 (siehe Kapitel 2.3.6). Es ist erkennbar, dass nach Inkubation
mit Ang Il im Vergleich zu den Vehicle-Zellen mit steigender Dauer des
Inaktivierungspulses deutlich mehr Natriumkanale in den inaktivierbaren Zustand
ubergehen und damit der gemessene Strom deutlich geringer ausfallt. Dieser Effekt
des Ang Il ist auch in gp91phox’ Mausen und unter Hemmung der PKA noch

vorhanden.
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Abb. 3-7: Originalregistrierungen der Iu. Dargestellt ist nur induzierte Strom P,. Bei
zunehmender Dauer zwischen den Depolarisationen (P4 nicht dargestellt)
gehen mehr Natriumkanale in den Zustand der intermediaren Inaktivierung
Uber und der Strom nimmt ab. Ang Il fiihrt zu einem verstarkten Ubergang der
Kanale in einen inaktivierbaren Zustand, gp91phox™ und H89 koénnen den
Effekt nicht verhindern.

In Abb 3-8 sind die Mittelwerte des Verhaltnisses der Strome P2/P1 der WT-Zellen
aufgetragen in Abhangigkeit zu der Dauer des Intervalls P1. Unter Ang Il stehen
deutlich weniger Kanale flr den Stromfluss zur Verfligung als in den Vehicle-Zellen,
bei einer Dauer von P1= 1054 ms betrug das Verhaltnis von P2/P1 0,76 + 0,02 (WT +
Ang Il N=5) im Vergleich zu 0,83 + 0,01 (WT N=7), P<0,05. Interessanterweise
wurden durch zusatzliche Gabe von H89 die Natriumkanale signifikant starker
inaktiviert als Ang Il allein (0,64 + 0,01 WT + Ang Il + H89 N=4, P<0,05).
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Abb. 3-8:
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Das Verhédltnis von P2/Py in Abhangigkeit von der Dauer des

Inaktivierungsimpulses. Unter Ang Il kommt es zu einer signifikanten
Reduzierung des Natriumstromes durch eine verstarkte Inaktivierung der
Natriumkanale. Wird zusatzlich H89 zu den Zellen gegeben findet sogar eine

zu Ang Il signifikant vermehrte Inaktivierung statt.

Der Effekt des Ang Il und H89 sind ebenfalls in gp91phox’- signifikant nachweisbar.

In Abb. 3-9 ist das Plateau der unterschiedlichen Gruppen gegeneinander

aufgefluhrt, signifikant ist das Plateau im Knockout unter Ang Il vermindert auf 0,76 +

0,01 mV gp91phox’- + Ang Il N=6) zur Vergleichsgruppe 0,83 + 0,01 mV (gp91phox’

N=8, P<0,05) sowie durch die zusatzliche Gabe von H89 gegenuber beiden Gruppen
signifikant geringer 0,67 + 0,02 mV gp91phox’- + Ang Il N=6, P<0,05).
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Abb. 3-9: Das gemittelte Plateau der einzelnen Gruppen. Der Strom ist unter Ang Il in

WT und im Knockout vermindert, zusatzliche Exposition mit H89 vermindert
das Plateau weiter signifikant zur alleinigen Exposition mit Ang Il. * P<0,05 vs.
WT, + P<0,05 vs. gp91phox”, # P<0,05 vs. WT + Ang Il, ~ P<0,05 vs.
gp91phox™ + Ang Il.

3.1.5 Angiotensin Il fuhrt zu einer verlangsamten Reaktivierung der
Natriumkanale unabhangig von Nox 2 und PKA

Die verringerte Verflugbarkeit kann neben der beschleunigten intermediaren
Inaktivierung auch durch eine verzogerte Erholung der Natriumkanale aus ihrem
inaktivierten Zustand bedingt sein.

Die durch den Testimpuls P2 ausgeldsten Strome nehmen mit sich verlangernder
Reaktivierungsphase nach dem Konditionierungspuls P1 zu. In Abb. 3-10 sind die
Originalregistrierungen dargestellt. Man erkennt, dass im WT mit Ang Il die
Stromstarke von P2 langer braucht um sich der Stromstarke von P1 anzunahern. Das
bedeutet, dass die Reaktivierung der Natriumkanale deutlich langsamer stattfindet
als in der Vergleichsgruppe. Interessanterweise ist unter zusatzlichem Einsatz von

H89 die Erholung noch deutlich langsamer als mit Ang Il allein.
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Abb. 3-10:  Originalregistrierungen erfasst mit der Patch-Clamp-Technik. Man erkennt,
dass sich die Strome durch P, mit langerem Erholungsintervall dem Strom des
Konditionierungsimpulses P; zu Beginn der Messung annahern. In beiden
Gruppen ist diese Reaktivierung der Kanale unter dem Einfluss von Ang Il
deutlich verlangsamt. Durch zuséatzliche Gabe von H89 ist die Erholung

weiterhin deutlich verzdgert.

Deutlich wird dieser Effekt des Ang Il bei der Auftragung der Mittelwerte des
Verhaltnisses von P2/P1 gegen die Erholungsdauer in Abb. 3-11. Die Erholungsrate
Krec (s') betrug gemittelt in der Vehicle Gruppe 81,6 + 5,8 (N=10). Unter Ang Il
Wirkung war die Erholungsrate signifikant erniedrigt auf 64,6 + 5,6 (N=8), P<0,05.
Die zusatzliche Exposition von H89 zeigte tendenziell eine noch niedrigere
Erholungsrate der Kanale auf 53,8 + 5,4 (N=8), wobei der Effekt zu Ang Il nicht
signifikant ist.

Dieser Effekt war auch in gp91phox’ reproduzierbar, die Mittelwerte waren
vergleichbar in den Vehicle Gruppen 85,4 + 5,3 (gp91phox’ N=13) vs 60,1 + 44
(gp91phox™ + Ang Il N=10), P<0,05, auch hier nicht signifikant niedriger bei 53,5 +
4,5 (gp91phox™ + Ang Il + H89 N=12).
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Abb. 3-11:  Auftragung der Mittelwerte der Stromverhaltnisse P./P1 in Abhangigkeit von
der Erholungsdauer zwischen den Impulsen P1und P2. Unter den Einfluss von
Ang Il erfolgt die Erholung der Natriumkanale langsamer als in der
Kontrollgruppe. Dieser Effekt wird durch zusatzliche Gabe von H89 noch

deutlich verstarkt.

Die gemittelte Rate der Geschwindigkeitskonstante krec (s™') der Exponentialfunktion
verdeutlicht den Effekt des Ang Il auf die Erholungsfahigkeit der Kanale in beiden
Gruppen in Abb. 3-12 noch einmal.
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Abb. 3-12:  Darstellung der gemittelten Geschwindigkeitskonstante krec (s™'). Ang Il
bewirkt eine signifikant verlangsamte Erholung der Natriumkanale,
zusatzlicher Einsatz von H89 verstarkt diesen Effekt in der Tendenz sogar, ist
aber zu Ang Il nicht signifikant. Auch im Knockout sind diese Resultate
signifikant nachweisbar. * P<0,05 vs. WT, + P<0,05 vs. gp91phox™.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es unter Ang Il zum einen zu einer
gesteigerten  Aktivierung und damit verbunden zu einer gesteigerten
Natriumleitfahigkeit der Zelle kommt. Zum anderen kommt es zu einer verminderten
Verflugbarkeit der Natriumkanale, bedingt durch eine beschleunigte Inaktivierung und
verlangsamte Erholung der Natriumkanale im Mausmodell. Ang Il fihrt damit sowohl
zu einer gain of function durch die gesteigerte Aktivierbarkeit, als auch zu einer loss
of function der Natriumkanale. Auf die schnelle Inaktivierung hat Ang Il dagegen

keinen Einfluss.

Die gesteigerte Aktivierung durch Ang Il liel3 sich sowohl durch Inhibition der PKA als
auch durch Ausschaltung der ROS-Produktion durch eine funktionslose Nox 2 im
gp91phox’- komplett riickgangig machen. Im Gegensatz dazu fiihrte weder die
Hemmung der PKA noch der gp91phox’ zu einem Riickgang der Ang Il bedingten

loss of function.
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3.2 Angiotensin Il fiihrt zu einer IP3R-abhdngigen CaMKIl-

vermittelten Erhé6hung des spaten Natriumstroms

Die Messungen des spaten Natriumstromes erfolgten in physiologischer
Zusammensetzung der extrazellularen Natriumkonzentration.

Die Exposition der Zellen mit Ang Il fihrte zu einer signifikanten Erhéhung des
spaten Natriumstroms (WT -27.94 + 2.36 (N=21) vs. WT + Ang Il -66.79 + 5.94
(N=21), P<0,05), auch im gp91phox’ war dieser Effekt signifikant nachweisbar
(gp91phox™ -29.96 + 4.06 (N=6) vs. gp91phox’ + Ang Il -47.33 + 4.93 (N=7),
P<0,05), dargestellt in Abb 3-14,die Originalregistrierungen sind in dargestellt Abb 3-
13. Die Hemmung der PKA mittels PKI konnte den Effekt des Ang Il nicht inhibieren
und war von den Werten vergleichbar mit denen des Ang Il -69,8 + 5,6 (N=11).
Dagegen konnte eine Inkubation der Zellen mit Ang Il und AIP zur Hemmung der
CaMKII® den spaten Natriumstrom signifikant senken auf das Stromniveau der
Vehicle-Zellen von -31,0 = 5,7 (N=7). Auch eine Hemmung der IP3R mit 2-APB flhrte
zu einem signifikanten Abfall des Stroms im Vergleich zu Ang Il sowohl in WT als
auch im gp92phox” (WT + Ang Il + 2-APB -32,4 + 3,2 (N=16), gp91phox™ + Ang Il +
2-APB -33,7 £ 2,9 (N=10).
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Abb. 3-13: Originalregistrierungen der WT-Zellen des spaten Natriumstroms. Man

sieht eine deutliche Zunahme des Stroms unter Ang ll-Einwirkung. AIP
und 2-APB heben diesen Effekt optisch wieder auf wahrend PKI keinen

Effekt zu haben scheint.
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Abb. 3-14:  Mittelwerte des spaten Natriumstroms. Ang Il fihrt zu einer signifikanten
Erhéhung des Stroms sowohl im WT als auch im gp91phox™, wenn auch in
letzterem nicht ganz so stark. AIP und 2-APB konnten den Effekt des Ang Il
erfolgreich inhibieren, wahrend es unter der Verwendung von PKI zu keiner
Senkung des Ang lI-Effektes kam. * P<0,05 vs. WT, # P<0,05 vs. WT + Ang ll,
1t P<0,05 vs. gp91phox™, # P<0,05 vs. gp91phox’ + Ang II.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Ang Il zu einer Steigerung des

spaten Natriumstroms Uber IP3sR und CaMKIId fuhrt. Die PKA sowie ROS scheinen

an der Signaltransduktion nicht beteiligt zu sein.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels der Patch-Clamp-Methode gezeigt werden,
dass Angiotensin Il auf den spannungsabhangigen Natriumkanal in
Herzmuskelzellen wirkt. Dabei hat das Ang Il zum einen den Effekt in Form einer
gain of function, indem es insgesamt die Stromdichte erhoht. Dies betrifft sowohl den
Natriumspitzenstrom, als auch den spaten Natriumstrom. Zum anderen beeinflusst
Ang Il das Gating-Verhalten des Natriumkanals in Form von einer loss of function
durch eine beschleunigte Inaktivierung und verzdgerte Reaktivierung. Dabei
scheinen in der Signaltransduktionskaskade zur Natriumkanalregulation mindestens
zwei verschiedene Wege eine Rolle zu spielen.

Wahrend die Natriumleitfahigkeit des Natriumspitzenstroms Nox 2-abhangig uber die
PKA vermittelt zu werden scheint, findet die Regulation des spaten Natriumstroms
unabhangig von der Nox 2 statt und scheint Uber die Aktivierung von IP3R und die
CaMKIl vermittelt zu werden. Auch das Gating-Verhalten des Natriumkanals,
insbesondere die intermediare Inaktivierung und Erholung der Kanale, wird Nox 2
unabhangig reguliert. Eine Hemmung der PKA mittels H89 verstarkt den Effekt auf
das Gatingverhalten im Vergleich zu Ang Il allein. Welche Mdglichkeiten bei dieser

Regulation in Frage kommen, soll im Folgenden genauer diskutiert werden.

4.1 Die Wirkung von Angiotensin Il auf den spannungsabhédngigen

Natriumkanal

Es konnte bereits durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Ang |l die
Morphologie des Aktionspotentials verandert, indem es zu einer erhohten
Aufstrichgeschwindigkeit fihrt (Wagner et al. 2014). Die Aufstrichgeschwindigkeit
wird vor allem Uber sich 6ffnende Natriumkanale erzeugt (Berecki et al. 2010; Cohen
et al. 1985; Hondeghem et al. 1985; Kleber 2005). Bereits 1955 stellte Weidmann
nach seinen Patch-Clamp-Experimenten an Purkinje-Fasern, den Zellen des
Erregungsleitungssystems des Herzmuskels, diese Hypothese auf (Weidmann
1955).
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Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente konnten zeigen, dass tatsachlich
Ang ll-vermittelt ein verstarkter Natriumspitzenstrom durch Depolarisation erzeugt
wird. Dass Ang Il einen Effekt auf den Natriumstrom in Herzmuskelzellen hat, ist
bereits seit einiger Zeit bekannt. 1989 konnten Moorman et al. an ventrikularen
Myozyten von Ratten eine gesteigerte Natriumkanalaktivitat nach Exposition mit Ang
Il nachweisen (Moorman et al. 1989). Nilius et al. zeigten 1989 diesen Effekt
ebenfalls. Auch in Meerschweinchen-Zellen war die Offnungswahrscheinlichkeit fiir
Natriumkanale unter Ang Il-Einfluss deutlich erhéht. Weiterhin konnten Nilius et al.
eine verzogerte schnelle Inaktivierung nachweisen, also ein Hinweis, dass Ang I
einen direkten Einfluss auf das Offnungsverhalten der Natriumkanale hat (Nilius et al.
1989). In den hier durchgefiihrten Messungen konnte keine signifikante Anderung
der schnellen Inaktivierung nachgewiesen werden. Allerdings beeinflusste Ang Il das
weitere Gating-Verhalten des Natriumkanals eindeutig. Das Hormon flihrte in meinen
Experimenten zu einer deutlich beschleunigten steady-state-Inaktivierung mit einer
signifikanten Linksverschiebung (Vgl. Abb. 3-5) sowie zu einer beschleunigten
intermediaren Inaktivierung. Aber nicht nur die Inaktivierung, auch die Erholung der
Natriumkanale aus dem nicht-reaktivierbaren Zustand war unter Ang Il stark
verzogert. Soweit mir bekannt ist, gibt es keine weiteren Publikationen, die sich
bisher mit den Effekten von Ang Il auf das Gating-Verhalten des Natriumkanals
befasst haben.

Einen Einfluss auf den spaten Natriumstrom konnten wir in den aktuellen Messungen
ebenfalls nachweisen. Hier kommt es zu einer Gain of function, der spate
Natriumstrom ist unter der Wirkung von Ang Il signifikant erhoht. Diese Wirkung
konnte schon in der Vergangenheit gezeigt werden. Der spate Natriumstrom ist zwar,
vor allem im Vergleich zu dem Natriumspitzenstrom, ein nur sehr geringer Strom,
kumuliert aber Uber die Zeit, sodass die intrazellulare Natriumkonzentration ansteigt
und letztendlich zu einer Uberladung der Zelle mit Natriumionen fiihrt (Antzelevitch et
al. 2014; Ashpole et al. 2012; Wagner et al. 2006). Ein erhdhter spater Natriumstrom
wird mit Ausbildung von EADs und der erhdhten Gefahr von Herzrhythmusstérungen
in Zusammenhang gebracht (Zhao et al. 2011). In Kapitel 4.4 werde ich genauer
darauf eingehen.

Auch angeborene Kanalfehlfunktionen, die Kanalopathien aufgrund von Mutationen
im SCN5A-Gen im Bereich der C-terminalen Domane, sind bekannt gleichsinnige

Veranderungen des Gaiting-Verhaltens wie in unseren Experimenten auszubilden.
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Veldkamp und Bezzina beschrieben bei den genannten Mutationen neben den
Veranderungen des Gating-Verhaltens auch einen gesteigerten spaten
Natriumstrom. Die Gentrager konnen einen Phanotypus ausbilden, der eine
Mischung aus Brugada- und LQT-Syndrom darstellt (Bezzina et al. 1999; Veldkamp
et al. 2000). Diese Mutationen sind mit Arrhythmien und pldtzlichem Herztod

verbunden.

Der Natriumkanal ist nicht der einzige transmembranare lonenkanal, der durch Ang Il
moduliert wird. Unsere Arbeitsgruppe konnte im selben Mausmodell auch einen
gesteigerten Kalziumstrom durch L-Typ Kalziumkanale nachweisen (Wagner et al.
2014). Dieser Effekt konnte bereits in kultivierten neonatalen Ratten-Myozyten
nachgewiesen werden (Allen et al. 1988). Die kultivierten Myozyten zeigten einen
signifikant erhdhten Kalziumstrom bei Depolarisation nach einer Inkubation mit 100
nM Ang Il. Diese Ergebnisse konnten in diversen Untersuchungen reproduziert
werden (De Mello 1998; De Mello und Monterrubio 2004; Petroff et al. 2000; Tsai et
al. 2011). Alle bisher aufgefihrten Versuche arbeiteten allerdings mit Myozyten von
gesunden Mausen ohne Vorhandensein einer Herzinsuffizienz.

Interessanterweise ergaben andere Nachforschungen einen verminderten L-Typ-
Kalziumstrom in insuffizienten Herzmuskelzellen (Bouron et al. 1992; Nuss und
Houser 1991; Shi et al. 2007). Alvin et al. konnten 2011 diese Ergebnisse
reproduzieren. In Ratten-Myozyten war bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz war der
L-Typ-Kalziumstrom signifikant reduziert. Interessanterweise zeigte Ang Il, anders als
die aktuellen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, bei gesunden Herzmuskelzellen in
der Arbeit von Alvin et al. keinen Effekt auf die Kalziumstromdichte, wohingegen die
orale Applikation von Captopril, einem ACE-Hemmer, den basalen Kalziumstrom
herabsetzte. In hypertrophierten Myozyten fuhrte Ang |l dagegen zu einer
signifikanten Zunahme des Kalziumstromes (Alvin et al. 2011). Inwiefern der Ang Il
Effekt sich in insuffizienten Herzzellen auf den Natriumstrom auswirkt ist meines
Wissens noch nicht beforscht.

Aktuelle Ergebnisse zeigten auch Effekte der erst seit kurzen bekannten
Angiotensinogen-Nebenprodukte. So konnte Zhou 2015 nachweisen, dass
Angiotensin (1-7) einen steigernden Effekt auf den L-Typ-Kalziumstrom in
insuffizienten Myozyten hat. Ein weiteres Spaltprodukt aus Angiotensinogen, das

Apelin, ist ebenfalls in der Herzinsuffizienz hochreguliert. Es entsteht durch das
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ACE2 und wirkt an dem angiotensin-like putative receptor (Zhou et al. 2003).
Chamberland et al. konnten Apelin-abhangig einen gesteigerten Natriumstrom und
eine verzogerte Inaktivierung des Kanals in myokardialen Zellen von Hunden
nachweisen (Chamberland et al. 2010). Es scheint als waren die Wirkungen des RAS
deutlich komplexer als man lange Zeit angenommen hat.

Die zum Teil kontroversen Ergebnisse der Ang |I-Wirkung konnen unterschiedliche
Ursachen haben. Zum einen gibt es unterschiedliche Moglichkeiten im Tiermodell
eine Herzinsuffizienz zu erzeugen. Wahrend Alvin et al. Uber einen Aorto-Cavalen-
Shunt eine Volumen-Uberladung (Vorlastmodell) und dariber induzierte
Herzinsuffizienz erzeugten, kann auch eine Herzinsuffizienz durch Ligatur der Aorta
oder Pulmonalarterien tber eine Druck-Uberladung (Nachlastmodell) herbeigefiihrt
werden. Auch Uber transgenetische Tiermodelle ist es mdglich, eine Herzinsuffizienz
zu induzieren. Die unterschiedlichen Wege, die zu einer Herzinsuffizenz fuhren,
konnen gegebenenfalls Uber andere intrazellulare Mechanismen zu der Ausbildung
einer Herzschwache fuhren. Zum anderen kann auch der Einsatz von
unterschiedlichen Spezies die zum Teil kontroversen Ergebnisse erklaren.
Unterschiedliche Expression der Kanale in verschiedenen Spezies kann ebenfalls zu

kontroversen Ergebnissen fuhren.

4.2 Die Bedeutung der NOX 2 und Proteinkinase A bei der

Regulation des spannungsabhéngigen Natriumkanals

Uber welche Mechanismen Ang |l seine intrazellulare Wirkung entfaltet sollte durch
meine weiteren Messungen genauer beleuchtet und verstanden werden. Die
intrazellularen Auswirkungen von Ang Il sind komplex, das Hormon kann allein Uber
AT1-Rezeptor unterschiedliche Mediatoren und Signalstoffe aktivieren. Ein Enzym,
das Uber den ATR1 aktiviert wird, ist die Nox 2. Durch dessen Aktivierung wird die
intrazellulare ROS-Produktion gesteigert (Bendall et al. 2002; de Gasparo 2002;
Griendling et al. 1994; Mollnau et al. 2002; Zafari et al. 1998).

ROS stehen schon seit einiger Zeit im Fokus der Herzinsuffizienz-Forschung. So
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt der Nox 2 bei der Herzinsuffizienz

gesteigert (Heymes et al. 2003) und die Konzentration der Sauerstoffradikale deutlich
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erhoht ist (Ide et al. 2000; Mallat et al. 1998). Im Weiteren konnte gezeigt werden,
dass erhohte intrazellulare Konzentrationen von Sauerstoffradikalen zu
unspezifischen Oxidationen fuhren. So konnen die RyR an ihren Cysteinresten durch
ROS oxidiert werden und induzieren so pathologische Kalziumleckstrome aus dem
SR (Terentyev et al. 2008). Auch fuhrt die Exposition eines Myozyten mit H202 zu
einer gesteigerten Autophosphorylierung der CaMKII und bewirkt einen gesteigerten
spaten Natriumstrom (Wagner et al. 2011).

Interessanterweise war in meinen durchgefihrten Messungen der durch Ang |l
hervorgerufene gesteigerte spate Natriumstrom nicht durch Knockout der Nox 2
hemmbar. Auch das Gating-Verhalten des Natriumkanals scheint nach meinen
Ergebnissen nicht Uber eine gesteigerte ROS-Bildung moduliert zu werden. Man
muss offensichtlich die unselektive zellulare Exposition mit Sauerstoffradikalen wie
H202 von den tatsachlich intrazellular durch die Nox 2 gebildeten ROS und deren
Wirkung unterscheiden. ROS scheinen in vivo nicht unbedingt bei allen Redox-
aktivierbaren Kinasen eine Rolle zu spielen. Moglicherweise hat die genaue
Lokalisation der Nox 2 und damit verbunden der gebildeten ROS und der CaMKaII,
sowie gegebenenfalls auch deren Lokalisation zueinander, einen wichtigen Einfluss
auf das Wirkungsspektrum. Aufgrund der hohen Reaktionsbereitschaft liegt die
Vermutung nahe, dass ROS nur eine geringe Reichweite und damit eine lokal
eingeschrankte Wirkung haben.

Brennan et al. konnten bei der ubiquitar vorkommenden Proteinkinase A ebenfalls
eine Redox-abhangige Aktivierung neben der bisher bekannten cAMP-abhangigen
Aktivierung nachweisen (Brennan et al. 2006). Dieser Nachweis rickt die PKA in den
Blickwinkel der ROS-Targets, insbesondere ihrer diversen Angriffspunkte und
vielfaltigen Zielenzyme innerhalb der Herzmuskelzelle. So wirkt die PKA durch
Phosphorylierung auf die wichtigsten Modulatoren der elektromechanischen
Kopplung. Auch der Natriumkanal gehort zu den Zieltargets der PKA, die durch
Phosphorylierung moduliert werden (Frohnwieser et al. 1997; Hallaq et al. 2006).
Interessanterweise konnte ich tatsachlich den durch Ang |l gesteigerten
Natriumspitzenstrom sowohl durch Hemmung der Nox 2 als auch durch Hemmung
der PKA komplett unterbinden. Es konnte also sein, dass die durch Oxidation
aktivierte PKA durch Phosphorylierung des Natriumkanals zu einer gesteigerten
Leitfahigkeit flhrt.
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ROS konnen aber nicht nur Kinasen modulieren, sondern auch direkt am
Natriumkanal wirken. Der myokardiale spannungsabhangige Natriumkanal besitzt im
Bereich der Pore-formenden Untereinheit Methionin-Reste. Kassmann et al.
identifizierten diese 2008 im Bereich der IFM-Einheit des Natriumkanals. Durch ROS
konnen die Methioninreste oxidiert werden. Die IFM-Region ist fur die schnelle
Inaktivierung des Natriumkanals zustandig (Kassmann et al. 2008). In
Zusammenschau der erhobenen Befunde, dass die schnelle Inaktivierung durch Ang
Il und auch Knockout der Nox 2 unbeeinflusst bleibt, sowie dass die Hemmung der
PKA gleichermalden zu einer Inhibition des Ang lI-Effektes fluhrt wie der genetische
Knockout der Nox 2, machen es unwahrscheinlich, dass die Ang ll-abhangige ROS-
Produktion direkt am Natriumkanal wirkt. Viel mehr scheinen die ROS Uber eine
Oxidation und damit verbundene Aktivierung der PKA den Natriumkanal zu
beeinflussen.

Kritisch betrachten muss man allerdings die Ergebnisse in Anbetracht des dirty-drug-
Effektes des H89. Marunaka et al. konnten 2003 in alveolaren Zellen eine
Translokation des unselektiven Kationen-Kanal NSC, bestehend aus vier a-
Untereinheiten des epithelialen Natriumkanals (ENaC), durch H89 nachweisen.
Dieser Effekt war unabhangig von der PKA durch H89 hervorzurufen (Marunaka und
Niisato 2003). Diese unspezifische Wirkung konnte auch auf den kardialen
Natriumkanal wirken, wirde jedoch primar nur eine erhdhte Stromdichte erklaren,
nicht das veranderte Gating-Verhalten, welches in meinen hier aufgeflhrten
Ergebnissen ebenfalls gezeigt werden konnte.

Weitere Arbeitsgruppen konnten mindestens 8 Kinasen nachweisen, die ebenfalls
durch H89 inhibiert werden (Davies et al. 2000). Auch Effekte direkt auf
unterschiedliche transmembranare Kanale sind durch H89 beschrieben worden. Dies
konnte eine Ursache fur die signifikant beschleunigte intermediare Inaktivierung nach
Inkubation mit H89 und Ang Il im Vergleich zu Ang Il oder sogar Vehicle-Zellen sein.
Dagegen spricht, dass nicht gleichermalien auch die Erholung des Natriumkanals
durch H89 moduliert wird. Auch die intermediare Inaktivierung wird durch den Einsatz
von H89 nicht beeinflusst.

Um die hier erhobenen Ergebnisse unabhangig von den Nebeneffekten des H89
bewerten zu konnen, sollte eine Verifizierung mit selektiveren PKA-Inhibitoren, wie
zum Beispiel dem PKI, oder der Knock-In-Mauslinie von Brennan et al. reproduziert

werden.
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Eine weitere Proteinkinase, welche durch Ang Il Uber den ATR1 aktiviert werden
kann, ist die Proteinkinase C (PKC) (Garrido und Griendling 2009). Diese
Proteinkinase ist ebenfalls ein Enzym, dass am Natriumkanal modulierend wirkt (Sag
et al. 2013). Die Phosphorylierung am Serin 1505 (Qu et al. 1996) beziehungsweise
Serin-1503 (Hallaqg et al. 2012) des Linkers zwischen Domane Il und IV, bewirkt eine
Reduktion des Natriumstroms. Qu et al. fuhrten diese Effekte auf eine
Linksverschiebung mit beschleunigter steady-state Inaktivierung zurick (Qu et al.
1994; Qu et al. 1996). Hallaq et al. konnten die Reduktion des Natriumspitzenstroms
durch PKC-Aktivierung auf eine verringerte Anzahl der Natriumkanale innerhalb der
Zellmembran zuruckfuhren, wobei die Aktivierung der PKA einen gegenteiligen Effekt
bewirkte. Interessanterweise scheint die Aktivierung der PKC ebenfalls Nox 2-
abhangig reguliert zu werden (Hallaq et al. 2012). Diese Ergebnisse passen auch zu
den von mir erhobenen Befunden bezlglich des PKA-Einflusses. Ob die PKC an
dem Channel-Gating, insbesondere der steady-state-Inaktivierung beteiligt ist sollte

gepruft werden.

4.3. Die Bedeutung von IP3R und der CaMKIl bei der Regulation

des spannungsabhangigen Natriumkanals

Die CaMKIl ist ein zentrales Enzym, das in der Herzinsuffizienz stark hochreguliert ist
sowie an der Entstehung und dem Vorantreiben der Herzmuskelschwache beteiligt
ist. Die CaMKII hat einen modulierenden Effekt auf den Natriumkanal. So konnten
Wagner et al. zeigen, dass die CaMKIl regulierend auf das Gating-Verhalten des
Natriumkanals wirkt indem dieser phosphoryliert wird. CaMKIl Uberexpression fiihrt
zu einer beschleunigten Inaktivierung des Natriumkanals und zu einem erhdhten
spaten Natriumstrom (Wagner et al. 2006). Durch weitere Arbeitsgruppen konnte die
Phosphorylierungsstelle der CaMKIl am Serin 571 im Linker zwischen Domane | und
Il identifiziert werden (Aiba et al. 2010; Hund et al. 2010). 2012 konnten Koval et al.
zeigen, dass die Phosphorylierung in dieser Domane durch CaMKIl in der
Herzinsuffizienz deutlich gesteigert ist und einen proarrhythmogenen Effekt hat
(Koval et al. 2012). Weitere Phosphoylierungsstellen der CaMKIl am Natriumkanal

konnten Ashople et al. 2012 identifizieren, das Serin 516 und Threonin 594 liegen
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ebenfalls im Linker zwischen Doméane I-Il. Der bekannte links-shift der steady-state-
Inaktivierung durch CaMKII-Phosphorylierung des Natriumkanals war in sogenannten
Phosphomutanten, bei denen jeweils die entsprechenden Phosphoylierungsstellen
der CaMKIl nicht mehr phosphorylierbar waren, nicht mehr auslésbar. Wurde
hingegen eine sogenannte phosphomimetische Mutation eingesetzt, war keine
CaMKIl far den left-shift notig. Eine Steigerung des Natriumspitzenstroms konnte
durch die CaMKII nicht gezeigt werden. Diese Ergebnisse passen genau zu meinen
Resultaten, dass der Ang Il induzierte erhdhte Natriumspitzenstrom CaMKII
unabhangig reguliert wird. Hingegen sollte das Gating-Verhalten, das durch Ang Il
moduliert wird, auf den Einfluss der CaMKII untersucht werden. Vor allem durch die
Untersuchungen von Wagner et al. 2006 konnte bereits die gleichsinnige Wirkung
der CaMKIl auf die beschleunigte intermediare Inaktivierung sowie verzogerte
Reaktivierung nachgewiesen werden (Wagner et al. 2006). Die gleichen Effekte
waren unter Inkubation mit Ang Il zu verzeichnen. Auch die bekannte Wirkung der
CaMKIl auf den spaten Natriumstrom konnte ich verifizieren, so scheint dieser Ang II-
abhangige Effekt durch die CaMKII-Aktivierung bedingt zu sein. Die weiterflihrenden
Untersuchungen meiner Arbeit hatten eine ROS-unabhangige Regulation gezeigt, es
stellte sich also die Frage welcher Aktivierungsmechanismus dabei eine Rolle spielt.
Es ist bekannt, dass die CaMKII Uber unterschiedliche Mechanismen aktiviert werden
kann. Neben dem in der Herzinsuffizienz Gberwiegend bisher gewichteten Weg Uber
ROS-abhangige Oxidation gibt es den klassischen Weg Uber Kalziumfreisetzung.
Diese kann neben den in den Myozyten in der Uberzahl vorhanden RyR auch IP3-
abhangig geschehen. Inwiefern eine erhohte Offnungswahrscheinlichkeit von IP3R
eine Rolle bei der Herzinsuffizienz spielt, ist bisher kaum untersucht worden.
Aufgrund der deutlich hdheren Anzahl der IP3R in den Vorhofzellen im Vergleich zu
den ventrikularen Myozyten (Lipp et al. 2000) wurde der Einfluss der IP3R in der
Vergangenheit vor allem in diesen Zellen untersucht. So konnten Mackenzie et al. in
atrialen Ratten-Zellen eine Co-Lokalisation der IP3R zu peripheren RyR feststellen.
Sie konnten einen IP3-abhangigen Anstieg von subsarkolemmalen Kalzium-
Leckstromen nachweisen, unter Stimulation des IP3R ergab sich eine erhdhte
Arrhythmogenitat (Mackenzie et al. 2002). Hohendanner et al. verglichen gesunde
und herzinsuffiziente Myozyten bezuglich ihrer Kalziumtransienten. Es zeigte sich
eine deutlich gesteigerte IP3-abhangige Erhéhung der Kalziumtransienten mit einer

verminderten Fahigkeit der Wiederaufnahme in den Zellen einer Herzinsuffizienz.
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Diese Ergebnisse wurden als eine mogliche Ursache fur atriale Arrhythmien bei
Patienten mit Herzschwache gewertet (Hohendanner et al. 2015).

2005 konnte durch Fauconnier et al. in ventrikularen Myozyten eine durch Insulin
ausgeloste IP3R-abhangige Erhéhung von Kalziumtransienten bei elektrischer
Stimulation nachgewiesen werden. Ein erster Hinweis, dass auch in ventrikularen
Myozyten der Kalziumhaushalt IP3R-abhangig reguliert wird (Fauconnier et al. 2005).
Da auch der ATR1 Uber die Aktivierung der PLC zu einer Induktion der IP3-Kaskade
fuhrt (Dolgacheva et al. 2016; Godin et al. 2010), Iasst sich vermuten, dass auch das
Ang Il am ventrikularen Myozyten Uber diesen Aktivierungsweg intrazellulare
Wirkungen erzielen kann. Diese These wird durch meine erhobenen Ergebnisse
unterstutzt. Der durch Ang Il erhdhte spate Natriumstrom konnte durch Hemmung
der IP3R wieder auf sein normales Niveau im Vergleich zu Vehicle-Zellen gesenkt
werden. Es scheint also, als ware, trotz seiner im Verhaltnis zu den RyR geringeren
Anzahl, auch der IP3R ein entscheidender Faktor bei den intrazellularen
Signalkaskaden. Inwiefern die Rezeptoren eine Rolle im insuffizienten Myokard
spielen, sollte in der Zukunft genauer betrachtet werden. Insbesondere in dem
Hinblick darauf, dass Go et al. bereits im Jahr 1995 eine gesteigerte Bildung von
IP3R bei Herzinsuffizienz nachweisen konnten.

In der Umkehr gelang es Nakayama et al. zu zeigen, dass eine Uberexpression von
IP3-Rezeptoren zu kardialer Hypertrophie fuhrt (Nakayama et al. 2010). Die dafur
verantwortlichen IP3R sitzen in der Kernmembran und aktivieren die intranuklear
gelegene CaMKIl (Wu X et al. 2006). So ware auch im Weiteren Interessant, wo die
IP3R, welche durch den AT1R aktiviert werden, lokalisiert sind. Ist deren Lokalisation
im peripheren SR und bedingen sie eine Aktivierung nahe gelegener RyR oder
befinden sie sich sogar perinuklear und aktivieren Uber die Freisetzung von Kalzium
durch die IP3R die CaMKII direkt?

4.4. Angiotensin Il wirkt proarrhythmogen

Ang Il ist ein Hormon, das einen proarrhythmogenen Effekt hat. Yahiro et al. konnten
im Tiermodell nach kardialer Ischamie und anschlieRender Reperfusion Arrhythmien
durch den Einsatz von ACE-Hemmern sowie AT1R-Blockern um 60-70% reduzieren.

Der Einsatz von L-Typ-Kalziumkanalblocker, Na'/Ca*-Exchanger-Blocker sowie
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einem Hemmer des Na*/H*-Austauscher zeigten sogar eine Reduktion der
Arrhythmien um 90%. Dieses Ergebnis liel die Autoren vermuten, dass die zellulare
KalziumUberladung eine zentrale Rolle bei der Arrhythmogenese spielt (Yahiro et al.
2003). Yamada et al. konnten 2016 in einem Mausmodell mit transgenen Mausen,
welche durch Expression des kardialen neuron-restrictive silencer factor (dnNRSF-
Tg) eine Herzinsuffizienz mit letalen Herzrhythmusstorungen entwickelten, durch
Inhibition des Renins mittels Alisikren die Arrhythmieentstehung und auch das
kardiale Remodeling verhindern. Auch durch genetische Suppression des ATR1
konnten diese Effekte unterbunden werden. Diese Ergebnisse wiesen in vivo auch in
nicht-ischamisch bedingter Kardiomyopathie den arrhythmogenen Effekt des Ang Il
nach (Yamada et al. 2016). Vergleichende Experimente zwischen transgenen
Kockout-Mausen, welche keinen AT1R exprimieren, und ihren Wildtypgeschwistern
fuhrten Yasuno et al. 2013 durch. Die beiden Populationen erhielten als pressure-
overload Hypertrophie-Reiz eine Konstriktion der Aorta. In beiden Subgruppen
entwickelte sich eine kardiale Hypertrophie, wobei sich kardiale Arrhythmien
vermehrt bei den Wildtypen mit Expression des funktionellen ATR1 zeigten (Yasuno
et al. 2013).

Eine weitere aktuelle Studie (Rajtik et al. 2016) untersuchte Rattenherzen in einer
Langendorff-Perfusionsanlage und zeigte interessanterweise gegenteilige Effekte. So
fuhrte nach induzierter Ischamie und darauf folgender Reperfusion die Zugabe von
Losartan, einem auch im klinischen Gebrauch haufig eingesetzten ATR1-Rezeptor-
Antagonisten, in der Reperfusionsphase zu keiner Reduktion der auftretenden
Arrhythmien. Wobei bei Rajtik et al. die Ischamiephase 30 Minuten und die
Reperfusionspahse 40 Minuten betrug, im Vergleich zu den Experimenten von Yahiro
et al. wurden dort die Messungen nach 5 Minuten Ischamiezeit und 30 Minuten
Reperfusion in vivo durchgefihrt. Die Unterschiede kdnnten sich also durch die
unterschiedlich langen Ischamiezeiten ergeben. Fraglich ist ob eine komplette
kardiale Ischamie Uber einen Zeitraum von 30 Minuten in vivo eine
Uberlebenschance hatte. Gegebenenfalls kommt es durch diese lange Dauer der
fehlenden Sauerstoffversorgung zu solch gravierenden zellularen
Funktionsstorungen, dass sich kaum realistische Ergebnisse erzielen lassen.
Interessanterweise wurde zusatzlich in den Experimenten von Rajtik et al. in der
akuten Ischamie und Reperfusionsphase die oxidierte CaMKIl gemessen. Hier zeigte

sich nach Reperfusion eine reduzierte Menge an oxidierter CaMKII, durch den
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Einsatz von Losartan kam es zu keinen Mengenanderungen der oxidierten CaMKII.
Diese Ergebnisse passen auch zu unseren Messungen, dass ROS, welche in
Ischamiephasen vermehrt entstehen, zumindest den Natriumkanal betreffend keine
Aktivierung der CaMKII und dartber Kanalmodulation bewirken.

Auf zellularer Ebene konnten Zhao et al. 2011 nachweisen, dass Ang Il zu EADs und
getriggerter Aktivitat fuhrt. Die proarryhthmogenen Effekte des Ang Il konnten durch
Hemmung des ATR1, hier ebenfalls durchgefuhrt mittels Losartan, gehemmt werden.
Die Arbeitsgruppe vermutete, dass Ang |l Gber einen Nox 2- und CaMKIl-vermittelten
Signalweg zu den EADs fuhrt. In ihren Experimenten lieRen sich die EADs ebenfalls
durch Hemmung der CaMKII (mittels AIP) sowie durch den Nox-Inhibitor Apocynin
verhindern. Genauso konnte die Hemmung des spaten Natriumstroms mittels
Ranolazin und auch des L-Typ-Kalziumkanals mit Nifedipin die Entstehung von EADs
verhindern (Zhao et al. 2011). Wagner et al. konnten 2014 diese Messungen zum
Grolteil verifizieren, mit dem Unterschied, dass sich in unserer Arbeitsgruppe
hauptsachlich DADs manifestierten. Der spate Natriumstrom fuhrte zu einer
Verlangerung der Aktionspotentialdauer und fihrte kumuliert zu einer intrazellularen
Uberladung mit Natriumionen (Wagner et al. 2014; Wagner et al. 2011). Ursachlich
fur die unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich EADs und DADs konnten die
unterschiedlichen Spezies sein, die fur die Untersuchungen verwendet wurden. So
haben Kaninchenmyozyten ein deutlich langeres Aktionspotential als Mause und
damit eine erhdhte Wahrscheinlichkeit flr die Ausbildung von EADs. Mause haben
durch ihr kurzes Aktionspotential eine ,Pradisposition“ fur DADs. In vivo konnte die
erhohte Arrhythmieneigung in transgenen CaMKIl-Uberexprimierenden Mausen
anhand von EKGs verifiziert werden. Elektrische Stimulation fihrte in den transgenen
Mausen zu monomorphen, Isoproterenol-Injektion zusatzlich zu polymorphen
ventrikularen Arrhythmien. In WT-Mausen war dagegen kein proarrhythmogener
Effekt nachzuweisen (Wagner et al. 2006).

Auch Toischer et al. gelang es auf zellularer Ebene zu zeigen, dass ein erhdhter
spater Natriumstrom zu einem deutlich gesteigerten Auftreten von EADs und DADs
fuhrt, welche sowohl durch Hemmung der CaMKIl als auch des spaten
Natriumstroms verhindert werden konnte (Toischer et al. 2013).

Welche Folgen ein erhohter spater Natriumstrom haben kann, arbeiteten Antzelevitch
et al. 2014 sehr genau heraus. Einige Mutationen des SCN5A-Gens, die zu dem

LQT3-Syndrom fuhren, beschreiben neben dem gestérten Gating-Verhalten auch
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einen gesteigerten late Ina (siehe Kapitel 4.1) (Hartmann et al. 1994; Rivolta et al.
2001). Diese Mutationen sind verbunden mit Herzrhythmusstérungen wie Torsade-
de-pointes-Tachykardien, Vorhofflimmern und dem plétzlichen Herztod (Antzelevitch
et al. 2014; Antzelevitch et al. 1999; Benito et al. 2008; Darbar et al. 2008; Zellerhoff
et al. 2009). Anscheinend kdnnen schon kleine Konzentrationsanderungen der
intrazellularen lonenzusammensetzung sowie Modulation von Signalkaskaden, die
anderen Enzymen in der Zelle deutlich unterlegen sind, einen gro3en Einfluss auf

das gesamte Individuum haben.
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5 Zusammenfassung

Fur das Hormon Ang Il konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass es zum
einen die Entstehung einer Herzinsuffizienz vorantreibt und zum anderen in
vorgeschadigten Herzmuskelzellen zu der Ausbildung von Rhythmusstorungen fuhrt,
welche im schlimmsten Fall tédlich verlaufen kénnen. Die medikamentése Hemmung
von Ang Il hat nachweislich einen positiven prognostischen Effekt.

In der hier zugrunde liegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass Ang Il Uber mindestens
zwei unterschiedliche Signalkaskaden intrazellular seine komplexe Wirkung entfaltet.
Uber eine ROS-abhangige Aktivierung der PKA nimmt Ang Il Einfluss auf die
Regulation des Natriumspitzenstroms und das Gating-Verhalten des Natriumkanals.
Hingegen findet die Erhohung des spaten Natriumstroms ROS-unabhangig statt.
Dieser letztere Mechanismus wird durch die CaMKII reguliert, an deren Aktivierung
IP3R beteiligt sind. Mdglicherweise kommt es zu einer Kalziumfreisetzung durch die
IP3R und damit verbunden zu einer Ca/Calmodulin-abhangigen Aktivierung der
CaMKiIl.

Die weitere Aufschlisselung der intrazellularen Signalkaskaden durch das Ang Il hat
eine hohe Relevanz fur Patienten, die an einer Herzinsuffizienz leiden. Insbesondere
im Hinblick auf die teilweise protektiven Effekte des vor kurzem entdeckten neuen
Renin-Angiotensin-Systems auf den Organismus, die durch den Einsatz von
beispielsweise ACE-Hemmern ebenfalls gehemmt werden. Durch ein genaueres
Verstandnis der intrazellularen Wirkungsweisen konnen langfristig neue
Grundvorraussetzungen fur die Entwicklung von spezifischeren Medikamenten in der

Behandlung der Herzinsuffizienz geschaffen werden.
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