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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Bedeutung und Entstehung der Herzinsuffizienz

In den westlichen Industrienationen ist die Herzinsuffizienz heutzutage eine der haufigsten
chronischen Erkrankungen und Todesursachen. Lasst man gesunde Neugeborene auf3er
Acht, so war 2013 die ICD-10-Diagnose Herzinsuffizienz (150) in Deutschland die
haufigste Hauptdiagnose stationérer Behandlungsfalle (Statistisches Bundesamt 2015).
Die zunehmende Relevanz des Krankheitsbildes zeigt sich durch den Anstieg der
Fallzahlen um 2,5 % im Vergleich zum Vorjahr. Langfristig gesehen ist die Zahl der
Herzinsuffizienz-Diagnosen seit der Jahrtausendwende von 239.694 (Statistisches
Bundesamt 2004) auf 396.380 Falle im Jahr 2013 um 40 % gestiegen. Da die Erkrankung
vor allem in &lteren Bevolkerungsschichten stark vertreten ist, ist eine Abnahme der
Bedeutung auf Grund des demografischen Wandels nicht zu erwarten.

Als Herzinsuffizienz wird das Unvermdgen des Herzens bezeichnet, bei normalem
enddiastolischen Ventrikeldruck die Blutmenge zu beférdern, die vom Organismus zur
Aufrechterhaltung metabolischer Prozesse benotigt wird. Die Atiologie des Syndroms ist
in einer Vielzahl von strukturellen und funktionellen Herzerkrankungen und Risikofaktoren
zu finden. Laut der Framingham-Herz-Studie ist neben der arteriellen Hypertonie auch die
koronare Herzerkrankung (KHK) mit der Komplikation des akuten Myokardinfarktes (Ml)
als eine der haufigsten Ursachen besonders hervorzuheben (Ho et al. 1993). Da das Herz
durch ein Endarteriensystem versorgt wird, kommt es bei Einengungen (KHK) oder
Verschlissen (Ml) in einer der Koronararterien zu einer Minderversorgung bzw. Ischamie
des Herzmuskelgewebes distal der Engstelle. Die daraus resultierenden
Kontraktionsstorungen des Myokards flihren bei relevanter Gréf3e zu einer Abnahme der
Auswurfleistung und somit zu einer Reduktion des Herzzeitvolumens. Um die
resultierende Minderperfusion aller Organe auszugleichen und den Kreislauf zu
stabilisieren, treten verschiedene Kompensationsmechanismen in Kraft. Hierbei steht vor
allem die vermehrte Aktivierung des sympathischen Nervensystems im Vordergrund
(Brodde et al. 2006): Durch die hiermit verbundene Katecholaminausschiittung wird tber
kardiale B-Rezeptoren der cAMP-Signalweg aktiviert (s. a. 1.2), was unter anderem zu
einer Zunahme der Schlagkraft (Inotropie) und der Herzfrequenz (Chronotropie) fuhrt.
AuRRerdem wird eine generalisierte Engstellung der Gefale Uber a-Rezeptoren bewirkt.
Dieser Effekt wird zusatzlich noch durch andere neurohormonale Systeme wie das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System unterstutzt, welches zudem auch zu einer vermehrten

Volumenretention beitragt. Das verbleibende funktionsfahige Myokard versucht durch
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GrolRenzunahme der einzelnen Kardiomyozyten (Hypertrophie) die vermehrt anfallende
Arbeit auszugleichen. Zusammengefasst fiihren all diese Effekte zu einem vermehrten
Sauerstoffbedarf des bereits vorgeschéadigten Herzens, wodurch bei chronischem
Bestehen ein Teufelskreis entsteht, der den progredienten Verlauf der Erkrankung
bewirkt. Nach den Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) wird therapeutisch
die Anwendung von Diuretika (Volumenreduktion) sowie die neuroendokrine Blockade
durch B-Blocker, Angiotensin-Converting-Enzym(ACE)-Hemmer bzw. AT;-
Angiotensinrezeptor-Antagonisten und Mineralkortikoid-Rezeptor-Antagonisten empfohlen
(McMurray et al. 2012). Bei Indikation koénnen auf3erdem Ivabradin (Senkung der
Herzfrequenz) oder Herzglykoside (Verbesserung der Effizienz der elektromechanischen

Kopplung und inotrope Wirkung) eingesetzt werden.

Trotz aller Therapiemdéglichkeiten ist die Prognose der manifesten Herzinsuffizienz nach
wie vor ungiinstig. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt unter 50 % und ist somit schlechter
als die vieler karzinomatdser Erkrankungen (Go et al. 2013). Dementsprechend stand die
Herzinsuffizienz in der Statistik zur Haufigkeit von Todesursachen 2013 deutschlandweit
an dritter Stelle (Statistisches Bundesamt 2014). Bei Betrachtung lediglich des weiblichen
Bevolkerungsanteils war sie sogar als zweithdufigster Grund der Sterbefalle
identifizierbar. Um ein besseres Verstandnis aufbauen zu kdnnen, ist die Aufklarung

molekularer Mechanismen im Rahmen des Krankheitsbildes somit dringend notwendig.

1.2 cAMP und seine Rolle im Herzen

Zyklisches Adenosin-3‘,5-monophosphat (cCAMP) ist ein ubiquitdr vorkommender
sekundarer Botenstoff, der ein von auRen kommendes Signal intrazellular weiterleitet.
Hierzu wird zunéchst ein priméres Signal, z.B. ein hydrophiler Botenstoff, der die
Zellmembran nicht passieren kann, bendétigt. Bindet dieser an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) der &uReren Membran, werden je nach Art des Rezeptors
inhibitorische (G;) oder stimulatorische (Gs) G-Proteine aktiviert. Diese hemmen bzw.
férdern wiederum die enzymatische Bildung von cCAMP aus Adenosin-5‘-triphosphat (ATP)
durch sogenannte Adenylatzyklasen (ACs). Die durch cCAMP erzielten Wirkungen variieren
stark je nach Zelltyp und sind oft durch nachgeschaltete Effektormolekile vermittelt. Sie
reichen von der Regulierung des Glukose- und Fettstoffwechsels (Altarejos und Montminy
2011, Qi et al. 2009) Uber die Immunregulation von T-Zellen (Guereschi et al. 2013,
Brudvik und Taskén 2012) bis hin zur Gedachtnisbildung (Florian et al. 2006, Morozov et

al. 2003) und auch weit Uber diese Beispiele hinaus. Zur Terminierung und lokalen
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Beschrankung von cAMP-Signalen kommen Phosphodiesterasen (PDEs) zum Einsatz,
welche in Kapitel 1.3 noch n&her besprochen werden.

Im Herzen wird der cAMP-Spiegel vor allem durch die G-Protein-gekoppelten [-
Adrenorezeptoren (B-ARs) beeinflusst. Sie stehen unter Kontrolle des sympathischen
Nervensystems und werden im Koérper durch Adrenalin und Noradrenalin aktiviert. Durch
die ergotrope Wirkung erzielen sie kardial eine Zunahme von Inotropie und Chronotropie
(s. oben) sowie auch von Bathmotropie (Senkung der Reizschwelle) und Lusitropie
(Relaxationsfahigkeit des Myokards) und haben zudem einen positiv dromotropen
Einfluss auf das Reizleitungssystem (beschleunigte Uberleitung am Atrioventrikular-
knoten). Diese Effekte werden vor allem in Verbindung mit Gs-Aktivierung hervorgerufen,
die sowohl durch B;-ARs als auch durch B,-ARs erfolgt. Funktionell dominiert jedoch der
Bi-AR, der auch einen Anteil von 70-80 % der B-ARs am gesunden Herzen einnimmt
(Lohse et al. 2003). Ein wichtiger Effekt der Gs-induzierten cAMP-Erhthung ist die
Aktivierung der cAMP-abhangigen Proteinkinase (PKA). Diese phosphoryliert unter
anderem verschiedene Proteine, die eine entscheidende Rolle bei der
elektromechanischen  Kopplung spielen, wodurch der Kontraktionsablauf in
Kardiomyozyten beeinflusst wird: Durch Phosphorylierung von L-Typ Calcium-Kanélen
(LTCC), Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) und Phospholamban (PLN), welches die ATP-
abhangige Calciumpumpe 2a des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen
Retikulums (SERCA2a) reguliert (s. 1.4), wird der Ca**-Kreislauf in den Herzmuskelzellen
hochreguliert (inotrope Wirkung). Zusatzlich wirkt auch die Phosphorylierung kontraktiler
Proteine wie Troponin | (Tnl) oder Myosinbindeprotein C (MBPC) unterstiitzend (Lompré
et al. 2010, Soto et al. 2009, Xiang und Kobilka 2003). Neben vielen weiteren PKA-
vermittelten Effekten ist cAMP auch in der Lage, Uber direkte Aktivierung des
Austauschproteins Epac (exchange protein directly activated by cAMP) weitere Proteine
zu regulieren. Dieses wirkt nach Aktivierung durch das zyklische Nukleotid als
Guaninnukleotid-Austauschfaktor der kleinen GTPase Rapl (de Rooij et al. 1998) und
kann Uber diese Signalkette zahlreiche biologische Funktionen in verschiedensten
Geweben regulieren (Schmidt et al. 2013). In Kardiomyozyten ist vor allem die Isoform
Epacl relevant, welche mafgeblich an der Induzierung der Myokardhypertrophie beteiligt
ist (Morel et al. 2005). AuRerdem wurde gezeigt, dass Epacl, ahnlich wie die PKA, an der
Phosphorylierung von PLN und RyR2 beteiligt ist und somit auch an der Regulierung des
Ca”**-Haushaltes unter kardialem Stress (Okumura et al. 2014). Der vergleichsweise
geringe Einfluss von Epacl auf die Herzfunktion unter basalen Bedingungen (Ruiz-
Hurtado et al. 2013) lasst eine besondere Relevanz des Epac-Signalweges unter

pathologischen Bedingungen vermuten. Eine weitere Wirkung von cAMP ist die Offnung
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Zyklonukleotid-aktivierter lonenkanéle (Craven und Zagotta 2006), von denen im Herzen
der den  Schrittmacherstrom (luny)  €rzeugende  Hyperpolarisations-aktivierte
Zyklonukleotid-gesteuerte Kationenkanal (HCN-Kanal) eine herausragende Stellung
einnimmt (DiFrancesco 2010). Wie eine Studie an HCN4-Mutationstragern zeigt, scheint
der Einfluss von cAMP auf die Herzfrequenz aber nur unter Ruhebedingungen relevant zu
sein  (Schweizer et al. 2010) und nicht, wie lange angenommen, bei der
belastungsbedingten Frequenzanpassung durch B-AR (Bucchi et al. 2007, DiFrancesco
und Tortora 1991). Eine zusammenfassende Ubersicht des cAMP-Signalweges findet sich
in Abbildung 1.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der cAMP-Signalkaskade im Herzen. Nach
Aktivierung des GsPCR durch einen adaquaten Stimulus (z.B. Adrenalin, Noradrenalin) kommt es
zur vermehrten Bildung von cAMP durch die AC. Neben der Aktivierung von HCN-Kanélen und
Epacl aktiviert cAMP die PKA, welche wiederum zahlreiche Effekte vermittelt. Hierzu gehort
beispielsweise die Phosphorylierung von den Ca”**-Kreislauf regulierenden Strukturen, wie LTCC,
RyR2 und PLN, aber auch die Phosphorylierung kontraktiler Proteine wie Tnl und MBPC. PDEs
hemmen durch die Hydrolyse des sekundaren Botenstoffes all diese Effekte.

Trotz der Kopplung sowohl des 3;-AR als auch des B,-AR mit G sind die vermittelten
Effekte verschieden. Wahrend das [3;-Signal eher auf globaler Zellebene wirkt, sind die
Signale des 3,-AR raumlich und funktionell kompartimentiert (Nikolaev et al. 2006, Zheng
et al. 2004). Im Gegensatz zum B:-AR, besitzt der 3,-AR auRerdem die Eigenschaft, nach
Phosphorylierung durch die PKA von Gs- auf Gi-Kopplung zu wechseln (Daaka et al.
1997). Das erklart auch die teils kontroversen Eigenschaften der beiden Rezeptoren: So

zeigte sich beispielsweise, dass [:-AR-Stimulation pro-apoptotisch wirkt, wahrend die
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Stimulation von 3,-AR die Apoptose hemmt (Communal et al. 1999). Die eher schadlichen
Effekte chronischer B;-AR-Anregung zeigen sich auch in der hierdurch vermittelten
Entwicklung von Hypertrophie und Herzinsuffizienz (Engelhardt et al. 1999). Dem
gegeniiber wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von B2-AR in transgenen Mausen
sogar zu eine Verbesserung der Herzfunktion fuhrt (Milano et al. 1994). Des Weiteren
findet sich im Herzen auch der B;-AR, welcher jedoch mit einem Anteil von 2-3% an den
kardialen [B-ARs unter physiologischen Bedingungen nur geringere Relevanz hat
(Lymperopoulos 2013). Seine antagonistische Wirkung zu ;- und B,-ARs entfaltet er erst
bei sehr hohen Katecholamin-Mengen vor allem Uber den Stickstoffmonooxid-
Synthase(NOS)-Signalweg, weshalb er wohl eher zur Begrenzung uberschiel3ender
Sympathikusaktivitat dient (Belge et al. 2014, Moens et al. 2010).

Daruber hinaus gibt es auch noch weitere GsPCRs, die den cAMP-Spiegel im Herzen
erhdhen. Hierzu gehdren beispielsweise Prostaglandin-, Histamin- und Glukagon-like-
peptid-1-Rezeptoren, wobei allen gemeinsam ist, dass sie im Gegensatz zu den B-ARs
keine ergotrope Wirkung vermitteln (Vila Petroff et al. 2001, Bers und Ziolo 2001). Die
Tatsache, dass sich trotz gleichartiger cAMP-Erhéhung kontréare Effekte ergeben, lasst

sich mit dem Modell der intrazellularen cAMP-Kompartimentierung erklaren.

1.3 Kompartimentierung von cAMP in Kardiomyozyten

Schon Ende der 70er Jahre wurde festgestellt, dass die durch cAMP vermittelten Effekte
abhangig vom stimulierenden Hormon und somit angeregtem Rezeptor sind: Zwar
bewirkte die Stimulation isolierter Rattenherzen sowohl mit Isoprenalin (Iso) als auch mit
Prostaglandin E; (PGE,) einen vergleichbaren Anstieg der cAMP-Level und der PKA-
Aktivierung, jedoch hatte lediglich die Stimulation mit Iso eine Zunahme der Inotropie und
die Aktivierung verschiedener Enzyme des Glykogen-Stoffwechsels zur Folge (Hayes et
al. 1979). Im weiteren Verlauf zeigte sich dann, dass die Stimulation mit Iso die cAMP-
Spiegel sowohl im Bereich der Zellmembran als auch im Zytosol beeinflusst, wohingegen
PGE, lediglich Auswirkungen auf cAMP in zytosolischen Bereiche hat (Brunton et al.
1981, Buxton und Brunton 1983). Auf Basis derartiger Beobachtungen entwickelte sich
diese Idee der zellularen Kompartimentierung von cAMP Uber Jahrzehnte hinweg zu
einem heute anerkannten Modell (Perera und Nikolaev 2013). In Kardiomyozyten sind
derartige cAMP-Mikrodoménen beispielsweise um die verschiedenen Ca*'-regulierenden
Untereinheiten wie den LTCC, RyR2 oder die SERCA2a angeordnet. Der lokale cAMP-

Pool wird durch die spezifische Zusammensetzung des Signalkomplexes - unter anderem
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aus CAMP-hydrolysierenden PDEs und strukturgebenden A-Kinase-Ankerproteinen
(AKAPSs) - sowie der genauen Lokalisation der GPCRs begrenzt.

Einer der Mechanismen, die zur cAMP-Kompartimentierung beitragen, ist die
Anreicherung der GPCRs - wie [B-ARs oder PGE-Rezeptoren - in spezifischen
Membranbereichen und der nach deren Stimulation dort resultierenden lokalisierten
CAMP-Produktion. Zu solchen Bereichen gehoren lipidreiche Doménen, sogenannte Lipid
Rafts, aber auch deren abgrenzbare Untereinheiten, die cholesterinreichen Caveolae, in
denen sich das strukturverleihende Protein Caveolin anreichert (Patel et al. 2008). Es
konnte gezeigt werden, dass B-ARs in neonatalen Rattenkardiomyozyten in Caveolin-
reichen Doméanen zu finden sind, wohingegen der ebenfalls Gs-assoziierte Prostaglandin-
E.-Rezeptor in diesen Regionen nicht vorkommt (Head et al. 2005, Ostrom et al. 2001).
Eine andere Studie zeigte, dass die Anordnung einzelner Rezeptoren sogar dynamisch
sein kann: Nach agonistischer Rezeptor-Stimulation nahm die B,-AR-Prasenz in den
Caveolae deutlich ab, wéahrend ein Einfluss auf die Lokalisation der B;-ARs nicht
festgestellt werden konnte (Rybin et al. 2000). Die spezifische Verteilung von B-ARs
wurde auRerdem durch eine Kombination aus Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET) und Raster-lonenstrom-Mikroskopie (scanning ion-conductance microscopy,
SICM) gezeigt (Nikolaev et al. 2010). In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass
funktionelle B,-ARs in adulten Rattenkardiomyozyten nur in Einstlilpungen der
Zellmembran, den sogenannten transversalen Tubuli (T-Tubuli) lokalisiert sind,

wohingegen 3;-ARs Uber die gesamte Plasmamembran verteilt vorliegen.

Die wesentliche Rolle bei der Abgrenzung verschiedener cAMP-Pools voneinander
spielen jedoch die PDEs, die durch Hydrolysierung des sekundéren Botenstoffes in der
Lage sind, das Signal zu beenden. Bisher sind 11 PDE-Familien mit zahlreichen
Isoformen bekannt, die durch permanente oder transiente Anordnung in subzellularen
Doméanen eine cAMP-Kompartimentierung erméglichen (Ahmad et al. 2015). Im Herzen
sind vor allem die Familien 1,2,3,4 und 8 fur den cAMP-Abbau relevant, wobei die PDEs1-
3 zusatzlich auch  zyklisches Guanosin-3',5-monophosphat (cGMP), den
Sekundarbotenstoff des NOS-Signalweges, hydrolysieren (Keravis und Lugnier 2012,
Zaccolo und Movsesian 2007, Fischmeister et al. 2006). Abgesehen von unterschiedlicher
Substratspezifitdt haben PDEs auch verschiedene Regulationsmechanismen, weshalb die
Anordnung ausgewahlter Subtypen vielseitigen Einfluss auf die Eigenschaften der

jeweiligen Mikrodomane hat.

Die PDEL1 ist dadurch gekennzeichnet, dass die Enzymaktivitit durch Bindung von

Calmodulin (CaM) in Abhéngigkeit von Ca?* signifikant erhéht werden kann (Sonnenburg
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et al. 1993), weshalb sie auch als Ca®‘/CaM-stimulierte PDE bezeichnet wird. Die
Expression verschiedener Isoformen ist bei zahlreichen S&ugetieren bekannt, wobei die
PDE1A dominant in Mausen ist und eine hohere Affinitdt zu cGMP aufweist, wahrend die
PDE1C mit gleicher Substratspezifitdt in humanen Kardiomyozyten tberwiegt (Lee und
Kass 2012, Vandeput et al. 2007).

Eine besondere Eigenschaft der PDE2 ist, dass ihre Aktivitat Gber die allosterische
Bindung von cGMP gesteigert werden kann (Martinez et al. 2002). Der Einfluss von cGMP
auf den cAMP-Spiegel scheint auch wesentlicher Bestandteil bei der Bs;-AR-vermittelten
Antagonisierung der Sympathikusaktivitat im Herzen zu sein (Mongillo et al. 2006), welche
auch schon unter 1.2 angesprochen wurde.

Die PDES3 als dritte Familie mit dualer Substratspezifitat wird - im Gegensatz zur PDE2 -
durch cGMP gehemmt. Sie ist die haufigste PDE-Familie im menschlichen Herzen
(Eschenhagen 2013) und scheint vor allem Uber die Isoform PDE3A malfigeblichen
Einfluss auf die Kontraktion von Kardiomyozyten zu besitzen (Sun et al. 2007). PDE3-
Inhibitoren wie Milrinon wurden eine Zeit lang klinisch zur Behandlung der
Herzinsuffizienz eingesetzt. Heute kommen sie jedoch auf Grund der arrhythmogenen
Nebenwirkungen und Zunahme der Mortalitét bei langfristiger Behandlung nur noch bei
Therapieversagen anderer positiv inotrop wirkender Substanzen im Akutfall parenteral
zum Einsatz (Allen et al. 2014, Miller und Yan 2010).

Die PDE4-Familie ist substratspezifisch fur cAMP, wobei ihre Aktivitdt in Form einer
negativen Ruckkopplungschleife tber Phosphorylierung durch die PKA zum Abbau des
sekundéaren Botenstoffes angeregt werden kann (Beard et al. 2000). Die PDE4-Familie
hat bei Nagetieren den gré3ten Anteil an der cAMP-Hydrolyse und wird durch vier Gene
codiert, die durch alternatives Splicing mehr als 20 Isoformen bilden kénnen (Richter et al.
2011). Diese besitzen jeweils spezifische N-terminale Regionen, die durch Bindung an
intrazellulare Strukturen wie AKAPs oder Arrestine eine Kompartimentierung erméglichen
(Houslay und Adams 2003). So wird beispielsweise der unter 1.2 beschriebene Wechsel
des B,-AR von Gs auf G; durch Rekrutierung der an B-Arrestin gebundenen PDE4D5
beeinflusst (Lynch et al. 2005). Des Weiteren wurde die Bildung eines sich gegenseitig
beeinflussenden Signalkomplexes aus PKA und PDE4D3 beschrieben, welche liber eine
Muskel-spezifische AKAP (mAKAP) gebunden sind und vermutlich den basalen cAMP-
Spiegel aufrecht erhalten (Dodge et al. 2001). Ein gleich aufgebauter Signalkomplex ist
mit dem RyR2-Rezeptor assoziiert (Marx et al. 2000), wo er eine wichtige Rolle in der

Regulation der Ca®'-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) uber
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RyR2-Kanéle einnimmt und eine protektive Wirkung bezlglich der Entwicklung von
Herzinsuffizienz und Arrhythmien hat (Lehnart et al. 2005).

Die PDES8 hydrolysiert spezifsch cAMP mit der hochsten Affinitat (Keravis und Lugnier
2012) und kann wie auch die PDE4 durch die PKA reguliert werden (Brown et al. 2012). In
Kardiomyozyten wird vor allem die Isoform PDES8A exprimiert, welche an der Regulation
des Ca®*-Haushaltes beteiligt ist (Patrucco et al. 2010). Interessanterweise spricht die
PDE8 im Gegensatz zu anderen PDEs nicht auf den nicht-selektiven PDE-Hemmer 3-
Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) an.

Wie das Beispiel des mAKAP-Signalkomplexes zeigt, leisten auch Gerustproteine einen
wichtigen Beitrag zur Formierung spezieller Mikrodomanen. Gerade die Familie der
AKAPs nimmt hierbei eine herausragende Stellung ein. Aktuell sind bereits tGber 70
verschiedene AKAPs bekannt, von denen mehr als 14 im Herzen exprimiert werden
(Rababa’h et al. 2015). Neben der Verankerung der PKA sind sie in der Lage, viele
weitere Proteine der cAMP-Signalkaskade, wie PDEs, Phosphatasen und zahlreiche
Signalproteine zu binden und so spezifische funktionelle Komplexe zu bilden (Lee et al.
2013, Scott und Santana 2010, Mauban et al. 2009). Dass dies eine unverzichtbare
Aufgabe fir die Aufrechterhaltung der Funktion der jeweiligen Mikrodoméne ist, zeigt sich
am Beispiel des LTCC: In Folge der Aktivierung von B-ARs wird tber AKAP79/150
(humane/murine Form) die PKA-abhangige Phosphorylierung des lonenkanals vermittelt
(Gao et al. 1997) und so der Ca**-Einstrom in die Kardiomyozyte erhéht. AKAP79/150 hat
hierbei die wichtige Aufgabe, AC, PKA, Calcineurin und LTCC an Caveolin-reichen
Domanen zu einer funktionellen Einheit zusammenzufiihren. Durch Experimente an
AKAP150-Knock-Out(KO)-Mausen konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen von
AKAP79/150 die Beeinflussbarkeit des LTCC nach B-AR-Stimulation aufhebt (Nichols et
al. 2010). Dartber hinaus sind noch zahlreiche weitere AKAPs und andere
strukturgebende Proteine mit unterschiedlichsten Funktionen bekannt, die an der

individuellen Gestaltung von cAMP-Kompartimenten beteiligt sind.

1.4 Funktion der SERCA2a und Bestandteile ihrer Mikrodomaéane

Die SERCA-Familie ist eine Gruppe von Ca*-ATPasen, die durch drei Gene (ATP2A1,
ATP2A2 und ATP2A3) codiert wird, welche durch alternatives Splicing verschiedene
Isoformen bilden kénnen (Frank et al. 2003, Arai 2000, Anger et al. 1994). Im Herzen ist
vor allem die Isoform SERCA2a relevant und dort mafl3geblich an der Regulation des
Ca?'-Haushaltes beteiligt (s.a. Abb. 1).
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Nach Depolarisation der auRReren Zellmembran kommt es zur Offnung der LTCC und
somit zum Ca**-Einstrom in die Zelle. Hierdurch wird die Ca**-Freisetzung iiber den RyR2
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), einem intrazellularen Netzwerk zur Ca*-
Speicherung, getriggert (Fabiato und Fabiato 1975, Fabiato 1983). Die Erhdhung des
intrazelluldren Ca**-Spiegels resultiert schlieRlich in der Kontraktion der Herzmuskelzelle.
Fir die folgende Relaxation des Herzens ist es nun notwendig, dass der Ca**-Spiegel
wieder gesenkt wird. Unter Hydrolyse von ATP ist die SERCA2a in der Lage, 70 % des
Ca?" in humanen Kardiomyozyten und sogar 90% in murinen, aktiv aus dem Zytosol in
das SR zuriick zu pumpen (Vangheluwe et al. 2006). Hierdurch werden die Ca?*-Speicher
des SR in der Diastole wieder aufgefillt und stehen somit fir weitere Kontraktionszyklen
zur Verfligung. Zu einem geringeren Anteil ist auch der Natrium(Na")-Ca?*-Austauscher
(NCX) und die Ca®*-ATPase der Plasmamembran an der Extraktion von Ca?' nach
extrazellular beteiligt, was vom Anteil her dem LTCC-Einstrom entspricht. Die Relevanz
der SERCA2a im Ca?'-Kreislauf wurde auch in Experimenten mit SERCA2a-KO-Mausen
gezeigt: Obwohl das Fehlen der SERCA2a durch die Isoform SERCA2b teilweise
kompensiert wurde, lie sich bei den KO-Mausen eine konzentrische Hypertrophie des
Herzens mit Beeintrdchtigung von Kontraktion und Relaxation nachweisen (Heyen et al.
2001). Der Knock-out von SERCA2 im Mausherz, und somit das Fehlen der SERCAZ2a-
und SERCAZ2b-Isoform, ist zwar Uberlebensféhig, geht jedoch mit einem extremen
Volumenverlust des SR und seiner Ca**-Speicher einher (Swift et al. 2012).

Die Regulierung der SERCA2a erfolgt tber verschiedene Mechanismen, von denen vor
allem die direkte Interaktion mit PLN physiologisch relevant ist. PLN ist ein aus 52
Aminosauren bestehendes Transmembranprotein, welches aus einer hydrophilen,
zytosolischen Region (Doméne 1) und einer lipophilen, im SR verankerten Region
(Doméne Il) besteht (Fujii et al. 1987). Als negativer Regulator ist PLN in der Lage, die
SERCA2a zu inhibieren. Diese hemmende Wirkung besteht vor allem im
dephosphorylierten Zustand (Kranias 1985), wohingegen die Phosphorylierung von PLN
die SERCA2a-Affinitat fur Ca®* steigert (Brittsan et al. 2003, Kim et al. 1990). Die
Phosphorylierung erfolgt hierbei je nach Enzym an verschiedenen Epitopen: Wéhrend die
Phosphorylierungstelle der PKA Serin-16 ist, erfolgt die Phosphorylierung von PLN durch
die Ca®*/CaM-abhéngige Proteinkinase-ll (CamKll) an Threonin-17 (Simmerman et al.
1986). Eine Phosphorylierung beider Stellen konnte auch nach B-adrenerger Stimulation
nachgewiesen werden (Wegener et al. 1989), wobei jedoch die Phosphorylierung von
Serin-16 fur eine maximale Sympathikus-Antwort ausreichend ist (Chu et al. 2000). Die
Threonin-17 Phosphorylierung kann auch unabhéngig von B-ARs frequenzabhangig

erfolgen und ist dann mit einer verminderten Relaxationszeit assoziiert (Hagemann et al.
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2000). AuRerdem konnen auch die ProteinkinaseC (PKC) (Movsesian et al. 1984) und die
cGMP-abhéngige Proteinkinase-l (Frantz et al. 2013) PLN phosphorylieren. Neuste
Untersuchungen zeigen, dass die Interaktion von SERCA2a und PLN auf allosterische
Effekte im Rahmen verschiedener Konformationszustdnde von PLN zuriickzufihren ist
(Gustavsson et al. 2013). Demnach ist vor allem die zytosolische Doméane la besonders
metamorph und kann beispielsweise in Folge der Phosphorylierung an Serin-16 ihre
Konformation &ndern und so das Gleichgewicht der verschiedenen Zustande zur SERCA-
aktivierenden Form verschieben. Des Weiteren ist bekannt, dass PLN als Monomer und
als Pentamer vorliegen kann (Periasamy et al. 2008). Allerdings ist bisher unklar ob diese
Anordnung Einfluss auf die Hemmung der SERCA2a hat. Einerseits zeigen
Untersuchungen an transgenen Mausen, dass eine Uberexpression der Monomere die
inhibitorische Wirkung auf die SERCA2a verstarkt (Zvaritch et al. 2000), andererseits sind
ahnliche Studien bekannt, in denen eine Pentamer-Uberexpression selbigen Effekt zeigt
(Zhai et al. 2000). Die Dephosphorylierung von PLN, und somit Wiederherstellung der
SERCAZ2a-Inhibition, erfolgt hauptsachlich durch die Proteinphosphatase 1 (PP1)
(Vafiadaki et al. 2013, Berrebi-Bertrand et al. 1998). Der Regulationsmechanismus der
SERCAZ2a ist auch in Abbildung 2 dargestellit.

cAMP —— Ca2*
G|
®

Abbildung 2: Regulation der SERCA2a. Nach cAMP-abhéngiger Aktivierung der PKA bewirkt
diese eine Phosphorylierung von PLN, wodurch dieses einen inaktiven Zustand einnimmt (PLN-i)
und somit seine inhibitorische Wirkung auf die SERCAZ2a verliert. Dies bewirkt eine Steigerung der
SERCA2a-Pumpaktivitdit und somit den vermehrten Transport von ca” ins SR. Die
Wiederherstellung der Hemmung der SERCA2a durch PLN erfolgt Gber seine Dephophorylierung
vor allem durch die PP1.

PLN-i

Wie in anderen Zellkompartimenten leisten auch in der SERCA2a-Mikrodoméane PDEs
einen wesentlichen Beitrag zur rdumlichen Abgrenzung des cAMP-Signales. Studien an
PDE3-KO-Mé&usen zeigten, dass die PDE3A-Aktivitat im Bereich der SERCA2a dazu
beitragt, unter basalen Bedingungen den Ca®-Transport und somit die
Myokardkontraktion zu beschranken (Beca et al. 2013). Eine andere Studie zeigte, dass
auch die PDE4D einen relevanten Einfluss auf die SERCA2a-Aktivitat unter basalen
Bedingungen hat und durch lokale Beschrankung des cAMP-Pools die Phosphorylierung

von PLN reguliert (Beca et al. 2011). Auch in aktuellen Untersuchungen unserer
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Arbeitsgruppe konnte - unter Verwendung derselben transgenen Mauslinie wie in dieser
Arbeit - nachgewiesen werden, dass unter physiologischen Bedingungen bei basaler
Aktivitat die PDE3 und die PDE4 den wesentlichen Beitrag an der Regulation des cAMP-
Pools der SERCA2a-Mikrodoméne leisten (Sprenger et al. 2015).

Als Strukturprotein ist AKAP18% in der SERCA2a-Mikrodomande besonders relevant.
Nach B-AR-Stimulation vermittelt AKAP185 durch seine Scaffold-Funktion die
Phosphorylierung von PLN durch die PKA und hebt so seine hemmende Wirkung auf die
SERCAZ2a auf (Lygren et al. 2007). Des Weiteren wird auch die PKA-Phosphorylierung
von I-1, einem Inhibitor der PP1, durch AKAP18% vermittelt (Singh et al. 2011). Durch die
daraus resultierende Hemmung der PP1 wird PLN vermindert dephosphoryliert, was
ebenfalls seine inhibitorischen Wirkung auf die SERCA2a reduziert.

1.5 Relevante pathologische Verdnderungen im Rahmen der Herzinsuffizienz

Im Rahmen der Manifestation und des Voranschreitens des Krankheitsbildes der
Herzinsuffizienz  sind  verschiedenste  molekulare, zellulare und interstitielle
Veranderungen bekannt, die sich auf Struktur, GréRe und Funktion des Herzens
auswirken und als ,kardiales Remodeling“ bezeichnet werden (Cohn et al. 2000, Mann
1999). Als Ursache hierfur werden beispielsweise Verdnderungen der neurohormonalen
Stimulation, Zytokine und Stress gesehen, die zunéachst kompensatorisch erfolgen, jedoch
chronisch eine kardilale Fehlfunktion durch zusatzliches Remodeling verstarken. In
diesem Kapitel werden bekannte, bei Herzinsuffizienz auftretende Remodelingvorgange

mit Bezug zu dieser Arbeit vorgestellt.

1.5.1 Das transversal-axiale Tubulus-System (TATS) und sein pathologisches

Remodeling

Transversale Tubuli (T-Tubuli) sind Einstulpungen der &uf3eren Zellmembran von
Myozyten, die vor allem im Bereich von Sarkomer Z-Scheiben vorkommen. Sie
verzweigen sich im Zellinneren zu einem komplexen Netzwerk aus transversalen und
axialen Komponenten, welches die ganze Zelle durchzient und auch als transversal-
axiales Tubulus-System (TATS) bezeichnet wird (Soeller und Cannell 1999, Forbes und
van Neil 1988). Das TATS ermdglicht, dass ein an der Membran ankommendes,
erregendes Aktionspotential elektrisch schnell durch die ganze Muskelzelle weitergeleitet
wird und bewirkt so die raumliche und zeitliche Synchronisierung der Ca®*-Freisetzung
(Brette und Orchard 2003). Dies ist moglich, da das TATS viele fir die Regulation des

Ca**-Haushaltes wichtige Strukturen in deutlich héherer Konzentration als die
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Oberflachenmembran enthélt, hierunter der LTCC (Gu et al. 2002) und der NCX (Despa
et al. 2003). AuRRerdem bringen T-Tubuli die LTCCs in rdumliche Néahe zu den RyR2
(Song et al. 2005) und ermdglichen so die in Kapitel 1.4 beschriebene Ca**-getriggerte
Ca**-Freisetzung aus dem SR (Fabiato und Fabiato 1975, Fabiato 1983). Folglich ist die
regulare Anordnung der TATS-Elemente entscheidend fur eine effiziente Kontraktion des
Myokards. Pathologische Veranderungen des Ca**-Kreislaufs bei Herzinsuffizienz werden
dementsprechend mit Remodeling-Vorgange des TATS in Verbindung gebracht (Heinzel
et al. 2008, Song et al. 2006, Louch et al. 2006). In zahlreichen Untersuchungen am
Menschen und am Tiermodell konnten diesbezlglich unterschiedliche Veranderungen
nachgewiesen werden, die wohl auf die jeweils verschiedenen Modelle und Bedingungen

zurtickzufuhren sind:

Ein haufig beschriebenes Phanomen ist die Reduktion der TATS-Dichte in
herzinsuffizienten Kardiomyozyten. Konfokalmikroskopische Untersuchungen von
Hundeherzen zeigten, dass es nach Tachykardie-induzierter Herzinsuffizienz zu einer
Abnahme der Dichte des TATS kommt (Balijepalli et al. 2003, He et al. 2001). Eine
andere Studie, die zusatzlich zur Konfokalmikroskopie auch SICM anwendete wies zudem
nach, dass auch in menschlichen und in Rattenkardiomyozyten ein pathologischer
,verlust von T-Tubuli“ erfolgt (Lyon et al. 2009). Zu selbigem Ergebnis fihrten auch
Untersuchungen an einem post-MI Rattenmodell, wobei hier festgestellt wurde, dass dem
Dichte-Verlust durch kérperliche Betatigung teilweise entgegengewirkt werden kann (Kemi
et al. 2011).

Des Weiteren wurden mehrfach raumliche Umstrukturierungen des TATS festgestellt:
Nach Entwicklung einer Herzinsuffizienz in spontan hypertensiven Ratten zeigte sich,
dass die T-Tubuli nicht mehr regulédr entlang der Z-Linien angeordnet waren. Hierbei
konnte im weniger strukturiert erscheinenden Netzwerk eine Zunahme axialer Elemente
bei gleichzeitiger Reduktion der transversalen Elemente durch zellweite Fourier-Analyse
des Streifensignals festgestellt werden (Song et al. 2006). Der Studie zu Folge fihrt das
TATS-Remodeling zur Verwaisung der RyR2 von TATS-Membranen, was mit einem
Verlust an physiologisch regulierter Ca?'-Freisetzung aus dem SR korreliert. Eine
Zunahme der axialen Elemente wurde auch in einer anderen Studie an herzinsuffizienten
Hunden bestétigt (Sachse et al. 2012). Mittels hochstauflosender STED (stimulated
emission depletion)-Mikroskopie konnte an lebenden Maus-Kardiomyozten eine Zunahme
der TATS-Dichte zu einem frilhen Zeitpunkt der Herzinsuffizienz (4 Wochen nach Infarkt)
dargestellt werden, die mit einer signifikanten Zunahme axialer und auch schrag
verlaufender Elemente einhergeht (Wagner et al. 2012). In dieser Studie wurde erstmals

direkt quantitativ gezeigt, dass das TATS-Remodeling progredient ablauft, wobei das
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Netzwerk zu einem spéteren Zeitpunkt zunehmend unstrukturierter erscheint und mit
einem Verlust transversaler Elemente - bei signifikanter Zunahme der axial und schrag
verlaufenden Anteile - einhergeht. Demzufolge scheint also das Ausmafd des TATS-
Umbaus mit dem Krankheitsstadium zu korrelieren. Dies wird auch durch eine Studie
unterstltzt, die Remodeling-Vorgange beim Ubergang von Herzhypertrophie zu
Herzinsuffizienz untersucht und eine Korrelation des Remodeling-Grades mit dem
Hypertrophiestatus und der linksventrikularen Pumpfunktion nachweisen konnte (Wei et
al. 2010).

1.5.2 Veranderungen der SERCA2a-Mikrodomane im Rahmen des CcAMP-
Signalweges

Es ist bekannt, dass es bei Herzinsuffizienz unter anderem zu Veréanderungen der cAMP-
Kompartimentierung und auch zum Remodeling bestimmter Mikrodomanen kommt. So
kommt es durch die chronische Sympathikusaktivitat im insuffizienten Herzen (s. a.
Kapitel 1.1) auch zur Desensibilisierung der B-ARs (Marks 2013) und zu einer
Herabregulierung der B;-AR-Expression (Bristow et al. 1982, Miyamoto et al. 2014). Dies
fuhrt schlieBlich zu einer Verschiebung des Verhaltnisses der ;- und B>-ARs zueinander,
von ~75%:~20% unter normalen Bedingungen auf 50%:50% im Krankheitsfall
(Lymperopoulos 2013). Allerdings scheint sich das vom (,-AR vermittelte cAMP-Signal
bei Herzinsuffizienz stark von dem an gesunden Herzen zu unterscheiden.
Untersuchungen mit Hilfe der bereits erwahnten SICM/FRET-Technologie zeigten, dass
unter pathologischen Bedingungen eine Umverteilung der B,-ARs aus den T-Tubuli hin zu
Bereichen der aufReren Membran erfolgt (Nikolaev et al. 2010). Im Rahmen dieser Studie
wurde auflRerdem nachgewiesen, dass das cAMP-Signal der (3,-ARs nun eher dem
diffusen Signal der B;-ARs gleicht und nicht mehr, wie unter 1.2 beschrieben,
kompartimentiert ist. Dementsprechend scheinen auch die erwéhnten protektiven Effekte
des B>-AR, wie die Hemmung der Apoptose oder Verbesserung der Herzfunktion (s. 1.2),
aufgehoben zu sein: In einer Studie an herzinsuffizienten Meerschweinchen wurde
beispielsweise gezeigt, dass die Aktivierung von 3,-AR im Krankheitsfall die Entstehung
ventrikularer Arrhythmien beglnstigt, was eine erhohte Sterblichkeit durch pldtzlichen
Herztod zur Folge hat (Wang et al. 2015).

Dartiber hinaus ist im Rahmen der Herzinsuffizienz eine verminderte Aktivitat der
SERCA2a bekannt (Meyer und Dillmann 1998, Schwinger et al. 1995). Die Ursachen
hierfir werden kontrovers diskutiert. Eine Vielzahl von Studien an Menschen und an

Tiermodellen zeigen, dass die SERCA2a-Expression bei Herzinsuffizienz reduziert ist
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bzw. dass eine Herabregulierung ihrer mRNA vorliegt (Zarain-Herzberg et al. 1996,
Hasenfuss et al. 1994). Eine pathologische Bedeutung der SERCA-Abnahme bei
Herzinsuffizienz wird auch in Experimenten an herzinsuffizienten Ratten gezeigt, bei
denen durch Gentransfer-vermittelter SERCA2a-Uberexpression eine Normalisierung des
intrazellularen Ca®*-Handlings erzielt werden konnte (Lyon et al. 2011). Ebenso zeigte
eine Phase 2 Studie an Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz einen positiven
Einfluss des SERCA2a-Gentransfers auf die Herzfunktion (Jessup et al. 2011). Fir den
wichtigsten Regulator der SERCA2a, PLN, konnte zwar eine Verminderung der mRNA-
Konzentration bei Herzinsuffizienz nachgewiesen werden, jedoch ging diese Beobachtung
nicht mit einer veranderten Proteinexpression einher (Linck et al. 1996). Die Meinung,
dass die PLN-Expression bei Herzinsuffizienz unverandert bleibt ist auch generell in der
Literatur weit verbreitet (Park und Oh 2013, Kranias und Hajjar 2012). Wie in Kapitel 1.4
aufgezeigt, ist die inhibitorische Wirkung von PLN auf die SERCA2a jedoch nicht
vorrangig von seiner Proteinmenge, sondern von seinem Phosphorylierungszustand
abhangig. Studien an humanen Kardiomyozyten zeigten, dass die PKA-Phosphorylierung
von PLN bei Herzinsuffizienz reduziert ist, was die Ca*-Sensitivitat der SERCA2a
vermindert (Schwinger et al. 1999). Im Rahmen dessen wird vermutet, dass der reduzierte
Phosphorylierungsstatus von PLN wesentlich durch eine vermehrte Aktivitdt der PLN-
dephosphorylierenden PP1 im Krankheitsfall beeinflusst wird (Sande et al. 2002, Huang et
al. 1999). Eine Studie an Ratten zeigte, dass eine lang anhaltende B-AR-Stimulation, die
auch bei Herzinsuffizienz gegeben ist (s. 1.1), eine erhéhte Aktivitdt der PP1 induzieren
kann (Boknik et al. 2000). Eine spatere Studie am gleichen Tiermodell brachte
verminderte mMRNA-Level des PP1-Inhibitors I-1 hiermit in Zusammenhang (El-Armouche
et al. 2007). Daruber hinaus konnten Untersuchungen an menschlichen Herzen sowohl
die verminderte Expression als auch die verminderte Phosphorylierung von I-1 durch die
PKA im Endstadium der Herzinsuffizienz nachweisen (El-Armouche et al. 2004). Bei
Experimenten an hypertensiven Ratten, konnte nach Entwicklung von Herzinsuffizienz
nicht nur eine Aktivitditsminderung von I-1, sondern auch von I-2, einem weiteren PP1-
Inhibitor, gezeigt werden (Gupta et al. 2005). Dem gegeniber konnte gezeigt werden,
dass das kleine Hitzeschockprotein 20 (Hsp20), welches ebenfalls in der SERCAZ2a-
Mikrodomane vorkommt, bei Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert und durch die PKA
phosphoryliert wird (Qian et al. 2009, Fan et al. 2005). Die Ursache hierfur wird ebenfalls
in der chronischen B-AR-Stimulation vermutet, unter welcher experimentell eben diese
Effekte nachgewiesen werden konnten (Chu et al. 2004). Es wird davon ausgegangen,
dass Hsp20 im Krankheitsfall eine eher kompensierende Rolle hat, da ihm zahlreiche
kardioprotektive Effekte, wie der Schutz vor Hypertrophie (Sin et al. 2011), die Hemmung

von Apoptose (Fan et al. 2004), die Abschwéachung kardialer Remodelingvorgange (Fan
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et al. 2006) und der Schutz vor Ischamie- bzw. Reperfusions-Schaden (Fan et al. 2005)
nachgewiesen wurden. Beziiglich der Aktivitdt und Expression der verschiedenen PDE-
Familien in der SERCA2a-Mikrodomé&ne unter pathologischen Bedingungen ist bisher nur
wenig bekannt. In der bereits erwahnten Vorlauferstudie unserer Arbeitsgruppe wurden
bereits PDE-Aktivitats-Profile an einem Herzhypertrophiemodell (TAC), welches das
Vorstadium der Herzinsuffizienz beschreibt, bestimmt (Sprenger et al. 2015). Bei
Untersuchung dieses frihen Pathomechanismus zeigte sich eine gesteigerte Aktivitat der
PDE2 nach B-AR-Stimulation und eine verminderte Aktivitdit der PDE4 unter basalen
Bedingungen. Abgesehen hiervon wurden bisher nur PDE-Veranderungen an
verschiedenen Krankheitsmodellen auf globalem Zellniveau beschrieben (Mehel et al.
2013, Mokni et al. 2010, Abi-Gerges et al. 2009). Uber die PDE-Aktivititen in der
SERCA2a-Mikrodoméane bei Herzinsuffizienz ist bisher nichts bekannt. Der lokale cAMP-
Pool und die davon abhdngige PKA-Aktivitdit hat wie aufgezeigt jedoch einen
entscheidenden Einfluss auf die veranderte Regulation des Ca**-Haushaltes und tragt so
zur Entstehung und dem Fortschreiten der Pathologie bei. Um ein besseres Verstandnis
zu entwickeln, wurden im Rahmen dieser Arbeit die Aktivitdten der verschiedenen PDE-
Familien in der Mikrodomé&ne am Modell der Myokardinfarkt-induzierten Herzinsuffizienz

zu einem spéateren Krankheitszeitpunkt untersucht.

1.6 FRET-basierte Messung von cAMP

Eine etablierte Methode, um die Dynamik sekundarer Botenstoffe in lebenden Zellen zu
untersuchen, ist die Verwendung von auf Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)-
basierenden Biosensoren. FRET ist ein distanzabh&ngiger fotophysikalischer Prozess, bei
dem es zum strahlenfreien Energieaustausch zwischen fluoreszierenden Molekilen
kommt (Forster 1948). Wie im Jablonski-Schema in Abbildung 3A dargestellt, wird ein
Donor-Fluorophor durch Anregung mit Licht spezifischer Wellenlange von seinem
Grundzustand Sy auf ein hoheres Erregungsniveau S; gebracht. Beim Riuckfall in den
Grundzustand, wird Energie frei, die zum einen als Fluoreszenz erkennbar wird, zum
anderen aber auch in Form von FRET auf ein geeignetes Akzeptor-Fluorophor tbergeht.
Hierdurch wird auch das Akzeptor-Fluorophor zum Ubergang auf S; angeregt und setzt

bei Wiederkehr in Sy ebenfalls seine Energie in Form von Fluoreszenz frei.
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Abbildung 3: Grundlagen des FRET. A Das Jablonski-Schema zeigt den Mechanismus des
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers. Durch Photonen-Absorption werden die Elektronen des
Donors vom Grundzustand S, in einen hdheren Erregungszustand S; gebracht. Bei Riickkehr in Sy
wird Energie in Form von Fluoreszenz frei und kann bei rAumlicher Néahe (<10 nm) mittels FRET
auf einen geeigneten Akzeptor mit niedrigerem Erregungsspektrum Ubertragen werden. Hierdurch
werden die Elektronen des Akzeptors angeregt und lassen bei Ruckfall auf S, ebenfalls
Fluoreszenzemission erkennnen. B Wichtige Vorraussetzung fur FRET ist neben der raumlichen
Néhe der Fluorophore auch die Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors mit dem
Absorptionsspektrum des Akzeptors. Wie durch den grin hinterlegten Bereich dargestellt, ist diese
Bedingung fir das FRET-Paar mit CFP als Donor und YFP als Akzeptor erfllt.

Wichtige Bedingung fur FRET ist, dass die beiden Fluoreszenzmolekiile einen Abstand
zwischen 1-10 nm zueinander haben (Sun et al. 2011). Au3erdem ist entscheidend, dass
sich das Emissionsspektrum des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors
wesentlich Uberschneidet. Diese Vorrausetzung erflllt das auch in dieser Arbeit
verwendete FRET-Paar aus cyan fluoreszierendem Protein (CFP) und gelb
fluoreszierendem Protein (YFP), wobei CFP, dessen Anregung bei einer kirzeren
Wellenlange erfolgt, als Donor und YFP als Akzeptor fungiert (s. Abb. 3 B). Das Ausmal3
des Energietransfers lasst sich dann am einfachsten durch Verhaltnissetzung der
Emissionsintensitdten von Donor und Akzeptor ermitteln. Auf Grundlage von FRET
wurden in den letzten Jahrzehnten bereits zahlreiche Biosensoren zur Messung
intrazellularer cAMP-Konzentrationen entwickelt, die nach unterschiedlichen Prinzipien
arbeiten (Sprenger und Nikolaev 2013). Ein Mechanismus ist beispielsweise die
Verwendung von A-Kinase-Aktivitats-Reportern (AKAR), welche eine
Phosphorylierungsstelle fur die PKA besitzen und so, gekoppelt mit FRET-fahigen
Fluoreszenzprotein-Paaren, indirekt Auskunft tber den cAMP-Spiegel geben (Depry et al.
2011, Allen und Zhang 2006). Dieser Mechanismus wurde auch verwendet, um einen
PLN-gekoppelten FRET-Sensor, SR-AKARS3, zu entwickeln und so die spezifisch PLN-
lokalisierte PKA-AKktivitéat in der SERCA2a-Mikrodoméne zu messen (Liu et al. 2011). Die

transiente Expression des Sensors in neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde hier wie
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weitgehend Ublich mittels Adenovirus-Infektion erzielt (Kirshenbaum et al. 1993). Nachteil
dieser Methode ist, dass fur den Gentransfer eine Zellkultur von mindestens 48 Stunden
notig ist, was vor allem bei empfindlichen Mauskardiomyozyten ohne die Zugabe von
Zusatzstoffen problematisch ist (Kabaeva et al. 2008). Um dieses Problem zu umgehen,
wurden transgene Mauslinien entwickelt, welche derartige Biosensoren direkt in vivo
exprimieren, ohne dabei Einfluss auf die physiologische Herzfunktion zu nehmen
(Calebiro et al. 2009, Nikolaev et al. 2006). Hierzu gehért auch die in dieser Arbeit
verwendete neue Linie der Epacl-PLN-transgenen FVB/N-Mause (Sprenger et al. 2015),
die einen Epacl-cAMP-Biosensor durch feste Kopplung an PLN in der SERCA2a-
Mikrodomaéne tragen (zur Kreation dieser Mauslinie s. a. Kapitel 2.1 im Methodenteil). Das
Prinzip dieses Sensors basiert auf der Kopplung der FRET-fahigen Fluoreszenzprotein
CFP und YFP an cAMP-bindendes Epacl, ein Konzept, welches bereits im Vorfeld
mehrfach zur Anwendung kam (Nikolaev et al. 2004, Ponsioen et al. 2004, DiPilato et al.
2004). Wie in Abbildung 4 dargestellt kommt es bei Bindung von cAMP an Epacl zu einer
Konformationsanderung, die mit einem verminderten Energietransfer mittels FRET
einhergeht. Auf diese Weise ist es mdglich, an frisch isolierten lebenden Kardiomyozyten,
durch Messung des Verhéltnisses von Donor- und Akzeptor-Fluoreszenzemissions-
Intensitaten, Aussagen uber die lokale cAMP-Dynamik unter moglichst physiologischen

Bedingungen zu treffen.

A B
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Epacl-cAMP-FRET-
Sensors. A In Abwesenheit von cAMP kommt es nach Anregung des Donors CFP zum
Energietransfer mittels FRET auf den sich in unmittelbarer Nahe befindenden Akzeptor YFP,
welcher daraufhin vermehrt Licht der Wellenlange 540 nm emittiert, das dann gemessen wird. B
Nach Bindung von cAMP an Epacl kommt es zur Konformationsanderung, die in einem
»Auseinanderdriften der Fluoreszenzproteine resultiert. Der Energietransfer mittels FRET wird so
cAMP-abhangig vermindert, was sich in einer vermehrten CFP-Fluoreszenzemission bei
vermindert detektierbarer YFP-Emissionsintensitat zeigt.

17



Einleitung

1.7 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Studie war es, Veranderungen im lokalen cAMP-Pool der SERCAZ2a-
Mikrodoméane in kardialer Myozyten unter den pathologischen Rahmenbedingungen der
Herzinsuffizienz zu untersuchen. Hierflir sollten Experimente an einer transgenen
Mauslinie durchgefiihrt werden, welche einen FRET-cAMP-Biosenser - Epacl-PLN -
lokalisiert in der SERCA2a-Mikrodoméane exprimiert. Zur Kranheitsinduktion wurde eine
Myokardinfarkt-induzierende Operation gewahlt, deren Erfolg und regelhafte Ausbildung
des Krankheitshildes mittels verschiedener Verfahren validiert werden sollte. Im Zuge
dessen sollten auch Remodelingvorgange des TATS untersucht werden, da diese eng mit
pathologischer Dysfunktion in Zusammenhang stehen und Hinweise auf das Ausmal3 des
Krankheitshildes geben kénnen. Des Weiteren sollte die regelhafte Expression und
Lokalisation des transgenen Sensors im Krankheitsfall Gberprift werden, um die
angestrebte Messung kompartimentierter Signale zu bestétigen. Mit Hilfe von Echtzeit-
FRET-Messungen an frisch isolierten, lebenden Kardiomyozyten sollten dann die Beitrage
verschiedener PDE-Familien zur Begrenzung des lokalen cAMP-Pools in der SERCA2a-
Doméane unter pathologischen Bedingungen gemessen und mit einer Kontrollgruppe
verglichen werden. Da die SERCA2a ein wichtige Stellung in der Regulation des
intrazellularen Ca?*-Haushaltes unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
einnimmt und durch lokale cAMP-Spiegel beeinflussbar ist, kdonnen die hierbei
gewonnenen Erkenntnisse ein besseres Verstandnis fir molekulare Mechanismen sowie

Krankheitsfortschreiten und Pathophysiologie schaffen.
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2 Methoden

Alle Tierversuche wurden vom Tierschutzblro der Universitatsmedizin Géttingen und dem
Niedersdchsischen Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(LAVES) geprift und genehmigt. Eine Auflistung der Verbrauchsgegenstande,
Chemikalien und Antikorper sowie der verwendeten Gerate und Software befindet sich im
Anhang (6.1-6.6).

2.1 Epacl-PLN-transgene Mauslinie

Zur Untersuchung der cAMP Signaldynamik in der SERCA2a-Mikrodoméne hatte Dr. Julia
Sprenger bereits im Zuge ihrer Promotion die Linie der Epacl-PLN-transgenen FVB/N-
Mause generiert (Sprenger 2014), an der alle Experimente dieser Studie erfolgten. Diese
Mauslinie exprimiert herzspezifisch einen SERCA2a-gekoppelten, auf Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) basierenden Sensor (s.a. 1.6), welcher durch
zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) stimuliert wird. Wie in Abbildung 5
dargestellt, ist der Epacl-PLN-cAMP-Sensor Uber CFP permanent an Phospholamban
(PLN) gekoppelt und somit fest in der SERCA2a-Domane verankert.

A

SR-Lumen

PLN

SERCA2a

B [WYFP[Epaci[CFP | GSMPLVFFC-| PLN 1-52

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Epacl-PLN-Biosensors.* Grafik A zeigt die
angenommene Lokalisation zur SERCA2a-Mikrodoméane innerhalb transgener Kardiomyozyten.
Die Bindungsstelle von cAMP an humanes Epacl ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. In B ist der
Sensor in linearer Anordnung und seine Kopplung Uber CFP an PLN dargestellt.

* Beide Zeichnungen sind mit freundlicher Genehmigung der Dissertation von Dr. Julia Sprenger entnommen
(Sprenger 2014).
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Um die Sensorexpression zu ermdglichen, wurde ein Vektor erstellt, welcher den a-
Myosin-schwere-Kette(a-MHC)-Promotor fur herzspezifische Expression enthalt (Nikolaev
et al. 2006). Grundlage hierfir war die Subklonierung des vollstandigen Epacl-PLN-
Vektors (pcDNA3.1), welcher bereits 2010 durch Dr. Viacheslav Nikolaev in Wirzburg
erstellt wurde. Der Aufbau des a-MHC-Vektors ist in Abbildung 6 dargestellt.

10312 Notl
polyA 9854..10330
9820 Xhol

PLN 9640...9816
ECFP 8920...9633 /’V

Epacl 8434...8913 2220 Notl

aMHC
Epacl-PLN
10983 bp

8428 EcoRl

EYFP 7711..8427
7693 Kpnl

aMHC promoter 2240...7678

Abbildung 6: Plasmidkarte des a-MHC-Vektors. Neben den fettgedruckten Kodierungs-
sequenzen sind auch die Schnittstellen der Restriktionsenzyme angegeben. Durch den a-MHC-
Promoter wird die kardiale Expression gewahrleistet.

Nach der Linearisierung des Epacl-PLN-Konstruktes wurde dieses in den Vorkern von
FVB/N-Mausen eingebracht. Die Mikroinjektion wurde durch das Max-Planck-Institut fir
Experimentelle Medizin in Gottingen nach bereits beschriebener Vorgehensweise
durchgefuhrt (Buitrago et al. 2005). Eine Griindermaus, welche den Sensor in nahezu
allen Kardiomyozyten exprimierte, wurde schlielich mit einem Wildtyp-FVB/NRJ-
Weibchen verpaart. Die heterogenen Folgegenerationen wurden dann (ber ein
Schwanzspitzenbiopsat mittels Standard-PCR durch Tobias Goldak der AG Nikolaev
(Abteilung Kardiologie und Pneumologie der Universitatsmedizin Gottingen) genotypisiert.
Die den Epacl-PLN-cAMP-Sensor tragenden Mause konnten so anhand positiver Banden

bei 340 bp identifiziert werden.
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2.2 Krankheitsmodell

Fur diese Studie wurden Epacl-PLN-transgene weibliche Mause im Alter von 8-12
Wochen randomisiert der Kontroll- (Sham) oder Myokardinfarkt(MI)-Gruppe zugeteilt und
der jeweiligen Operation unterzogen. Zur Ausbildung des Krankheitsbildes der
Herzinsuffizienz wurden 12 Wochen nach Intervention gewéhrt. Erst dann erfolgte die
echokardiografische  Phanotypisierung und anschlie@end die Umsetzung der

Experimente.

2.2.1 Ligatur des RIVA zur Induktion eines Myokardinfarktes

Der operative Eingriff und das perioperative Management, wurde von Dr. Daniela
Hubscher (Abteilung Kardiologie und Pneumologie der Universitdtsmedizin Gottingen) wie
in ihrer Dissertation beschrieben durchgefiihrt (Hiibscher 2012).

Zur Schmerztherapie erfolgte 3 Tage vor dem Eingriff die Gabe von Metamizol
(Novaminsulfon 500 mg Lichtenstein, Zentiva) tber das Trinkwasser (1 Tropfen pro 10 ml)
sowie eine Stunde préoperativ die intraperitoneale Verabreichung von 0,1 mg/kg
Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma GmbH). Wéahrend der Operation befand sich
die Maus intubiert in Inhalationsanésthesie unter 2% Isofluran (Florene®, Abbott) - geldst
in Sauerstoff - bei einem Atemzugvolumen von ca. 0,15 ml und einer Frequenz von
150/min. Der operative Zugang erfolgte durch linksseitige laterale Thorakotomie. Nach
Eroffnung des Perikards wurde der Myokardinfarkt mittels Ligatur des Ramus
interventricularis anterior (RIVA) mit einer nicht-resorbierbaren 9-0-Polyamidnaht (Ethilon,
Ethicon) herbeigefihrt. Der Erfolg der Intervention konnte durch die Entfarbung des distal
gelegenen Gewebes auf Grund der Unterbindung der Blutzufuhr direkt beobachtet
werden. Nach Verschluss der Thoraxwand mit einer 6-0-Naht (Prolene, Ethicon) wurde
die Isofluranzufuhr beendet und die Maus nach Einsetzen der regelhaften Spontanatmung
extubiert. Wahrend der postoperativen Regenerationsphase erfolgte weiter die
Schmerztherapie mit Metamizol fur 7 Tage, wobei der Gesundheitszustand der operierten

Tiere taglich Uberpriuft wurde.

Die Operation und Behandlung der Sham-Mause erfolgte nach demselben Schema,
jedoch mit der Ausnahme, dass in dieser Gruppe die Unterbindung der linken

Koronaraterie ausblieb.
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2.2.2 Echokardiografie

Die Herzfunktion der Sham- und MiI-operierten M&use wurde 12 Wochen nach dem
Eingriff (12pMI) mittels Echokardiografie (Vevo 2100, VisualSonics) unter Verwendung
eines 30 Hz Schallkopfes (MS400 MicroScan™ Transducer) charakterisiert. Unter
Sedierung mit 1.5% Isofluran wurden die in Tabelle 1 genannten morphologischen und

funktionellen Herzparameter bestimmit.

Tabelle 1: Parameter der Echokardiografie

Parameter Abkilrzung
Vorderwanddicke in der Diastole AWThd
Vorderwanddicke in der Systole AWThs
Linksventrikulérer enddiastolischer Durchmesser LVEDD
Linksventrikularer endsystolischer Durchmesser LVESD
Enddiastolisches Volumen EDV
Endsystolisches Volumen ESV
Kammerquerschnittsflache in der Diastole EDA
Kammerquerschnittsflache in der Systole ESA
Systolische epikardiale Flache Epis
Lange Achse (Aortenklappe bis Herzspitze) in der Systole Ls
Herzfrequenz HF

Aus den ermittelten Werten wurden dann weitere charakteristische Kenngrof3en
berechnet: Die Ejektionsfraktion (EF) ist die Menge des ausgeworfenen Blutes wahrend
der Systole und entspricht dem Quotienten aus Schlagvolumen (SV) und
enddiastolischem Volumen (EDV). Das Schlagvolumen wiederum berechnet sich aus der

Differenz zwischen EDV und ESV. Somit ergibt sich folgende Formel:

SV EDV—ESV
EDV  EDV

EF = x 100

Die Verkurzungsfraktion (FS) ist ein Parameter fur die Pumpfunktion des linken Ventrikels
und beschreibt die Verkiirzung des Herzens wahrend der Systole. Sie berechnet sich wie

folgt:

_ LVEDD — LVESD

vepp ¥ 100
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Ahnliche Aussagekraft hat die fraktionelle Flachenanderungsrate (FAC), in die die
Differenz der enddiastolischen (EDA) und endsystolischen Kammerquerschnittsflache
(ESA) einflieft:

cac EDAZESA
-~ EpA *

Dartber hinaus wurde das Herzgewicht (HW) mit folgender Formel naherungsweise

ermittelt;

AWThs + AWThd
2

HW = 1,05 x 2 X {[Epis X(LS + )] — (ESAx Ls)}

Die echokardiografischen Untersuchungen wurden von Roland Blume und Marcel
Zoremba der SFB-Service-Unit der Abteilung Kardiologie und Pneumologie der
Universitatsmedizin Gottingen durchgefiihrt. Die Analyse der Daten erfolgte durch Beate
Knocke in derselben Abteilung. Sowohl die Echokardiografie als auch die Auswertung
fand als Blindversuch statt.

2.3 Isolation ventrikularer Kardiomyozten

Die Isolation ventrikularer Kardiomyozyten erfolgte mittels Langendorff Perfusion, wie
bereits beschrieben (Go6tz und Nikolaev 2013). Dazu wurden die Mause mit Isofluran
narkotisiert und der Tod durch Genickbruch herbeigefiihrt. Nach Eréffnung des Brustkorbs
wurde das Herz zugig entnommen und direkt in eine mit eiskalter phosphatgepufferter
Saline (PBS) gefiilite Petrischale Uberfuhrt. Dort wurde das Herz tber die Aorta auf eine
stumpf geschliffene 21G Kanile gezogen und befestigt. Die Perfusion des Herzens nach
Langendorff erfolgte bei 37°C mit einer Flussrate von 3,5 ml/min. Das Herz wurde hierzu
zunachst fur 3 min mit Perfusionspuffer und anschlie@end mit 30 ml Verdaupuffer
perfundiert. Im Anschluss an den Verdau wurden die Atrien sowie durch den Infarkt
entstandenes Narbengewebe entfernt und die Ventrikel in 2,5 ml Verdaupuffer fir 30 s
grob zerkleinert. Durch Zugabe des Stopppuffers 1 wurde der Verdau beendet und die
Zellsuspension fur 3 min mit einer 1 ml Spritze homogenisiert. Bevor das Pellet im
Stopppuffer 2 resuspendiert wurde, wurden die Zellen zur Sedimentation 10 min bei
Raumtemperatur belassen. Das weitere Vorgehen unterschied sich je nach Art des
Versuches und wird an entsprechender Stelle beschrieben. Zur Zusammensetzung der

verwendeten Substanzen siehe Tabelle 2.
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Tabelle 2: Lésungen und Puffer fur die Kardiomyozytenisolation

Substanz Zusammensetzung
Stock-Perfusionspuffer 10x NaCl 1,13 M
(steril filtriert) KCI 47 mM
KH,PO, 6 mM
Na,HPO4x2H,0 6 mM
MgSO4x7H,0 12 mM
Phenolrot 0,32 mM
NaHCO; 120 mM
KHCO; 100 mM
HEPES 100 mM
Taurin 300 mM
Perfusionspuffer 1x Stock-Perfusionspuffer 10x 10 ml
(steril filtriert) BDM-L6sung 2ml
Glukose 100 mg
Aqua dest. ad 100 ml
BDM-LdAsung BDM 500 mM
BSA-L6sung (steril filtriert) BSA 10 %
CaCl,-Lésung 100 mM (steril filtriert) | CaCl, 100 mM
CaCly-Lésung 10 mM (steril filtriert) CacCl, 10 mM
Liberase-Lésung Liberase DH 50 mg
(sterile Bedingungen) Aqua dest. 12 mi
Verdaupuffer Perfusionspuffer 1x 2,6 ml
CaCl,-L6ésung 100 mM 3,75 pl
Trypsin 2,5% 200 pl
Liberase-Ldsung 450 pl
Stopppuffer 1 Perfusionspuffer 1x 2,25 ml
BSA-L6sung 250 pl
CaCl,-L6ésung 100 mM 1,25 ul
Stopppuffer 2 Perfusionspuffer 1x 9,5 ml
BSA-L6sung 500 pl
CaCl,-L6ésung 100 mM 3,75 ul
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2.4 Epifluoreszenzmikroskopie und FRET-Messungen

2.4.1 Vorbereitung der Zellen

Um den isolierten Kardiomyozyten eine moglichst physiologische Umgebung zu schaffen,
erfolgte vor den FRET-Experimenten ein Ca®*-Aufbau mit den oben genannten CacCl,-
Losungen im Stopppuffer 2. Hierbei wurden folgende Mengen der entsprechenden
Losung zur Zellsuspension gegeben und zwischen jedem Schritt 4 min zur Adaptation

gegeben:
50 pl CaCl, 10 mM Endkonzentration 62 uM
50 pl CaCl, 10 mM Endkonzentration 112 uM
100 pl CaCl, 10 mM Endkonzentration 212 uM
30 pl CaCl; 100 mM Endkonzentration 500 pM
50 pl CaCl, 100 mM Endkonzentration 1000 uM

Nach der Rekalzifizierung wurden die Kardiomyozyten zur Sedimentation 10 min bei 37°C
und 5% CO, in den Inkubator gestellt. Dort wurden die Zellen nach Ausplattierung auf
Laminin-beschichtete Deckglaser (d 24 mm) auch wieder bis zu ihrer Verwendung

aufbewabhrt.

2.4.2 FRET-Messungen und Datenanalyse

Sowohl Messungen als auch Mikroskopaufbau und Datenanalyse wurden entsprechend
dem bereits verdffentlichten Video-Artikel durchgefuihrt, dem auch weitere Details

entnommen werden kdnnen (Sprenger et al. 2012).

Tabelle 3: Zusammensetzung des FRET-Puffers

Zusammensetzung

FRET-Puffer NacCl 144 mM
KCI 5,4 mM
MgCl, 1mM
CacCl, 1mM
HEPES 10 mM
NaOH bis pH 7,3

Frihestens 30 min nach Ausplattierung der Kardiomyozyten wurden die beséaten

Deckglaser in der Messkammer befestigt, die Zellen einmal mit 400 ul FRET-Puffer
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gewaschen und anschlieBend mit 400 pl FRET-Puffer bedeckt (Zusammensetzung s.
Tab. 3).

Die Messungen erfolgten an einem inversen Epifluoreszenz-Mikroskop mit einem 40x Ol-
Objektiv, welches durch die MicroManager Freeware gesteuert wurde. Der schematische
Aufbau ist in Abbildung 7 dargestellt. Durch eine CoolLED, welche Licht der Wellenléange
440 nm ausstrahlt, wurde der FRET-Sensor-Donor CFP angeregt. Das daraufhin aus der
Probe emittierte Licht wurde durch einen DualView-Filter in ein CFP- und ein YFP-Signal
aufgeteilt, welche dann mit Hilfe einer CCD-Kamera detektiert wurden.

A B C Probe D

CoolLED
440 nm

DualView Filter o ; < DualView Filter

%l g

CCD Kamera

CCD Kamera

Computer

Abbildung 7: Aufbau des FRET-Mikroskops. A Foto des Mikroskopaufbaus B Die Anregung der
transgenen Kardiomyozyten in der Probe erfolgte bei 440 nm mittels einer CoolLED. Das emittierte
Licht wurde dann durch den DualView-Filter in den Donor(CFP)- und Akzeptor(YFP)-Kanal
gespalten und beide Kanéle durch die CCD-Kamera aufgenommen. Am Computer wurden die
jeweiligen Intensitaten dann mit Hilfe von ImageJ gemessen und die FRET-Ratio ermittelt.

Fur die bei Raumtemperatur erfolgten Experimente wurden Kardiomyozten ausgewahlt,
welche den Sensor so exprimierten, dass sich unter dem Mikroskop eine mittelstarke
Fluoreszenz erkennen lie3. Um Photobleichung zu vermeiden, wurde die Bestrahlung mit
Fluoreszenzlicht mdéglichst kurz gehalten. Die Aufnahmen des CFP- und YFP-Kanals
erfolgten alle 5 s, wobei die optimale Belichtungszeit in der Regel um die 10 ms lag. Vor
und zwischen der Stimulation der Zellen mit in FRET-Puffer verdiinnten Pharmaka, wurde

jeweils das Erreichen einer stabilen Grundlinie der YFP/CFP-Ratio abgewartet.

Die Datenanalyse erfolgte nach Beendigung der Experimente offline. Die Intensitaten der

Aufnahmen im Donor(CFP)- und Akzeptor(YFP)-Kanal wurden mit Hilfe der ImageJ
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Software in ausgewahlten Bildregionen (ROIs) gemessen und die Werte anschlieend in
Excel kopiert. Die korrekte YFP/CFP- oder auch FRET-Ratio errechnete sich dann, unter
Bertcksichtigung des Durchblutens der CFP-Emission in den YFP-Kanal, mit folgender

Formel:

YFP — 0,63 x CFP

FRET Ratio =
atio CFP

Der Faktor 0,63 entspricht dem Anteil der Donorfluoreszenz im Akzeptorkanal (YFP/CFP)
und wurde bereits an Zellen, welche mit einem CFP-Plasmid transfiziert worden waren,
ermittelt. Die so erhaltenen Daten konnte dann grafisch dargestellt und das Ausmalf3 der
FRET-Antwort auf die verschiedenen Stimulantien ermittelt werden.

2.5 Konfokalmikroskopie

Die Bildgebung zur Beantwortung strukturanalytischer Fragestellungen erfolgte mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM710, Carl Zeiss) unter Verwendung eines 63x
1.4 NA Ol-Objektives. Zur Aufnahme der Bilder wurde die zugehodrige Software des
Herstellers (ZEN 2009) verwendet, welche die Bilder als proprietares ,.Ism“ Dateiformat
speichert. Die PixelgroRe wurde auf 0,1 um x 0,1 um bei einer Verweildauer von 0,5-0,6
us pro Bildpunkt festgelegt. Bei allen Aufnahmen wurden zusatzlich zu den gefarbten
Proteinen, jeweils das CFP- und das YFP-Signal des Epacl-PLN-cAMP-Sensors
detektiert. Die Mikroskopeinstellungen, Farbstoffe und Antikérper wurden so gewahlt,
dass alle Signale getrennt voneinander ohne Durchbluten dargestellt werden konnten.
AulRerdem wurde von jeder Zelle ein Durchlichtbild zur Beurteilung der Zellqualitat und
Bestimmung der ZellgroRRe erstellt, fur welches die PixelgréRe bei hypertrophen Zellen

gegebenenfalls auf 0,38 pm x 0,38 pm erhodht wurde.

2.5.1 Vorbereitung der Zellen

Die Isolation der ventrikularen Kardiomyozyten erfolgte wie unter 2.3 beschrieben, jedoch
wurde im Stopppuffer 2 sowie in dem im weiteren Verlauf verwendeten Perfusionspuffer
auf die Zugabe von Phenolrot verzichtet, um bei der Bildgebung die Detektion des roten
Farbstoffes zu vermeiden. Im Anschluss an die Uberfuihrung der Zellen in Stopppuffer 2
wurden ca. 10 min bei Raumtemperatur zur Sedimentation der Kardiomyozyten gewahrt.
Das Zellpellet wurde in Perfusionspuffer resuspendiert und nach weiteren 5 min
Sedimentationszeit fur Membranfarbungen (s. 2.5.2) verwendet oder fir Immunfarbungen
direkt fixiert (s. 2.5.3).
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2.5.2 Membranfarbung mit di-8-ANEPPS und Lebendaufnahmen

Die Plasmamembran der lebenden Kardiomyozyten - einschlie3lich des TATS - wurde mit
dem lipophilen Farbstoff di-8-ANEPPS gefarbt. Hierzu wurden zunéchst Deckglaser (& 42
mm) in einer Messkammer befestigt und mit Laminin beschichtet (1 mg/ml, 1:5 in
Perfusionspuffer verdiinnt). Anschlielend wurde das gewonnene Zellpellet in 800 pl
Perfusionspuffer, welcher mit 50 pM di-8-ANEPPS versetzt worden war, resuspendiert.
Das Gemisch wurde sofort auf die lamininbeschichteten Deckglaser gegeben, sodass sich
die Kardiomyozyten bereits wahrend des Farbevorgangs absetzen konnten. Nach 15
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen wurden die Zellen einmal mit
Perfusionspuffer gewaschen und mit 1 ml Puffer bedeckt. Direkt im Anschluss wurde mit
den Aufnahmen der lebenden Zellen begonnen. Neben dem di-8-ANEPPS-Signal wurde
auBerdem der CFP-Kanal des Epacl-PLN-cAMP-Sensors detektiert. Die gewahlten

Mikroskopeinstellungen kdnnen Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4: Einstellungen fir die Konfokalaufnahmen lebender Zellen

Kanal Anregung Detektion

di-8-ANEPPS (50 uM) 458 nm 600 — 740 nm
(Laserleistung 3 — 5,5 %) (gain 800 — 950)

Sensor-CFP 405 nm 450 - 501 nm
(Laserleistung 4 %) (gain 900)

Da ein Durchbluten von di-8-ANEPPS in den Kanal des Sensor-YFPs bei der
Negativkontrolle an Wildtypzellen nicht verhindert werden konnte, wurde auf dessen

Darstellung bei den Lebendaufnahmen verzichtet.

2.5.3 Immunfarbungen fixierter Kardiomyozyten und deren Aufnahmen

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen mussten die wie unter 2.5.1 beschrieben
vorbereiteten Kardiomyozyten zunéchst fixiert werden. Hierzu wurden Deckglaser (@ 18
mm) in einer 12-Well-Platte zundchst mit Laminin beschichtet (1 mg/ml, 1:5 in
Perfusionspuffer verdinnt). Die frisch isolierten, gewaschenen Zellen wurden dann in
Perfusionspuffer resuspendiert und pro Deckglas 200 pl der Zellsuspension aufgetragen.
Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA) 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Verdinnung des PFA
erfolgte hierbei in PBS (pH 7,4, ohne Ca®" und Mg®"). AnschlieRend wurden die fixierten
Zellen einmal mit Blockingpuffer, bestehend aus 0,2 % Triton X-100 und 10 % bovinem

Kalberserum (BCS) in PBS, gewaschen. Die Permeabilisierung der Kardiomyozyten
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erfolgte ebenfalls in Blockingpuffer fur 1h bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die
Zellen dber Nacht bei 4°C mit den in Blockingpuffer verdiunnten Prim&rantikorpern
inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Zellen dreimal mit Blockingpuffer gewaschen und dann mit
den hierin verdinnten Sekundarantikdrpern fir 4 h bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Daraufhin wurden die Kardiomyozyten noch dreimal mit PBS gewaschen und
die Deckglaser in Einbettungsmedium auf Objekttrager gebracht. Nach 12-48 h waren die
Préaparate ausgehartet und wurden mit Nagellack versiegelt.

Die verwendeten Primér- und Sekundarantikorper einschlielich ihrer Verdinnung sind im

Anhang unter Kapitel 6.2 aufgelistet.

Immunfluoreszenzgefarbte Strukturen sowie die Sensor-Fluoreszenzproteine wurden mit

den in Tabelle 5 genannten Einstellungen am Konfokalmikroskop aufgenommen.

Tabelle 5: Einstellungen fir die Konfokalaufnahmen immungeféarbter Praparate

Kanal Anregung Detektion
AlexaFluor® 568 561 nm 570 — 620 nm
(Laserleistung 1%) (gain 750)
AlexaFluor® 633 633 nm 640 — 740 nm
(Laserleistung 1 %) (gain 800)
Sensor-YFP 514 nm 519 — 560 nm
(Laserleistung 5 %) (gain 770)
Sensor-CFP 405 nm 454 — 550 nm
(Laserleistung 3 %) (gain 700)

2.6 Analyse der Konfokalbilder

Die Auswertung der Konfokalbilder erfolgte mit Hilfe der Fiji-Software, einer frei
erhaltlichen Variante von ImageJ mit zusatzlichen Analyse Plugins. Vor ihrer Bearbeitung
und Analyse wurden die als ,.Ism“Datei gespeicherten Aufnahmen zunachst in ,.tif*-
Dateien umgewandelt. Zur Datenorganisation und fir weitere Auswertungsschritte,

wurden die ermittelten Werte am Ende der Analyse in Excel importiert.

2.6.1 Kolokalisationsanalyse des Epacl-PLN-Sensors mit SERCA2a

Die Kolokalisation des Epacl-PLN-Sensors mit dem funktionell relevanten SERCA2a-

Kompartiment wurde mit Hilfe von Fiji durch Ermittlung von Kolokalisationskoeffizienten

29



Methoden

und der Erstellung von Streudiagrammen entsprechend etablierter Vorgehensweisen
Uberpruft (Zinchuk et al. 2007). Als Grundlage hierfir dienten die qualittsgesicherten
Konfokalaufnahmen der immungefarbten SERCA2a-Praparate (s. 2.5.3). Zur Lokalisation
des Sensors wurde das YFP-Signal gewahlt, da YFP im Vergleich zu CFP ein besonders
vorteilhaftes Signal-Rausch-Verhalten zeigte. Das fiur CFP verstarkt hervortretende
Hintergrundrauschen wird hierbei vermutlich durch die ebenfalls angeregte
Eigenfluoreszenz erzeugt. Fur die Analysen wurden zunachst beide Kanéle Uberlagernde
ROIs von 20 um x 15 um im Zellinneren ausgewahlt. Hier wurde darauf geachtet, dass
sowohl im SERCAZ2a- als auch im YFP-Kanal, ein mdglichst hintergrundarmes Signal
ohne stérende Elemente (Zellkerne etc.) sowie eine moglichst planare
Sarkomerarchitektur (Durchlichtbild) vorlag. Die ausgewahlten ROIs wurden dann
getrennt durch die folgenden Befehle, mit in Klammern genannten Einstellungen, in

ImageJ bearbeitet:

1. Subtract background (rolling ball radius=100)

2. Enhance Contrast... (Saturated pixels 0.1, normalize)
3. Filters -> Mean (Radius=1.0 pixels)

Mit Hilfe des Analyse-Plugins Coloc2 (Manders‘ Correlation, 2D intensity histogram)
wurde dann durch die Software automatisch das Streudiagramm erstellt sowie der
Pearson-Koeffizient und die Manders-Koeffizienten M1 und M2 berechnet. Im
Streudiagramm (s. a. Abb. 17 Ergebnisteil) ist die Intensitéat des YFP-Signals (Kanal 1) auf
der X-Achse und die Intensitat des Serca2a-Signals (Kanal 2) auf der Y-Achse dargestellt.
Dementsprechend finden sich kolokalisierte Signale gleicher Intensitat direkt auf der
Diagonalen zwischen den beiden Achsen. Aufgrund der grof3en Anzahl der untersuchten
Pixel wurde die Darstellung der Bildpunkte beider Kanéle entsprechend ihrer Haufigkeiten
widergegeben. Dazu wurde das Diagramm farbkodiert, wobei die Farben die Dichte der
einzelnen Punkte widerspiegeln. Wie in Abbildung 8 dargestellt, entsprechen hierbei

schwarze Bereiche einer niedrigen Dichte und weil3e Bereiche einer hohen Dichte an

Bildpunkten.

A 4
+

Pixeldichte

Abbildung 8: Farbkodierungsskala der Streudiagramme. Dunkle Bereiche im Diagramm
entsprechen einer geringen Dichte an Bildpunkten. Weil3e Bereiche hingegen weisen auf eine
hohe Pixeldichte hin.
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Um die Sensorlokalisation zwischen Sham- und 12pMI-Gruppe zu vergleichen, wurden
die ermittelten Korrelationskoeffizienten fir die jeweilige Gruppe gemittelt.

2.6.2 Bestimmung der Zellgré3en

Die Vermessung der Kardiomyozyten erfolgte an den Durchlichtbildern, welche wie in
Kapitel 2.5 beschrieben aufgenommen wurden. Eine ausreichende Relaxierung der Zellen
zum Zeitpunkt der Aufnahme wurde durch den BDM-haltigen Perfusionspuffer
sichergestellt, in dem sich die Kardiomyozyten wahrend der Lebendaufnahmen bzw.
wahrend der Fixierung fur die Immunfarbungen befanden. Die erfolgreiche
Kontraktionshemmung der Herzmuskelzellen durch BDM wurde auf3erdem durch
stichprobenartige Kontrolle der Sarkomerlange (>1,8 um) tberprift. Mit Hilfe der ImageJ-
Software wurden die Umrisse der einzelnen Zellen auf den Aufnahmen zunachst manuell
markiert und dem ROI-Manager zugefiigt. Querschnittsflache, Lange und Breite wurde

dann durch die Software automatisch vermessen.

2.6.3 Quantitative Analyse des TATS

Die Analyse des TATS anhand der di-8-ANEPPS-Zellmembran-Signale erfolgte mit Hilfe
des Bildbearbeitungsprogrammes Fiji. Das Vorgehen entspricht hierbei weitgehend
standardisierten  quantitativen  Analyseschritten der AG Lehnart, die nach
Qualitatssicherung durch Peer Review sowohl als Open Access Publikation sowie als
Protokoll-Dateien frei verfigbar sind (Wagner et al. 2014). Dementsprechend wurden
passende intrazelluldre ROIls ausgewahlt welche das Netzwerk, nicht jedoch die duRRere
Zellmembran oder die Zellkerne enthielten. Die ausgewahlten Bildbereiche wurden dann

mit den folgenden Befehlen und den in Klammern genannten Einstellungen bearbeitet:

1. Subtract Background (rolling ball radius=5)

2. Enhance Local Contrast/CLAHE (block size=49, histogram=256, maximum=3,
mask=none)

3. Smooth

4. Statistical Region Merging (Q=100, show averages)

5. type -> 8 bit

6. Threshold (40, upper threshold 255)
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Aus den so entstandenen Binarbildern wurden dann durch das Plugin ,Skeletonize
(2D/3D)“ Skelettbilder des TATS erstellt. Auf Grundlage dieser Bilder erfolgte mittels des
Plugins ,Analyze Skeleton (2D/3D)“ die automatische Extrahierung quantitativer
Eigenschaften wie Astlange und Anzahl der Knotenpunkte. Die ermittelten Werte wurden
fur die weitere Datenanalyse in Excel importiert und die Gesamtlange des Netzwerkes
berechnet. Als BezugsgrofRe diente die Flache des jeweiligen ROI, die ebenfalls

automatisch mit Hilfe des ROI-Managers durch die Software gemessen wurde.

Die Richtungsanalyse der einzelnen Komponenten des TATS erfolgte ebenfalls auf Basis
der erzeugten Skelettbilder. Hierzu wurde das Plugin ,Directionality“ (method=Fourier
Components, nbins=180, histogram start=-45°, display table) verwendet. So wurde fir
jedes Skelett ein Histogramm erstellt, welches die Haufgkeit der Elemente in der
jeweiligen Richtung mit einer Klassenbreite von 1° darstellt. Die Winkelgrade werden
hierbei in Relation zur longitudinalen Zellachse der Kardiomyozyten angegeben, weshalb
axiale Elemente der Tubuli bei 0° und transversale Anteile bei 90° liegen. Die Werte bei 0°
wurden als den Werten bei 180° &quivalent betrachtet. Nachdem alle Bilder analysiert
waren, wurden jeweils die Werte der Sham- und der 12pMI-Gruppe gemittelt. Um die
beiden Haufigkeitsspitzen bei 0° und 90° grafisch besser darzustellen, wurde die
Richtungsskala von -45° bis 135° gewahlt, wobei Werte von -45° bis -1° denen von 135°

bis 179° aufgrund der Richtungssymmetrie entsprechen.

Des Weiteren wurde die absolute Menge an axialen und transversalen Elementen
ermittelt und zwischen Sham- und 12pMI-Gruppe verglichen. Dazu wurde mit Hilfe des im
Histogramm erzeugten Prozentsatzes bestimmter Richtungselemente, der jeweilige Anteil
an der ermittelten Gesamtlange des Skeletts bestimmt. Als axiale Komponente wurde
hierfir jeweils die Summe aller Werte von 0°+3° festgelegt. Entsprechend wurde fir die
transversale Komponente die Summe aller Werte von 90°+3° angenommen. Auch hier
wurden sowohl fur die axialen als auch fur die transversalen Komponenten jeweils die

Werte der Sham- und der 12pMI-Gruppe gemittelt und getrennt dargestellt.

2.7 Proteinanalysen mittels Western Blot

Fur die Proteinanalysen mittels Western Blot wurden Kardiomyozyten transgener Sham-
und Ml-operierter Mause, wie in Kapitel 2.3 beschrieben, isoliert, im Stopppuffer 2 jedoch
auf die Zugabe von BSA verzichtet. Die Zusammensetzung aller verwendeten

Substanzen sowie der Gele, kann in Tabelle 6 eingesehen werden.
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Direkt nach der Uberfilhrung der Zellen in Stopppuffer 2 wurden diese 2 min bei 2.000
rom zentrifugiert und nach Abnahme des Uberstandes sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Zellpellets wurden in Homogenisierungspuffer mit Hilfe einer
Insulinspritze homogenisiert und die Proteinkonzentration, mittels eines BCA™Protein
Assay Kits entsprechend der Anleitung des Herstellers, bestimmt. Jeweils 20 pg des
Proteins wurden dann mit Homogenisierungspuffer und 3x SDS Stopp vermischt und die

Sham- und MI-Proben sowie der Proteinmarker auf 12 % SDS Gele aufgetragen.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter Verwendung von Laufpuffer bei 100 V, bis die
ersten Banden das untere Ende des Gels erreicht hatten. AnschlieRend wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulose Membran Ubertragen. Das Blotting erfolgte in
Transferpuffer bei ca. 4°C und einer Spannung von 100 V fiir 2 Stunden.

Nach Anfarben der Membranen mit Ponceau S wurden diese mit Aqua dest. gewaschen
und mindestens 1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C geblockt. Je nach
spater verwendetem Primarantikdrper wurde hierzu TBS-Tween®20 mit 5% Milchpulver
(anti-PLN-AK, anti-SERCA2a-AK) oder 3% BSA (anti-CSQ-AK) versetzt. Die
Primarantikérper wurden dann entsprechend verdiinnt und tGber Nacht bei 4°C (anti-PLN-
AK, anti-SERCA2a-AK) bzw. 1 h bei Raumtemperatur (anti-CSQ-AK) mit den Membranen
inkubiert. Vor der Zugabe der Sekundarantikbrper wurden die Membranen jeweils dreimal
fir 5 min mit TBS-Tween®20 gewaschen. Die Sekundarantikdrper wurden entsprechend
den Primarantikérpern im jeweiligen Medium verdinnt und fir 1 h bei Raumtemperatur
mit den Membranen inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen der Membranen mit
TBS-Tween®20 wurden diese entwickelt. Sowohl Primér- als auch Sekundarantikdrper
einschlieB3lich ihrer Verdinnungsverhaltnisse sind im Anhang unter Kapitel 6.2 aufgelistet.
Zur Detektion der Proteinbanden wurden die Membranen 1 min mit einer kommerziellen
Entwicklerlésung inkubiert und in der Dunkelkammer mit Hilfe eines Entwicklergerates

entwickelt.

Aufgrund der Laufeigenschaften der hier untersuchten Proteine, wurde der Vorgang
zunachst komplett fir die Analyse der PLN Banden durchgefiihrt. Anschlielend erfolgte
das Antikorper-Stripping der Membranen fir 8 min mit 0,2 M Natronlauge bei
Raumtemperatur, wobei die Membranen jeweils vorher und nachher 4 min mit H,O
gewaschen wurden. Zur Detektion der SERCA2a- und CSQ-Banden wurde der Vorgang
wie beschrieben ab dem Blocken an der aufgeteilten Membran wiederholt. Die

Vermessung der Banden erfolgte mit Hilfe von ImageJ.
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Tabelle 6: Zusammensetzung der fir den Western Blot verwendeten Substanzen

Substanz Zusammensetzung
Homogenisierungspuffer HEPES 10 mM
Saccharose 300 mM
NaCl 150 mM
EGTA 1mM
CaCl, 2mM
pH einstellen auf 7,4
PhosSTOP 1 Tablette
Protease Inhibitor Cocktail 1 Tablette
Triton X-100 10 %
3x SDS-Stopp TRIS 200 mM
HCI bis pH 6,7
SDS 6 %
Glycerin 15 %
Bromphenolblau
2-Mercaptoethanol 10 %
Trenngel 12% Acrylamid 4,8 mi
(Ansatz fur 2 Gele, 12 ml) 4xTris/SDS pH 8,8 3ml
Aqua bidest. 4,2 ml
10% APS-Losung 48 pl
TEMED 18 ul
Sammelgel Acrylamid 500 pl
(Ansatz fur 2 Gele, 12 ml) 4xTris/SDS pH 6,8 940 ul
Aqua bidest. 2,31 ml
10% APS-Ldsung 18,8 ul
TEMED 7,5 pl
4x Tris/SDS pH 6,8 TRIS 500 mM
SDS 0,4 %
pH 6,8
4x Tris/SDS pH 8,8 TRIS 15M
SDS 0,4 %
pH 6.8
10% APS-LOsung APS 10 %
10x SDS-Laufpuffer TRIS 250 mM
Glycine 19M
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SDS 1%
pH 8,3

10x Transferpuffer TRIS 325 mM
Glycine 19M

1x Transferpuffer 10x Transferpuffer 10 %
Methanol 20 %

Ponceau S-Solution Ponceau S 0,5%
in 10% Essigsaure

10x TBS-Puffer TRIS 100 mM
NaCl 15M
HCI bis pH 7,5

1x TBS-Tween®20 (0,1%) 10x TBS Puffer 10 %
Tween®20 0,1%

5% Milchpuffer Milchpulver 5%
in 1x TBS-Tween®20

3% BSA BSA 3%
in 1x TBS-Tween®20

2.8 Statistik

Soweit nicht anders vermerkt, werden alle Daten als Mittelwerte + Standardfehler

angegeben. Die Unterschiede zwischen Sham- und 12pMI-Gruppe wurden durch Excel

(Microsoft Office 2010) mittels eines heteroskedastischen T-Tests mit zweiseitiger

Verteilung, auf Signifikanz getestet. Im Falle der Western Blot Analysen wurden hierfir die

Werte aus den dreimal wiederholten Versuchen zunéchst je Probe gemittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der Ausbildung des Krankheitsbildes Herzinsuffizienz

Zur Untersuchung pathophysiologischer Veranderungen der SERCA2a-Mikrodoméane
wurde ein bereits beschriebenes post-MI-Mausmodell verwendet (Muthuramu et al. 2014).
Die Epacl-PLN-transgenen Weibchen wurden im Alter von 8-12 Wochen einer
Myokardinfarkt(Ml)-induzierenden Operation unterzogen, bei welcher die permanente
Ligatur des RIVA erfolgte (s. 2.2.1). Innerhalb der folgenden Wochen entwickelte sich
dann eine systolische Herzinsuffizienz, wobei alle hier beschriebenen Experimente nach
Abschluss der 12. postoperativen Woche (12pMIl) als Terminalvesuche durchgefiihrt
wurden. Als Kontrolle wurde jeweils auch eine Gruppe Sham-operierter Mause (ebenfalls
unter 2.2.1 beschrieben) untersucht. Die Wirksamkeit der operativen Intervention wurde
dann mittels der im Folgenden beschriebenen Verfahren objektiviert:

3.1.1 Echokardiografische Untersuchungen

12 Wochen nach dem operativen Eingriff wurden die Mause unter Isofluoran-Sedierung in
Blindversuchen echokardiografisch phéanotypisiert. Beim Vergleich der ermittelten
Herzparameter zwischen Sham- und 12pMI-Gruppe ergaben sich hochsignifikante
Unterschiede, welche in Tabelle 7 dargestellt sind. Die Zunahme des linksventrikularen
enddiastolischen (LVEDD) sowie des endsystolischen (LVESD) Durchmessers 12pMl
bestatigt die erwartete Dilatation des insuffizienten Herzens in der Krankheitsgruppe. Der
Verlust der systolischen Pumpfunktion in der 12pMI-Gruppe wird durch die Abnahme der
Verkirzungsfraktion (FS) und der fraktionellen Flachenanderungsrate (FAC) deutlich. Wie
unter 2.2.2 beschrieben errechnen sich diese Parameter aus Messwerten der Systole und
Diastole und lassen somit Rickschliisse auf die Kontraktionseffizienz des Myokards zu.
Die systolische Insuffizienz des Herzens wird vor allem auch durch die verminderte
Ejektionsfraktion (EF) 12pMI erkennbar. Die EF gibt das prozentuale Blutvolumen an, das
wahrend einer Herzaktion von einer Herzkammer ausgestof3en wird und beschreibt somit
die Auswurfleistung des linken Ventrikels. Relativ zur Sham-Gruppe war die EF nach
Infarkt um im Schnitt 44 % reduziert. Auf3erdem wurde das errechnete Herzgewicht in mg
(Formel s. 2.2.2) ins Verhaltnis zum gewogenen Kodrpergewicht in g gesetzt. Hierbei
zeigte sich ebenfalls eine signifikante Zunahme der Herzgewicht-zu-Korpergewicht-Ratio
(HW/BW) in der Krankheitsgruppe, was eine pathologische Herzmuskelhypertrophie
bestatigt. Zusammengefasst zeigen die echokardiografischen Daten also phanotypische
Kennzeichen der Herzinsuffizienz mit Hinweis auf Herzhypertrophie, systolische

Pumpschwache und dilatative Komponente.
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Tabelle 7: Echokardiografische Phanotypisierung Epacl-PLN-transgener Mause 12pMI vs.
Sham-Intervention. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. Bezlglich der Herzfrequenz
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.
LVEDD: linksventrikularer  enddiastolischer =~ Durchmesser. LVESD: linksventrikuléarer
endsystolischer Durchmesser. FAC: fraktionelle Flachenanderungsrate. FS: Verkirzungsfraktion.
EF: Ejektionsfraktion. HW/BW: errechnetes Verhaltnis von Herz- zu Kérpergewicht. n: Anzahl der
Tiere in der jeweiligen Gruppe. *: p<0,001 im Vergleich zur Sham-Gruppe.

E1-PLN transgen
Parameter Sham 12pMI

LVEDD (mm) 3,67 +0,06 | 5,00+0,14*
LVESD (mm) 2,06 +0,04 | 3,98 +0,24*
FAC (%) 64,46 + 1,12 | 37,37 + 5,23*
FS (%) 43,90+ 1,19 | 20,52 + 3,58*
EF (%) 71,29+ 1,18 | 40,07 + 5,00*
HW/BW (mg/g) | 4,58+0,22 | 6,49+0,13*
n 10 9

3.1.2 ZellgréRBenbestimmung

Eine Hypertrophie der ventrikularen 12pMI-Kardiomyozyten wurde aufl3erdem durch
manuelle Vermessung einzelner Zellen (s. 2.6.2) nachgewiesen. Hierzu wurden
Durchlichtbilder lebender und fixierter ventrikularer Herzmuskelzellen verwendet. Wie in
Abbildung 9A dargestellt, konnte nach Infarkt eine hochsignifikante Zunahme der
Querschnittsflache der Kardiomyozyten von durchschnittlich 3291 um? in der Sham-
Gruppe auf im Schnitt 4025 pm? 12pMI nachgewiesen werden (p<0,001). Diese
GroRRenzunahme ergibt sich aus einem Wachstum sowohl in der L&nge (s. Abb. 9B)
(Sham: 145 pm, 12pMI: 168 pym, p<0,001) als auch in der Breite der Herzmuskelzellen (s.
Abb. 9C) (Sham: 33 ym, 12pMI: 36 pm, p<0,001).
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Abbildung 9: GréRBenzunahme der 12pMI-Kardiomyozyten im Vergleich zur Sham-Gruppe.
Die Zellgréze wurde manuell an aufgenommenen Durchlichtbildern ventrikularer Kardiomyozyten
bestimmt. A Querschnittsflache der Kardiomyozyten. B Lange der Kardiomyozyten. C Breite der
Kardiomyozyten. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten £ Standardfehler, wobei
folgende Anzahl an Kardiomyozyten vermessen wurde: 208 Sham, 219 12pMI. *: p<0,001 im
Vergleich zur Sham-Gruppe.

3.1.3 Remodeling des TATS nach Ml

In bereits verodffentlichten Untersuchungen wurde mittels Superresolution-STED-
Mikroskopie gezeigt, dass es nach Ml zu einem progredientem Remodeling des TATS
kommt (Wagner et al. 2012). Zur besseren Einordnung des Krankheitsstadiums auf
zellularer Ebene, wurden in dieser Arbeit Ausmafll und Art des TATS-Remodeling in
Epacl-PLN-transgenen FVB/N-Mause 12pMI mit Hilfe der Konfokalmikroskopie
analysiert, da zuvor weder der Zeitpunkt noch der genetische Hintergrund im

Zusammenhang mit moglichen TATS-Veranderungen untersucht worden war.

Zur Darstellung des TATS wurden lebende ventrikulare Kardiomyozyten mit dem
lipophilen Membranfarbstoff di-8-ANEPPS gefarbt und mit einem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop aufgenommen (s. 2.5.2). Neben dem di-8-ANNEPS-Signal wurde
auch das CFP-Signal des Epacl-PLN-Sensors Uber einen separaten Kanal detektiert
sowie pro Zelle ein Durchlichtbild zur Uberprufung der Zellqualitat und der
morphologischen Aspekte angefertigt. Die Detektion des Sensors im di-8-ANEPPS-Kanal
und umgekehrt, wurde an Hand von Negativkontrollen an ungefarbten bzw. Wildtypzellen

ausgeschlossen.

Abbildung 10 zeigt ein reprasentatives Beispiel des di-8-ANEPPS- und des CFP-Signals
einer Sham- und einer 12pMI-Kardiomyozyte. Beim direkten Vergleich lassen sich bereits
Unterschiede in der Netzwerkdichte sowie in der Anordnung einzelner Netzwerkelemente

erkennen. Um diese Veranderungen zu quantifizieren, wurden aus den Aufnahmen
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Skelettbilder des intrazellularen TATS Uber etablierte Bildanalyse-Prototolle extrahiert (s.
2.6.3), was beispielhaft fur beide Gruppen in Abbildung 11 dargestellt ist.

Abbildung 10: Konfokalaufnahmen lebender di-8-ANEPPS-gefarbter Epacl-PLN-transgener
Kardiomyozyten. Neben dem rot dargestellten di-8-ANEPPS-Signal wurde auch das CFP-Signal
des Epac-PLN-Sensors (blau dargestellt) detektiert. A Abbildung einer Herzmuskelzelle nach
Sham-Operation B Abbildung einer 12pMI-Kardiomyozyte. Das durch di-8-ANEPPS dargestellte
TATS zeigt sich im Vergleich zur Sham-Zelle deutlich unregelmafiger und dichter. Die wei3en
Mafstabskalen entsprechen jeweils einer Lange von 20 pm.
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Abbildung 11:. Skelettbilder des TATS (ohne Oberflachen-Zellmembran) als Grundlage der
Netzwerkanalyse. Die dargestellten Skelettbilder wurden direkt aus den di-8-ANEPPS-Aufnahmen
extrahiert (s. 2.6.3). Plasmamembran- und Zellkern-haltige Regionen wurden bereits vor der
Skelettierung subtrahiert. A Skelettbild einer Sham-Zelle. B Skelettbild einer 12pMI-Kardiomyozyte.
Fur die reprasentativen Darstellungen wurden dieselben Kardiomyozyten wie in Abbildung 10
gewahlt. Die schwarzen MaRstabskalen entsprechen einer Lange von 20 ym.

Um die Dichte des TATS zu bestimmen, wurde auf Grundlage der Skelettbilder fir jede
Zelle zunéchst die totale Netzwerklange der gegebenen Bildebene berechnet und dann
auf die entsprechende Flache normalisiert. Wie in Abbildung 12A dargestellt, zeigte sich
im Vergleich der beiden Gruppen eine signifikante Zunahme der Netzwerkdichte 12pMl
(Sham: 0,62 pm/um?, 12pMI: 0,71 um/um?, p<0,001). Im Rahmen dieser Veranderung
zeigte sich auch eine starkere Verzweigung des Netzwerkes in der 12pMI-Gruppe: Als
vergleichender Parameter wurde hierzu die Anzahl der Netzwerk-Knotenpunkte pro
Flache bestimmt. Abbildung 12B zeigt die signifikante Zunahme der Verzweigungsstellen
von durchschnittlich 0,18/um? in der Sham-Gruppe auf 0,25/um? 12pMI (p<0,001).

Neben der Analyse der Netzwerkkomplexitdt wurde auch die zweidimensionale
Anordnung der TATS-Elemente untersucht. Hierzu erfolgte, wie in Kapitel 2.6.3
beschrieben, die Richtungsanalyse der Netzwerkkomponenten jeder einzelnen
Kardiomyozyte inviduell sowie jeweils fur die Sham- und 12pMI-Gruppe. Die Orientierung
der einzelnen Elemente wurde hierbei in Winkelgraden, bezogen auf die longitudinale

Zellachse, angegeben, weshalb axiale Komponenten bei 0° liegen. Dementsprechend
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sind die senkrecht dazu stehenden transversalen Komponenten bei 90° zu finden. Die
Haufigkeit der raumlich orientierten Elemente im jeweiligen Winkelgrad wurde fur beide
Gruppen gemittelt und mit Hilfe eines Histogramms dargestellt.
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Abbildung 12: Zunahme der Dichte und Verzweigungen des TATS nach MI. Die dargestellten
Parameter wurden auf Basis der skelettierten Aufnahmen des TATS fir die Sham- und 12pMI-
Gruppe bestimmt. A Netzwerkdichte dargestellt als Netzwerklange pro Flache. B Anzahl der
Knotenpunkte pro Flache bezeichnend fir die Netzwerkverzweigung. Die dargestellten Daten
entsprechen den Mittelwerten + Standardfehler, wobei folgende Anzahl an Kardiomyozyten pro
Gruppe vermessen wurde: 39 Sham, 54 12pMlI. *: p<0,001 im Vergleich zur Sham-Gruppe.

Die Anordnung der einzelnen Netzwerkelemente in der Sham-Gruppe ist in Abbildung
13A gezeigt. Bezuglich der Verteilung zeigen sich zwei deutliche Haufigkeitsgipfel um 0°
und 90°. Die hohere Spitze im Bereich transversaler Elemente stimmt auch mit der
Abbildung 10A Uberein und zeigt, dass die regelmaRige Anordnung von TATS-Elementen
senkrecht zur Langsachse der Sham-Zelle wie erwartet Uberwiegt. Wie in Abbildung 13B
ersichtlich, sind auch 12pMI zwei Haufigkeitsgipfel zu beobachten. Allerdings zeigt sich
hier im Vergleich zur Sham-Gruppe eine signifikante Zunahme im Bereich der axialen
Komponenten (0°). Die vermehrte Quervernetzung und dadurch entstandene
UnregelmafRigkeit in der Anordnung des TATS ist auch in Abbildung 10B erkennbar.
Daruiber hinaus ist nach Infarkt auch eine relative Abnahme transversaler Elemente zu
verzeichnen. Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen werden in Abbildung 13C
verdeutlicht: Bei Abzug der mittleren Haufigkeitsverteilungen der Sham- von der 12pMI-
Gruppe veranschaulicht die positive Differenz (Zunahme) im Bereich axialer
Komponenten (0°) und die negative Differenz (Abnahme) im Bereich transversaler

Komponenten (90°) die prinzipiell bereits beschriebenen Beobachtungen.
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Abbildung 13: Verédnderung der Orientierung bestimmter TATS-Elemente nach MI. Die
Haufigkeitsverteilung einzelner TATS-Elemente wurde flr jede Interventionsgruppe mit Hilfe eines
Histogramms dargestellt. Bei 0° liegen Elemente entlang der longitudinalen Zellachse der
Kardiomyozyte. Transversal gerichtete Elemente liegen bei 90°. A Orientierungshistogramm der
Sham-Gruppe. B Orientierungshistogramm der 12pMI-Gruppe. C Darstellung der Unterschiede
zwischen den Gruppen in der Komponentenverteilung durch Subtraktion der Histogrammintegrale
B — A. Zur Datenerhebung wurde folgende Anzahl an Kardiomyozyten vermessen: 39 Sham, 54
12pMlI.

Zusatzlich zu der relativen Haufigkeitsverteilung mittels Histogrammen wurden auch
absolute Messwerte axialer und transversaler Komponenten ermittelt und zwischen den
Gruppen verglichen. Wie unter 2.6.3 beschrieben, geschah dies indem die Anzahl der
relativen Haufigkeiten der axialen und transversalen Winkelgrade fiir jede Zelle mit deren
Netzwerkdichte in ym/um? (s. oben) multipliziert wurde. Als relative Haufigkeit der axialen
Komponenten wurden die Werte von 0° + 3° addiert. Dementsprechend wurde fir die
relative Haufigkeit transversaler Komponenten die Summe der Werte von 90° + 3°
gewahilt.
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Abbildung 14: Verédnderung axialer und transversaler Netzwerkkomponenten 12pMI. Zum
Vergleich axialer und transversaler Elemente des TATS zwischen Sham- und 12pMI-Gruppe
wurden absolute Werte der jeweiligen Komponenten pro Flache angegeben. A 0° + 3° entsprechen
der axialen Komponente. B 90° + 3° entsprechen der transversalen Komponente. Die dargestellten
Daten entsprechen den Mittelwerten + Standardfehler, wobei folgende Anzahl an Kardiomyozyten
vermessen wurde: 39 Sham, 54 12pMI. *: p<0,001 im Vergleich zur Sham-Gruppe.
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Die Ergebnisse des Vergleichs der absoluten Werte zwischen Sham und 12pMI sind in
Abbildung 14 dargestellt. Bezuglich der axialen Komponenten zeigt sich eine signifikante
Zunahme von 0,039 um/pum? in der Sham-Gruppe auf 0,055 pm/um? 12pMI. Obwohl die
relative Haufigkeitsverteilung in Abbildung 13 einen noch grof3eren Unterschied im
Bereich der transversalen Komponenten zeigt, ist bei Vergleich der absoluten Werte eine
etwas geringere, jedoch ebenso signifikante Abnahme der senkrecht zur Zellachse
orientierten Elemente nach Ml erkennbar (Sham: 0,061 um/um?, 12pMI: 0,048, p<0,001).

Zusammengefasst lieBen sich 12pMI signifikante Umbauvorgange auf Ebene des TATS
nachweisen. Im Rahmen dessen wurde ein Zunahme der Netzwerkdichte bei vermehrter
Verzweigung sowie eine verstarkte Orientierung einzelner Netzwerkelemente von

transversal nach axial festgestellt.

Abbildung 15: Konfokale Bilder transgener Kardiomyozyten nach  Cav3-
Immunfluoreszenzfarbung. Durch indirekte Immunfarbung des Membranproteins Cava3 in fixierten
Kardiomyozyten wurden &hnliche Netzwerk-Signale beobachtet wie nach Behandlung lebender
Zellen mit di-8-ANEPPS. Das Signal des Epacl-PLN-Sensors ist in den reprasentativen
Abbildungen nicht gezeigt. A Cav3 Signal einer Sham-Zelle. B Cav3 Signal einer 12pMI-
Kardiomyozyte. Auch hier werden die Umbauvorgéange des TATS nach Infarkt deutlich. Die weil3en
MafRstabskalen entsprechen jeweils einer Lange von 20 pm.

Diese Veranderungen werden auch nach Immunfarbung von Caveolin-3 (Cav3) an

transgenen Kardiomyozyten nachvollziehbar (s. 2.5.3). Cav3 ist ein essentielles und
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integrales Strukturprotein der Plasmamembran von Herzmuskelzellen, welches an der
Bildung und Stabilisierung cholesterinreicher Mikrodomanen, sogenannter Caveolae,
beteiligt ist. Wie in Abbildung 15 erkennbar, lassen sich durch Immunfluoreszenzfarbung
von Cav3 vergleichbare TATS-Signale wie durch Féarbung der Zellen mit dem lipophilen
Membranfarbstoff di-8-ANEPPS erzeugen (vgl. Abb. 10). Dementsprechend kdnnen die
beschriebenen Remodeling-Vorgange auch an fixierten Herzmuskelzellen untersucht

werden.

3.2 Unveranderte Lokalisation des Sensors nach Ml

Da sich im Bereich des TATS strukturelle Umbauvorgdnge nach MI gezeigt hatten, sollte
nun kontrolliert werden, ob der transgene Sensor im Krankheitsmodell nach wie vor in der
SERCA2a-Mikrodomane lokalisiert ist. Um dies zu untersuchen, wurde eine

Kolokalisationsanalyse anhand konfokalmikroskopischer Aufnahmen durchgefihrt.

Der Epacl-PLN-cAMP-Sensor ist idealerweise Uber Phospholamban (PLN) in der
SERCA2a-Mikrodoméane verankert. Folglich wurde zur Beurteilung der Sensorlokalisation,
die Uberlagerung der Sensor-Fluoreszenzproteine mit SERCA2a Uberpruft. Zur
Darstellung der Mikrodoméne in transgenen Kardiomyozyten wurden Zellen der Sham-
und 12pMI-Gruppe fixiert und anschlieBend mit primaren und sekundaren Antikérpern
zwecks Immunfluoreszenzfarbstoff-Darstellung behandelt (s. 2.5.3). Die Einstellungen zur
Aufnahme der Praparate am Konfokalmikroskop (s. Tab. 5) wurden auch hier sogewabhilt,
dass in den Negativkontrollen keine Detektion der Sensorsignale im SERCA2a-Kanal, und
umgekehrt, erkennbar war. Da YFP ein deutlich besseres Signal-Rausch-Verhalten als
CFP zeigte, wurde YFP prinzipiell fur die Lokalisierung des Sensors gewdhlt. Die
beispielhafte Darstellung einer transgenen, SERCAZ2a gefarbten Kardiomyozyte der
12pMI-Gruppe findet sich in Abbildung 16A. Fir die Kolokalisationsanalyse wurde
innerhalb jeder Zelle eine region of interest (ROI) gleicher Grof3e ausgesucht, die sowohl
im SERCAZ2a- als auch im YFP-Kanal ein moglichst deutliches und storfreies Signal zeigte
(s. Abb. 16B). Innerhalb dieser ROIs wurde dann die Deckung der beiden Signale
miteinander ermittelt. Um diesen Schritt besser zu veranschaulichen, wurde YFP griin und
SERCAZ2a rot dargestellt und ein Fusionsbild erzeugt. Bei Uberlagerung der Farben rot
und grun ergibt sich hierbei ein gelbes Signal, wodurch die Kolokalisation des YFP-
Signals mit dem SERCAZ2a-Signal gut erkennbar wird. Wie in Abbildung 16C (12pMIl) und
16D (Sham) beispielhaft gezeigt, erscheint die Uberlagerung der beiden Signale fiir die
Sham- und 12pMI-Gruppe vergleichbar, was im Folgenden auch durch

Kolokalisationsanalysen bestétigt wurde (s. unten).
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Abbildung 16: Aufnahme einer Epac1PLN-transgenen 12pMI-Kardiomyozyte nach SERCAZ2a-
Immunfarbung. Die Zweikanal-Aufnahmen am Konfokalmikroskop bildeten die Grundlage fiur die
Uberpriufung der Sensorlokalisation in der SERCA2a-Mikrodoméane. A Beispielhafte Aufnahme von
SERCAZ2a und YFP in einer 12pMI-Kardiomyozyte. Die Rechtecke markieren die in B dargestellten
ROIs. Die weilten Malistabskalen entsprechen einer Lange von 20 um. B Die ROls der SERCA2a-
(rot) und der YFP-Aufnahme (griin) bildeten die Grundlage fur die Kolokalisationsanalyse. Die hier
dargestellten Abbildungen wurden zur Reduzierung des Hintergrundes bereits bearbeitet (s. 2.6.1)
und der Kontrast zur besseren Darstellung erhdht. C Fusionsbild der 12pMI ROIls aus B.
Kolokalisierende Pixel erscheinen gelb. D Beispielhaftes Fusionsbild der ROIs einer Sham-Zelle.
Die Uberlagerung der Signale erscheint vergleichbar mit dem 12pMI Fusionsbild in C. Die weilen
Mafstabskalen der ROIs entsprechen einer Lange von 5 pm.

Wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, wurden auf Grundlage der oben dargestellten ROI-
Auswahl als nachstes Streudiagramme fiir jede Kardiomyozyte erzeugt sowie bestimmte
Korrelationskoeffizienten  berechnet. In  den  Streudiagrammen  wurde  die
Haufigkeitsverteilung der Bildpunkte nach Zusammenfiihrung des YFP- und des
SERCA2a-Kanals farbkodiert dargestellt. Reine YFP-Signale lagen hierbei auf der
Abszisse, reine SERCA2a-Signale auf der Ordinate. Die Verteilung direkt entlang der
Winkelhalbierenden zwischen den beiden Achsen, entspricht einer Deckung zweier
Bildpunkte gleicher Intensitat. Wie reprasentativ in Abbildung 17 zu sehen ist, sind die
Bildpunkte sowohl in der Sham- als auch in der 12pMI-Gruppe relativ haufig um die
Diagonale der Diagramme verteilt. Die Pixeldichte ist hierbei zentral am hdchsten. Folglich
liegt wie erwartet eine Uberlagerung der Pixel beider Kanale vor und somit eine haufige
Kolokalisation des Sensor-YFP mit SERCAZ2a. Details zur Darstellung und Interpretation

der Streudiagramme kdnnen auch Kapitel 2.6.1 entnommen werden.
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Abbildung 17: Streudiagramme zeigen Kolokalisation von YFP mit SERCA2a durch
Haufigkeitsverteilung entlang der Diagonale. Dargestellt sind zwei Streudiagramme
reprasentativ fiir die Sham- und die 12pMI-Gruppe. Die Verteilung der Bildpunkte um die Diagonale
in beiden Gruppen zeigt die Uberlagerung von Pixeln beider Kanéle. Auf Grund der hohen Anzahl
an Bildpunkten sind die Diagramme farbkodiert. Eine Farbkodierungsskala befindet sich jeweils an
der rechten Seite der Diagramme. Die Helligkeit der Farbe steigt mit der Anzahl an Pixeln in dieser
Region (s.a. Kapitel 2.6.1).

Die Kolokalisation von YFP und SERCA2a wurde zudem quantitativ analysiert, indem
bestimmte Korrelationskoeffizienten berechnet wurden. Diese wurden fir die Sham- und
12pMI-Gruppe jeweils gemittelt um einen Vergleich zwischen den beiden Gruppen zu
ermoglichen. Ein standardisiertes MaR um die Uberlappung von Pixeln in Zweikanal-
Bildern zu beschreiben ist der Pearson-Koeffizient. Er kann Werte zwischen +1
(vollstéandig positiver Zusammenhang) und -1 (vollstdndig negativer Zusammenhang)
annehmen und lasst bei 0 auf das Fehlen eines linearen Zusammenhangs riickschliel3en.
Wie in Abbildung 18A grafisch dargestellt, unterscheiden sich die Pearson-Koeffizienten
nur geringfigig aber nicht signifikant zwischen beiden Interventionsgruppen (Sham: 0,63,
12pMI: 0,67), was eine wesentliche raumliche Lokalisationsveranderung nach Ml eher
unwahrscheinlich macht. Des Weiteren kann bei Pearson-Werten um 0,65 auch von
einem deutlichen Zusammenhang ausgegangen werden, was wiederum flr eine
weitgehende Kolokalisation von YFP mit SERCA2a in beiden Gruppen spricht. Der
Pearson-Koeffizient ist allerdings nicht in der Lage, unterschiedliche Intensitaten der
beiden Signale zu bericksichtigen. Methodisch bedingt durch unterschiedliche Labeling-
Dichte, Signalintensitat, und Epitop-Lage ist jedoch die Sensorexpression und somit die
Intensitat im YFP-Kanal nicht in jedem Pixel automatisch identisch mit der Intensitat der
SERCA2a-Immunfarbung. Dies lasst sich auch bei genauerer Betrachtung der ROIs in
Abbildung 16 erkennen und ist ein Grund dafir, dass gelb Uberlagernde Bereiche im

Fusionsbild mit griingelb bzw. orange erscheinenden Pixeln wechselnd erscheinen. Auch
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die Breite der Haufigkeitsverteilung um die Diagonale in den Streudiagrammen (vgl. Abb.
17) lasst sich hierauf zurtickfuhren. Aus diesem Grund wurden zusatzlich die Manders-
Koeffizienten M1 und M2 untersucht, die dieses Problem eher umgehen und es
ermoglichen, Bilder unterschiedlicher Intensitaten miteinander zu vergleichen (Manders et
al. 1993). Die Manders-Koeffizienten kdnnen Werte von 0 bis 1 annehmen, wobei 0,5
beispielsweise bedeutet, dass 50% der Bildpunkte kolokalisieren. M1 und M2 beschreiben
lediglich wie viele rote Pixel hierbei mit grinen Pixeln Uberlagern bzw. wie viele griine
Pixel mit roten. Wie aus Abbildung 18B und C ersichtlich, sind auch fur die Manders-
Koeffizienten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar. Der
Anteil von Uberlagernden Bildpunkten wird hier deutlicher als bei der Beschreibung der
Pearson-Koeffizienten, da die ermittelten Werte eine prozentuale Aussage Uber
kolokalisierende Pixel zulasst. So zeigt der M1-Koeffizient dass in der Sham-Gruppe 86 %
(bzw. 88% 12pMI) der roten Bildpunkte mit griinen Bildpunkten Uberlagern.
Dementsprechend wird durch den M2-Koeffizienten deutlich, dass nach Sham-Operation

88% (bzw. 89% 12pMI) der griinen Pixel auch mit roten Pixeln zur Deckung kommen.
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Abbildung 18: Korrelationskoeffizienten bestdtigen die Kolokalisation von YFP mit
SERCAZ2a in Sham- und 12pMI-Kardiomyozyten. Die verschiedenen Koeffizienten wurden durch
Analyse der ROIs fiir die Sham- und 12pMI-Gruppe berechnet und gemittelt. Bei keinem der drei
Korrelationskoeffizienten ist ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen erkennbar.
A Pearson-Koeffizienten. B Manders-Koeffizient M1. C Manders-Koeffizient M2. Die dargestellten
Daten entsprechen den Mittelwerten + Standardfehler, wobei folgende Anzahl an Kardiomyozyten
vermessen wurde: 10 Sham, 10 12pMIl. n.s.: nicht signifikant im Vergleich zur Sham-Gruppe.

Zusammenfassend wurde durch verschiedene Kolokalisationsanalysen bei methodisch
unterschiedlichen Fluorophor-Markierungen (YFP versus Immunfluoreszenz-Epitop)
nachgewiesen, dass bezlglich der Sensorlokalisation keine signifikanten Veranderungen
nach Ml erkennbar waren. Vor allem die groRen Werte der Manders-Koeffizienten in

beiden Gruppen sprechen dafir, dass YFP zu einem relativ hohen Anteil tatsachlich mit
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SERCA2a kolokalisiert und der Sensor dementsprechend Uberwiegend in der

gewiinschten Mikrodoméane verankert ist.

3.3 Expression relevanter Proteine in der Mikrodomane

Um die Expression relevanter Proteine der Serca2a-Mikrodoméane nach Infarkt beurteilen
zu konnen, wurden, wie in Kapitel 2.7 beschrieben, Western Blots durchgefiihrt. Zur
semiquantitativen Analyse wurde die Dichte der Banden gemessen und die relative
Veranderung der Proteine zueinander untersucht. Besonderes Augenmerk lag hierbei auf
der Analyse von SERCA2a und PLN, wobei bei letzterem eine getrennte Auswertung des
endogenen und des transgenen Sensor-PLN erfolgte. Als Kontrolle wurde die Expression
von Calsequestrin (CSQ) bestimmt, da es als Standard-Bezugsprotein fir seine konstante
Expression auch im Krankheitsmodell bekannt ist.

Fur die Experimente wurden Kardiomyozyten aus drei Sham- und drei 12pMI-Mausen
verwendet (s. 2.7). Wie im reprasentativen Blot in Abbildung 19A zu sehen ist, kdnnen die
PLN-Sensor-Banden der transgenen Mause getrennt von den Banden des endogenen
PLN analysiert werden. Das Sensor-PLN hat hierbei ein deutlich hoheres
Molekulargewicht (Monomere bei 70 kDa) und bildet Oligomere, die bei 250 kDa und
130 kDa liegen. Somit lasst es sich sehr gut von den Banden des endogenen PLN
abgrenzen, dessen Monomere bei 5 kDa und Pentamere bei 25 kDa detektiert werden
kénnen. SERCA2a und CSQ wurden nach Antikdrperstripping auf derselben Membran
detektiert. Dabei stellte sich SERCA2a bei 110 kDa (19B) und CSQ bei 55 kDa (19C) dar.
Um die statistische Genauigkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden die Versuche
dreimal mit den gleichen Proben identisch durchgefihrt und anschlieRend Mittelwerte fur
jede Probe bestimmt. Diese Mittelwerte wurden dann abermals fur die Sham- und die
12pMI-Gruppe gemittelt um so einen Vergleich zwischen den beiden Gruppen zu

ermoglichen.
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Abbildung 19: Repréasentative Western Blots relevanter Proteine der SERCA2a-
Mikrodoméne. Drei verschiedene Proben der Sham(Sh1-3)- und 12pMI(MI1-3)-Gruppe wurden
jeweils im Wechsel aufgetragen und die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Ein zusatzlich
aufgetragener Proteinmarker ermdglichte die Bestimmung der Molekilgrof3en. Dargestellt sind
beispielhafte Blots fur die jeweiligen Proteine. A Sensor-PLN und endogenes PLN stellen sich in
gut voneinander abgrenzbaren Banden dar. SERCA2a (B) und CSQ (C) wurden nach
Antikdrperstripping auf derselben Membran detektiert.

Von besonderem Interesse fir die Versuche mit den transgenen Mausen war die
Expression des Sensor-PLN. Um auszuschliel3en, dass eine quantitative Veranderung
nach Ml vorliegt, wurden die Daten der Sensor-Monomere und -Oligomere addiert und im
Verhaltnis zu CSQ und SERCA2a zwischen der Sham- und 12pMI-Gruppe verglichen (s.
Abb. 20A und B). Hierbei konnte bei keinem der beiden Quotienten ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Vor allem mit dem als
konstant anzunehmenden CSQ als Divisor, wichen die Werte der Sensor-PLN-Quotienten

zwischen Sham- (0,64) und 12pMI-Gruppe (0,67) kaum voneinander ab.

Der geringfugige Anstieg des Sensor-PLN/Serca2a-Verhélnisses 12pMI (Abb. 20B) ist
vermutlich auf eine signifikant verringerte Serca2a-Expression bei Herzinsuffizienz
zuriickzufuihren, welche bereits in der Literatur beschrieben wurde (Hasenfuss et al.
1994). Diese kann tendenziell (p=0,08) auch bei Bildung des SERCA2a/CSQ-Quotienten

in den hier durchgefiihrten Experimenten beobachtet werden (s. Abb. 20C). Des Weiteren
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ist aus fruheren Veroffentlichungen ein Anstieg des Verhéltnisses von (endogenem) PLN
zu SERCAZ2a bei Herzinsuffizienz bekannt (Chu und Kranias 2006). Wie in Abbildung 20D
dargestellt, konnte auch in den hier erfolgten Versuchen fir die Epacl-PLN-transgenen
Mause ein signifikanter Unterschied der 12pMI- gegenuber der Sham-Proben
nachgewiesen werden. In Relation zu CSQ bestand fir das endogene PLN keine
signifikante Zunahme nach MI, auch wenn bei einem p-Wert von 0,10 tendenziell der
Eindruck entsteht (s. 20E). Als endogenes PLN wurde bei diesen Analysen die Summe
aus PLN Monomeren und Pentameren bezeichnet, die Sensor-Monomere und -Oligomere

blieben hier unbertcksichtigt.
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Abbildung 20: PLN- und SERCA2a-Expression in Sham- und 12pMI-Kardiomyozyten. Nach
semiquantitativer Analyse der durchgefiihrten Western Blots (s. Abb. 15) wurden die Verhéltnisse
verschiedener Proteine zueinander bestimmt und zwischen den beiden Gruppen verglichen. A
Verhaltnis aus Summe der Sensor-PLN-Monomere und -Oligomere zu SERCA2a. B Verhdltnis aus
Summe der Sensor-PLN-Monomere und -Oligomere zu CSQ. C SERCA2a/CSQ-Quotient. D
Verhdltnis aus Summe der endogenen PLN-Monomere und -Pentamere zu SERCA2a. E
Verhaltnis aus Summe der endogenen PLN-Monomere und -Pentamere zu CSQ. Die dargestellten
Daten entsprechen den Mittelwerten + Standardfehler, wobei die statistische Genauigkeit der
Resultate durch dreifache Wiederholung der Experimente und Mittelung der Ergebnisse erhdht
wurde. Untersucht wurden jeweils 3 Proben pro Gruppe. p=p-Wert bei T-Test im Vergleich zur
Sham-Gruppe.
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Fasst man zusammen, so konnte trotz der bekannten Veré&nderungen von endogenem
PLN und SERCA2a bei Herzinsuffizienz kein signifikanter Unterschied beziglich der
Sensor-PLN-Expression zwischen den Gruppen festgestellt werden. Somit wurden
einerseits ergadnzend zu Kapitel 3.1 wichtige Hinweise zu erwarteten molekularen
Verédnderungen des Krankheitsmodells erbracht, andererseits unerwinschte Einflisse auf
die Experimente durch veranderte Sensorexpression nach Ml weitgehend

ausgeschlossen.

3.4 FRET-Messungen an Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten zeigen
Veranderungen im PDE-Profil der Mikrodoméane 12pMl

Wesentliches Ziel der Arbeit war es, molekulare Mechanismen des B-Adrenorezeptor (B-
AR)-vermittelten cCAMP-Signalwegs in der SERCA2a-Mikrodoméane bei Herzinsuffizienz zu
untersuchen. Phosphodiesterasen (PDEs) leisten durch Hydrolysierung des sekundaren
Botenstoffes cAMP einen wichtigen Beitrag zur Kompartimentierung der vermittelten
Signale. Deshalb wurde der Fokus in den Versuchen auf die Aktivitat verschiedener PDE-
Subtypen in der Mikrodomane gelegt. Im Herzen sind die PDE-Familien 2, 3 und 4
physiologisch relevant und kénnen durch spezifische Inhibitoren jeweils gezielt gehemmt
werden. Dank der Expression des SERCA2a-gebundenen Epacl-PLN-cCAMP-Sensors in
transgenen Kardiomyozyten konnten durch Verwendung dieser Substanzen in FRET-
Experimenten Aktivitatsprofile der PDEs erzeugt werden. Neben der Aktivitat nach -
Rezeptor-Stimulation wurden auch die anteiligen Beitrdge der PDE-Subtypen unter
basalen Bedingungen fur die Sham- und 12pMI-Gruppe bestimmt und die Daten zwischen

den Gruppen verglichen.

3.4.1 PDE-Profile von Sham- und 12pMI-Kardiomyozyten nach B-adrenerger

Vorstimulation

Um die Beteiligung der verschiedenen PDEs an der Beendigung des B-Rezeptor
vermittelten cAMP-Signals in der SERCA2a-Mikrodoméane zu beurteilen, wurden gezielt
FRET-Experimente (s. 2.4) an frisch isolierten Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten
durchgefiuhrt. Hierzu wurden die Zellen zundchst mit Isoprenalin, einem nicht-selektiven 3-
Sympathomimetikum, stimuliert. Zur selektiven Hemmung der PDEs wurde anschlie3end
Bay (PDE2), Cilostamid (PDE3) oder Rolipram (PDE4) zugegeben und die FRET-Antwort
in Echtzeit gemessen. IBMX wurde letztlich zur vollstindigen Hemmung der PDE-
abhangigen cAMP-Hydrolyse eingesetzt, um die maximal mdgliche Anderung der
CFP/YFP-Ratio zu dokumentieren. Anhand dieser FRET-Spuren lieRen sich dann die
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relativen Anteile der verschiedenen PDEs an der gesamten PDE-Inhibition ermitteln. Eine
reprasentative Darstellung dieser Kurven bei PDE4-Hemmung findet sich in Abbildung 21.
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Abbildung 21: PDE4-Beitrag zur Beendigung des B-Rezeptor-vermittelten cAMP-Signals in
der SERCA2a-Mikrodoméne ist 12pMI signifikant reduziert. A und B zeigen reprasentative
FRET-Spuren fur Sham und 12pMI nach Vorstimulation mit Iso und folgender PDEA4-Inhibition.
Durch Zugabe von IBMX wurde die vollstandige PDE-Hemmung herbeigefiihrt. C Anderung der
FRET-Ratio nach Iso-Stimulation in Prozent der Maximalantwort Sham vs. 12pMI. D Anderung der
FRET-Ratio durch isolierte Inhibition der PDE2, 3 und 4 nach Vorstimulation mit Iso, prozentual zur
gesamten PDE-Inhibition durch IBMX Sham vs. 12pMI. Der Anteil von PDE4 zeigt sich nach Mi
signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den Balkendiagrammen sind Mittelwerten £
Standardfehler dargestellt. Die jeweilige Anzahl an durchgefiihrten Experimenten ist in den Balken
vermerkt. *: p<0,05. n.s.: nicht signifikant im Vergleich zur Sham-Gruppe. Substanz-
konzentrationen: Iso 1 nM, Bay 100 nM, Cilo 10 uM, Roli 10 uM, IBMX 100 pyM.

Beim Vergleich von Abbildung 21A und B lasst sich feststellen, dass die Zunahme der
CFP/YFP-Ratio nach PDE4-Inhibition mit Roli bis zur Zugabe von IBMX bezogen auf die

gesamte PDE-Hemmung in der Sham-Gruppe ausgepragter ist. Obwohl bezlglich der
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Anderung der FRET-Ratio nach Iso-Stimulation im Mittel kein Unterschied zwischen den
Gruppen festzustellen war (s. Abb. 21C), schien diese generell zwischen den Versuchen
sehr variabel. Um eine unprazise Auswertung zu vermeiden, wurden deshalb die PDE-
Anteile in jedem Versuch prozentual zur jeweils vollstandigen PDE-Inhibition (% von
IBMX) angegeben (s. Abb. 21D). Die Anderung der Ratio durch vorhergehende selektive
Hemmung wurde hierbei natirlich beriicksichtigt. Nach Auswertung aller Experimente,
konnte gezeigt werden, dass der Beitrag der PDE4 zur Beendigung des B-AR vermittelten
cAMP-Signals in der SERCA2a-Mikrodomane nach Ml signifikant verringert ist (Sham:
51% von IBMX, 12pMI: 33% von IBMX, p<0,05). Wie ebenfalls aus Abbildung 21D
hervorgeht, konnten fir die PDE2 und PDE3 12pMI keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

3.4.2 PDE-Profile von Sham- und 12pMI-Kardomyozyten unter basalen Bedingungen

Um die Beteiligung der PDE-Familien in der SERCA2a-Mikrodomane nach Ml auch unter
Ruhebedingungen zu beurteilen, wurden a@hnliche FRET-Experimente ohne B-adrenerge
Vorstimulation durchgefiihrt. Hierfir wurden die transgenen Kardiomyozyten direkt im
ersten Schritt mit den verschiedenen selektiven PDE-Inhibitoren stimuliert, und so die
FRET-Antwort unter basalen Umstanden gemessen. Um die ermittelten Werte in Bezug
zur jeweiligen Maximalantwort der Zelle setzen zu kénnen, wurde dann in zwei weiteren

Schritten noch IBMX und Iso zugegeben.

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich, zeigte sich auch unter Ruhebedingungen 12pMIl ein
signifikant verringerter Beitrag der PDE4 im Vergleich zur Sham-Gruppe (Sham: 16% der
Maximalantwort, 12pMIl: 9% der Maximalantwort, p<0,05). Genau wie nach B-AR
Vorstimulation, konnten auch auf basalem Niveau keine relevanten Unterschiede fir
PDE2 und 3 zwischen den beiden Gruppen beobachtet werden. Des Weiteren bleibt auch
die IBMX vermittelte Gesamthemmung der PDEs bei Herzinsuffizienz verglichen mit der
Kontrollgruppe unveréndert. Es erfolgte ebenfalls eine Berlicksichtigung der durch die
vorangehende spezifische PDE-Inhibition erzeugten FRET-Antwort. Somit konnten unter
Abwesenheit (B-adrenerger Signale 12pMI ahnliche Verdnderungen im PDE-Profil der

Mikrodoméane wie nach Stimulation mit Iso nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: PDE4-Aktivitat in der SERCA2a-Mikrodomaéne ist unter basalen Bedingungen
12pMI signifikant reduziert. A und B zeigen reprasentative FRET-Spuren jeweils fur die Sham-
und 12pMI-Gruppe wéahrend PDE4-Inhibition unter Ruhebedingungen. Durch Zugabe von IBMX
und Iso wurde die maximale FRET-Antwort herbeigefuhrt. C Das Balkendiagramm vergleicht die
Anderung der FRET-Ratio durch spezifische Inhibition der PDE2, PDE3 und PDE4 in Prozent der
Maximalantwort jeweils bei Sham- vs. 12pMI-Intervention. Die prozentuale Steigerung der PDE4-
Aktivitat ist im Vergleich zur Sham-Kontrollgruppe nach MI signifikant reduziert. In den
Balkendiagrammen sind Mittelwerten + Standardfehler dargestellt. Die jeweilige Anzahl an
durchgefiihrten Experimenten ist in den jeweiligen Balken vermerkt. *: p<0,05. n.s.: nicht signifikant
im Vergleich zur Sham-Gruppe. Substanzkonzentrationen: 1so 100 nM, Bay 100 nM, Cilo 10 uM,
Roli 10 yM, IBMX 100 yM
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4 Diskussion

4.1 Erfolgreiche Induktion der Herzinsuffizienz

4.1.1 Das MI-Mausmodell

Das fur diese Arbeit gewahlte Modell der Myokardinfarkt-induzierten Herzinsuffizienz ist
eine seit Jahrzehnten angewandte Methode zur kontrollierten Erforschung der mit der
Krankheit einhergehenden pathophysiologischen Vorgange an Nagetieren. Bereits in den
1950ern wurde die Ligatur von Koronararterien bei Kleintieren zur experimentellen
Erzeugung eines MI durchgefihrt (Johns und Olson 1954) und in den folgenden Jahren
vor allem fir die Anwendung in Ratten (Selye et al. 1960, Pfeffer et al. 1979) und Mausen
(Zolotareva und Kogan 1978) etabliert. Die Arbeit mit Mausen kombiniert die Vorteile einer
kurzen Generationszeit, der Verfligbarkeit einer Vielzahl transgener Mauslinien und die

gut beschriebene Anwendung operativer Krankheitsmodelle (Tarnavski et al. 2004).

Die bei operativer Mi-Induktion in der Regel durchgefiihrte Unterbindung des Ramus
interventrikularis  anterior (RIVA) fihrt zur Nekrose seines myokardialen
Versorgungsareals, welches schlieBlich zu Narbengewebe umgebaut wird. Da das
zerstorte Gewebe die physiologische Herzfunktion nicht aufrecht erhalten kann, kommt es
zu physiologischen und pathologischen Remodelingvorgangen und zur zunehmenden
Ausbildung der Herzinsuffizienz (s.a. 1.1). Die funktionellen und strukturellen
Veranderungen nach experimenteller MlI-Induktion in Mausen ahneln hierbei stark denen,
die auch bei Patienten mit ischamischer Herzerkrankung auftreten (Kanno et al. 2002).
Vergleicht man die in dieser Studie echokardiografisch ermittelten Prozentwerte (s. Tab.
7) der linksventrikularen Funktionsparameter (EF und FS), mit Referenzwerten
medizinischer Leitlinien (Lang et al. 2005), lasst sich fur die 12pMI-Gruppe das Bestehen
einer mittelgradigen, moderat abnormalen Pumpfunktion feststellen. Ebenso ist die in der
Krankheitsgruppe festgestellte linksventrikuldre Dilatation, die sich echokardiografisch
durch Erhohung von LVESD und LVEDD darstellt (s. Tab. 7), und die deutliche
Kardiomyozytenhypertrophie (s. Abb. 9) als typische Ver&nderung im Rahmen der

Herzinsuffizienz beschrieben (Burchfield et al. 2013).

Die operativ hervorgerufene kardiale Dysfunktion ahnelt also bezlglich des
Pathomechanismus den Vorgangen, die auch bei Patienten mit ischamischer
Herzerkrankung auftreten. Hierdurch grenzt sich die Methode von anderen weit
verbreiteten Nagetier-Krankheitsmodellen ~ wie  der  operativen  transversen

Aortenkonstriktion (TAC) klar ab, welcher ein entsprechendes klinisches Korrelat mit
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schlagartiger Induktion einer transaortalen Druckerhthung fehlt (Patten und Hall-Porter
2009).

Das in dieser Studie verwendete post-MI-Mausmodell ist also ein relativ gut etabliertes
und besonders geeignetes Verfahren, das heutzutage breite Anerkennung als Mittel zur
Untersuchung Herzinsuffizienz-assoziierter Krankheitsablaufe findet.

4.1.2 T-Tubulus Remodeling in Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten gibt
Hinweise auf Ausmalf der Erkrankung

Wie Dbereits in Kapitel 1.5.1 aufgezeigt, wurden Remodelingvorgange des TATS auf
unterschiedliche und zum Teil sogar differentielle Art beschrieben. Abgesehen von der
Tatsache, dass die Ergebnisse aus Untersuchungen verschiedener Modelle stammen,
scheint wohl auch der Untersuchungszeitpunkt einen entscheidenden Einfluss auf Art des
TATS-Remodeling zu haben, weshalb dessen Analyse Hinweise auf das

Krankheitsstadium geben kann.

Eine Studie von Wei et al. an einem TAC-Modell bei Ratten zeigte, dass mit zunehmender
Dekompensation der Herzfunktion auch vermehrt UnregelméRigkeiten in der Anordnung
des TATS nachweisbar waren. Die Abweichung der TATS-Elemente von der reguléaren
Anordnung wurde durch Wei et al., nach bereits bekannter Strategie (Song et al. 2006),
als indirekter zellweiter TT,ouer INdex angegeben und stand in engem Zusammenhang mit
dem Grad der globalen Einschrankung der linksventrikularen Pumpfunktion (Wei et al.
2010). Auch Louch et al. beschrieben nach Untersuchungen des TATS an einem MI-
Mausmodell progressive Verdnderungen in den ersten drei Wochen nach Infarkt. Zwar
beschrankte sich die Beurteilung hier lediglich auf die beispielhafte Betrachtung und
verblindete Zuordnung zu drei zunehmenden Schweregraden beziiglich der beobachteten
Veré&nderungen, jedoch stimmten die Beobachtungen mit dem in der Studie von Louch et
al. identifizierten TATS-Remodeling Uberein (Louch et al. 2006). Darluber hinaus zeigte
auch eine aktuelle Studie von Crossman et al., dass fir humane Proben bei terminaler
Herzinsuffizienz ein enger, hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmal des
TATS-Remodeling und der lokalen Kontraktionsfahigkeit des Myokards besteht
(Crossman et al. 2015).

Zusatzlich zu den obigen indirekten konfokalmikroskopischen Studienstrategien fuhrten
Wagner et al. neue nanometrisch detaillierte und insbesondere direkte Analysen des
TATS mittels Superresolution-STED-Mikroskopie 4 (4pMI) und 8 (8pMI) Wochen nach

Infarkt in einem post-MI-Mausmodell mit dem C57BI/6N Hintergrund durch. Hierbei zeigte
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sich, dass es 4pMI zu einer Zunahme der axialen Komponenten bei gleichzeitiger
Abnahme transversaler Komponenten kommt, wobei 8pMI die axialen Komponenten zu
Gunsten schrag verlaufender Komponenten weichen (Wagner et al. 2012). Dieses direkte
TATS-Analyseverfahren fir Lebendzellen wurde kirzlich in einem Video-Protokoll
vertffentlicht und eignet sich auch fiir die Auswertung konfokalmikroskopischer Bilder
(Wagner et al. 2014). Entsprechend wurde die beschriebenen TATS-Analysen auf
prinzipiell &hnliche Weise in dieser Arbeit an Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten,
jedoch aus dem genetischen FVB/N-Hintergrund, angewendet, wodurch analytisch eine
gute Vergleichbarkeit zu erwarten ist. Die in dieser Arbeit ermittelten Veranderungen des
TATS der transgenen 12pMI-Kardiomyozyten zeigten, verglichen mit den jeweiligen
Sham-Gruppen, ahnliche Charakteristika wie die oben beschriebenen 4pMIl Daten von
Wagner et al., was das Vorliegen eines friihen bis mittleren Krankheitsstadiums in dieser
Studie nahe legt. Dies stimmt auch mit den Echokardiografiedaten Uberein, die wie unter
4.1.1 beschrieben auf eine mittelgradige, moderat abnormale Pumpfunktion hinweisen.
Auch die relativ frih im Krankheitsverlauf stattfindenden proliferativen Prozesse die
Wagner et al. erstmals durch eine Zunahme von Netzwerklange und -komplexitat 4pMl
und 8pMI beschreiben (Wagner et al. 2012), lassen sich bei den in dieser Studie
untersuchten transgenen 12pMI-Kardiomyozyten finden.

DarlUber hinaus stimmt die in dieser Arbeit festgestellte Zunahme axialer Komponenten
bei mittelgradiger Herzinsuffizienz (Sachse et al. 2012) und auch die Zunahme axialer
Elemente bei gleichzeitiger Abnahme transversaler Elemente (Song et al. 2006) mit den
Ergebnissen anderer Studien tberein. Der durch Lyon et al. indirekt in Konfokalbildern
nachgewiesene ,Verlust von T-Tubuli“ konnte an einem Ratten Modell 16 Wochen nach
Infarkt (16pMI) und an humanen Kardiomyozyten im Endstadium der Herzinsuffizienz
nachgewiesen werden (Lyon et al. 2009). Da in diesen Fallen allerdings terminale
Krankheitsstadien analysiert wurden, sind diese Ergebnisse fur das hier untersuchte friihe
bis mittlere Krankheitsstadium eher weniger relevant und kénnen deshalb nicht direkt

zugeordnet werden.

Beim Vergleich der Untersuchungszeitpunkte der hier vorgestellten Studien ist auffallig,
dass trotz der vergleichsweise spat durchgefihrten Experimente 12pMI ein eher nur
frihes bis mittleres Krankheitsstadium vorliegt. Eine wahrscheinliche Erklarung hierftr
findet sich im genetischen Hintergrund der FVB/N-Mauslinie. Verschiedene Studien
zeigten bereits, dass FVB/N-Mause eine relativ hohe Resistenz bezogen auf die
Entwicklung von Krankheiten zeigten, so beispielsweise gegen Parasiteninfektion (Knott
et al. 2009) oder die Entwicklung von Ubergewicht durch eine Hochfett-Diat (Kim et al.

1990). Die Untersuchung eines mittleren Krankheitsstadiums macht durchaus Sinn, da ein
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therapeutisches Eingreifen in der Praxis hier am meisten Bedeutung hat. Frihe
Krankheitsstadien, die nach der New York Heart Association (NYHA) als Stadium |
klassifiziert werden, gehen beim Menschen in der Regel ohne Symptome einher
(McMurray et al. 2012) und werden deshalb praktisch kaum diagnostiziert. Spate Stadien
hingegen haben eine schlechte Prognose mit hoher Letalitat (Gavazzi et al. 2015),

weshalb sie durch vorzeitige Intervention moglichst vermieden werden sollten.

Zusammengefasst konnte also gezeigt werden, dass Ubereinstimmend mit anderen
Studien in Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten Umbauvorgdnge des TATS
vorkommen und dass die genaue Betrachtung des Remodelings wichtige Hinweise zur
Beurteilung des Krankheitsstadiums geben kann. Sicherlich wéren zuséatzliche Studien zu
weiteren Zeitpunkten nutzlich um den Verlauf der Umbauvorgdnge noch konkreter
beschreiben zu kénnen und so eine noch exaktere Einordnung des Krankheitsstadiums
zu ermdoglichen; diese Arbeit untersucht jedoch zunachst Mechanismen der lokalen
cAMP-Regulation in dem beschriebenen mittelgradigen Krankheitsstadium, in welchem

potentielle Therapien den weiteren Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kénnten.

4.1.3 Epacl-PLN-transgene Mause zeigen Herzinsuffizienz-typische Verédnderungen

der Proteinexpression

Im Rahmen dieser Studie wurde in Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten neben den
Sensor-Proteinen, die im néchsten Kapitel besprochen werden, auch die Expression von
SERCA2a und endogenem PLN Uberprift. Wie unter 1.5.2 dargestellt, gibt es bereits
Studien, die die Expression der beiden Proteine bei Herzinsuffizienz beschreiben. CSQ
wurde in dieser Arbeit als Standard-Bezugsprotein gewdéhlt, da es im Krankheitsfall
unverandert vorliegt (Takahashi et al. 1992) und somit ein gutes Referenzmafd fir

veranderte Proteinexpression darstellt.

Der in dieser Studie 12pMI festgestellte signifikante Anstieg des Quotienten aus
endogenem PLN zu SERCAZ2a (s. Abb. 20D) wurde auch bei herzinsuffiziente Patienten
mit dilatativer Kardiomyopathie beschrieben (Meyer et al. 1995). Da PLN, wie unter 1.3
aufgefuhrt, eine inhibitorische Wirkung auf die SERCA2a-Pumpfunktion hat, postulieren
Meyer et al. in der relativen Reduktion der SERCA2a gegenuber PLN bereits eine
Verstarkung eben dieses Effektes im Krankheitsfall. Auch Chu und Kranias benannten
den Anstieg des PLN/SERCA2a-Quotienten bei Herzinsuffizienz als beitragenden Faktor
fur die verstarkte Inhibition der SERCA2a und die daraus resultierende reduzierte

Kontraktionsleistung des Myokards (Chu und Kranias 2006).
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Die tragende Rolle fur die Storung des Proteinverhaltnisse zwischen PLN und SERCA2a
spielt wohl vor allem eine Herabregulierung der SERCA2a im Krankheitsfall. Eine
verminderte  SERCA2a-Expression wurde beispielsweise bei Patienten  mit
Herzinsuffizienz im Endstadium nach dilatativer Kardiomyopathie und KHK nachgewiesen
(Studer et al. 1994). Eine Myokardfunktionsstudie, die ebenfalls an humanen Proben
durchgefuhrt wurde, zeigte sogar, dass das Ausmal der reduzierten SERCAZ2a-
Expression mit dem Grad der myokardialen Funktionseinschrankung korrelliert
(Hasenfuss et al. 1994). Zarain-Herzberg et al. wiesen die progressive Reduktion der
SERCAZ2a-Expression bei MI-induzierter Herzinsuffizienz auch am Rattenmodell nach:
Obwohl 4pMI bereits reduzierte mMRNA Level und eine Aktivitatsminderung der SERCA2a
zu erkennen war, konnte eine reduzierte Proteinmenge mittels Western Blot erst 8pMI und
16pMI nachgewiesen werden (Zarain-Herzberg et al. 1996). Dies stimmt auch mit den
Ergebnissen dieser Studie Uberein, die zeigten dass 12pMI eine starke Tendenz der
SERCAZ2a zur verminderten Expression im Vergleich zum Bezugsprotein CSQ bestand
(p-Wert = 0,08; s. Abb. 20 C). Wie oben beschrieben, lag unter Beriicksichtigung der zu
einem gewissen Grad angenommenen Resistenz der FVB/N-Mauslinie, fir die
EpaclPLN-transgenen Kardiomyozyten ein eher moderates Erkrankungsstadium vor,
sodass die reduzierte SERCA2a-Expression 12pMI vermutlich noch nicht voll ausgepréagt

war.

Fur das endogene PLN konnte bei Verhaltnisssetzung zum als konstant anzunehmenden
CSQ in dieser Studie keine signifikante Zunahme 12pMI festgestellt werden (s. Abb. 20E).
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der bereits erwahnten Studie von Meyer et al., die
auch bei Patienten mit dilatativer Kardiomypathie keine Verdnderung des PLN relativ zu
CSQ feststellen konnten (Meyer et al. 1995). Wie in der Einleitung dargestellt, entspricht
dies auch der weit verbreiteten Meinung Uber das Verhalten von PLN im Krankheitsfall
(s. 1.5.2). Zwar zeigten Studien von Linck et al.,, dass im Myokard herzinsuffizienter
Patienten eine Reduktion des PLN-mRNA Levels vorliegt, dennoch konnten sie keine
Veranderung seiner Expression nachweisen und interpretierten diese Veranderung
folglich als nicht funktionsrelevant (Linck et al. 1996). Dartber hinaus hatten Arai et al. bei
der Analyse der PLN mRNA-Level bereits signifikante Schwankungen zwischen einzelnen
Proben festgestellt (Arai et al. 1993). Derartige krankheitsunabhéngige Unterschiede
bezlglich der Expression des endogenen PLN, kdnnten auch den bei Betrachtung von
Abbildung 20E entstehenden Eindruck der Erhohung des endogenen PLN/CSQ-

Quotienten 12pMI erklaren, der jedoch mit einem p-Wert von 0,1 nicht signifikant ist.

Zusammengefasst wurden also an Epacl-PLN-transgenen Kardiomyozyten 12pMl

Veranderungen festgestellt, die gut mit den Ergebnissen anderer Studien
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Ubereinstimmen. Dies ist zum einen ein weiterer Hinweis fur die regelrechte Ausbildung
der Pathologie in der transgenen Mauslinie und zeigt zum anderen das Verhalten
wichtiger Proteine der in dieser Studie untersuchten SERCA2a-Mikrodomane.

4.2 Eignung des Epacl-PLN-Biosensor fur Anwendung im Krankheitsmodell

Die fiur diese Studie verwendete transgene Mauslinie Epacl-PLN exprimiert
herzspezifisch einen FRET-Sensor, welcher an PLN gekoppelt ist und so die gezielte
Messung von cAMP-Signalen in der SERCA2a-Mikrodoméane von Kardiomyozyten
ermOglicht. Die direkte Verfugbarkeit frisch isolierter Zellen mit transgener Sensor-
Expression in vivo ermdglicht Experimente unter moglichst physiologischen Bedingungen,
was besonders im Hinblick auf Untersuchungen von Pathologien vorteilhaft ist. Durch
Umgehung der Notwendigkeit einer Kultivierung, wie sie fur die alternative In-vitro-Sensor-
Einbringung mittels Adenovirus-Infektion nétig ist (Kirshenbaum et al. 1993), wird die
Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung artifizieller Veranderungen, die als Pathologie-
spezifisch fehlinterpretiert werden kénnten, minimiert. Derartige Artefakte durch langere
Zellkultivierung sind bereits fir Rattenkardiomyozyten bekannt, die trotz Ausplattierung
unter optimalen Bedingungen innerhalb weniger Tage Formverénderungen zeigten und
sich im weiteren Verlauf entdifferenzierten und zunehmend atroph wurden (Horackova
und Byczko 1997). AufBerdem ist der Verzicht auf Kultivierung im Hinblick auf die
beschriebene, schlechtere Uberlebensfahigkeit von Mauskardiomyozyten verglichen mit
nahe verwandten Nagetierspezien nach Isolation (Kabaeva et al. 2008) gerade im
Krankheitsfall von Vorteil: Hier sind die Herzmuskelzellen pathologiebedingt durch
verschieden Stressoren wie neurohumorale Uberaktivierung, vermehrtes Vorkommen von
Sauerstoffradikalen und N&hrstoffunterversorgung bei erhohtem Bedarf des insuffizienten
Herzens vorbelastet (Hilfiker-Kleiner et al. 2006), sodass die Uberlebensfahigkeit im

Vergleich zu gesunden Zellen sogar noch weiter eingeschrankt ist.

Die Epacl-PLN-transgenen Mauslinie wurde bereits im Vorfeld durch Dr. Julia Sprenger
im Rahmen ihrer Promotion generiert (s. 2.1) und der Erhalt der physiologischen Funktion
der genetisch veranderten Mause durch Vergleich mit FVB/N-Wildtypen tberprift. Hierbei
konnte allenfalls eine leicht gesteigerte Herzleistung nachgewiesen werden, die jedoch
nicht mit einem messbar veranderten intrazellularen Ca*-Metabolismus einherging und
fur die auch kein Hinweis auf Beeinflussung der cAMP-Messungen in der Mikrodoméne
bestand (Sprenger 2014). Des Weiteren stellte Sprenger bereits fest, dass das transgene
Sensor-PLN vergleichbare physiologische Eigenschaften wie das endogene PLN

aufweist, wobei eine Phosphorylierung des Sensor-PLN an Serin-16 keine Anderung der
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FRET-Antwort bewirkte (Sprenger 2014). Zusammengefasst hatte Sprenger also bereits
gezeigt, dass durch die Einbringung des physiologisch funktionellen Sensor-PLN weder
ein Einfluss auf die SERCA2a Regulation nachgewiesen werden konnte, noch andere
dramatische Funktionsabweichungen in den  transgenen Mausen oder
Messbeeinflussungen feststellbar waren. Die Eignung der transgene Mauslinie zur
Verwendung im Krankheitsmodell wurde bereits durch Induktion von Herzhypertrophie
mittels TAC und nachfolgenden Experimenten an diesem Herzinsuffizienz-Vorstadium

gezeigt (Sprenger et al. 2015).

Unter Berticksichtigung dieser Vorarbeiten war es also fur dieses Projekt relevant, eine
veranderte  Sensor-Expression nach  Myokardinfarkt-induzierter ~ Herzinsuffizienz
auszuschlieBen und das regelhafte Verbleiben des Sensors in der gewunschten
Mikrodomane zu Uberprifen. Wie in Abbildung 20A dargestellt war die Sensor-PLN-
Expression im Verhaltnis zu CSQ 12pMI unverandert im Vergleich zur Sham-Gruppe. Wie
unter 4.1.3 bereits erwahnt, wird CSQ bei Herzinsuffizienz konstant exprimiert und ist
deshalb gut als Referenzprotein zur Beurteilung quantitativer Veranderungen anderer
Proteine geeignet. Durch die gleichbleibende Expression des Sensor-PLN auch im
Krankheitsfall, ist die Beeinflussung der Messergebnisse durch abweichende Sensor-
Quantitat unwahrscheinlich. Auch beziiglich der Sensorlokalisation, die auf Grundlage von
Kolokalisationsanalysen des Sensor-YFP mit SERCA2a anhand konfokalmikroskopischer
Bilder erfolgte, konnten 12pMI keine Abweichungen zur Sham-Gruppe festgestellt
werden: Sowohl die Korrelationskoeffizienten nach Pearson als auch nach Manders
nahmen in beiden Gruppen vergleichbare Werte an (s. Abb. 18), was auch durch
Streudiagramme (s. Abb. 17) veranschaulicht wurde. Zudem sprachen in beiden Gruppen
hohe Korrelationskoeffizienten v.a. der Manders-Koeffizienten fir die gute Deckung von
Sensor-YFP mit SERCA2a (s. Abb. 18), und somit fur die gewiinschte Lokalisation des
Sensors in der SERCA2a-Mikrodomane.

4.3 Verdnderungen im PDE-Aktivitatsprofil der SERCA2a-Doméne 12pMl

nachweisbar

4.3.1 B-adrenerge Vorstimulation hat keinen Einfluss auf den lokalen cAMP-Pool der
SERCA2a-Mikrodomaéane

Ein bekanntes Phadnomen, welches unter Herzinsuffizienz auftritt, ist die
Desensibilisierung der kardialen B-ARs (Marks 2013, Kiuchi et al. 1993). Eine wichtige

Ursache hierfir ist, wie auch unter 1.5.2 beschrieben, die Herabregulierung der B;-ARs im
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Krankheitsfall, welche beispielsweise durch reduzierte mRNA Level nachgewiesen wurde
(Engelhardt et al. 1996).

Interessanterweise konnte in den hier erfolgten Experimenten 12pMI kein funktioneller
Einfluss der B-AR-Desensibilisierung auf den cAMP-Spiegel der SERCA2a-Mikrodomane
nach B-adrenerger Vorstimulation festgestellt werden. Wie in Abbildung 21C dargestellt,
unterschied sich der Anteil der durch Isoprenalin erzielten FRET-Antwort an der jeweiligen
maximalen Antwort nicht zwischen den beiden Gruppen. Hierbei spielt moglicherweise
eine Kompensation des reduzierten (3;-AR-Signales durch das Signal des [B,-AR in der
SERCA2a-Mikrodoméne eine Rolle: Da es sich bei Isoprenalin um einen nicht-selektiven
B-AR-Agonisten handelt, stimuliert dieser beide B-ARs gleichsam, was auf Grund der in
Kapitel 1.5.2 beschriebenen pathologieassoziierten Verhéaltnisverschiebung zu Gunsten
des B»-AR, bei Herzinsuffizienz besondere Relevanz hat: So zeigten Bristow et al. bereits
fir humane Kardiomyozyten, dass im Krankheitsfall der 3,-AR auch einen héheren Anteil
an der Vermittlung positiv inotroper Effekte nach nicht-selektiver B-AR Stimulation als der
B:i-AR hatte, welcher unter normalen Bedingungen eigentlich vorrangig hierfir zustandig
ist (Bristow et al. 1986). Daruiber hinaus wiesen Nikolaev et al. eine Umverteilung des f3,-
AR bei Herzinsuffizienz nach und zeigten zudem, dass das urspringlich eher
kompartimentierte cAMP-Signal nun dem diffusen Signal des B;-AR gleicht (Nikolaev et
al. 2010).

Neben diesen vermutlich Einfluss nehmenden Faktoren muss auch bedacht werden, dass
bisher keinerlei Daten bezlglich des B-AR-vermittelten Signals in der SERCAZ2a-
Mikrodoméane bei Herzinsuffizienz vorliegen. Die beschriebenen Beobachtungen
bezlglich des Verhaltens der B-ARs bezogen sich stets auf membrannahe Vorgénge und
zytosolische cAMP Signale, nicht jedoch auf lokale cAMP-Pools der SERCA2a-Doméne.
Allerdings zeigten sich auch im Herzhypertrophie-Modell bei den durch Sprenger et al.
durchgefihrten TAC-Experimenten, in der SERCA2a-Mikrodoméne vergleichbare lokale
cAMP-Pools zwischen Kontroll- und Krankheitsgruppe nach Iso Vorstimulation (Sprenger
et al. 2015). Eine genauere Differenzierung und Zuordnung des in der SERCA2a-
Mikrodoméane ankommenden cAMP-Signals zu den verschiedenen (B-ARs und der
Vergleich zwischen Krankheits- und Kontrollgruppe hatte den Rahmen dieser Arbeit leider
gesprengt. Dennoch ware die Prifung eventueller Unterschiede diesbeziiglich sicher ein
interessanter Ansatzpunkt fir weitere Studien. Hierflr kbnnte man beispielsweise vor der
unselektiven Iso-Stimulation in FRET-Experimenten eine spezifische Blockade des [;-

bzw. B>-AR vornehmen oder die Experimente direkt mit selektiven Agonisten durchfiihren.
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Eine anteilig &hnliche FRET-Antwort bezuglich der B-adrenergen Vorstimulation zwischen
Krankheits- und Kontrollgruppe lasst darauf schlieRen, dass fir beide Gruppen ein
vergleichbarer lokaler cAMP-Pool in der SERCA2a-Mikrodoméane vorlag. Dies bietet fur
die Auswertung der PDE-Experimente den Vorteil, dass die Beitrdge der verschiedenen
PDE-Familien zum Abbau dieses Pools vermutlich nicht durch unterschiedlich hohe
CAMP-Spiegel in den Gruppen beeinflusst werden. Wie unter 1.3 beschrieben, ist vor
allem die PDE4-Aktivitat abhangig von einem Rickkopplungsmechansimus durch die
cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA), sodass dies vor allem im Hinblick auf die

diesbezliglich beobachteten Veranderungen in dieser Arbeit relevant ist.

4.3.2 Beitrag der PDE4 zum Abbau des cAMP-Pools der SERCA2a-Mikrodomane

nach B-adrenerger Vorstimulation und unter basalen Bedingungen 12pMI reduziert

In dieser Arbeit wurden die Anteile der wichtigsten, zur lokalen cAMP-Begrenzung in der
SERCAZ2a-Mikrodoméne beitragenden Phosphodiesterase-Familien (PDE2, 3 und 4) nach
B-adrenerger Vorstimulation und unter basalen Bedingungen bestimmt sowie
Unterschiede zwischen Krankheits- und Kontrollgruppe gepriift. Wie aus den Abbildungen
21D und 22C deutlich wird, konnte sowohl nach Vorstimulation mit Iso als auch unter
basalen Bedingungen eine signifikante Verminderung der lokalen PDE4-Aktivitat
nachgewiesen werden. Dies stimmt mit Beobachtungen an Ratten mit kompensierter
Herzhypertrophie Uberein, fur die eine signifikante Reduktion der PDE4A- und PDE4B-
Aktivitat nachgewiesen wurde (Abi-Gerges et al. 2009). Ahnlich wiesen auch Richter et al.
fir humane Kardiomyozyten eine Reduktion der Funktion und Expression von PDE4A und
PDE4D bei idopathischer dilatativer Kardiomyopathie nach (Richter et al. 2011).

Neben diesen Beobachtungen auf globalem Zellniveau, sind auch Untersuchungen
bezlglich der PDE-Aktivitaten in der SERCAZ2a-Mikrodomane nach TAC in der hier
verwendeten Mauslinie bekannt: Sprenger et al. zeigten, dass der verminderte Beitrag der
PDE4 zur Einschrédnkung des cAMP-Pools der SERCA2a-Mikrodomane, der auch in
dieser Arbeit nachgewiesen wurde (s. Abb. 22C), unter basalen Bedingungen bereits im
Herzinsuffizienz-Vorstadium der Herzhypertrophie besteht (Sprenger et al. 2015).
Interessanterweise konnte im Rahmen jener Studie auch gezeigt werden, dass es bei
Herzhypertrophie nach Iso-Vorstimulation verglichen mit der Sham-Gruppe zu einer
Zunahme der PDE2-Aktivitdt in der SERCA2a-Domane kommt. Eine vermehrte PDE2-
Aktivitdt und -Expression ist auch bei humanen Kardiomyozyten und bei Hunden im

Rahmen der Herzinsuffizienz bekannt und wird als protektiver Effekt zur Abschirmung der
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sympathischen Uberstimulation (und folglich vermehrten cAMP-Produktion) diskutiert
(Mehel et al. 2013).

Fur das Fehlen dieses Effektes in dieser Studie kommen verschiedene Erklarungen in
Frage: Zum einen konnte die festgestellte Abweichung der Ergebnisse auf die
verschiedenen verwendeten Krankheitsmodelle und/oder die untersuchte Spezies zuriick
zu fuhren sein. Zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass eine kompensatorische
Hochregulierung der PDE2-Aktivitat nur passager auftritt und mit dem Fortschreiten der
Erkrankung nicht mehr aufrecht erhalten werden kann: Sprenger et al. untersuchten in
ihrer Studie am TAC-Modell nicht nur PDE-Aktivitaten der SERCA2a-Mikrodoméne,
sondern auch, unter Verwendung einer anderen Mauslinie im gleichen Krankheitsstadium,
PDE-Aktivitdten im Zytosol. Beim Vergleich der Daten zeigte sich, dass eine Erh6hung
der PDE2-Aktivitat nach B-adrenerger Vorstimulation nur in der SERCA2a-Region, nicht
jedoch im Zytosol festzustellen war, wo statt dessen ebenfalls eine verminderte PDE4-
Aktivitat vorlag (Sprenger et al. 2015). Dementsprechend konnte eine kompensatorisch
vermehrte PDE2-Aktivitdt, die bei Herzhypertrophie in der Mikrodoméne noch
aufrechterhalten werden kann, mit Fortschreiten der Erkrankung, wie in dieser Arbeit bei

Herzinsuffizienz untersucht, gar nicht mehr vorhanden sein.

Fur ein verzdgertes Auftreten der verminderten PDE4-Aktivitat wiirde auch die Tatsache
sprechen, dass ihre Herabregulierung durch anhaltende cAMP-Stimulation hervorgerufen
werden kann: In Experimenten mit Nagetieren zeigten McCahall et al., dass es durch
ernbhte cAMP-Level, wie sie bei Herzinsufizienz auf Grund der andauernden
Sympathikusstimulation auftreten, im Herzen zu einer verminderten Aktivitdt des
PDE4A10-Promoters und infolgedessen zur verminderten Expression der PDE4-Isoform
PDE4A10 kommt (McCahill et al. 2008). Auch wenn der genaue Nutzen dieser
Herabregulierung noch nicht abschlieRend geklart ist, konnten initial protektive Effekte
eine Erklarung bieten. Solche sind - ebenfalls in Abh&ngigkeit von B-AR-Stimulation und
PKA-Aktivierung - bereits aus anderen Studien bekannt: Beispielsweise besteht ein
Zusammenhang zwischen PDE4 und dem ebenfalls in der SERCAZ2a-Mikrodoméane
vorkommenden Protein Hsp20 (s.a. 1.5.2), welches einen Schutz vor Herzhypertrophie
vermittelt (Sin et al. 2011). Wie Sin et al. in Experimenten an neonatalen
Rattenkardiomyozyten zeigten, verzogerte die Aktivitat der PDE4 die schitzende Hsp20-
Phosphorylierung und somit die antihypertrophen Effekte. Folglich kénnte eine
Herabregulierung der PDE4 in der SERCA2a-Domane initial mdglicherweise protektiv

sein.
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Nichtsdestoweniger scheint eine chronische Herabregulierung der PDE4 langfristig
gesehen eher krankheitsfordernd zu sein, da diese PDE-Familie im Rahmen des lokalen
cAMP-Abbaus eine relevante Rolle einnimmt: Aus Studien an PDE4D-KO-Mausen ist
bereits bekannt, dass ein Fehlen der PDE4D zu relativ friher PKA-vermittelten
Hyperphosphorylierung des RyR2 beitragt, welche mit einem Ca”**-Leck vom SR ins
Zytosol bereits vor messbaren Herzverdnderungen assoziiert ist (Lehnart et al. 2005). Im
Rahmen dieser Untersuchung wiesen Lehnart et al. zudem nach, dass ein Fehlen der
PDE4D3 mit einem gehauften Auftreten Belastungs-induzierter ventrikularer Tachykardien
einhergeht und die latente Entwicklung einer Herzinsuffizienz bei zunehmendem Alter
beginstigt. Wie Sprenger et al. zeigten, hat die PDE4 bei der Begrenzung des lokalen
cAMP-Pools in der SERCA2a-Mikrodoméane unter physiologischen Bedingungen den
wesentlichen Anteil (Sprenger et al. 2015), weshalb eine relevante Auswirkung der hier

nachgewiesenen Aktivitatsminderung im Krankheitsfall nahe liegt.

Eine Studie, die die Expressionsmuster der kardialen PDE4 und ihre subzellularen
Zielstrukturen zwischen Menschen und Nagetieren im Gesunden und bei Krankheit
verglich, kam zu dem Schluss, dass hohe Ahnlichkeiten bezuglich der Subtypen, Splice-
Varianten und der Anbindung an Signalkomplexe, hierunter auch der PLN-SERCA2a-
Komplex, zwischen diesen Spezien bestehen (Richter et al. 2011). Laut Richter et al.
gelten diese Gemeinsamkeiten vor allem fiir die Kontrolle lokaler cAMP-Pools, so dass
eine Ubertragbarkeit der lokalen PDE4-Funktion zwischen den Spezien wahrscheinlich
gegebenen ist. Da die hier festgestellte, Herzinsuffizienz-assoziierte PDE4-Aktivitats-
minderung in der SERCA2a-Mikrodomane folglich durchaus auch fir Menschen gelten
konnte, wird eine genaue Erforschung der einhergehenden Auswirkung umso wichtiger.
Dies ist gerade im Hinblick auf seit einigen Jahren laut Leitlinien empfohlene PDE4-
Inhibitoren wie Roflumilast zur medikamentésen Therapie schwerer COPD besonders
relevant. Wie bereits diskutiert, sind krankheitsférdernde Eigenschaften einer PDEA4-
Defizienz bereits aus dem RyR2-Proteinkomplex bekannt (Lehnart et al. 2005), so dass
gerade die Langzeittherapie mit derartigen Marktneuheiten im Hinblick auf die
Entwicklung kardialer Pathologien kritisch beobachtet werden sollte (Lehnart und Marks
2006).

In Ubereinstimmung mit anderen Studien auf globalem Zellniveau und in anderen
Mikrodoméanen wurde also gezeigt, dass auch im lokalen Bereich der SERCA2a-Domane
eine verminderte Aktivitdt der PDE4 unter den pathologischen Bedingungen der
Herzinsuffizienz nachweisbar ist. Eine kompensatorische Aktivitatssteigerung der PDE2,
wie sie in einzelnen Studien beschrieben wurde, konnte beim hier vorliegenden

Krankheitsstadium und -modell jedoch nicht nachgwiesen werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie wurden Regulationsmechanismen des lokalen cAMP-Pools der
SERCA2a-Mikrodoméane in kardialen Mausmyozyten unter den pathologischen
Rahmenbedingungen der Herzinsuffizienz untersucht. Fir die durchgefihrten
Experimente wurde eine transgene Mauslinie verwendet, die einen FRET-cAMP-
Biosensor (Epacl-PLN) exprimiert, welcher Uber PLN in der SERCA2a-Mikrodomane
verankert ist. Dies ermoglichte die Ermittlung lokaler cAMP-Dynamiken mittels Echtzeit-
FRET-Messung an frisch isolierten Kardiomyozyten, die ohne die Notwendigkeit einer
Kultivierung direkt verwendet werden konnten. Als Krankheitsmodell wurde eine
Myokardinfarkt-induzierende Operation gewahlt, in deren Folge es zur Ausbildung der
Herzinsuffizienz kommt. Die regelhafte Ausbildung des Krankheitsbildes wurde 12
Wochen nach der operativen Intervention (12pMI) mittels Echokardiografie,
Zellvermessung und Beurteilung des pathologischen Remaodelings des transversal-axialen
Tubulus-Systems (TATS), welches ebenfalls Hinweise auf das Krankheitsausmald gibt,
validiert. Anhand der Analyse dieser Daten wurde auf das Vorliegen eines mittelgradigen
Erkrankungsstadiums der 12pMI-Gruppe geschlossen. Nach Uberpriifung der Eignung
des Epacl-PLN-Biosensors zur Anwendung im vorliegenden Krankheitsmodell wurden
FRET-Experimente unter basalen Bedingungen und in Folge 3-adrenerger Vorstimulation
durchgefiihrt und mit Hilfe von PDE-Inhibitoren Aktivitatsprofile der PDE2, 3 und 4 erstellt.
Hierbei wurde gezeigt, dass in der SERCA2a-Mikrodoméane unter beiden Bedingungen
12pMI eine signigikante Aktivitatsminderung der PDE4, verglichen mit der Sham-Gruppe,
nachweisbar ist. Da dies mit Veranderungen im lokalen cAMP-Pool einhergeht, welcher
wesentlichen Einfluss auf die Regulation der SERCA2a hat, kdnnte diese Beobachtung
durchaus Relevanz beziglich der im Krankheitsfall auftretenden Funktionsabweichungen
haben. Die genauen molekularen Auswirkungen der in dieser Studie nachgewiesenen
Minderung der PDE4-Aktivitat bei Herzinsuffizienz auf regulatorische oder funktionelle
Mechanismen der SERCA2a-Mikrodoméne bieten eine interessante Grundlage fur

weitere Untersuchungen und mégliche therapeutische Ansatze.
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6 Anhang

6.1 Chemikalien

Substanz Firma Bestellnummer
Acrylamide (Rotiphorese® Gel 30) Roth 3029.1
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich A3672-25G
Bay 60-7550 Santa Cruz sc-205219
BDM (2,3-Butandion Monoxim) Sigma-Aldrich BO753
Bovines Kélberserum Thermo Scientific SH30073
Bromphenolblau Natriumsalz Applichem Al1120

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma-Aldrich A8806
CaCl,x2H,0 Merck 17257
Cilostamid Sigma-Aldrich C7971
di-8-ANEPPS Life Technologies D-3167
EGTA Sigma-Aldrich E4378
Essigsaure Merck 1000632500
Glukose Sigma-Aldrich G7021
Glycerin Sigma-Aldrich G8773
Glycine Roth 3908.3

HCI 37% Sigma-Aldrich 84422
HEPES Sigma-Aldrich H4034
3-Isobutyl-1-methylxanthin Applichem A0695
Isoproterenolhydrochlorid Sigma-Aldrich 16504

KCI Sigma-Aldrich P5405
KHCO; Sigma-Aldrich P7682
KH,PO, Merck 4873
Laminin Sigma-Aldrich L2020
Liberase DH Roche 05401054001
2-Mercaptoethanol Sigma M3148
Methanol Roth HN41.2
MgCl,x6H,0O Applichem A1036
MgSO,x7H,0 Sigma-Aldrich M2773
Milchpulver Roth T145.1

NacCl Sigma-Aldrich S5886
NaHCO; Sigma-Aldrich S5761
Na,HPO,x2H,0 Sigma-Aldrich 71643
NaOH Roth 6771.3
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich 158127
PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlésung) Gibco 10010
Phenolrot Natriumsalz Sigma-Aldrich P5530
PhosSTOP Roche 04906837001
Ponceau S Sigma-Aldrich P3504
ProLong® Gold Antifade Mountant Life Technologies P36934
Protease Inhibitor Cocktail Roche 11872580001
Protein Marker V Peqlab 27-2211
Saccharose Sigma-Aldrich S0389

SDS (20% Natriumdodecylsulfat-Losung) Fluka 05030
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Thermo Scientific 34080
Substrate

Rolipram Sigma-Aldrich R6520
Taurin Sigma-Aldrich T8691
TEMED (N,N,N‘,N“-Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich T9281
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Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284

TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth 4855.3

Trypsin 2,5% Gibco 15090

Tween® 20 Sigma-Aldrich P1379

6.2 Antikorper

6.2.1 Priméare Antikorper

Antikorper Firma Bestellnr. Anwendung Verdinnung

mouse anti-Cav3 BD 610421 Immunfarbung  1:500

mouse anti-PLN Al Badrilla A010-14 Western Blot 2:5000

mouse anti-RyR2 Thermo Scientific  MA3-916  Immunfarbung 1:500

rabbit anti-CSQ Thermo Scientific PA1-913 Western Blot 1:10000

rabbit anti-SERCA2a  Badrilla A010-20 Immunfarbung 1:250
Western Blot 1:5000

6.2.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Firma Bestellnr. Anwendung Verdinnung

AlexaFluor® 568 goat Life Technologies A-11004 Immunfarbung  1:1000

anti-mouse

AlexaFluor® 633 goat Life Technologies A-21071 Immunfarbung 1:1000

anti-rabbit

Goat anti-mouse Bio Rad 170-5047  Western Blot 1:5000

Goat anti-rabbit Bio Rad 170-5046  Western Blot 1:5000

6.3 Verbrauchsgegenstande und andere Materialien

Gegenstand

Firma

Deckglaser (Glas, @ 18 mm)
Deckglaser (Glas, @ 24 mm)
Deckglaser (Glas, @ 42 mm)
Eppendorf-Rohrchen
Falkon-Rohrchen

Faser-Pads fir Western Blot
U-40 Insulin, 30Gx1/2

21G Kandle

Medical X-Ray Film

Short plates fuir Western Blot
Spacer plates fir Western Blot
Superfrost® Plus Objekttrager
Protran® Nitrozellulose Transfer
Membran

6 Well Platte

12 Well Platte

96 Well Platte

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Eppendorf
BD Falcon
Bio Rad
Braun

BD Microlane

Fujifilm
Bio Rad
Bio Rad

Thermo Scientific

Whatman

Starlab

Greiner Bio-One

Nunc
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6.4 Fluoreszenzmikroskop und zugehdrige Elemente

Gegenstand Firma

Arduino I/O board Sparkfun Electronics
Attofluor® Zellkammer Invitrogen

CFP/YFP filter set Chroma Technology
CooILED 440 nm CoolLED

ORCA 03G CCD-Kamera
DualView Filter Slider
DV2 DualView

Hamamatsu Photonics
Photometrics
Photometrics

Ti-S Inverses Fluoreszenzmikroskop Nikon

Fluar 40x/1,3 Ol-Objektiv Carl Zeiss

6.5 Weitere Gerate

Gerat Firma

Biotek Reader (fir BCA Assay) BIOTEK Instruments
COgz-Inkubator Sanyo

LSM710 Carl Zeiss

pH Meter Inolab

POC-R2 Messkammer PeCon

X-ray film processor SRX 101A Konica

Zentrifuge

Thermo Scientific

6.6 Software

Programm Einsatzbereich Anbieter

Fiji Bildanalyse und -bearbeitung http:/ffiji.sc

ImageJ Bildanalyse und -bearbeitung National Institutes of Health

Micromanager 1.4  Steuerung des FRET-Mikroskops Vale Lab, University of
California

Office 2010 Text- und Datenbearbeitung Microsoft Inc.

ZEN 2009 Konfokalmikroskopie (LSM710) Carl Zeiss

Zotero Literaturverwaltung Center of History and New

Media, Mason University, USA
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