Aus der Klinik fur Kardiologie und Pneumologie
(Prof. Dr. med. G. Hasenful})
der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Funktionelle Charakterisierung neu entwickelter
SERCAZ2a-Modulatoren an humanem Myokard und

isolierten Herzmuskelzellen der Ratte

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der
Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von

Linn Karen Lons, geb. Lullau
aus

Braunschweig

Gottingen 2016



Dekan:

Referent:
Ko-Referentin:
Drittreferent:

Tag der mundlichen Prufung:

Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer

Prof. Dr. med. L. S. Maier
PD Dr. rer. nat. Laura Zelarayan-Behrend
Prof. Dr. med. Martin Oppermann

24.04.2018



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
AbbildungsverzeiChnis. ... ... v
TabellenverzeiChnis. ... ... \%
FOrmelVErZEICNIS. ..o VI
ADKUrZUNGSVEIZEICNIS. .. .. e VI
1 Einleitung.....coeoiii e e 8
1.1 Hintergrund........coooii i 8
1.2 Ultrastruktureller Aufbau der Herzmuskelzelle................cc.coiiiiiiiiiaann. 9
1.3 Die elektromechanische Kopplung......... ..o 1
1.3.1 Die SR Ca**-ATPase (SERCA): Funktion, Struktur und Regulation............. 15
1.4 Physiologische Regulationsmechanismen der Kontraktionskraft............. 17
1.4.1 Frank-Starling-Mechanismus. ... 17
1.4.2 Positive Kraft-Frequenz-Beziehung..............coooiii 17
1.4.3 Neurohumorale AKVIEIUNG....... ..o 18
1.5 HerzinsSuffizienz....... ... e e e e 18
1.5.1 Definition, Ursachen, Klinik und Therapie...........ccccccooiiiiiiiiieiii i, 18
1.5.2 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz..................c.o.o i, 19
1.5.2.1 Strukturelle und mechanische Veranderungen................cooooiiiiiinenene. 19
1.5.2.2 Neurohumorale Veranderungen. ...........ccoevviuiiiiiii i 20
1.5.2.3 Molekulare und elektrophysiologische Veranderungen.......................... 20
1.6 Bedeutung von Inotropika in der Herzinsuffizienztherapie....................... 21
1.7 Die SERCA2a-Modulatoren.......... ..o e e 23
1.7.1 SERCA2a-Stimulation in der Medizin................ooiiiiiii 23
1.7.2 Entwicklung der SERCA2a-Modulatoren............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 24
1.8 Zielsetzung und Fragestellungen.............cccooviiiiiiiiiiiiin s 25
2 Material und Methoden..........cccoiiiiii e, 26
2.1 Epifluoreszenzexperimente...........cooviiiiiiiiiiiiii e e 26
2.1.1 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Rattenherzen......................... 26

2.1.2 Messung von intrazelluldren Ca®*-Transienten und der Myozytenverkiirzung 27
2.1.2.1 Grundlagen des Epifluoreszenzverfahrens.................cooooiiiiiinn, 28

2.1.2.2 Eigenschaften des Kalzium-sensitiven Farbstoffs Fluo-3 AM.................. 28



Inhaltsverzeichnis

2.1.2.3 Das Epifluoreszenz-Setup..........c.oooiiiiiii 29
2.1.3 VersuchsdurchflNrung. ... . ..o 31
2.1.4 MessprotoKoOll. .. ... 33
2.1.5 DatenauSWEITUNG. .. .. .ttt 33
2.1.5.1 Fraktionelle Zellverkiirzung und Ca®*- Transienten F/Fq......................... 34
2.1.5.2 RelaxatioNSZeit........coooiii e 34
2.1.5.3 Bestimmung des SR Ca**-Gehaltes und der fraktionellen SR Ca*'-

FreiSelZUNG. .. 35

2.2 Muskelstreifenexperimente..........coocoeiiiiiiiiii i e 35
2.2.1 Gewinnung der humanen Muskelstreifen................cooooiiinn, 35
2.2.2 Aufbau der Versuchsanlage. ... . ..o 36
2.2.2.1 Zirkulation der LOSUNG. ......cuiiiiie e 37
2.2.2.2 Kraftabnehmer. ... 37
2.2.2.3 Reinigung der ANlage. .........ouiiniiiii e 38
2.2.2.4 DatenverarbeituUng. .. ... .o 38
2.2.3 VersuchsdurchflnNrung.........o.oiiii e 39
2.2.3.1 Einspannen der Muskelstreifen. ... 39
2.2.3.2 Ausspllen, Stimulation, Kalziumaufbau und Einschlagen....................... 39
2.2.3.3 Dehnung des Muskelstreifens............cooviiiiii e 40
2.2.4 MessprotoKoOll. .. ... 40
2.3 StatistiK......ooii 40
2.4 Losungen und Chemikalien...........ccoviiiiiiiiiiiiii e 41
3 Ergebnisse......cccooiiiiiiiiiiii e 45
3.1 Screening der SERCA2a-Modulatoren an Einzelzellen........................... 45
B ENF O T8 e e 45
B2 ENGO20. ..t e 47
BB ENHOB6. ...t 48
BT A ENLODSS. .. 50
BB ENLODSB. ...t 51
BT B ENOTO7 et 52
BT EN O T A 53
B B ENOTBOB. ...ttt 55
BT O EN O 8D 56
BT A0 ENO BT e 57
BT AT ENO20T .. 58

B A2 ENOZ09. .. i s 59



Inhaltsverzeichnis

3.1 A3 GPZOO0OBTO. ...ttt 60
3114 GPZO0M A4 .o 61
3115 GPZO0B302. ...ttt 62
3.1.16 GPZO0BBOO0. .. ..ttt 63
3117 GPZOOT 738 .t 64
3.1.18 Zusammenfassung des SCreeniNgS. ........c.vuvuiiiiiiie i 65
3.2 Einfluss auf den SR Ca?-Gehalt............cccvevureurieeiiieeiiieineieeeeeeeeeeeeenns 65
3 2. T ENLOS ..o 65
3.2 2 ENO T 07 it e 66

B 2 8 EN O T A e 66

3 2.4 ENOT S i e 67

3 2 D ENO 200, ..t 67
3.2.6 GPZO0B3B2. ... e ettt 68
3.3 Einfluss auf humane Muskelzellverbénde................ooiiiiiiiiiiiiie 68
3.3 T ENLODS S ..o 68
3.3 2 ENOT 07 i e e 69

B B B EN O T . e 70
3.3 A ENO T BS. iiiiaa 70
3.3 D ENO 200, ..ottt e 71
3.3.8 GPZO0B3B2. ... ettt 72
4 DiskUSSION ....ciiiiiiiiiiiiiierra e 73
4.1 Positivinotrope SERCA2a-Modulatoren.............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeae 74
A ENOT T A 74
4.1.2 GPZO03B302. ... ittt e 77

4.2 SERCA2a-Modulatoren ohne nachweisbaren Effekt auf die Kontraktilitat 77

4.3 Negativ inotrope SERCA2a-Modulatoren.............ccooviiiiiiiiiiiii e, 79
4.4 Klinischer AUuSbIiCK....... ... e e e 81
5 ZusammenfassSuNg..........ccvioiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 83
6 Literaturverzeichnis...........ccccviiiiiiiiiiiii e, 84



Abbildungs-, Tabellen-, Formel- und Abkurzungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

1.1 Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle...............coooiii i, 10
1.2 Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung................... 12
1.3 Schematische Darstellung des Querbriickenzyklus.......................o 13
1.4 Schematischer Aufbau der SERCA2a...........ooiii 16
2.1 Schematische Darstellung der Langendorff-Perfusionsanlage..................... 27
2.2 A Emissionsspektrum von FIUO-3...... ... 29
2.2 B Strukturformel unterschiedlicher Fluo-Analoga................c.cooiiiiiiiiiiin, 29

2.3 Schema des Epifluoreszenz-Setups und des Strahlenganges im Mikroskop... 30
2.4 Schematische Darstellung einer Versuchskammer..................oooiiiien. 31

2.5 Originalregistrierung der Zellverkiirzung einer Kardiomyozyte bei Stimulation

Mt T HzZe 32
2.6 Exemplarischer Kalziumtransient.............oo 35
2.7 Aufbau der Versuchsanlage. .........ooouiuiuinii 37
3.1 Screeningergebnisse von ENF018 (n=6) vs. Kontrolle (N=6)....................... 46
3.2 Exemplarische Originalregistrierung der normalisierten Zellverkirzung einer

ENGO020- Zelle (A) und einer Kontrollzelle (B) unter Stimulation von 2 Hz...... 47
3.3 Screeningergebnisse von ENG020 (n=6) vs. Kontrolle (N=7)...................... 48
3.4 Screeningergebnisse von ENH036 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)...................... 49
3.5 Screeningergebnisse von ENL055 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)....................... 50
3.6 Screeningergebnisse von ENL056 (n=7) vs. Kontrolle (N=7)....................... 51
3.7 Screeningergebnisse von ENO107 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)...................... 52
3.8 Exemplarische Originalregistrierung der normalisierten Zellverkirzung einer

ENO114-Zelle (A) und einer Kontrollzelle (B) unter Stimulation von 2 Hz........ 53
3.9 Exemplarische Originalregistrierung einer kurzzeitigen Arrhythmie unter 10 uM

des SERCA2a-Modulators ENOT14 .. ... 53
3.10 Screeningergebnisse von ENO114 (n=8) vs. Kontrolle (n=8)..................... 54
3.11 Screeningergebnisse von ENO166 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)..................... 55
3.12 Screeningergebnisse von ENO185 (n=7) vs. Kontrolle (N=7)..................... 56
3.13 Screeningergebnisse von ENO187 (n=6) vs. Kontrolle (Nn=7)..................... 57
3.14 Screeningergebnisse von ENO207 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)..................... 58
3.15 Screeningergebnisse von ENO209 (n=7) vs. Kontrolle (N=7)..................... 59
3.16 Screeningergebnisse von GPZ000876 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)................ 60
3.17 Screeningergebnisse von GPZ001441 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)................ 61
3.18 Screeningergebnisse von GPZ003362 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)................ 62
3.19 Screeningergebnisse von GPZ006800 (n=6) vs. Kontrolle (n=6)................ 63
3.20 Screeningergebnisse von GPZ007738 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)................ 64



Abbildungs-, Tabellen-, Formel- und Abkurzungsverzeichnis

Abb. 3.21 Auswirkungen von ENL055 auf den SR Ca**-Gehalt von

Ratten-Kardiomyozyten....... ... 65
Abb. 3.22 Auswirkungen von ENO107 auf den SR Ca**-Gehalt von
Ratten-Kardiomyozyten....... ... 66
Abb. 3.23 Auswirkungen von ENO114 auf den SR Ca**-Gehalt von
Ratten-Kardiomyozyten....... ... 66
Abb. 3.24 Auswirkungen von ENO185 auf den SR Ca**-Gehalt von
Ratten-Kardiomyozyten....... ... 67
Abb. 3.25 Auswirkungen von ENO209 auf den SR Ca**-Gehalt von
Ratten-Kardiomyozyten. ... ... 67
Abb. 3.26 Auswirkungen von GPZ003362 auf den SR Ca?*-Gehalt von
Ratten-Kardiomyozyten....... ... 68

Abb. 3.27 Konzentrationsabhangige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch ENL055 (n=3) vs. Kontrolle(n=3).... 69
Abb. 3.28 Konzentrationsabhangige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO107 (n=6) vs. Kontrolle(n=6).... 69
Abb. 3.29 Konzentrationsabhangige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO114 (n=4) vs. Kontrolle(n=4).... 70
Abb. 3.30 Konzentrationsabhéngige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO185 (n=6) vs. Kontrolle(n=4).... 70
Abb. 3.31 Konzentrationsabhéngige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO209 (n=4) vs. Kontrolle(n=3).... 71
Abb. 3.32 Konzentrationsabhéngige Anderung der relativen Kraft und der Relaxations-
zeit im Muskelstreifenexperiment durch GPZ003362 (n=8) vs. Kontrolle(n=8) 72

Tabellenverzeichnis

Tab. 2.1 Losungen zur Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Rattenherzen........ 41
Tab. 2.2 Herstellung der Fluo 3 AM — Farbstofflésung.............cooooiii . 41
Tab. 2.3 Zusammensetzung der Normaltyrode.............ccooioiiiiiiiiiiie e 42
Tab. 2.4 Herstellung der Messtyroden..........ooooo oo 42
Tab. 2.5 Zusammensetzung von Krebs-Henseleit- und Praparierlésung fur Muskel-
streifenexperimente. ... ... 43
Tab. 2.6 Herztransplantationspatienten..............oo 44
Tab. 2.7 Medikation der Herztransplantationspatienten.......................l 44



Abbildungs-, Tabellen-, Formel- und Abkurzungsverzeichnis

Formelverzeichnis
Formel 2.1 Berechnung der fraktionellen Zellverklrzung.............cooooviiiiiiiiiiinnnn. 34
Formel 2.2 Berechnung der Amplitude der Ca?*- Transienten F/Fo..........ocoveveeeene... 34
Formel 2.3 Berechnung der Querschnittsflache eines Muskelstreifens......................... 38
Formel 2.4 Berechnung des Standardfehlers des Mittelwertes (S.E.M.)..................... 40

Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACE-Hemmer Hemmer des Angiotensin-konvertierenden Enzyms
ADP Adenosindiphosphat

A/D-Wandler Analog-Digital-Wandler

AM Azetoxymethylester

AP Aktionspotential

ATP Adenosintriphosphat

ATPasen Adenosintriphosphatasen

BDM 2,3-Butandion-Monoxim

Ca?*, [Ca®")
CaMKII
cAMP
CICR
DCM
DMSO
EF
engl.
Fsys

I:dia
F/Fq
ICD

ICM

Kalzium, Kalziumkonzentration
Ca?'/Calmodulin-abhangige Proteinkinase |I

zyklisches 3°,5°- Adeninmonophosphat

Ca-induced Ca release (Ca®*-induzierte Ca®*-Freisetzung)
dilatative Kardiomyopathie

Dimethylsulfoxid

Ejektionsfraktion

englisch

systolische Kraft

diastolische Spannung

Quotient aus systolischer und diastolischer Fluoreszenz
implantierbarer Kardioverter-Defibrillator

ischamische Kardiomyopathie

Vi



Abbildungs-, Tabellen-, Formel- und Abkurzungsverzeichnis

K", [K']
KHK
KH-L6sung
lat.

Lmax

LVAD
Na*, [Na']
NCX

NT
NT-proBNP
n.s.
NYHA
PKA

PKC

PLB
RAAS
RyR

RTso

RTgo
SATP
S.E.M.
SERCA2a
SR

TCa

Tab.

TTP

VS.

Kalium, Kaliumkonzentration

koronare Herzkrankheit

Krebs-Henseleit-Losung

lateinisch

maximale Kraftentwicklung

linksventrikulares Unterstitzungssystem

Natrium, Natriumkonzentration
Natrium/Kalzium-Austauscher

Normaltyrode

N-terminales Pro-B-Typ Natriuretisches Peptid
nicht signifikant

New York Heart Association

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholamban
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ryanodin-Rezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums
Zeit bis zur 50%igen Relaxation

Zeit bis zur 90%igen Relaxation

sarkolemmale ATPase

Standardfehler des Mittelwertes

Ca®*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums
sarkoplasmatisches Retikulum
monoexponentielle Zeitabfallskonstante des Ca?*-Transienten
Tabelle

Zeit bis zum Kraftmaximum

versus

VII



1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Die Herzinsuffizienz ist mit einer Pravalenz von etwa 23 Millionen Betroffenen weltweit eine
der haufigsten Erkrankungen der Inneren Medizin. Sowohl die derzeitige demografische
Entwicklung als auch die erfreuliche Reduktion der Mortalitdt durch Myokardinfarkte fihren
dazu, dass diese Pravalenz weiter zunimmt (Bui et al. 2011; Go et al. 2013). Wahrend sie in
der Gesamtbevolkerung ungefahr 2% betragt, liegt die Pravalenz bei der zunehmenden
Altersgruppe der Uber 80-Jahrigen mit 10% ausgesprochen hoch (McMurray und Stewart
2000).

Trotz der Etablierung lebensverlangernder Wirkstoffe wie z. B. ACE-Hemmer und 3-Blocker
sowie nicht-medikamentdser Therapien wie z. B. implantierbarer Kardioverter-Defibrillatoren
(ICD) ist die Prognose der Herzinsuffizienz noch immer schlecht: Die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei chronischer Herzinsuffizienz betragt durchschnittlich nur 45-60% (Levy et
al. 2002).

Ein wichtiger Mechanismus in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz liegt in einer
gestoérten Kalzium-Homdostase der Kardiomyozyten (Gwathmey et al. 1987; Morgan et
al.1990; Hasenfuss und Pieske 2002). MaRgeblich beteiligt an der gestdorten Kalzium-
Homoostase bei Herzinsuffizienz ist eine verminderte Expression der Herz-spezifischen
sarkoplasmatischen Ca?-ATPase (SERCAZ2a), die zur reduzierten Ca®**-Beladung des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) beitragt (Hasenfuss et al.1994).

Im Rahmen des EUGeneHeart-Projektes wurden neue Wirkstoffe entwickelt, die spezifisch
an die SERCAZ2a binden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Einfluss dieser
neuen SERCA2a-Modulatoren auf die Aktivitdt der SERCAZ2a, den Kalzium-Haushalt sowie
die Kontraktilitdt von Kardiomyozyten zu untersuchen, mit der Absicht, eine neue
Therapieoption fir die Behandlung der Herzinsuffizienz zu finden. Hierbei wurde sowohl eine
Einzelzellstudie mit isolierten Herzmuskelzellen aus Rattenmyokard verwandt als auch eine
Versuchsreihe mit Muskelzellverbadnden aus menschlichen, terminal insuffizienten Herzen
gewahlt.

Far ein weiteres Verstandnis der mdglichen Wirkungsweisen der SERCA2a-Modulatoren soll
im Folgenden zunachst ein Uberblick tiber die physiologischen Regulationsmechanismen der
Herzmuskelzelle geschaffen werden. Neben einer Beschreibung des ultrastrukturellen
Aufbaus des Herzens, der elektromechanischen Kopplung, der fir den Kalziumstoffwechsel
relevanten Proteine und Signalwege und der pathophysiologischen Vorgange der
Herzinsuffizienz soll abschliefend auf die SERCA2a-Modulatoren im Zusammenhang

aktueller Forschungsergebnisse eingegangen werden.
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1.2 Ultrastruktureller Aufbau der Herzmuskelzelle

Das Herzmuskelgewebe setzt sich aus einkernigen, teilweise auch zweikernigen, grof3en,
parallel verlaufenden Herzmuskelzellen zusammen, die an ihren Enden Uber Glanzstreifen
(lat. Disci intercalares) zahnartig untereinander in Verbindung stehen (Junqueira und
Carneiro 2005). Die Glanzstreifen sorgen nicht nur flir einen mechanischen Zusammenhalt,
sondern auch fiir eine direkte Ubertragung chemischer und elektrischer Reize zwischen den
benachbarten Kardiomyozyten. Letzteres erfolgt Uber sog. gap junctions, kanalbildende
Proteinkomplexe, die durchlassig fiir lonen, Botenstoffe und andere kleine Molekiile (<1000
Dalton) des Zellzytosols sein kdnnen und somit die Bezeichnung des Herzmuskelgewebes
als funktionelles Synzytium begrinden (Loewenstein 1981). Bei einem gestdrten
Elektrolytmilieu des Zytosols, wie z. B. bei einer Protonen- oder Ca?*-Uberladung, kénnen
sich die gap junctions jedoch auch verschlielen und somit gesunde Zellen vor dem Zelltod
schitzen (Vaughan-Jones et al. 2009).

Jeder Kardiomyozyt wird durch eine Lipid/Phospholipid-Doppelmembran, das sog.
Sarkolemm, begrenzt, die das Zytosol vom Extrazellularraum trennt. Sie enthalt wichtige
funktionelle Proteine wie lonenkanale, lonenpumpen und Rezeptoren, die allesamt von
Relevanz fir die elektrische und chemische Signalibermittlung und letztlich fir die
Regulation der elektromechanischen Kopplung sind. Zu den wichtigsten sarkolemmalen
Kanalen im ventrikuldren Kardiomyozyten zéhlen der L-Typ-Ca®**-Kanal, der Na*-Kanal und
verschiedene K'-Kanale. Wichtige sarkolemmale Austauscher und Pumpen sind der
Na*/Ca®*-Austauscher (NCX), die Na*/K*-ATPase und die sarkolemmale Ca*-ATPase. Die
Funktion der einzelnen Kanale soll im Abschnitt 1.3 n&her erlautert werden.

Das Sarkolemm wirft quer zum Muskelfaserverlauf tiefe Falten in das Zellinnere auf. Diese
als T-Tubuli bezeichneten sarkolemmalen Einstilpungen stehen in  enger
nachbarschaftlicher Beziehung zu den terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen
Retikulums und enthalten in ihrer Membran die oben genannten L-Typ-Ca*-Kanale, die fiir
die elektromechanische Kopplung eine besondere Rolle spielen (Ibrahim et al. 2011).

Eines der wichtigsten Zellkompartimente der Herzmuskelzelle fir den kardialen
Kalziumstoffwechsel stellt das sarkoplasmatische Retikulum (SR) dar. Da es sich
schlauchférmig in Muskelfaserlangsrichtung ausdehnt, wird es auch als longitudinales
Tubulus-System (L-Tubulus-System) bezeichnet. Es endet in den terminalen Zisternen, die
zusammen mit den T-Tubuli des Sarkolemms durch ihre rdumliche Nahe eine sogenannte
Diadenstruktur bilden (Bers 2001). Das SR hat die Funktion der kontrollierten Ca®'-
Speicherung und —Freisetzung inne, die es mithilfe zweier in seiner Membran integrierte
Proteine erfilllt: der Herz-spezifischen SR Ca*-ATPase (SERCA2a) und des Ca*'-

Freisetzungskanals, auch Ryanodin-Rezeptor (RyR) genannt. Im Lumen des SR befindet
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sich neben einer groRen Menge an Kalzium u. a. das Protein Calsequestrin, das durch seine
hohe Kalziumbindungskapazitat das Kalzium puffert (Campbell et al. 1983).

Als weitere Zellorganelle der Herzmuskelzelle sind die Myofibrillen zu nennen. Sie flllen
allein etwa 50% des Zellvolumens aus und stellen den kontraktiien Apparat der
Herzmuskelzelle dar (Bers 2001). Die etwa 1-2 uym dicken, zylindrisch aufgebauten
Myofibrillen lassen sich aufgliedern in diinne Aktinfilamente und in dicke Myosinfilamente.
Sie verlaufen parallel zueinander und bewirken durch ein gegenlaufiges Ineinandergleiten
eine Verkirzung der Zelle (Huxley 1969). Da sich die Myofilamente teilweise Uberlagern,
entsteht die typische, im Mikroskop sichtbare Querstreifung der Herzmuskulatur. Wie aus
Abb. 1.1 ersichtlich, lassen sich elektronenmikroskopisch Streifen unterschiedlicher Helligkeit
voneinander abgrenzen (A-, H-, M-, |- und Z-Streifen). Die Z-Linien stellen den Ort dar, an
dem die diunnen Aktinfilamente zusammen mit stutzenden Titinstrdngen verankert sind. Als
Sarkomer bezeichnet man dabei den Abschnitt zwischen zwei aufeinanderfolgenden Z-

Linien, der die kleinste funktionelle Einheit der Myofibrille darstellt (Bers 2001).

Terminale Zysternen Mitochondrium T-Tubulus

Z-Linie Sarkoplasmatisches
Retikulum

Abb. 1.1 Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle (modifiziert nach Bers 2001, Seite 2, mit freundlicher

Genehmigung durch Springer Science and Bus Media BV)
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Den Myofibrillen angelagert sind mehrere verschiedene Proteine, wie z. B. der Troponin-
Tropomyosin-Komplex, ein spezieller Proteinkomplex, der essentiell fir die Regulation der
Zellkontraktion ist.

Zwischen den Myofibrillen befinden sich die Mitochondrien, die mit einem Volumenanteil von
35% das zweitgrofite Kompartiment der Kardiomyozyte darstellen. Als Energielieferant
versorgen die Mitochondrien die Zelle mit Adenosintriphosphat (ATP), das insbesondere flr
den energieaufwendigen Gleit-Filament-Mechansimus der Myofibrillen notwendig ist.
AuBerdem tragen sie mit ihren in der Membran eingelagerten Ca?*-Uniportern einen
geringen Anteil zur Elimination des Ca* aus dem Zytosol (etwa 2 %) und damit zur
Relaxation der Zelle wahrend der Diastole bei.

Weitere unerlassliche Zellorganellen der Kardiomyozyte sind sowohl der Golgi-Apparat, die

Peroxysomen und Lysosomen als auch das Zytoskelett.

1.3 Die elektromechanische Kopplung

Vorraussetzung fur die Initiierung der elektromechanischen Kopplung, d. h. der Umwandlung
eines fortgeleiteten Aktionspotentials in eine Zellverkirzung, ist ein transienter Anstieg des
intrazellularen Kalziums von ca. 100 nM auf tGber 1 uM (Drop 1985). AnschlieRend muss flr
die Relaxation der Zelle das intrazelludre Kalzium wieder aus dem Zytosol eliminiert werden.
Damit in der Zelle insgesamt kein Kalzium verloren geht oder angereichert wird, ist eine
streng geregelte Balance zwischen Kalzium-Ein- und -Ausstrom notwendig (Bers 2002).

Die Erregungsbildung des Herzens beginnt in den spezialisierten Kardiomyozyten des
Sinusknotens. Dort kommt es zu spontanen und rhythmischen Depolarisationen der
Zellmembran und somit zu einem Aktionspotential, das Uber das Erregungsleitungssystem
und schlieBlich Uber die oben genannten gap junctions direkt von Zelle zu Zelle weitergeleitet
wird. Das Aktionspotential wird generiert durch das Offnen sarkolemmaler
spannungsabhangiger Na*-Kanale. Durch den Einwartsstrom von Na*-lonen kommt es zur
Depolarisation der sarkolemmalen Membran, d. h. zu einem Anstieg des Membranpotentials
von ca. - 80 mV, des Ruhemembranpotentials, auf positive Werte von ca. + 30 mV. Dies
resultiert wiederum in einer Aktivierung auswartsgerichteter K'-Kanale, wodurch ein
Auswartsstrom von K*-lonen in den Extrazellularraum entsteht. Fast gleichzeitig kommt es
auch zu einem Ca*-Einstrom iiber das Sarkolemm. Es entsteht die sogenannte Plateau-
Phase des Aktionspotentials, wahrend der nun die Kontraktion der Zelle initiiert wird
(Birkeland et al. 2005). Der zur Plateau-Phase flihrende Kalziumeinstrom erfolgt Uber die
sarkolemmalen L-Typ-Ca**-Kandle und zu einem geringen Anteil iiber den sogenannten
reverse mode des Na*Ca?*-Austauschers (NCX), angeregt durch die Depolarisation und den
passager hoheren Na*-Gehalt der Zelle infolge des Aktionspotentials (Leblanc und Hume

1990). Fur die Generierung einer Kontraktion ist jedoch ein sehr viel héherer Kalziumanstieg
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im Zytosol notwendig. Dieser kommt durch die sogenannte Kalzium-induzierte-Kalzium-
Freisetzung, engl. calcium induced calcium release (CICR), zustande (Fabiato und Fabiato
1973): Die lokal erhéhte Menge an Ca®*-lonen zwischen den L-Typ-Ca®*-Kanalen in den T-
Tubuli und den eng benachbarten Ryanodin-Rezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums
fuhrt zur Freisetzung von Kalzium aus dem SR. Das Kalzium stellt hierbei den adaquaten
Trigger fur den RyR dar sich zu 6ffnen und eine groRe Menge des im SR gespeicherten

Kalziums freizusetzen.

Ca i |
e e

Myofilamente

il

[Ca],

-~
S ——

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung

Die roten Pfeile demonstrieren den Kalziumeinstrom wahrend der Systole, die griinen Pfeile den
Kalziumausstrom wahrend der Diastole. Das Diagramm unten zeigt die Beziehung zwischen
Aktionspotential (1), intrazellularer Ca”*-Konzentration (2) und Myozytenverkirzung (3). (Modifiziert
nach Bers 2002, Seite 198, mit freundlicher Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd)
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Im Weiteren erfolgt dann die Kontraktion der Myozyte tber mehrere nacheinander folgende
Schritte, die in Abb. 1.3 veranschaulicht werden:

| Molekulare Mechanismen der Muskelfunktion|

gl
? | & longitudinale Tubuli

[Ca“]‘ZR 1-40 pmol/I
[Ca?] ,, < Tumol/I neue Kontraktion
Ruhestellung

T %4‘
-Spaltung

Aufrichten der M'ﬁszizgge
Myosinkopfe,
Lésen der Aktin- durch P-Abgabe|
Myosin-Bindung

Endstellung
der Kopfe durch
ADP-Abgabe

stabiler Rigorkomplex
bleibt bestehen:
Totenstarre

Abb. 1.3 Schematische Darstellung des Querbriickenzyklus. Initial wird Kalzium an Troponin C

gebunden. Dies bedingt die Freigabe der Bindungsstelle des Aktinstranges flr das Myosinkdpfchen.

Unter Spaltung von ATP kommt es zur Anlagerung des ausgerichteten Hebelarms am Aktinstrang.
Nach Abspaltung des Phosphats erfolgt die Rotationsbewegung des Kopfes und somit das
gegenlaufige Ineinandergleiten der Filamente. (Mit freundlicher Genehmigung durch CC BY-SA 2.5,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=558850)
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Far das Zustandekommen einer Kontraktion muss der Kopf des Myosinfilaments an das
Aktinfilament binden. In der Ausgangssituation wird diese Bindungsstelle jedoch durch den
am Aktinfilament befindlichen Troponin-Tropomyosin-Komplex verdeckt. Durch Bindung von
Kalzium an Troponin C dieses Komplexes kommt es zur Konformationsanderung des
Tropomyosins, wodurch die Bindungsstelle fir das Myosinképfchen frei wird. Der folgende
Prozess geschieht nun unter Energieaufwand, d. h. ATP-abhangig: Das Myosinkdpfchen
katalysiert als ATPase die Spaltung von einem Molekil ATP in ADP und Phosphat.
Hierdurch kommt es zur Ausrichtung eines Hebelarms zwischen Myosinstrang und
Myosinkopf und zu einer zunachst schwachen Bindung des Myosinképfchens an der
Aktinbindungsstelle. Anschlielend erhéht sich die Bindungsaffinitat der beiden Myofilamente.
Erst durch die endgiltige Abspaltung des Phosphats kommt es im folgenden Schritt zum
Abkippen des Hebelarms und somit zu einem Gleiten des Aktinfilaments in Richtung der M-
Linie des Sarkomers. Das Sarkomer ist nun um ca. 5-10 nm verklrzt. Im letzten Schritt
dissoziiert das noch gebundene ADP-Molekiil vom Myosinkopf ab und wird durch ein neues
ATP-Molekul ersetzt. Das Myosinkopfchen 16st sich vom Aktinstrang, und es kann ein
weiterer Durchlauf dieses sog. Querbriickenzyklus erfolgen. Um eine adaquate Kontraktion
der Zelle zu bewirken, muss der Querbriickenzyklus mehrere Male und von den in Reihe
liegenden Myofilamenten synchron durchlaufen werden (Huxley 1969; Ebashi et al. 1974;
Potter und Gergely 1974; Rayment et al. 1993).

Erst wenn die Kalziumkonzentration im Zytosol sinkt, kommt es zur Relaxation der Zelle. Da
nun der auswartsgerichtete K*-Ausstrom gegeniiber dem Ca**-Einstrom dominiert, kommt es
zur Repolarisation der Membran auf ca. — 80 mV. Um ein Abdiffundieren des Kalziums von
den Myofilamenten zu gewahrleisten, muss die zytosolische Kalziumkonzentration auf den
Ausgangswert von ca. 100 nM gesenkt werden. Dies erfolgt Uber vier verschiedene
Mechanismen: Der gréfte Anteil des wahrend der Systole im Zytosol befindlichen Kalziums
wird Uber die SERCA2a wieder zurlick ins SR gepumpt. Ein nicht unerheblicher Anteil wird
uber den NCX aus der Zelle in den Extrazellularraum geschleust. Mit einem deutlich
geringeren Anteil von 1-2% der zytosolischen Kalziumelimination tragt die sarkolemmale
Ca?-ATPase zur Kalziumausschleusung in den Extrazellularraum bei. Insgesamt entspricht
die Giber den NCX und die Ca**-ATPase beférderte Kalziummenge ungefahr derjenigen, die
zu Beginn der Systole Uber den L-Typ-Ca?**-Kanal in die Zelle gelangt ist. Ein weiterer
geringer Anteil an Kalzium (ca. 2%) wird ferner Uber einen mitochondrialen Uniporter ins
Lumen der Mitochondrien eliminiert (Bers 2001).

Der Abtransport des Kalziums Uber die SERCA2a und den NCX variiert innerhalb
verschiedener Spezies: Wahrend bei der Maus und der Ratte ca. 92 % des zytosolischen
Kalziums Uber die SERCA2a und nur knapp 7 % Uber den NCX eliminiert wird, liegt das

Verhéaltnis SERCA2a zu NCX der zytosolischen Kalziumelimination im menschlichen
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Myokard bei ca. 70% zu 30 % (Bers 2002; Maier und Bers 2002). Allerdings unterliegen die
Verhaltnisse einer Frequenzabhangigkeit. Im gesunden menschlichen Myokard fihrt eine
gesteigerte stimulierende Frequenz zu einer Erhdhung der Kalziumelimination Uber die
SERCA2a bei gleichzeitig reduzierter Kalziumelimination Uber den NCX. Am
herzinsuffizienten Myokard dagegen bleibt der Beitrag der SERCA2a zur Kalziumelimination
bei gesteigeter Frequenz unverandert (Pieske et al. 1999). Bei der Ratte wiederum fallt die
Steigerung der Kalziumelimination Uber die SERCA2a bei Frequenzerhdhung gering aus
(Maier et al. 2000).

1.3.1 Die SR Ca**-ATPase (SERCA): Funktion, Struktur und Regulation

Die Funktion der sarkoendoplasmatischen Ca*-ATPase (SERCA) besteht darin, wéhrend
der Diastole unter Energieaufwand, d. h. unter Spaltung eines ATP-Molekiils, zwei Ca*'-
lonen in das sarkoplasmatische Retikulum zu beférdern (Tada et al. 1978). Einerseits tragt
sie hiermit entscheidend zur diastolischen Kalziumelimination und somit zur Relaxation der
Kardiomyozyte bei (Inesi 1985; Schatzmann 1989). Andererseits wird unter normalen
Bedingungen uber ihre Aktivitat indirekt die Kontraktilitat reguliert: Je mehr Kalzium wahrend
der Relaxation in das SR beférdert wird, desto mehr Kalzium kann innerhalb der nachsten
Systole freigesetzt werden, desto starker fallt also die folgende Kontraktion aus. Auflerdem
bestimmt ihre Aktivitat die Relaxationsgeschwindigkeit (Shull et al. 2000).

In Saugetieren existieren mehrere Isoformen der SERCA, die sich in Lokalisation, Aktivitat
und Regulation voneinander unterscheiden und von insgesamt drei verschiedenen Genen
(ATP2A1, ATP2A2 und ATP2A3) kodiert werden. Die Isoformen entstehen durch alternatives
Spleiken wahrend der Transkription dieser Gene. Das ATP2A1-Gen wird in schnell
kontrahierenden Skelettmuskelzellen transkribiert. Hier entsteht Gber alternatives Splei’en
einerseits die neonatale SERCA-Isoform SERCA1b und andererseits die adulte Isoform
SERCA1a. Das ATP2A2-Gen kodiert fir weitere drei bekannte Isoformen: Wahrend die
Isoformen SERCA2a und SERCAZ2c vorwiegend in Herzmuskelzellen und in langsam
kontrahierenden Skelettmuskelzellen vorkommen, wird die Isoform SERCA2b in allen
Gewebezellen des Korpers, d. h. auch in nicht-muskuldren Geweben, auf niedrigem Niveau
exprimiert. Die Isoformen des ATP2A3-Gens kommen allgemein verteilt in nicht-muskularen
Zellen vor und dominieren in hamatopoetischen Zellen, Thrombozyten, Epithelzellen,
Fibroblasten und Endothelzellen (Periasamy und Kalyanasundaram 2007).

Da die SERCA-Isoform SERCAZ2a die dominierende Isoform der Herzmuskelzelle ist, wird im
Folgenden nur diese genauer beschrieben.

Die SERCAZ2a ist ein ca. 110 kDa schweres Transmembranprotein, das den gréf3ten Anteil
des Proteingehaltes des SR ausmacht und, wie bereits beschrieben, vorwiegend in den

geraden Regionen der L-Tubuli lokalisiert ist (Tada et al. 1978). Wie in Abb. 1.4 zu sehen,
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besteht die SERCA2a aus zehn transmembranaren, a-helikalen Doméanen (M1 — M10) und
zwei zytoplasmatischen Anteilen. Die zytoplasmatischen Anteile wiederum setzen sich
zusammen aus einer kleinen Schlaufe, der sog. B-Doméne, und einer groRen Schlaufe,
bestehend aus einer Phosphorylierungsstelle an Asp351, einer ATP-Bindungsstelle und
einer Scharnierregion. Als Vorraussetzung fur den Beginn eines Kalziumtransport-Prozesses
missen ein ATP-Molekil an die ATP-Bindungsstelle und zwei Ca®-lonen an die
Transmembrandoméne binden. AnschlieBend wird unter ATP-Hydrolyse die freiwerdende
Phosphatgruppe auf die Aminosaure Asp351 Ubertragen, was zur Konformationsanderung
der SERCAZ2a fihrt. Diese bewirkt, dass die Kalziumaffinitat der SERCAZ2a sinkt, so dass
das gebundene Kalzium in das Lumen des SR entlassen werden kann. Nach Abspaltung des
Phosphats kann ein neuer Zyklus beginnen (MacLennan 1990; Lompré et al. 1994; Wankerl
und Schwartz 1995).
Phosphorylierungs- und ATP-Bindungs-

Phospholamban-bindende domane
Region

B-Domane

NH2 —? x_\ Scharnierregion

Zytosol
COOH s
SR-Membran
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 Exmnen
Transmembranare Domane Phospholamban

Abb. 1.4 Schematischer Aufbau der SERCAZ2a (Angelehnt an Lompré et al. 1994, Vol. 26, Seite 1111,

Abbildung 1, mit freundlicher Genehmigung durch Elsevier)

Reguliert wird die SERCAZ2a-Aktivitat durch das Phosphoprotein Phospholamban (PLB). In
dephosphorylierter Form inhibiert Phospholamban die Funktion der SERCA2a, indem es die
Kalziumaffinitit der Ca®’-ATPase mindert. Die Bindungsstelle fir dephosphoryliertes
Phospholamban befindet sich neben der Phosphorylierungsstelle der SERCA2a (James et
al. 1989; Toyofuku et al. 1993). Durch Phosphorylierung dissoziiert Phospholamban von der
SERCAZ2a ab, so dass die Kalziumaffinitat der Ca®*-ATPase und somit die Aufnahme von
Kalzium in das SR wieder steigt (Tada und Katz 1982; James et al. 1989; Kim et al. 1990).
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An der Phosphorylierung von Phospholamban sind vornehmlich drei verschiedene
Proteinkinasen beteiligt: zum einen die Proteinkinase A (PKA), die durch (B-adrenerge
Stimulation cAMP-abhangig aktiviert wird und Phospholamban an der Aminosaure Serin-16
phosphoryliert, zum anderen die Ca®*-/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl), die
PLB an Threonin-17 phosphoryliert, und schlieRlich die Ca®*/Phospholipid-abhingige
Proteinkinase C (PKC), die an Serin-10 des PLB phosphoryliert (Wegener et al. 1989; Colyer
1998). Die Phosphatbindung wird anschlieBend wieder durch SR-assoziierte Phosphatasen
gespalten (Kranias und DiSalvo 1986).

Ferner wird die Aktivitdt der SERCA2a durch den physiologischen pH-Wert der Zelle
beeinflusst. Bei Azidose wird die Funktion der SERCA2a herabgesetzt (Hulme und Orchard
1998). Dies kommt zum Beispiel im Rahmen eines Myokardinfarktes vor, wobei die
reduzierte SR Ca?*-Aufnahme letztlich zu einer gestérten Relaxation und verminderten
Kontraktilitat fihrt.

1.4 Physiologische Regulationsmechanismen der Kontraktionskraft

In Belastungssituationen kann die Kontraktionskraft des Herzens durch unterschiedliche
Anpassungsmechanismen gesteigert werden. Zu diesen gehdéren der Frank-Starling-
Mechanismus, die positive Kraft-Frequenz-Beziehung (Bowditch-Effekt) sowie die

Aktivierung neurohumoraler Systeme.

1.4.1 Frank-Starling-Mechanismus

Erhoéhte enddiastolische Fullungsdriicke filhren zu einer Steigerung der Kontraktionskraft
(Frank 1895; Starling 1918). Dieser als Frank-Starling-Mechanismus bezeichnete Effekt
beruht nach heutiger Ansicht {iberwiegend auf einer Erhéhung der Ca*-Sensitivitat der
Myofilamente bei Dehnung (Allen und Kurihara 1982; Allen und Kentish 1985; Shiels und
White 2008). Zum Kkleineren Teil wird er durch eine verbesserte Uberlappung der

Myofilamente hervorgerufen (Gordon et al. 1966).

1.4.2 Positive Kraft-Frequenz-Beziehung

Bei dem erstmals 1871 von Bowditch beschriebenen Anpassungsmechanismus wird die
erhdhte Kontraktionskraft durch eine Steigerung der Herzfrequenz bewirkt. Der positiv
inotrope Effekt beruht auf einem gesteigerten Einstrom von Kalzium aus dem
Extrazellularraum aufgrund schnell aufeinander folgender Depolarisationen. Sowohl eine
erhdhte Kalzium-Beladung des SR (Pieske et al. 1999 b), ein vermehrter Kalzium-Einstrom
uber den L-Typ-Kalzium-Kanal (Piot et al. 1996) als auch eine Erhéhung des intrazellularen
Natriums mit konsekutiv erhéhtem Kalzium-Einstrom Uber den NCX (Cohen et al. 1982;

Pieske et al. 2002) sind an der Steigerung der intrazelluldren Kalziumkonzentration beteiligt.
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1.4.3. Neurohumorale Aktivierung

In Belastungssituationen kommt es zur Ausschittung diverser neurohumoraler Stoffe, die
Uber verschiedene Mechanismen die Kontraktilitdt des Herzens beeinflussen kénnen. Zu den
wichtigsten zahlen Katecholamine, das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) sowie
Endothelin-1.

Die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin wirken am Herzen Ulber a- und f4-
Rezeptoren stark positiv inotrop, wobei der Effekt Gber die B1-Rezeptoren starker ausgepragt
ist (Brodde 1991). Die Stimulation der B4-Rezeptoren I6st eine Signalkaskade aus, die zur
Bildung von cyclischem 3°,5- Adeninmonophosphat (cAMP) fihrt. Das cAMP aktiviert die
Proteinkinase A (PKA), die bestimmte Zielproteine im Zytosol phosphoryliert wie z. B. den L-
Typ-Ca2+-KanaI, Phospholamban, Troponin | und den RyR. Insgesamt resultieren hieraus
zum einen eine Erhohung der intrazellularen Kalziumkonzentration und somit ein positiv
inotroper Effekt und zum anderen auch eine positiv chronotrope, dromotrope und lusitrope
Wirkung (Nawrath 1989; Brodde et al. 1992). Die Stimulation der o-Rezeptoren flhrt
dagegen u. a. zur Aktivierung der Proteinkinase C. Der positiv inotrope Effekt wird hier
hauptsachlich durch eine Erhdéhung der Ca**-Sensitivitat der Myofilamente hervorgerufen
(Endoh 1991). Peripher fuhrt die Stimulation der a-Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion
(Ahlquist 1976; Kohl et al. 1989).

Bei Blutdruckabfallen und Reduktion des zirkulierenden Blutvolumens kommt es zur
Aktivierung des RAAS, das den Kreislauf durch GefaRkonstriktion und Na'- und Wasser-
Retention stabil halt. Ferner ist fir das kérpereigene Polypeptid Angiotensin Il auch eine
positiv inotrope Wirkung auf den Herzvorhof nachgewiesen (Holubarsch et al. 1993;
Moéllmann et al. 2007).

Der neurohumorale Stoff Endothelin-1 fiihrt iber eine Steigerung der Ca*'-Sensitivitat der
Myofilamente ebenfalls zu einer erhéhten Kontraktionskraft (Pieske et al. 1999 a). AuRerdem

wirkt er als potenter Vasokonstriktor und erhéht somit den peripheren Widerstand.

1.5 Herzinsuffizienz

1.5.1 Definition, Ursachen, Klinik und Therapie

Bei der Herzinsuffizienz handelt es sich definitionsgemal um die Unfahigkeit des Herzens,
die peripheren Organe trotz ausreichender linksventrikuldrer Fullung mit genigend
Sauerstoff zu versorgen (McMurray 1996).

Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind vielfaltig. Man unterscheidet zwischen der
systolischen Herzinsuffizienz mit eingeschrankter Pumpfunktion und der diastolischen
Herzinsuffizienz mit gestoérter Relaxation des Herzens bei erhaltener Pumpfunktion. Die
haufigste Ursache der systolischen Herzinsuffizienz ist die Koronare Herzkrankheit (KHK),

die entweder akut im Rahmen eines Myokardinfarktes oder chronisch lber einen langen
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Zeitraum zum Untergang des Herzmuskels und damit zur Einschrankung der
Auswurfleistung fuhrt. Neben der KHK sind die arterielle Hypertonie, die dilatative
Kardiomyopathie (DCM), Herzvitien sowie die Myokarditis als weitere Ursachen der
systolischen Herzinsuffizienz zu nennen (McMurray und Stewart 2000). Der diastolischen
Herzinsuffizienz liegt haufig eine Herzhypertrophie zugrunde, die beispielsweise durch einen
arteriellen Hypertonus bedingt sein kann. Haufig sind die ursachlichen Mechanismen der
diastolischen Herzinsuffizienz jedoch unbekannt.

Klinisch kénnen sich die systolische und die diastolische Herzinsuffizienz sehr ahnein.
Unterschieden werden Symptome des Vorwartsversagens wie z. B. Zyanose,
Leistungsminderung und Synkopen von Symptomen des Ruckwartsversagens wie z. B.
Dyspnoe bei Lungenédem, periphere Odeme und Aszites.

Die Therapie der Herzinsuffizienz erfolgt abgestuft nach der Schweregrad-Klassifikation der
New York Heart Association (NYHA-Klassen I-IV) mit ACE-Hemmern, -Blockern, Diuretika,
Aldosteronantagonisten und Digitalis. Bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz wird zudem nicht-
medikamentdés mittels implantierbarer Kardioverter-Defibrillatoren und/oder kardialer

Resynchronisationstherapie behandelt (Weinbrenner et al. 2012).

1.5.2 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Allen Entitaten, die zur Entstehung der Herzinsuffizienz flhren, ist der Verlust funktionellen
Herzmuskels gemeinsam, der Uber einen begrenzten Zeitraum durch eine Hypertrophie der
verbliebenen  Herzmuskelanteile sowie  sympathoadrenerge und neurohumorale
Mechanismen kompensiert wird (siehe Abschnitt 1.4). Im Verlauf werden diese
Kompensationsmechanismen jedoch ineffektiv, zum gréRten Teil schadigen sie sogar im
Sinne eines circulus vitiosus die Funktion des Herzens und fihren zur weiteren klinischen

Manifestation der Herzinsuffizienz.

1.5.2.1 Strukturelle und mechanische Veranderungen

Als Antwort auf eine dauerhafte Belastung entsteht eine Hypertrophie des Herzens, die bei
Druckbelastung konzentrisch und bei Volumenbelastung exzentrisch angeordnet ist
(Grossman et al. 1975). Durch Zunahme der ZellgréRe und gesteigerter Synthese von
kontraktilen Proteinen wird die Auswurfleistung des Herzens zunachst aufrechterhalten
(Ferrans et al. 1976; Takahashi et al. 1980; Olivetti 1994). Ab einem kritischen Herzgewicht
von ca. 500 g kommt es jedoch zu einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffzufuhr und -
Bedarf des Herzens. Es folgen subendokardiale Ischamien, die einen weiteren Verlust an
Herzmuskelanteilen und somit eine zunehmende myokardiale Kraftminderung bewirken.
Zusatzlich wird aufgrund einer gesteigerten Kollagensynthese die ventrikulare Dehnbarkeit

eingeschrankt, woraus eine diastolische Dysfunktion resultiert.
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Des Weiteren werden bei Herzinssuffizienz Veranderungen der intrinsischen Kraftregulation
gefunden: Sowohl in tierexperimentellen Herzinsuffizienzmodellen als auch in Versuchen mit
humanen insuffizienten Kardiomyozyten wurde ein abgeschwéchter oder fehlender Frank-
Starling-Mechanismus beschrieben (Komamura et al. 1993; Schwinger et al. 1994). Im
Gegensatz hierzu war dieser in vergleichbaren Versuchen anderer Arbeitsgruppen jedoch
weiterhin vorhanden (Holubarsch et al. 1996; Vahl et al. 1997). Ferner ist auch der Bowditch-
Effekt bei Herzinsuffizienz verandert: Unter Frequenzzunahme kommt es hier im Gegensatz
zum gesunden Myokard zu einer Verminderung der Kontraktilitét, d. h. einer negativen Kraft-

Frequenz-Beziehung (Ezzaher et al. 1992; Mulieri et al 1992).

1.5.2.2 Neurohumorale Veranderungen

Erhdéhte Katecholamin-Spiegel fuhren langfristig zu einer Herunterregulation und
Desensibilisierung der $1-Rezeptoren (Bristow et al. 1982; Brodde 1991). Die positiv inotrope
Wirkung der Katecholamine als wichtiger Anpassungsmechanismus ist folglich bei
Herzinsuffizienz vermindert. Durch die chronische Stimulation der verbliebenen f4-
Rezeptoren wird Uber eine Hypertrophie der Herzmuskulatur eine weitere Progredienz der
Herzinsuffizienz bewirkt. Ferner wurde nachgewiesen, dass die Dauerstimulation der B4-
Rezeptoren zu einer Induktion von Apoptosevorgédngen und somit zum Entstehen von
Myokardnekrosen fiihrt (Communal 1999).

Auch eine Dauerstimulation des RAAS fuhrt durch die vasokonstriktorische Wirkung von
Angiotensin Il und die Wasser-retendierende Wirkung von Aldosteron zu einer weiteren
Arbeitsbelastung des Herzens (Chatterjee 2005). Fir Angiotensin Il ist zudem ebenfalls eine

proapoptotische Wirkung nachgewiesen (Packer 1992).

1.5.2.3 Molekulare und elektrophysiologische Veranderungen

Obwohl atiologisch verschiedene Erkrankungen zu einer Herzinsuffizienz fihren kénnen,
lassen sich auf molekularer Ebene am terminal insuffizienten Herzen stets gleiche
Veranderungen finden. Zu diesen molekularen Veranderungen gehdrt vor allem eine
gestorte Kalziumhomdostase, die die Hauptursache fir die beeintrachtigte Kontraktion und
Relaxation des Herzens darstellt (Gwathmey et al. 1987, Morgan et al. 1990, HasenfuR et al.
1992).

So lasst sich bei Herzinsuffizienz eine verminderte Kalziumtransienten-Amplitude, eine
Verlangsamung des Abfalls der Kalziumtransienten und ein erhdhter diastolischer
Kalziumgehalt nachweisen (Beuckelmann und Erdmann 1992, Pieske et al. 1995).
AuRerdem ist bei Herzinsuffizienz ein verminderter SR Ca**-Gehalt zu verzeichnen (Lindner
et al. 1998; Hobai und O'Rourke 2001; Baartscheer et al. 2003). Ursache hierfur ist
hauptsachlich ein veranderter Expressionsgrad der SERCA2a und des NCX. Es ist vielfach
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gezeigt worden, dass die SERCA2a bei Herzinsuffizienz vermindert exprimiert wird, sowohl
auf mRNA- als auch auf Proteinebene (Mercadier et al. 1990; Hasenfuss et al. 1994; Studer
et al. 1994; Meyer et al. 1995). Konsekutiv wird angenommen, dass die hierdurch bedingte
reduzierte SR Ca?-Aufnahme einerseits zur diastolischen Dysfunktion mit enddiastolisch
erhdhten Kalziumkonzentrationen und verlangsamtem Ca?*-Transienten-Abfall fiihrt
(Beuckelmann et al. 1995; Stideli et al 2006). Im Weiteren wird durch die verringerte
Verfugbarkeit des systolisch freisetzbaren Kalziums eine verminderte Kontraktilitat
hervorgerufen.

Neben einer reduzierten SERCAZ2a-Expression konnen auch eine verminderte
Phosphorylierung von Phospholamban (Schmidt et al. 1999; Schwinger et al. 1999; Dash
2001; Sande et al. 2002) sowie ein vermindertes SERCA2a/Phosphlamban-Verhaltnis (Koss
et al. 1997) zu der reduzierten Aktivitdt der SERCAZ2a beitragen.

Ferner konnte belegt werden, dass der NCX bei Herzinsuffizienz verstarkt exprimiert wird
(Studer et al. 1994, Flesch et al. 1996, Bers et al. 2002) oder zumindest ein erhdhtes
NCX/SERCAZ2a-Verhaltnis vorliegt (Hasenfuss et al. 1999). Da folglich wahrend der Diastole
vermehrt Kalzium Uber den NCX verloren geht, tragt die NCX-Uberexpression zum
verminderten SR Ca**-Gehalt bei.

Eine woméglich zusatzliche Ursache fiir den verminderten SR Ca®*-Gehalt bei
Herzinsuffizienz ist ein erhdhtes sog. diastolisches SR Ca?*-Leck {iber den RyR (Shannon et
al. 2003), das vermutlich als Resultat einer gesteigerten Hyperphosphorylierung auftritt.
Diese entsteht einerseits durch die bei Herzinsuffizienz gesteigerte $-adrenerge Stimulation
und andererseits durch eine erhohte Expression und Aktivitat der Ca®'-/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il (CaMKIl), eines Enzyms, das neben anderen Zielproteinen auch
den RyR phosphoryliert und somit dessen Offnungswahrscheinlichkeit erhéht (Maier et al.
2003; Ai et al. 2005; Curran et a. 2007; Sossalla et al. 2010).

Weitere pathophysiologische Mechanismen der Herzinsuffizienz sind eine verminderte
ATPase-Aktivitdt der Myofibrillen (Alpert und Gordon 1962), die eine Stérung des
Querbriickenzyklus zur Folge hat, sowie eine verlangerte Aktionspotentialdauer, die auf eine
Herunterregulation der Kalium-Stréme zurlckzufihren zu sein scheint (Beuckelmann et al.
1993; Li et al. 2002).

1.6 Bedeutung von Inotropika in der Herzinsuffizienztherapie

Die systolische Herzinsuffizienz ist gekennzeichnet durch eine reduzierte Kontraktionskraft
des Myokards. Seit Jahrzehnten wird daher intensiv an der Entwicklung und Etablierung
postitiv inotroper Medikamente geforscht, die nicht nur kurzfristig die Kontraktionskraft des
Herzens verbessern, sondern auch zur Langzeittherapie der chronischen Herzinsuffizienz

eingesetzt werden koénnen. Die einzigen positiv inotropen Generika, die derzeit von der
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Deutschen Gesellschaft fir Kardiologie zur Langzeittherapie der chronischen
Herzinsuffizienz empfohlen werden, sind Herzglykoside (Hoppe et al. 2005). Herzglykoside
wie Digoxin und Digitoxin entfalten ihre Wirkung Gber eine Hemmung der membranstandigen
Na‘/K*-ATPase. Dies fiihrt zu einem Anstieg der intrazellularen Na’-Konzentration. Durch
den fallenden Na’-Gradienten kommt es zu einer Hemmung des NCX, so dass weniger
Kalzium in den Extrazellularraum eliminiert wird. Letztlich resultiert aus der so erhdhten
intrazelluldren Ca®'-Konzentration eine Steigerung der Kontraktionskraft (Hauptman und
Kelly 1999). Nachteile der Digitalis-Therapie sind jedoch eine enge therapeutische Breite und
eine proarrhythmogene Wirkung (Fisch und Knoebel 1985), weshalb Digitalis-Praparate nur
eingeschrankt angewendet werden kdénnen. Zudem wird die Prognose der Herzinsuffizienz
durch Herzglykoside nicht verbessert (Ahmed et al. 2006).

Andere Inotropika wie z. B. Katecholamine werden vor allem zur voribergehenden Therapie
der akuten Herzinssuffizienz herangezogen. Kurzfristig verbessern diese via cAMP-
Erhéhung sowohl die hdmodynamische Situation als auch die Symptome der Patienten.
Aufgrund diverser nachteiliger Effekte kédnnen sie jedoch nicht zur Langzeittherapie der
chronischen Herzinssuffizienz eingesetzt werden. Zu diesen zahlen u. a. eine negative
Energiebilanz, d. h. ein hoher ATP- bzw. Sauerstoffverbrauch (Bendersky et al. 1981;
Nikolaidis et al.2004), der die Kardiomyozyten auf Dauer schwacht und sogar schadigt, ein
auf lange Sicht entstehender Wirkverlust der Katecholamine aufgrund einer
Herunterregulation der adrenergen Rezeptoren (Chang et al. 1982; Colucci et al. 1987;
Soltysinska et al. 2011) sowie eine zuséatzliche chronotrope Wirkung (Burger et al. 2002), die
die Herzarbeit und somit den Energieverbrauch weiter erhdht.

Zu den neuen Inotropika, die in den letzten Jahren etabliert wurden, zahlen
Phosphodiesterasehemmer und Ca?*-Sensitizer. Phosphodiesterasehemmer wie Milrinon,
Amrinon und Enoximon fiihren wie Katecholamine zu einer Erhéhung des cAMP-Spiegels.
Als Vorteil gegenuber den Katecholaminen bewirken sie jedoch keine Herunterregulation der
adrenergen Rezeptoren, so dass langfristig kein Wirkverlust entsteht (Mager et al. 1991).
Aufgrund betrachtlicher Nebenwirkungen wie z. B. Arrhythmien (Cuffe et al. 2002) werden
Phosphodiesterasehemmer jedoch nur bei therapieresistenter schwerer Herzinsuffizienz
eingesetzt.

Ca?*-Sensitizer wie Levosimendan sind Inotropika, die die Ca**-Sensitivitat der Myofilamente
erhdhen (Haikala et al. 1995) und somit voribergehend, d. h. erfahrungsgemaf fir ca. zwei
bis drei Wochen nach einmaliger Infusion, die Kontraktilitdt des Herzens verbessern
(Nieminen et al. 2014). Nachteilig ist jedoch, dass Ca”**-Sensitzer nur intravends appliziert
werden kénnen. Zudem kénnen sie extreme Blutdrucksenkungen verursachen (Slawsky et

al. 2000; Moiseyev et al. 2002), so dass sie nur auf Intensivstationen Anwendung finden.
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1.7 Die SERCA2a-Modulatoren
1.7.1 SERCAZ2a-Stimulation in der Medizin

Aufgrund der verminderten SERCAZ2a-Expression bei Herzinsuffizienz erscheint eine
Stimulation der SERCAZ2a als neuer therapeutischer Ansatz vielversprechend. Tatsachlich ist
es in Tiermodellen gelungen, mittels Gen-therapeutischer Uberexpression der SERCA2a
eine Erhdhung der Kontraktilitdit und der Ca®-Transienten sowie eine Steigerung der
Relaxationsgeschwindigkeit und der Ca**-Extrusion zu erzielen (Hajjar et al. 1997; Baker et
al. 1998; Meyer und Dillmann 1998; Yao et al. 1998; Mdller et al. 2003; Maier et al. 2005).
Des Weiteren konnte auch in Herzinsuffizienzmodellen durch eine adenoviral vermittelte
SERCA2a-Uberexpression eine Verbesserung der diastolischen und systolischen
Funktionsparameter erreicht werden (Miyamoto et al. 2000; Mdiller et al. 2003; Byrne et al.
2008; Mi et al. 2009; Mariani et al. 2011; Xin et al. 2011). Ferner zeigten del Monte et al.
2004 und Prunier et al. 2008, dass eine Uberexpression der SERCA2a in einem Ischamie-
/Reperfusionsmodell der Ratte bzw. von Schweinen zu einem verminderten Auftreten von
Arrhythmien fuhrt. Derartige Ergebnisse konnten auch Lyon et al. 2011 und Cutler et al. 2012
an Herzinsuffizienzmodellen bestatigen. Neben einer verbesserten linksventrikularen
Funktion konnten Fu et al. 2012 in einem Herzinsuffizienz-Modell mit Hunden auch
reduzierte inflammatorische und Stress- assoziierte Proteine im Serum nachweisen.

Die adenoviral vermittelte SERCA2a-Uberexpression wurde dariiber hinaus auch in
praklinischen Untersuchungen mit grolen Saugetieren getestet, die hier ebenfalls zu einer
Verbesserung der kontraktilen Funktion fiihrte (Fu et al.2008; Kawase et al. 2008).
Momentan sind bereits klinische Untersuchungen dabei, die Sicherheit und positiven Effekte
des SERCA2a-Gentransfers am Menschen zu prifen. In der CUPID-Studie der
Arbeitsgruppe Jessup et al. 2011 wurden 39 Patienten nach einem Zeitraum von 6 und 12
Monaten nach einer Adenovirus Typ 1 — vermittelten SERCA2a-Uberexpression untersucht.
Die Applikation des viralen Vektors erfolgte intrakoronar. Es zeigte sich eine Verbesserung
oder zumindest Stabilisierung der Symptome gemal NYHA-Klassifikation, der Leistung in
einem 6-minltigen Geh-Test, des Biomarkers NT-pro-BNP und der linksventrikuldren
Funktion. Nach drei Jahren konnte bei der gleichen Patientengruppe eine Reduktion des
Wiederauftretens kardiovaskularer Ereignisse verzeichnet werden (Zsebo et al. 2014).
Jedoch scheinen sich praexistente Antikdrper gegen den Adenovirus Typ 1 limitierend auf

die Gentherapie auszuwirken (Greenberg et al. 2016).
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1.7.2 Entwicklung der SERCAZ2a-Modulatoren

Da neben einer Gen-vermittelten Steigerung der SERCAZ2a-Aktivitdt auch eine
medikamentése Beeinflussung der SERCA2a sinnvoll erscheint, wurde im Rahmen des
EUGeneHeart-Projektes nach Stoffen gesucht, die sich durch eine strukturbedingte Affinitat
zur SERCA2a auszeichnen. Die Entwicklung dieser neuen SERCA2a-Modulatoren erfolgte
durch die Pharmaunternehmen GreenPharma (Orléans, Frankreich) und Endotherm
(Saarbricken, Deutschland).

Vorraussetzung hierfir war zunachst die Ermittlung der exakten dreidimensionalen
Molekulstruktur der SERCAZ2a. Diese erfolgte computergestitzt, d. h. in silico, durch eine
sog. Kristallstrukturanalyse. Prinzip dieses Verfahrens ist, mithilfe geeigneter Strahlung wie
z. B. Rontgenstrahlung ein fur die Kristallstruktur des Zielproteins charakteristisches
Beugungsmuster zu bestimmen, aus dem sich die Elektronendichte und somit die Lage der
Atome des Proteins ablesen lasst.

Im nachsten Schritt wurden die Datenbanke der Pharmaunternehmen virtuell nach
Molekilen durchsucht, deren Struktur zu derjenigen der SERCA2a passen. Mithilfe einer
erneuten Strukturanalyse der SERCA2a zusammen mit dem gebundenen Wirkstoff liel} sich
anschlieRend ermitteln, wie die Wechselwirkung zwischen den beiden Molekulen aussieht.
Auf diese Weise konnten insgesamt 17 Stoffe gefunden werden, die anschlielend
synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit bezlglich ihrer Eigenschaften in vitro untersucht

wurden.
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1.8 Zielsetzung und Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Einfluss der insgesamt 17
verschiedenen SERCA2a-Modulatoren auf die Kontraktilitit und den Ca**-Haushalt von
Herzmuskelzellen zu untersuchen. Zunachst  wurden die Stoffe mittels
Epifluoreszenzverfahren an isolierten Herzmuskelzellen der Ratte charakterisiert. Diejenigen
SERCA2a-Modulatoren, die in dieser Versuchsreihe als direktes Mal} fiir eine Steigerung der
SERCAZ2a-Funktion eine Beschleunigung der Relaxation und Kalziumelimination oder eine
Tendenz zur positiven Inotropie als indirektes Mal zeigten, wurden weitergehend mittels
Messung des SR Ca?-Gehaltes und Muskelstreifenexperimenten am humanen,

insuffizienten Myokard untersucht.
Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragestellungen:

|. Charakterisierung mittels Epifluoreszenzverfahren an isolierten Herzmuskelzellen der Ratte

. Fihren die SERCA2a-Modulatoren zu Veranderungen der Kontraktilitat?

. Haben die SERCA2a-Modulatoren Auswirkungen auf die Ca®*-Transienten-Amplitude?
. Fiihren die SERCA2a-Modulatoren zu Anderungen im Relaxationsverhalten der Zellen?
. Haben die SERCA2a-Modulatoren Auswirkungen auf die Ca®*-Abfallgeschwindigkeit?

. Fiihren die SERCA2a-Modulatoren zu einem veranderten SR Ca?*-Gehalt?

a A O N -

Il. Charakterisierung mittels Muskelstreifenexperiment am humanen, insuffizienten Myokard
1. Haben die SERCA2a-Modulatoren Einfluss auf die Kontraktilitat?

2. Fuhren die SERCA2a-Modulatoren zu Anderungen im Relaxationsverhalten der Muskel-

streifen?
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2 Material und Methoden

2.1 Epifluoreszenzexperimente

2.1.1 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Rattenherzen

Fir die Epifluoreszenzexperimente wurden ventrikulare Kardiomyozyten aus sechs Monate
alten mannlichen Wistar-Ratten verwendet. Als Voraussetzung lag eine Genehmigung der
niedersachsischen Tierschutzbehdrde vor (AZ T14.06). Die im Folgenden beschriebene
Methode zur Myozytenisolation kommt bereits seit mehreren Jahren erfolgreich zur
Anwendung (Maier et al. 2003; Kohlhaas 2006; Rokita 2008).

Zur Explantation der Herzen wurde die zu untersuchende Ratte zunachst in einer luftdichten
Kammer mit einer ihrem Gewicht entsprechenden Menge des Inhalationsnarkotikums
Isofluran (Abbott GmbH, Wiesbaden) anasthesiert und anschlielfend durch zervikale
Dislokation getdtet. Im nachsten Schritt wurde die Bauchdecke mit einer Préparierschere
eroffnet, das Zwerchfell durchtrennt und das Herz vom Perikard befreit. Um eine
Thrombusbildung im Herzen zu vermeiden, wurden anschliefend 0,5 ml (2500 I.E.) Heparin-
Natrium (Ratiopharm, Ulm) in das linke Herzohr injiziert. Unter Belassen eines mdglichst
groBen Aortenstumpfes wurden nun die GefalRe des Herzens durchtrennt und das Herz in
einer Petrischale mit Ca**-haltiger Isolationstyrode (0,75 mM CaCl,, Temperatur: 0°C, siehe
Tabelle 2.1) vorsichtig ausgedrickt, um restliches Blut zu entfernen. AnschlieRend wurde
unter einem binokularen Mikroskop die Aorta ascendens Uber eine Injektionskanule gestulpt
und mithilfe einer kleinen Gefallklemme und eines Fadens an dieser fixiert. Danach erfolgte
das Anschlielen des kanllierten Herzens an eine Langendorff-Perfusionsapparatur
(Langendorff 1895), die in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt ist.

Das an das Langendorff-Setup angeschlossene Herz wurde nun zunachst hinsichtlich seiner
Vitalitat gepriift: Durch etwa 5-10miniitige Perfusion mit Ca**-haltiger Isolationstyrode (1,25
mM CacCl,, Temperatur: 37°C, Begasung mit 100% Sauerstoff) bei einem Fluss von 8 ml/h
wurde das Herz zum Schlagen angeregt. AnschlieRend wurde auf Ca*-freie Isolationstyrode
gewechselt, bis nach etwa 20 Minuten die Muskelkontraktionen aussetzten. Dieser Wechsel
diente einerseits zur Reduktion des Energieverbrauchs der Herzmuskelzellen, andererseits
zur Aufldsung Ca**-abhangiger interzelluldrer Verbindungen, die z. B. durch Cadherine oder
Integrine vermittelt werden. Im nachsten Schritt wurde das nicht mehr kontrahierende Herz
mit Enzymlésung (siehe Tabelle 2.1) perfundiert, bis sich das Herzgerist aufléste. Als
Zeichen fir einen hinreichenden Verdau galten ein Farbwechsel des Herzens von vorher rot
zu muskatbraun und eine abnehmende Festigkeit des Myokards. Anschlielend wurde das
Herz vom Langendorff-Setup entfernt und in eine Petrischale mit erwarmter Enzymlésung
(Temperatur: 37°C) uberfihrt. Hier wurden die Vorhoéfe entfernt und die Ventrikel mit einer

Schere vorsichtig in kleine Teile geschnitten. Nach kurzem Schwenken im Wasserbad wurde
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die so entstandene Zellsuspension zum Entfernen von Fettzellen und Zellverbanden durch
eine Nylon-Gaze (Porengréfle 200 um) gefiltert und die Herzmuskelzellen in ein Falcon-
Roéhrchen Uberflhrt. Nun erfolgte ein langsamer Kalzium-Aufbau, um die Zellen wieder an
Kalzium zu gewdhnen: Nach erster Sedimentation wurde der Uberstand abgesaugt und die
Zellen in Isolationstyrode mit 0,125 mM Kalzium resuspendiert, um sie anschlieBend wieder
sedimentieren zu lassen. Diese Schritte wurden insgesamt drei Mal mit jeweils steigender
Kalzium-Konzentration wiederholt (0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM). Nach der letzten Sedimentation
wurden die Zellen in ca. 15 ml eines modifizierten M199-Nahrmediums (siehe Tabelle 2.1)

gegeben und waren nach Zahlung in einer Neubauer Zahlkammer messbereit.

Fritte Abb. 2.1 Schematische Darstellung der
N Langendorff-Perfusionsanlage.
) Das kanulierte Herz wird mit der in dem
Lésungsbehilter temperierten LOsungsbehalter und unter
T Begasung stehender Enzymlésung per-
N fundiert und das Zellmaterial in einem
(MN) Pumpe . "
Nl 7 zweiten Behalter aufgefangen. Der Fluss
wird Uber eine Pumpe reguliert.
Heizung
ut.’ Kantile

Herz .

Auffangbehalter

2.1.2 Messung von intrazelluldren Ca®*-Transienten und der Myozyten-

verkurzung

Eine der verwendeten Messmethoden dieser Arbeit stellte die Epifluoreszenz-Mikroskopie
dar, mithilfe derer die simultane Messung von fraktioneller Verkirzung der Sarkomerlange
der Kardiomyozyten einerseits und von intrazellularen Kalziumkonzentrationsveranderungen
als Funktion der Zeit, dem sog. intrazelluldren Ca*-Transienten, andererseits ermdglicht

wurde. Im Folgenden soll dieses Verfahren ndher beschrieben werden.
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2.1.2.1 Grundlagen des Epifluoreszenzverfahrens

Die Epifluoreszenz-Mikroskopie ist eine Form der Auflicht-Mikroskopie, bei der das zu
untersuchende Objekt mit fluoreszierenden Farbstoffen, sogenannten Fluorochromen,
beladen wird. Werden diese Farbstoffe mit Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt
(sog. Anregungslicht), so emittieren sie Licht geringerer Energie, d. h. einer gréReren
Wellenlange. Diesem Verhalten liegt die strukturelle Eigenschaft vieler Fluoreszenzfarbstoffe
zugrunde, aromatische Ringstrukturen mit delokalisierten Elektronen zu besitzen, die leicht
mit der Umgebung wechselwirken kénnen. Durch Absorption von Energie in Form von
Photonen gelangen die Elektronen auf ein héheres Energieniveau, fallen jedoch gleich
wieder auf ihr urspriingliches Energieniveau zuriick. Die aufgenommene Energie wird hierbei
wieder freigesetzt in Form von Fluoreszenzlicht (Emissionslicht). Allerdings wird nicht die
gesamte aufgenommene Energie in Lichtenergie umgewandelt, so dass das emittierte Licht
etwas energiearmer, d. h. langwelliger ist. Die Differenz der beiden Wellenldngen zwischen
ein- und ausgehenden Photonen wird als Stokes’sche Verschiebung bezeichnet (Lakowicz
1983; Grynkiewicz et al. 1985).

2.1.2.2 Eigenschaften des Kalzium-sensitiven Farbstoffs Fluo-3 AM

In dieser Arbeit wurde der Kalzium-sensitive Farbstoff Fluo-3 AM verwendet (Firma MoBiTec,
Géttingen, Deutschland) (Minta et al. 1989). Wie auch andere Kalzium-sensitive Farbstoffe
(z. B. Fura-2 und Indo-1) leitet sich Fluo-3 AM von Kalzium-Chelatoren ab. Durch Bindung
von Ca®-lonen und anschlieRender Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange
kommt es zu einer Fluoreszenz, dessen Intensitdt um das Hundertfache gesteigert ist und
eng mit der Kalziumkonzentration der Zelle korreliert. Diese Eigenschaft macht man sich
zunutze, um Kalziumkonzentrationsverschiebungen in Herzmuskelzellen wahrend eines
Kontraktionszyklus sichtbar zu machen.

Da Fluo-3 an sich ein hydrophiler Farbstoff ist und somit die Membran der Kardiomyozyten
nicht Uberwinden koénnte, wird er in seiner Herstellung an einen Azetoxymethylester (AM)
gekoppelt. In dieser lipophilen Form kann er die Zellmembran passieren. Zytosolische
Esterasen spalten den Azetoxymethylester ab, so dass der nun wieder hydrophile Farbstoff
die Zelle nicht verlassen kann.

Bei den Fluoreszenzfarbstoffen unterscheidet man ratiometrische von nicht-ratiometrischen
Farbstoffen. Fluo-3 AM gehort zu den nicht-ratiometrischen Farbstoffen. Als solcher besitzt
er feste Absorptions- und Emissionsmaxima, die sich nicht in Abh&ngigkeit von der
Kalziumkonzentration verandern. Im Gegensatz zu ratiometrischen Farbstoffen wie z. B.
Indo-1 AM oder Fura-2 AM lasst er also keine quantitativen Aussagen Uber
Kalziumkonzentrationen zu. Als Vorteil bietet Fluo-3 aber ein sehr gutes Verhéaltnis von

Fluoreszenzsignal zu Hintergrundrauschen und ermdglicht somit saubere Messsignale. Das

28



3 Ergebnisse

Absorptionsmaximum von Fluo-3 AM liegt bei 488 nm, das mithilfe eines geeigneten
Anregungsfilters aus dem Licht einer Xenonlampe erzeugt werden kann. Sein

Emissionsmaximum liegt im Wellenlangenbereich von 525 nm (siehe Abb. 2.2).

A B

0___~__ 0O o
Ex =488 nm ,:12‘/l TN N R RS
P Y ocnzcnzo g (?

(70CCH2)2N N((2H2C07)2
Indicator | K,(Ca*) RZ | R” R®

Fluo-3 | 0.39 uyM | Cl | Cl | CH, | H
Fluo-4 0.35 uM F F CH; | H
Fluo-5F 2.3uM F F F H
Fluo-5N 90 uM F F NO,| H
Fluo-4FF | 9.7pyM | F F F | F

Abb. 2.2 A: Emissionspektrum von Fluo-3

X-Achse: Emissionswellenlange in nm. Y-Achse: Intensitat der Emission. Die Zahlen im Diagrammen
entsprechen der freien Ca”*-Konzentration.

B: Strukturformel unterschiedlicher Fluo-Analoga.

(Modifiziert nach “The Molecular Probes Handbook” 2010, Abschnitt 19.3; mit freundlicher
Genehmigung durch Thermo Fisher Scientific Inc.)

2.1.2.3 Das Epifluoreszenz-Setup

Das in dieser Arbeit verwendete Epifluoreszenz-Setup der Firma lonOptix (lonOptix, Milton,
USA) ermoglichte die zeitgleiche Aufzeichnung und Darstellung der Langenanderung der
Sarkomere einerseits und der Anderung der Kalziumkonzentration wahrend der
Myozytenverkiurzungen andererseits. Im Folgenden soll die Erzeugung und Verarbeitung
beider Messsignale naher beschrieben werden. Abbildung 2.3 bietet einen schematischen

Uberblick tiber das Epifluoreszenz-Setup und den Strahlengang durch das Mikroskop.
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Abb. 2.3 Schema des Epifluoreszenz-Setups und des Strahlenganges im Mikroskop

Die schwarzen Pfeile deuten die Vernetzung der Gerate untereinander an. Die blaue Linie stellt das
Anregungslicht und die grine Linie das Emissionslicht dar. Die rote Linie reprasentiert das Durchlicht,
welches von der Kamera aufgenommen wird.

1. Filter (D480 + 15 nm); 2. Dichroitischer Spiegel (D505 DCLP); 3. Dichroitischer Spiegel (685 DCLP);
4. Filter (535 £ 20 nm).

1. Messung der Ca?*-Transienten wahrend der Myozytenverkiirzung:

Zur maximalen Anregung des Farbstoffes Fluo-3 AM (488nm) wurde mithilfe eines
Anregungsfilters (D480 + 15 nm) aus dem Weillicht einer Xenonlampe (Xenon Short Arc
Lamp Typ UXL-75XE, Ushio Inc., Japan) ein Anregungslicht mit adaquater Wellenlédnge
erzeugt. Uber einen dichroitischen Spiegel (505 DCLP) wurde das Anregungslicht auf das
Myozytenpraparat abgelenkt, wahrend das langwelligere emittierte Licht des Farbstoffs
(~535 £ 20 nm) zusammen mit dem Durchlicht des Mikroskops (Nikon Eclipse TE 2000-U,
Firma Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Niederlande) diesen Spiegel passieren
konnte und Uber einen Seitenausgang des Mikroskops auf einen weiteren dichroitischen
Spiegel (685 DCLP) weitergeleitet wurde. Dieser diente zur Trennung des Durchlichtes, das
zur Bestimmung der Myozytenverklrzung in eine Kamera geleitet wurde, vom Emissionslicht

des Farbstoffs, das auf einen Photomultiplier (electron tubes limited, USA) gelenkt wurde.
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Entsprechend dem Emissionmaximum des Fluo-3 von 525 nm war dem Photomultiplier noch
ein Filter (D 535 £ 20 nm) vorgeschaltet, um Streulicht heraus zu filtern.

Hersteller aller erwahnten Filter ist die Firma Chroma Technology Corp, Bellows Falls, USA.
Das optische Ca?*-Fluoreszenz-Signal wurde nun im Photomultiplier in ein elektrisches
transformiert, vom Fluoreszenz System Interface (lon Optix, Milton, USA) in fir den
Computer lesbare Daten umgeschrieben und schlieRlich durch eine Software (lonWizard

Version 5.0, Firma lonOptix, Milton, USA) auf dem Computerbildschirm dargestellt.

2. Messung der fraktionellen Myozytenverklrzung:

Im Sinne eines Durchlichtmikroskops wurde der Kardiomyozyt mit rotem Licht einer
Wellenldange von >650 nm durchleuchtet, welches anschlieRend einer Myozytenkamera
(MyoCam™, Firma lonOptix, Milton, USA) zugeleitet wurde. Durch diese wurden die
Sarkomerlangen des Kardiomyozyten visualisiert und vermessen und durch das lonWizard
Programm am Computer graphisch dargestellt. Mittels der Software lonWizard Analyze
wurden die gemittelten Sarkomerldngen bezlglich ihrer fraktionellen Zellverkirzung sowie

ihrer Relaxationskinetik ausgewertet.

2.1.3 Versuchsdurchfuhrung

Zunachst wurden die Versuchskammern — Spezialanfertigungen aus einem Kunststoff-
rahmen mit dinnem Glasboden (siehe Abb. 2.4) — grundlich gereinigt, mit 2 pl des
Adhasionsproteins Laminin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zum Fixieren der Zellen

beschichtet und bei Raumluft finf Minuten getrocknet.

Zulauf der Versuchslosungen

Stimulationselektrode !
< B &
-
Spannungsquelle - &3
3 T X
A
LT |
\|
Kardiomyozyten

Absaugung

Abb. 2.4 Schematische Darstellung einer Versuchkammer
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Nun wurden 200 pl der isolierten Herzmuskelzellen auf eine Versuchskammer ausplattiert.
Nach ca. zehnminltiger Sedimentationszeit wurden der nicht fixierte Zelliberstand
abpipettiert und anschlielend die fixierten Zellen mit 200 yl des Fluo-3 AM - Farbstoffs
(siehe Tabelle 2.2) lichtgeschutzt im Inkubationsschrank (37°C bei 5% CO, und 95%iger
Luftfeuchtigkeit) fir 15 Minuten inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Versuchskammer in die Halterung des Mikroskops gelegt, der
Zulauf der Versuchslésungen und die Absaugung an den vorgesehenen Offnungen
angebracht und die Stimulationselektroden am Versuchskammerrahmen befestigt. Uber
einen  Temperaturfihler einer externen Heizung am  Zulauf wurde eine
Versuchskammertemperatur von 35 + 2°C eingestellt.

Nach dem Einsetzen der Versuchskammer in das Mikroskop konnte mit der Stimulation
(Myopacer, Firma lonOptix, Milton, USA) begonnen werden. Die Spannung betrug hierbei ca.
20 — 25 mV, was einem Wert von etwa 25% Uber der Reizschwelle entsprach. Da die
Herzmuskelzellen von Ratten auf eine Stimulationsfrequenz von 1 Hz mit starken
Schwankungen in der Myozytenverkirzung reagierten (siehe Abb. 2.5), wurde mit einer
Frequenz von 2 Hz stimuliert, bei der diese Schwankungen nicht auftraten. Nur bei den
Messungen der koffeininduzierten Ca?-Transienten (sieche unten) wurde zur besseren

Handhabung eine Stimulationsfrequenz von 1 Hz gewahit.

it A

Zellverkiirzung

Zeit (s)

Abb. 2.5 Originalregistrierung der Zellverkiirzung einer Kardiomyozyte bei Stimulation mit 1 Hz

Es zeigen sich starke Schwankungen in der Myozytenverkurzung.

Zur Elimination Uberschiussigen Farbstoffs und stérenden Zelldetritus wurden die Zellen
zunéchst funf Minuten lang mit Normaltyrode (siehe Tabelle 2.3) bei einer konstanten
Flussgeschwindigkeit von 40 ml/h gespult. Wahrenddessen wurde eine geeignete Zelle aus
der Versuchskammer ausgewahlt und in dem Messfenster in Position gebracht. Als

Auswahlkriterien galten eine gut sichtbare Querstreifung, eine fraktionelle Zellverkiirzung von

32



3 Ergebnisse

mindestens 1,5 % und das Fehlen von Hinweisen auf beginnenden Zelltod, wie z. B. intra-

zellularen Verklumpungen.

2.1.4 Messprotokoll

Nachdem ein sogenanntes steady state der Zellverkirzung wahrend des Spulens mit der
Normaltyrode erreicht wurde, d. h. nachdem sich die Amplitude der Zellverkirzung nicht
mehr anderte, wurde kurzzeitig der FluoreszenZzfilter zur Messung der Ca?*-Transienten
eingedreht, um das Anregungslicht auf die Zellen zu lenken. Die Messung der Ca*'-
Transienten erstreckte sich nicht Uber den gesamten Zeitraum einer Messung, um ein
Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern. AnschlieBend sollte das Verhalten der Zelle auf
den zu untersuchenden Stoff bei steigender Konzentration (0,1 pM, 1 yM und 10 uM)
beobachtet werden (siehe Tabelle 2.4). Hierzu wurden die Zellen im ersten Schritt mit 0,1
uM- Stofflésung bis zum Erreichen des steady states, mindestens aber fir 5 Minuten,
superfundiert und abschlieend wieder die Fluoreszenz kurzzeitig gemessen.

Mit den 1 pM- und 10 uM- Stofftyroden wurde ebenso verfahren. Da alle in dieser Arbeit zu
untersuchenden Stoffe in DMSO gelést waren, wurde der Normaltyrodenlésung der
Kontrollzellen entsprechend 0,1 yM, 1 uM bzw. 10 uM DMSO hinzugefiigt.

Stoffe, die in dieser Versuchsreihe Hinweise auf eine Beschleunigung der Relaxation oder
einen positiv inotropen Effekt ergaben, wurden in folgenden Experimenten naher untersucht.
In diesen Experimenten wurde bei den oben als interessant herausgefilterten Stoffen zur
Bestimmung des Kalziumgehaltes des sarkoplasmatischen Retikulums Messungen der
koffeininduzierten Ca?'-Transienten durchgefiihrt. Zur Messung des SR Ca*-Gehaltes
mittels koffeininduzierter Ca?*-Transienten wurde nach Erreichen des steady states bei 1 Hz
die elektrische Stimulation unterbrochen und eine Sekunde nach dem letzten
Stimulationsimpuls mithilfe einer kleinen Injektionsnadel ein Tropfen koffeinhaltiger Tyrode
(10 mM, siehe Tabelle 2.4) direkt auf die Zelle gegeben. Koffein bewirkt eine Offnung der
Ca?'-Freisetzungskanale des SR (RyR) und damit eine Entleerung des gesamten Kalziums
ins Zytosol. Somit stellt die Amplitude des Koffein-induzierten Ca®*-Transienten einen
geeigneten Indikator fiir den SR Ca**-Gehalt dar (BERS 2001).

2.1.5 Datenauswertung

Die Auswertung der erhobenen Daten wurde mithilfe einer speziellen Software (lon Wizard
Analyze Version 5.0, Firma lonOptix, Milton, USA) ermdglicht. Die hiermit erstellten
Rohdaten wurden in das Programm Microsoft Excel (Microsoft Office Version 2003, Microsoft
Corporation, Redmond, USA) eingefliigt und weiter ausgewertet. Aus den ausgewerteten
Daten wurden anschlieRend Abbildungen mithilfe des Programms SigmaPlot Version 8.0

(Systat Software GmbH, Erkrath) angefertigt.

33



3 Ergebnisse

2.1.5.1 Fraktionelle Zellverkiirzung und Ca®*- Transienten F/F,

Die fraktionelle Zellverkirzung errechnete sich als Verkirzung der Zelle in Prozent der

Ausgangszelllange:

Fraktionelle Zellverkiirzung in % der Ruhezelllinge =

Diastolische Sarkomerlinge — Systolische Sarkomerldnge X100

Diastolische Sarkomerlinge

Formel 2.1 Berechnung der fraktionellen Zellverkiirzung

Da es sich bei dem Farbstoff Fluo-3 AM um einen nicht-ratiometrischen Farbstoff handelte
und somit die Fluoreszenzintensitat von der Farbstoff- und Kalziumkonzentration abhing,
konnte die absolute Kalziumkonzentration nur indirekt berechnet werden. Die Amplitude der
Ca?*-Transienten F/F, ergab sich aus dem Quotienten der maximalen Fluoreszenzintensitét
wahrend der Systole (Fpeak) Und der Fluoreszenz der relaxierten Zelle wahrend der Diastole
(Fgaseline). Von beiden Werten musste jeweils noch die Hintergrundfluoreszenz, die in
unmittelbarer Umgebung der Zelle gemessen worden war, abgezogen werden. Somit ergab

sich folgende Formel fir F/F:

F / FO — F, Baseline F Hintergrund
F Peak — 1 Hintergrund

Formel 2.2 Berechnung der Amplitude der Ca®'- Transienten F/F,

2.1.5.2 Relaxationszeit

Die Relaxationszeit kann als Maf fir die Funktion der SERCA2a herangezogen werden, da
diese bei der Ratte fir die Ausschleusung von etwa 90% des Kalziums aus dem Zytosol in
das sarkoplasmatische Retikulum verantwortlich ist. Der NCX beférdert die restlichen 10%
des Kalziums aus der Zelle. In dieser Arbeit wurde diejenige Relaxationszeit bestimmt, die
der Kardiomyozyt benétigt, um nach Kontraktion auf 50% der Ausgangszellldnge (RZs) zu
relaxieren. Zur Beurteilung der Geschwindigkeit der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme
wurde der Abfallsexponent t herangezogen. t entspricht dem Krimmungsgrad der in Abb.
2.6 dargestellten Exponentialfunktion und gibt somit die Geschwindigkeit der Ca*'-
Transienten-Abnahme an. Ein grofler Wert fir 1 ergibt einen flachen Abfall der
Exponentialfunktion, d. h. er beschreibt in diesem Fall eine langsame zytosolische
Kalziumelimination bzw. eine geringe SERCAZ2a-Aktivitdt. Andersherum beschreibt ein
kleiner t-Wert einen schnellen Abfall der Exponentialfunktion bzw. eine schnelle zytosolische
Kalziumelimination und hohe SERCAZ2a-Aktivitat.
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F = systolische Fluoreszenz
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F, = diastolische Fluoreszenz

Abb. 2.6 Exemplarischer Kalziumtransient
Der Abfallsexponent t entspricht dem Krimmungsgrad der tirkis dargestellten Exponentialfunktion
und beschreibt somit die Geschwindigkeit der Ca’'-Transienten -Abnahme

2.1.5.3 Bestimmung des SR Ca?**-Gehaltes und der fraktionellen SR

Ca?*-Freisetzung

Wie oben beschrieben, wird der SR Ca*-Gehalt mithilfe der Koffein-induzierten Ca*-
Transienten bestimmt. Die Transienten nach der Koffein-Applikation werden direkt mit denen

in der Grundstimulation ins Verhaltnis gesetzt.

2.2 Muskelstreifenexperimente

2.2.1 Gewinnung der humanen Muskelstreifen

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Muskelstreifenexperimente ausschlief3lich humane
Muskelstreifen aus explantierten, terminal insuffizienten Herzen verwendet. Die Herzen
stammten von Transplantationspatienten der Klinik fir Thorax- und Kardiovaskularchirurgie
des Herz- und Diabeteszentrums in Bad Oeynhausen (siehe Tab. 2.6 und Tab. 2.7). Alle in
dieser Arbeit durchgeflihrten Muskelstreifenexperimente wurden von der lokalen
Ethikkommission (Ifd. Antragsnummer 31/9/00) genehmigt.

Zur Praparation wurde das Herz in eine 2,3-Butandion-Monoxim (BDM)-haltige Ldsung
(siehe Praparierlésung, Tabelle 2.5) tberfihrt (Mulieri et al. 1989). Indem es die Bindungs-
stelle fur Kalzium am Troponin C und die Kalziumkanale blockiert, unterbindet BDM die
elektromechanische Kopplung und tragt somit zur Reduktion des Energieverbrauchs bei. Um

den pH-Wert der BDM-L6sung zu regulieren und um das Herz mit ausreichend Sauerstoff zu
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versorgen, wurde die Lésung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast. Carbogen bildet mit
Hydrogencarbonat ein offenes Puffersystem.

Im folgenden Schritt wurden mithilfe einer kleinen Pinzette, einer Federschere und einem
Binokular Trabekel aus dem rechten Ventrikel freiprapariert. Hierbei war darauf zu achten,
dass die Trabekel mdglichst schonend ohne Berihrung und Dehnung behandelt wurden, um
eine Schadigung der Muskelfasern zu verhindern. AuRerdem sollten die Streifen mdglichst
eine rosige Farbe aufweisen und zur besseren Vergleichbarkeit folgende Dimensionen
erfullen, die mittels einer in das Mikroskop intregrierten Skala abgelesen werden konnten:
Breite und Tiefe 0,25-1,3 mm; Lange 1,5-4 mm.

Zunachst wurden die Trabekel an beiden Seiten grofRRzligig aus der Wand herausgeschnitten.
AnschlieBend wurde das eine Ende des Trabekels zu einem kleinen rechteckigen Block
geschnitten. Dieser sollte spater zur Aufhangung in der Drahtdse dienen. Am anderen Ende
wurde eine kleine Verlangerung in Form eines Stecknadelkopfes stehen gelassen, die zum
AufspieRen auf den Haken genutzt wurde. Auf diese Weise wurde eine direkte Schadigung

des Trabekels verhindert.

2.2.2 Aufbau der Versuchsanlage

Die Versuchsanlage der Muskelstreifenexperimente ermoglichte eine direkte Messung
systolischer und diastolischer Kraft von Muskelzellverbdnden und die Beobachtung von
Auswirkungen verschiedener Versuchslésungen. Einen Uberblick Uber den Aufbau der
Versuchsanlage bietet Abbildung 2.7.

Die Anlage fiur isolierte Muskelstreifen, die einen geschlossenen Flussigkeitskreislauf
darstellte, bestand aus einem Organbad mit elektrischem Stimulator, einer Pumpe, einem
Lésungsbehalter und einem System zur Temperaturregulation.

Das Organbad, eine aus Kunststoff hergestellte langliche Wanne, war Uber einen Zu- und
einen Ablauf an den FlUssigkeitskreislauf angeschlossen. Zur Aufhdngung des Muskel-
streifens wurde auf der einen Seite ein gebogener Haken aus einem Insekten-Pin, der an
einer Mikrometerschraube befestigt war, und auf der anderen Seite eine aus Platindraht
gebogene Ose, die an einem Kraftabnehmer (Typ KG3, Firma Scientific Instruments,
Heidelberg) fixiert war, genutzt. Beide Aufhangungseinrichtungen ragten so weit in das
Becken des Organbades hinein, dass der Muskelstreifen vollstandig von Flussigkeit
umgeben war.

Die Stimulation der Muskelstreifen erfolgte Uber zwei langs der Wanne eingelassene
Platindrahte, die mit einem Stimulator (Scientific Instruments, Heidelberg) verbunden waren.
Dieser generierte einen bipolaren elektrischen Rechteckimpuls, der in Frequenz, Spannung

und Dauer variiert werden konnte.
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Abb 2.7 Aufbau der Versuchsanlage

2.2.2.1 Zirkulation der Losung

Lésungsbehalter, Organbad und Verbindungsschlauche bildeten gemeinsam einen
geschlossenen Kreislauf. Uber zwei zwischengeschaltete Pumpen (Reglo, Firma Ismatec,
Wertheim-Mondfeld), eine vor und eine hinter dem Organbad, wurde ein kontinuierlicher
Fluss gewahrleistet, wobei die Pumpkapazitaten manuell so eingestellt wurden, dass der
Abfluss vom Organbad stets schneller war (8-11 ml/min) als der Zufluss (4-6 ml/min).

Als Lésungsbehalter diente ein etwa 150 ml fassender, doppelwandiger Behalter aus Glas, in
dem sich eine Fritte (Porositat |, Firma Schott) zur Carbogen-Begasung der Versuchsldsung
befand. Uber eine Heizung wurde eine konstante, physiologische Temperatur von 37°C im
Organbecken erzeugt. Sowohl die Doppelwand des Losungsgefafles als auch ein die
Schlduche umgebender Mantel wurden mit dem Heizungswasser perfundiert, so dass die

Warme auf die Lésung Ubertragen werden konnte.

2.2.2.2 Kraftabnehmer

Uber den Kraftabnehmer erfolgte die Ubertragung der Muskelspannung, indem er die durch
Muskelkontraktionen ausgelésten  Auslenkungen in  elektrische Spannungssignale
transformierte. Uber einen Briickenverstarker (Scientific Instruments, Heidelberg) wurden

diese Spannungssignale amplifiziert und Uber einen analog/digitalen Wandler (Typ: PCI
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1200, Firma National Instruments, Austin/lUSA) an den Computer weitergeleitet. Fur eine
getrennte Zuordnung und Aufzeichnung einzelner Muskelkontraktionen gab der Stimulator
auRerdem funf Millisekunden vor jeder Muskelstimulation einen Triggerimpuls tUber den A/D-

Wandler an den Computer ab.

2.2.2.3 Reinigung der Anlage

Die Versuchsanlage wurde jeweils vor und nach jedem Versuch mit mindestens 100 ml Aqua

dest. und alle zwei bis drei Tage mit 30%iger Essigsaure gesplilt.

2.2.2.4 Datenverarbeitung

Mithilfe der drei Programme ,Collect®, ,Chart® und ,Analyse” der Software LabView (Firma
National Instruments, Austin/lUSA) wurde die Erstellung, Speicherung und Bearbeitung der
Daten ermdoglicht. Alle drei Programme wurden von P. Janssen entwickelt.

Das Programm ,Collect diente zur Aufzeichnung und Beobachtung der Messwerte, wobei es
ab dem Triggersignal des Stimulators fir eine einzelne Kontraktion (,Twitch®) jeweils 900
Datenpunkte pro Sekunde aufzeichnete.

Die Speicherung der Daten erfolgte einerseits in eine Chart-Datei und andererseits in eine
Average-Datei. Die Chart-Datei enthielt den gesamten Versuchsablauf, d. h. eine
kontinuierliche Kurve zwischen registrierten Minimalwerten (diastolischen Werten,
Ruhespannung) und Maximalwerten (systolischen Werten) der entwickelten Kraft. Um eine
genaue Analyse der Messwerte vornehmen zu kénnen, wurden auflerdem zu bestimmten
Zeitpunkten des Messprotokolls Average-Dateien angelegt, in die jeweils finf Kontraktionen
gemittelt abgespeichert wurden. Zur spateren Identifikation bei der Auswertung wurden diese
wahrend der Messung mit verschiedenen Kommentaren versehen.

Bei der Speicherung der Average-Dateien wurden folgende Parameter automatisch erfasst:
systolische Kraft (Fsys in mN/mm3), diastolische Spannung (Fgia), Zeit bis zum Kraftmaximum
(TTP), maximale Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit, normalisiert auf die
systolische Kraft, und die Zeit bis zur 50%igen (RTs) und 90%igen Relaxation (RTg).

Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Experimente wurden die systolische und die
diastolische Kraft auf die Querschnittsfliche des Muskelstreifens normiert, die gemafR

folgender Formel berechnet wurde:
0=D,/2xDy2x=n

Formel 2.3 Berechnung der Querschnittsflache eines Muskelstreifens

D1 und D,: Durchmesser des Muskels
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Die beiden Analyseprogramme ,Chart* und ,Analyse* dienten zur weiteren Bearbeitung der
erhobenen Daten, so dass diese schliellich in einem entsprechenden Dateiformat in eine

Tabellenkalkulation von Microsoft Excel tGberfihrt werden konnten.

2.2.3 Versuchsdurchfuhrung

2.2.3.1 Einspannen der Muskelstreifen

Vor dem Einspannen des praparierten Muskelstreifens musste die Versuchsanlage zunachst
mit 100 ml destillietem Wasser gespult werden. AnschlieBend wurden 150 ml einer
sogenannten Krebs-Henseleit-Lésung (KH-L&sung, siehe Tabelle 2.5) - einer Lésung, die in
ihrer Elektrolytzusammensetzung annahernd der des Blutes entsprach - in den beheizten
Lésungsbehalter geflllt und zur pH-Regulation mit Carbogen begast. Danach wurde
kurzzeitig die Umwalzpumpe eingeschaltet, bis sich das Organbad mit der KH-L&sung fiillte.
AnschlieRend wurde diese wieder entfernt und der Muskelstreifen mithilfe einer Plastikpipette
mit wenigen Millilitern BDM-L6sung in das Becken befdrdert. Das Einspannen des Streifens
erfolgte unter mikroskopischer Sicht mittels zweier Splitterpinzetten. Zunachst wurde das
Kopf-Ende vorsichtig durch die Drahtése gezogen, so dass der rechteckige Block in der Ose
zum Liegen kam. Danach konnte das andere Ende auf den Haken aufgespiefl3t werden.
Hierbei war darauf zu achten, dass der Muskelstreifen schlaff und mit seiner Langsachse

moglichst gerade, d. h. in Verlangerung des Kraftaufnehmers, in dem Bad eingehangt wurde.

2.2.3.2 Ausspulen, Stimulation, Kalziumaufbau und Einschlagen

Nach dem Einspannen wurde durch Offnen des Kreislaufsystems die im Organbad
befindliche BDM-Lésung mit 50 ml KH-Lésung ausgepdllt, im Sammelbehalter aufgefangen
und verworfen. Wahrenddessen wurde das Programm LabView geodffnet und die
Dimensionen des Muskelstreifens (Lange, Breite und Tiefe) eingegeben. Das Programm
errechnete hieraus automatisch die auf den Muskelquerschnitt bezogenen Kréfte.

Nach Anschalten der biphasischen Stimulation (5 Volt) erfolgte der Kalziumaufbau. Uber
einen Zeitraum von 12 Minuten wurde die Ausgangskonzentration von 0,25 mM der KH-
Lésung alle 2 Minuten um 0,25 mM auf eine Endkonzentration von 2,0 mM gesteigert. Die
langsame Steigerung des Kalziumgehaltes diente der Verhinderung einer Kontraktur des
Muskelstreifens. Um sich von eventuellen Schadigungen wahrend der Praparation
regenerieren zu kénnen, wurde der Muskelstreifen anschlieRend fir etwa 30 Minuten im

nicht gedehnten Zustand stimuliert.
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2.2.3.3 Dehnung des Muskelstreifens

Nach dem dreiRigminitigen Einschlagen erfolgte die Dehnung des Muskelstreifens mithilfe
der Mikrometerschraube. Durch die Dehnung gewann der Streifen gemall des Frank-
Starling-Mechanismus schrittweise an Kraft. Der Muskelstreifen wurde so lange gedehnt, bis
diejenige Lange mit der maximalen Kraftentwicklung (Lnax) erreicht wurde. Da sich durch die
Dehnung die Dimensionen des Muskelstreifens anderten, wurden diese erneut
ausgemessen und im Programm eingegeben. Nach Erreichen einer konstanten Kraft, d. h.
nach Erreichen des steady states, erfolgte die erste Speicherung der Werte in eine Average-
Datei.

2.2.4 Messprotokoll

Nach Erreichen des steady states sollte der Effekt des zu untersuchenden SERCA2a-
Modulators auf die Kontraktilitat bei steigender Konzentration (0,1 pM, 1 yM und 10 puM)
beobachtet werden (siehe Tabelle 2.5). Hierzu wurden jeweils entsprechende Mengen des
geldsten Stoffes in den Lésungsbehalter pipettiert und jeweils bis zum erneuten steady state,
mindestens aber fir den Zeitraum von 15 Minuten, gewartet. AbschlieRend erfolgte nach

jedem der drei Schritte eine Speicherung der Werte in die Average-Datei.

2.3 Statistik

In den erstellten Abbildungen des Ergebnisteils werden die Mittelwerte der erhobenen Daten
dargestellt. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.), der

folgendermafien berechnet wird:

SEM=,—=—7

Formel 2.4 Berechnung des Standardfehlers des Mittelwertes (S.E.M.)

n: Anzahl; o: Standardabweichung; 0% Varianz

Mithilfe des Statistikprogramms SigmaStat 2.03 (Access Softec Inc., San Rafael, USA)
wurden zur Prifung auf Signifikanz der Daten Student's T-tests, je nach Bedarf gepaart oder
ungepaart, und fur wiederholte Messungen zur Analyse von Longitudinaldaten mehrerer
Gruppen Zwei-Wege-Varianzanalysen (ANOVA) durchgefuhrt. Als statistisch signifikant

wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 festgelegt.
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2.4 Losungen und Chemikalien

Zu 2.1.1 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Rattenherzen

Tab. 2.1 Lésungen zur Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Rattenherzen

NaCl (Merck,Darmstadt,Deutschland) | 137 mM
KCI (Merck) 5,4 mM geldst in ddH,O ;
isolationstyrode MaSO. 710 (Merel) 1:2mM 1 o1 bei RT mit NaOH
Na;HPO, - 12 H,O (Merck) 1,2 mM auf 7,55 titrieren
HEPES (Sigma-Aldrich,St.Louis,USA) 20 mM
Glukose (Merck) 15 mM
Ca?'-freie 100-fach Penicillin/ Streptomycin 8,3 ml/l geldstin 1 Liter
Isolationstyrode | (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) Isolationstyrode
Kollagenase 1II (Biochrom AG) 230 U/ml L _
_ _ gelost in 1 Liter
Enzymldsung Protease XIV (Sigma-Aldrich) 0,5 U/ml _
Isolationstyrode
CacCl, (Sigma-Aldrich) 0,1 mM
M199 Medium (Sigma-Aldrich) 500 ml
Taurin (Sigma-Aldrich) 312,5mg
Modifiziertes D,L- Carnitin (Sigma-Aldrich) 500 mg o _
steril filtriert und bei
M199- Kreatin (Sigma-Aldrich) 327,5mg
4°C gelagert
Nahrmedium 100-fach Penicillin/Streptomycin 5,0 ml
(Biochrom AG)
100-fach L-Glutamin (Biochrom AG) 5,0 ml
Zu 2.1.3 Versuchsdurchfuhrung
Tab 2.2 Herstellung der Fluo 3 AM — Farbstoffldsung
Losung Substanz Menge
Pluronic- Losung Pluronic F-68 (Sigma-Aldrich) 20 % wlv gelést in DMSO
Fluo 3 AM — Fluo 3 AM (MoBiTec, Géttingen) 1 mg _
Lagerung bei
Vorratslésung DMSO (Sigma-Aldrich) 885ul 20°C
(1 mM)
Fluo 3 AM — Fluo 3 AM — Vorratslosung 50 pl Lichtgeschutzte
Farbstofflésung Pluronic- Losung 5ul Lagerung bei
(10 M) Normaltyrode mit 2 mM Ca** 5 ml -20°C
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Tab 2.3 Zusammensetzung der Normaltyrode

Loésung Substanz Menge
NaCl (Merck) 140 mM
KCI (Merck) 4 mM gelost in ddH0;
pH bei 37°C mit
Normaltyrode MgCl, (Merck) TmM
HEPES (Sigma-Aldrich) 5 mM NaOH auf 7,4
Glukose (Merck) 10 mM titrieren
CaCl, (Sigma-Aldrich) 2 mM
Zu 2.1.4 Messprotokoll
Tab 2.4 Herstellung der Messtyroden
Loésung Substanz Menge
Stoff-Vorratslésung 1 SERCAZ2a-Modulator 01 M geldst in DMSO
Stoff-Vorratslosung 1T Stofflésung T der SERCA2a- 0,01 M geldst in ddH,0
(aufgrund von Modulatoren GPZ000876 bzw.
Nichtloslichkeit der GPZ001441
Stoffe GPZ000876
und GPZ001441 in
DMSO)
0,1 uM
bzw.
geldst in
Stoff-Tyrode Stoffvorratslésung T bzw. 11 1 uM
Normaltyrode
bzw.
10 uM
0,1 uM
bzw.
. . geldst in
Kontrolltyrode DMSO (Sigma-Aldrich) 1 uM
Normaltyrode
bzw.
10 uM
. geldst in
Koffeinhaltige Tyrode Koffein (Sigma-Aldrich) 10 mM

Normaltyrode
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Zu 2.2 Muskelstreifenexperimente

Tab. 2.5 Zusammensetzung von Krebs-Henseleit- und Praparierlésung fir Muskelstreifenexperimente

Losung Substanz Menge
NaCl (Merck) 116,1 mM
KCI (Merck) 5,0 mM
MgCl,- 6 H,0O (Merck) 1,2 mM
Krebs-Henseleit-
’ Na,SO, (Merck) 1,2 mM geldst in ddH,0
Losung NaH,PO, 1 H,O (Merck) 2,0 mM
Glukose (Merck) 10 mM
NaHCO; (Merck) 20 mM
CaCl, (Sigma-Aldrich) 0,25 mM
S gelbst in Krebs-
Praparierlosung BDM (C4H/NO>) 20 mM o
Henseleit-Losung
0,1 uM
) Stoff-Vorratslésung 1 bzw. 11 bzw. gelést in Krebs-
Stoff-Lésung 1 uM L
(siehe Tabelle 2.4) Henseleit-Losung
bzw.
10 uM
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Tab. 2.6 Herztransplantationspatienten (DCM = Dilatative Kardiomyopathie; ICM = Ischamische

Kardiomyopathie; LVAD = Linksventrikulares Unterstutzungssystem; EF = Ejektionsfraktion)

Patient Geschlecht Alter Atiologie LVAD EF (%)
1 m 53 ICM + 14
2 m 69 ICM - 35
3 m 63 ICM + 20
4 w 50 ICM - 25
5 m 51 DCM + 20
6 w 35 Pulmonalatresie - 27
7 m 58 DCM + 10
8 m 69 DCM + 13
9 w 57 DCM + 29
10 m 66 DCM + 10
11 m 47 ICM + 22
12 m 56 ICM + 15
13 m 47 ICM - 15
14 m 42 DCM - 18
15 m 56 DCM + 20
16 m 60 ICM - 31
Tab. 2.7 Medikation der Herztransplantationspatienten
Patient | Katechol | Digitalis B- ACE- Diuretika | Nitrate Antiar-
-amine Blocker | Inhibitor rythmika
1 - - + + + -
2 - - + + + -
3 - - + + + +
4 - - + + + -
5 - - + + + +
6 + + + - + +
7 - - + + + +
8 - - + - + -
9 - - - - + -
10 - - + + + -
11 - - + + + +
12 - - + + + +
13 + - + - + -
14 - + + + + +
15 - - + + + -
16 - - + + + +
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3 Ergebnisse

3.1 Screening der SERCA2a-Modulatoren an Einzelzellen

Fir das Screening am Epifluoreszenz-Mikroskop wurden folgende Konzentrationen der in
Tyrode gelésten SERCAZ2a-Modulatoren untersucht: 0,1 uyM, 1 pyM und 10 pM. Die
Relaxationszeit der Zelle (RTsp) bzw. die Geschwindigkeit der Kalziumelimination aus dem

Zytosol (t ca) wurde als Maf fir die SERCA2a-Aktivitdt herangezogen.

3.1.1 ENF018
Die konzentrationsabhangige Untersuchung des SERCA2a-Modulators ENF018 ergab, dass

bei der fraktionellen Zellverkiirzung im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten
Veranderungen vorliegen. Sowohl bei ENF018 als auch bei der Kontrolle nimmt die
Kontraktilitdit der Zellen, normalisiert auf die durchschnittliche Kontraktilitdt unter
Ausgangsbedingungen mit Normaltyrode (NT), uber den Zeitraum des Versuches
kontinuierlich ab. Tendenziell ist bei 1 yM eine verringerte Zellverkiirzung gegenuber der
Kontrolle zu beobachten.

Die Amplituden der Ca?-Transienten nehmen mit steigender Konzentration zunehmend und
im Vergleich zur Kontrollgruppe starker ab. Bei 10 yM des SERCA2a-Modulators ENF018
betragt die Ca**-Amplitude F/F, in Prozent des Ausgangswertes bei Normaltyrode 56,4% =+
6,3% wahrend sie bei der Kontrolle 82,2% * 6,4% betragt. Damit ist die Ca**-Amplitude bei
10 uM im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (p=0,02).

Die statistische Untersuchung des Relaxationsverhaltens von ENF018 ergibt im Vergleich
zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. In beiden Gruppen bleibt die RTsy bei allen
Konzentrationen in etwa konstant. Sehr ahnlich verhalt sich der Abfall der Ca**-Transienten.
Auch hier sind kaum Unterschiede zwischen den Abfallsexponenten t von ENF018 und der
Kontrolle feststellbar (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Screeningergebnisse von ENF018 (n=6) vs. Kontrolle (n=6)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer
Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT;

* Signifikanz mit p=0,02 zwischen ENF018 und Kontrolle
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3.1.2 ENGO020

Wie Abb. 3.2 zeigt, ist bereits in den Originalregistrierungen bei steigender Konzentration
des SERCA2a-Modulators ENGO020 eine zunehmend beeintrachtigte Kontraktilitat der Zellen

im Vergleich zur Kontrolle erkennbar.
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Abb. 3.2 Exemplarische Originalregistrierung der normalsierten Zellverkirzung einer ENG020- Zelle

(A) und einer Kontroll-Zelle (B) unter Stimulation von 2 Hz

Wahrend die Zellverkirzung bei den Konzentrationen 0,1 yM und 1 pM im Vergleich zur
Kontrollgruppe nur leicht abnimmt (p=n.s.), ist sie bei der héchsten Konzentration von 10 pM
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert (p=0,02).

Ein &hnliches Bild zeigt sich bei den Amplituden F/F, der Ca*-Transienten: Der
konzentrationsabhdngige Vergleich der Ca®-Amplituden zeigt signifikant reduzierte
Amplituden bei hdéchster und mittlerer Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (10 pM:
p=0,001; 1 yM: p=0,02).

In dem Relaxationsverhalten der Zellen sind beim Vergleich der RTs, keine signifikanten
Unterschiede zwischen der ENG020- und der Kontrollgruppe feststellbar. Tendenziell ist
eine geringe Beschleunigung der Relaxation bei 1 yM ENG 020 im Vergleich zur Kontrolle zu
beobachten (p=n.s.). Auch in der Betrachtung der Abfallsexponenten t der Ca®*- Amplituden
ergeben sich keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen. In der Tendenz ist die
Kalziumelimination aus dem Zytosol bei mittlerer und hdchster Konzentration im Vergleich

zur Kontrolle verlangsamt (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 Screeningergebnisse von ENG020 (n=6) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca”*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”*-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer
Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT;

* Signifikanz mit p<0,02 zwischen ENG 020 und Kontrolle

3.1.3 ENHO036

Wahrend die fraktionelle Zellverkirzung bei niedrigster Konzentration des SERCAZ2a-
Modulators ENHO036 (0,1 pM) noch nahezu unbeeinflusst bleibt, sinkt sie bei hdchster
Konzentration (10 uM) auf 0,5% + 0,3% des Ausgangswertes bei Normaltyrode ab. Dieser
eindeutig negativ inotrope Effekt bei 10 uM ist bereits in den Originalregistrierungen zu
sehen, in denen die Zellverkirzung bei den meisten Zellen auf nahezu Null sinkt. Somit zeigt
der statistische Vergleich von ENH036 und Kontrolle eine signifikant reduzierte Kontraktilitat
(p=0,001) bei 10 uM (Abb. 3.4 A).

Der negativ inotrope Effekt spiegelt sich auch in den Ca?-Transienten wider, mit im
Vergleich zur Kontrolle signifikant reduzierter Amplitude bei 10 uM (p=0,001).

Auch bei der Betrachtung der Relaxationszeit ergibt sich ein entsprechendes Bild: Bei 10 yM

ENHO036 ist die RTso im Vergleich zur Kontrolle signifikant verlangert (p=0,001). In den
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meisten Fallen war diese sogar durch die enorm kleine Zellverkirzung bei 10 uM nicht mehr
messbar. Die Abfallsexponenten 1 der Ca?-Amplituden unterscheiden sich bei allen
Konzentrationen kaum von der der Kontrollgruppe (p=n.s.). Tendenziell ist auch hier die
zytosolische Kalziumelimination bei 10 yM im Vergleich zur Kontrolle leicht verlangsamt.
Insgesamt sprechen diese Ergebnisse also eher fir eine verminderte SERCA2a-Aktivitat
durch ENHO36 bei 10 uM (Abb.3.4)
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Abb. 3.4 Screeningergebnisse von ENH036 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)

A: Relative Zellverkirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittlichen Relaxationszeit unter NT; bei 10 yM ENHO036
minimiert sich die Anzahl der berechenbaren Relaxationszeiten auf n=2, da der Grofteil der Zellen bei
10 pM nicht mehr kontrahiert; D: Relativer Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen
Abfallsexponenten unter NT; bei 10 yM ENHO036 minimiert sich die Anzahl der berechenbaren
Abfallsexponenten auf n=3;

* Signifikanz mit p=0,001 zwischen ENH036 und Kontrolle
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3.1.4 ENLOS5
Bei 0,1 uyM des SERCA2a-Modulators ENL0S5 ist im Vergleich zum Ausgangswert und zur

Kontrolle eine tendenzielle Zunahme der fraktionellen Zellverkiirzung zu sehen, die im
Vergleich zur Kontrolle aber nicht signifikant ist. Bei den darauf folgenden Konzentrationen
nimmt die Kontraktilitat bei ENLO55 wie bei der Kontrolle kontinuierlich ab.

Die Amplitude der Ca*-Transienten wird von dem SERCA2a-Modulator ENL055 kaum bis
gar nicht beeinflusst. Wie in Abb. 3.7 B dargestellt, reduziert sich die Amplitude der ENL055-
Gruppe bei steigender Konzentration in einem etwa gleichen Umfang wie die der
Kontrollgruppe.

In dem Relaxationsverhalten der Zellen sind beim Vergleich der RTs, keine signifikanten
Unterschiede zwischen der ENLO055— und der Kontrollgruppe feststellbar. Bei der
statistischen Untersuchung der Geschwindigkeit der zytosolischen Ca®*-Elimination ergeben

sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5 Screeningergebnisse von ENL055 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkiirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.5 ENLOS56
Wie in Abb. 3.6 A dargestellt, nimmt die Kontraktilitdt durch den SERCAZ2a-Modulator

ENL0O56 mit steigender Konzentration zunehmend und im Vergleich zur Kontrollgruppe
starker ab, im Vergleich zur Kontrolle aber in nicht signifikantem Umfang. Bei den Ca*'-
Amplituden F/Fy und bei der Relaxationszeit RTso sind keinerlei Unterschiede zwischen
ENLO56 und der Kontrollgruppe erkennbar. Der Abfallsexponent t nimmt mit steigender
Konzentration des Stoffes ENL056 immer mehr zu, d.h. die Kalziumelimination aus dem
Zytosol wird mit steigender Konzentration verlangsamt, im Vergleich zur Kontrolle bei allen

Konzentrationen jedoch nicht signifikant (bei 10 yM p=0,07).
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Abb. 3.6 Screeningergebnisse von ENL056 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.6 ENO107

Die Kontraktilitdt der Zellen nimmt mit steigender Konzentration des SERCA2a-Modulators
ENO107 zu. Allerdings weist diesbezuglich der statistische Vergleich zwischen ENO107 und
der Ausgangssituation mit Normaltyrode sowie der Vergleich mit der Kontrolle mittels 2-
Wege-ANOVA aufgrund der hohen Variabilitét, die sich in den Standardfehlern darstellt,
keine signifikanten Unterschiede auf. Die Betrachtung der Ca®*-Amplituden F/F, ergibt keine
signifikanten Unterschiede zwischen ENO107 und der Kontrollgruppe. Allenfalls ist eine
tendenzielle Reduktion der Amplituden bei 0,1 yM und 1 yM ENO107 im Vergleich zur
Kontrolle erkennbar. Die statistische Untersuchung des Relaxationsverhaltens von ENO107
ergibt im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. In der ENO107-Gruppe
bleibt die RTso bei allen Konzentrationen in etwa konstant, bei 0,1 uyM ist sie im Vergleich zur
Kontrolle tendenziell leicht beschleunigt, bei 10 uM hingegen verlangsamt. Der Abfall der
Ca?-Transienten ist bei héchster ENO107-Konzentration (10 uM) gegeniiber der Kontrolle
ebenfalls leicht verlangsamt, jedoch in nicht signifikantem Ausmaf (Abb.3.7).
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Abb. 3.7 Screeningergebnisse von ENO107 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkiirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.7 ENO114
Wahrend bei niedrigster und mittlerer Konzentration (0,1 yM bzw. 1 yM) des SERCA2a-

Modulators ENO114 noch keine eindeutigen Veranderungen der fraktionellen Zellverkirzung
zu sehen sind, nimmt diese bei der 10 yM-Lésung im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu
(p=0,01). Dieser positiv inotrope Effekt bei 10 pM ist bereits optisch in den Original-
registrierungen festzustellen. In der unten stehenden Abbildung 3.8 sind zwei exemplarische
Originalaufzeichnungen der Zellverkiirzung bei 10 uM dargestellt. Bei 10 yM des SERCA2a-
Modulators ENO114 betragt die fraktionelle Zellverkiirzung in Prozent des Ausgangswertes
bei Normaltyrode 149,8% + 14,4%, wahrend sie bei der Kontrolle 87,4% * 13,8% betragt.
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Abb. 3.8 Examplarische Originalregistrierung der normalsierten Zellverkiirzung einer ENO114 - Zelle
(A) und einer Kontroll-Zelle (B) unter Stimulation von 2 Hz

Bemerkenswerter Weise wurden 3 der 8 gemessenen Zellen unter héchster ENO114 -
Konzentration von 10 yM kurzzeitig arrhythmisch, wie Abb. 3.9 exemplarisch zeigt.
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Die Amplitude der Ca®-Transienten wird von dem SERCAZ2a-Modulator ENO114 nicht
signifikant beeinflusst, tendenziell ist der Ca®*-Transienten bei 10 uM etwas gréRer als bei

der Kontrolle.
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Die Relaxationszeit RTsq bleibt bei allen Konzentrationen von ENO114 konstant, im Vergleich
zur Kontrolle ist allenfalls eine leichte Verlangsamung mit zunehmender Konzentration zu
sehen. Auch beziglich der Geschwindigkeit der zytosolischen Kalziumelimination 1 gibt es
keine signifikanten Unterschiede zwischen Stoff und Kontrolle. Tendenziell ist der
Abfallsexponent t bei 1 yM und 10 pM ENO114 etwas gréRer als bei der Kontrolle, d. h. die

zytosolische Kalziumelimination leicht verlangsamt (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10 Screeningergebnisse von ENO114 (n=8) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer
Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT;

* Signifikanz mit p=0,01 zwischen ENO114 und Kontrolle
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3.1.8 ENO166
Wie aus Abb. 3.11 A ersichtlich, zeigt der SERCA2a-Modulator ENO166 weder einen Effekt

auf die Kontraktilitait noch auf die Ca®-Transienten der Zellen. Im Vergleich zur

Kontrollgruppe liegen bezilglich dieser Messgrofien keine signifikanten Veranderungen vor.

Die statistische Untersuchung des Relaxationsverhaltens von ENO166 ergibt im Vergleich
zur Kontrolle weder tendenzielle noch signifikante Unterschiede. Der Abfall der Ca*'-
Amplituden ist bei héchster ENO166-Konzentration (10 uM) tendenziell langsamer als der

der Kontrolle, mit p=0,16 allerdings nicht signifikant.
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Abb. 3.11 Screeningergebnisse von ENO166 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.9 ENO 185
Bei 0,1 uM und 1 yM des SERCA2a-Modulators ENO185 ist im Vergleich zum Ausgangswert

und zur Kontrolle eine tendenzielle Zunahme der fraktionellen Zellverkirzung zu sehen, die
im Vergleich zur Kontrolle aber jeweils nicht signifikant ist. Bei der Betrachtung der Ca?*-
Amplituden F/F, fallt auf, dass diese bei 1 yM und 10 yM ENO185-L6sung im Vergleich zur
Kontrolle zunehmen, jedoch nicht signifikant (bei 10 uM p=0,07).

In der Tendenz ist die Relaxationszeit RT5, bei 1 yM und 10 uM gegenuber der Kontrolle
etwas verlangert. Ebenso ist die zytosolische Ca?-Elimination bei 10 uM im Vergleich zur
Kontrolle tendenziell verlangsamt (p=n.s.), erkennbar am vergréRerten Abfallsexponenten t
(Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Screeningergebnisse von ENO185 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3 Ergebnisse

3.1.10 ENO187

Der SERCA2a-Modulator ENO187 zeigt weder einen Effekt auf die Kontraktilitdt noch auf die
Ca*-Transienten der Zellen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe liegen beziiglich dieser
MessgroRen keine signifikanten Veranderungen vor.

Auch die statistische Untersuchung des Relaxationsverhaltens und des Abfalls der Ca?*-
Amplituden ergeben im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. Allenfalls ist

bei beiden Messgrofien eine minimale Verlangsamung erkennbar.
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Abb. 3.13 Screeningergebnisse von ENO187 (n=6) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.11 ENO207
Die konzentrationsabhangige Untersuchung des SERCA2a-Modulators ENO207 ergab, dass

bei der fraktionellen Zellverkiirzung und bei den Ca®*-Transienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine signifikanten Veranderungen vorliegen. Sowohl bei ENO207 als auch
bei der Kontrolle nehmen beide MessgréRRen Uber den Zeitraum des Versuches kontinuierlich
und in etwa gleichem Umfang ab.

Auch beziiglich der Relaxationszeit RTs, und des Ca?-Abfall-Exponenten t sind keine

Veranderungen nachweisbar.
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Abb. 3.14 Screeningergebnisse von ENO207 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkiirzung unter NT; B: Relative
Ca”*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”*-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.12 ENO209
Wie aus Abb. 3.15 ersichtlich, bewirkt der SERCA2a-Modulator ENO209 hinsichtlich der

Kontraktilitat und der Ca®*-Amplituden der Zellen keine signifikanten Anderungen im
Vergleich zur Kontrolle.

Auch die Relaxationszeit der Zellen bleibt von ENO209 unbeeinflusst, ohne signifikante
Unterschiede zur Kontrollgruppe. Der Abfallsexponent t der Ca?'- Amplituden ist bei mittlerer
und héchster ENO209-Konzentration (1 pM und 10 yM) tendenziell groRer als die der
Kontrolle, d. h. die Kalziumelimination unter ENO209 etwas langsamer, statistisch jedoch in

nicht signifikantem Umfang.
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Abb. 3.15 Screeningergebnisse von ENO209 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.13 GPZ000876
Der SERCA2a-Modulator GPZ000876 bewirkt hinsichtlich der Kontraktilitat der Zellen keine

signifikanten Anderungen im Vergleich zur Kontrolle.
Auch bei der Untersuchung der Ca®-Amplituden, der Relaxationszeit RTs, und der
zytosolischen Kalziumelimination ergeben sich, wie in Abb. 3.16 dargestellt, keine

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 3.16 Screeningergebnisse von GPZ000876 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer
Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.14 GPZ001441
Wie aus Abb. 3.17 ersichtlich, zeigt der SERCA2a-Modulator GPZ001441 weder einen Effekt

auf die Kontraktilitait noch auf die Ca®-Transienten der Zellen. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe liegen bezilglich dieser Messgrofien keine signifikanten Veranderungen vor.

In gleicher Weise verhalten sich die Relaxationszeit und der Abfall der Ca®*- Amplituden:
Beide Messgrofien bleiben von GPZ001441 unbeeinflusst, ohne signifikante Unterschiede
zur Kontrollgruppe. Tendenziell ist die Relaxation bei 10 yM gegenuber der Kontrolle etwas

verlangsamt.
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Abb. 3.17 Screeningergebnisse von GPZ001441 (n=7) vs. Kontrolle (n=7)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer
Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.15 GPZ003362
Im Vergleich zur Kontrolle zeigt der SERCA2a-Modulator GPZ003362 bei allen

Konzentrationen eine tendenzielle Zunahme der Kontraktilitdt, aufgrund der hohen
Standardfehler ist diese bei allen Konzentrationen jedoch nicht signifikant.

Die Amplitude der Ca?-Transienten wird von dem SERCA2a-Modulator GPZ003362 in
keiner Weise beeinflusst. Wie in Abb. 3.18 B dargestellt, reduziert sich die Amplitude der
GPZ003362-Gruppe bei steigender Konzentration in gleichem Umfang wie die der
Kontrollgruppe.

Auch in der Relaxationszeit RTsy und der Geschwindigkeit der zytosolischen
Kalziumelimination zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen zwischen GPZ003362
und Kontrolle. In der Tendenz ist die Kalziumelimination bei allen Konzentrationen des

Stoffes GPZ003362 im Vergleich zur Kontrolle minimal beschleunigt.
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Abb. 3.18 Screeningergebnisse von GPZ003362 (n=7) vs. Kontrolle (n=6)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkiirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.16 GPZ006800
Wie in Abb. 3.19 A dargestellt, nimmt die Kontraktilitdt durch den SERCAZ2a-Modulator

GPZ006800 mit steigender Konzentration zunehmend und im Vergleich zur Kontrollgruppe
starker ab, jedoch in nicht signifikantem Umfang.

Die Amplituden der Ca*-Transienten dagegen nehmen im Verlauf des Versuches weniger
ab als die der Kontrollgruppe. Im statistischen Vergleich weisen beide Gruppen beziiglich
dieser Messgrolie jedoch keine signifikanten Unterschiede auf.

Beim Vergleich der RTs, sind zwischen SERCA2a-Modulator und Kontrolle keine
tendenziellen und signifikanten Unterschiede feststellbar.

Der Abfallsexponent t der Ca?- Amplituden ist bei allen Konzentrationen von GPZ006800
groRer als der der Kontrolle, d. h. die Kalziumelimination tendenziell verlangsamt, statistisch

jedoch ohne Signifikanz.
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Abb. 3.19 Screeningergebnisse von GPZ006800 (n=6) vs. Kontrolle (n=6)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.17 GPZ007738
Die konzentrationsabhangige Untersuchung des SERCA2a-Modulators GPZ007738 ergab,

dass er weder einen Effekt auf die Kontraktilitit noch auf die Ca**-Transienten der Zellen
zeigt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe liegen beziglich dieser Messgrofien keine
signifikanten Veranderungen vor.

Auch die statistische Untersuchung des Relaxationsverhaltens und des Abfalls der Ca?*-
Amplituden ergeben im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. Beide
MessgroBen weisen eher auf eine tendenziell geringere SERCAZ2a-Aktivitat unter
GPZ007738 hin als unter Kontrolle, wie Abb. 3.20 zeigt, wie oben beschrieben jedoch ohne

Effekt auf Kontraktilitat und Ca®*-Transienten.
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Abb. 3.20 Screeningergebnisse von GPZ007738 (n=7) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Zellverkiirzung in Prozent der durchschnittlichen Zellverkirzung unter NT; B: Relative
Ca’*-Transienten in Prozent des durchschnittichen Ca”’-Transienten unter NT; C: Relative
Relaxationszeit in Prozent der durchschnittichen Relaxationszeit unter NT; D: Relativer

Abfallsexponent in Prozent des durchschnittlichen Abfallsexponenten unter NT; Signifikanzen: keine
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3.1.18 Zusammenfassung des Screenings

Aufgrund der Zielsetzung dieser Arbeit, einen womdglich geeigneten Stoff zur Behandlung
der Herzinsuffizienz zu finden, wurden diejenigen SERCAZ2a-Modulatoren, die eine Tendenz
zur positiven Inotropie zeigten, hinsichtlich ihrer Auswirkung auf den SR-Kalziumgehalt und
auf Muskelzellverbdnde naher untersucht. Zu den tendenziell positiv inotropen SERCA2a-
Modulatoren zahlen ENL055, ENO107, ENO114, ENO185, ENO209 und GPZ003362.

3.2 Einfluss auf den SR Ca?'-Gehalt

Zur direkten Messung des SR Ca?-Gehaltes mittels lokaler Koffein-Applikation wurde
diejenige Konzentration des SERCA2a-Modulators gewahlt, bei der die positive Inotropie in

den Versuchen zuvor am deutlichsten ausgepragt war.

3.2.1 ENLO55
Wie aus Abb. 3.21 ersichtlich, fallt die koffeininduzierte Ca®*-Amplitude bei ENL055 etwas

kleiner aus als bei der Kontrolle, im statistischen Vergleich jedoch nicht signifikant.
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Abb 3.21 Auswirkungen von ENL055 auf den SR Ca®*-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten
A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=16) und
ENLO55 (n=11); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca’*-Transienten nach Koffein-

Applikation; Signifikanzen: keine
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3.2.2 ENO107

Die Amplitude der Koffein-induzierten Ca*-Transienten ist bei ENO107 groRer als bei der

Kontrolle, jedoch nicht signifikant, wie der Abb. 3.22 zu entnehmen ist.
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Abb 3.22 Auswirkungen von ENO107 auf den SR Ca**-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten
A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=11) und
ENO107 (n=13); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca’*-Transienten nach Koffein-

Applikation; Signifikanzen: keine

3.2.3 ENO114
Die Amplitude der Koffein-induzierten Ca?*-Transienten nimmt durch ENO114 tendenziell zu,

im Vergleich zur Kontrolle jedoch ohne signifikantes Niveau.
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Abb 3.23 Auswirkungen von ENO114 auf den SR Ca**-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten
A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=14) und
ENO114 (n=15); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca’*-Transienten nach Koffein-

Applikation; Signifikanzen: keine
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3.2.4 ENO185

Die Koffein-induzierten Ca*-Amplituden fallen bei ENO185 und der Kontrolle etwa gleich
grold aus, wie aus Abb. 3.24 ersichtlich.
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Abb 3.24 Auswirkungen von ENO185 auf den SR Ca**-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten
A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=12) und
ENO185 (n=12); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca’*-Transienten nach Koffein-

Applikation; Signifikanzen: keine

3.2.5 ENO209

Die Koffein- induzierten Ca?-Amplituden beider Gruppen unterscheiden sich kaum.

Tendenziell ist die Amplitude durch ENO209 gegenlber der Kontrolle minimal vergrofert.
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Abb 3.25 Auswirkungen von ENO209 auf den SR Ca**-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten
A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=14) und
ENO209 (n=10); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca’*-Transienten nach Koffein-

Applikation; Signifikanzen: keine
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3.2.6 GPZ003362

Die Koffein-induzierte Ca®*-Amplitude ist unter GPZ003362 tendenziell etwas gréRer als die

der Kontrolle, jedoch nicht signifikant, wie aus Abb. 3.26 ersichtlich.
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Abb 3.26 Auswirkungen von GPZ003362 auf den SR Ca”*-Gehalt von Ratten-Kardiomyozyten

A: Mittelwerte der koffeininduzierten Ca2+—Transienten—AmpIitude F/Fo von Kontrolle (n=10) und
GPZ003362 (n=11); B: Reprasentative Originalregistrierung der Ca**-Transienten nach Koffein-
Applikation; Signifikanzen: keine

3.3 Einfluss auf humane Muskelzellverbande

Um die SERCA2a-Modulatoren auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf menschliches
Herzmuskelgewebe einerseits und auf Zellverbdnde andererseits zu untersuchen, wurden
mit ihnen Muskelstreifenexperimente durchgefiihrt, und 2zwar in den gleichen
Konzentrationen wie auch schon bei den Epifluoreszenz-Messungen: 0,1 yM, 1 uM und 10
MM. Zur Charakterisierung der Effekte wurden die entwickelte Kraft und die Zeit vom

Kraftmaximum bis zu 50% der Relaxation (RTsp) herangezogen.

3.3.1 ENLOS5

Wie aus Abb. 3.27 ersichtlich, nimmt die entwickelte Kraft in Prozent der Ausgangskraft bei
ENLO55 im Verlauf zunehmend ab. Bei 10 uM ist sie im Vergleich zu Kontrolle signifikant
reduziert (p=0,03). Auch die Relaxation ist bei 10 yM im Vergleich zur Kontrolle verlangsamt,

mit p=0,06 jedoch nicht auf Signifikanzniveau.
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3.3.2 ENO107

Die entwickelte Kraft von ENO107 im Muskelstreifenexperiment zeigt im Vergleich zur

Kontrolle keinen Unterschied. Auch bezuglich der Relaxationszeiten lassen sich keine

signifikanten Unterschiede nachweisen.
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3.3.3 ENO114

Wie aus Abb. 3.29 ersichtlich, nimmt die entwickelte Kraft in Prozent der Ausgangskraft bei
ENO114 im Verlauf zunehmend und im Vergleich zur Kontrolle starker ab. Der statistische
Vergleich von Kontrolle und ENO114 ergibt diesbezlglich jedoch keine Signifikanz.

Die Relaxationszeit unter ENO114 ist bei 0,1 pM und 1 yM im Vergleich zur Kontrolle
deutlich verkirzt, bei 0,1 yM mit einer Signifikanz von p=0,01. Bei héchster Konzentration

dagegen gleichen sich die Relaxationszeiten wieder an.
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Abb. 3.29 Konzentrationsabhingige Anderung der relativen entwickelten Kraft und der
Relaxationszeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO114 (n=4) vs. Kontrolle (n=4)
A: Relative Kraft im Verhaltnis zur Ausgangskraft; B: Relative Relaxationszeit im Verhaltnis zum

Ausgangswert; Signifikanzen: keine

3.3.4 ENO185

Sowohl der Vergleich der Kraft als auch der Relaxationszeit zeigt keine signifikanten

Unterschiede zwischen ENO185 und der Kontrolle.
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Abb. 3.30 Konzentrationsabhingige Anderung der relativen entwickelten Kraft und der
Relaxationszeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO185 (n=6) vs. Kontrolle (n=4)
A: Relative Kraft im Verhaltnis zur Ausgangskraft; B: Relative Relaxationszeit im Verhaltnis zum

Ausgangswert; Signifikanzen: keine
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3.3.5 ENO209

Die entwickelte Kraft von ENO209 im Muskelstreifenexperiment zeigt im Vergleich zur
Kontrolle keinen Unterschied. Tendenziell ist sie bei hochster Konzentration von 10 yM
minimal kleiner als die der Kontrolle. Auch die Relaxationszeit zeigt im Vergleich zur
Kontrolle keine signifikanten Unterschiede, tendenziell ist sie bei 0,1 yM und 10 uM leicht

verkurzt.
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Abb. 3.31 Konzentrationsabhzangige Anderung der relativen entwickelten Kraft und der
Relaxationszeit im Muskelstreifenexperiment durch ENO209 (n=4) vs. Kontrolle (n=3)
A: Relative Kraft im Verhaltnis zur Ausgangskraft; B: Relative Relaxationszeit im Verhaltnis zum

Ausgangswert; Signifikanzen: keine
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3.3.6 GPZ003362
In den Muskelstreifenexperimenten mit dem SERCAZ2a-Modulator GPZ003362 zeigte sich

bei niedrigster Konzentration von 0,1 pM eine signifikante Zunahme der entwickelten Kraft
mit p=0,05, wie Abb. 3.32 zeigt. Wahrend die Kraft in Prozent zur Ausgangskraft bei 0,1 yM
unter GPZ003362 auf 101,1 % = 5,4 % minimal ansteigt, fallt diese unter Kontrolllésung auf
93,2 + 8,5 % ab. Die Relaxation ist tendenziell bei allen Konzentrationen des SERCAZ2a-

Modulators leicht verlangert, im statistischen Vergleich zur Kontrolle jedoch nicht signifikant.
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Abb. 3.32 Konzentrationsabhiangige Anderung der relativen entwickelten Kraft und der
Relaxationszeit im Muskelstreifenexperiment durch GPZ003362 (n=8) vs. Kontrolle (n=8)

A: Relative Kraft im Verhaltnis zur Ausgangskraft; B: Relative Relaxationszeit im Verhaltnis zum
Ausgangswert; * Signifikanz mit p=0,05 zwischen GPZ003362 und Kontrolle
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer Auswahl von potentiellen SERCA2a-
Modulatoren auf die Aktivitit der Myokard-spezifischen sarkoplasmatischen Ca®*-ATPase
untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf einer qualitativen Untersuchung der Relaxation
und der Ca?*-Extrusion aus dem Zytosol als direkte Parameter der SERCA2a-Funktion. Als
indirekte Funktionsparameter der SERCA2a wurden die Zellkontraktilitat, die Ca®-
Transienten-Amplitude und der SR Ca®*-Gehalt gemessen.

Eine Steigerung der SERCAZ2a-Aktivitat wirde erwartungsgemall zu einer beschleunigten
Ca?-Extrusion aus dem Zytosol und konsekutiv zu verkiirzten Relaxationszeiten fiihren.
Folglich kénnte es sekundéar zu einer stirkeren Ca**-Beladung des SR und damit zu einer
erhdhten SR Ca?*-Ausschiittung pro Exzitationszyklus mit daraus resultierender Steigerung
von Ca?-Transienten und Kontraktilitdit kommen. Derartige Veranderungen durch eine
erhdhte SERCAZ2a-Aktivitdt konnten bereits durch mehrere Studien mittels Gen-
therapeutischer Uberexpression der SERCA2a belegt werden. Ein adenoviraler Gentransfer
der SERCAZ2a fihrte in Tiermodellen sowohl zu einer erhéhten Kontraktilitat und verkirzten
Relaxationszeit als auch zu einer erhdhten Kalziumamplitude und einem beschleunigten
Kalziumabfall (Hajjar et al. 1997; Baker et al. 1998; Meyer und Dillmann 1998; Yao et al.
1998; Muller et al. 2003; Maier et al. 2005). Entsprechend konnten auch in Herzinsuffizienz-
Modellen verbesserte Pumpfunktionen und erhéhte Relaxationsgeschwindigkeiten bestatigt
werden, sowohl in Tiermodellen (Miyamoto et al. 2000; Muller et al. 2003; Byrne et al. 2008;
Fu et al. 2008; Kawase et al. 2008; Mi et al. 2009; Mariani et al. 2011; Xin et al. 2011) als
auch in Versuchen mit isolierten Myozyten aus humanen, terminal insuffizienten Herzen (Del
Monte et al. 1999). Neben diesen Studien zu gesteigerter Kontraktilitdt durch Gentransfer
wurde in den letzten Jahren auch ein neuer positiv inotroper Wirkstoff namens Istaroxime
(PST2744) entwickelt, der einerseits seine Wirkung ahnlich den Digitalis-Praparaten tber
eine Hemmung der Na'/K*-ATPase entfaltet, aber zusatzlich auch die SERCA2a stimulieren
soll (Micheletti et al. 2002; De Munari et al. 2003; Rocchetti et al. 2005; Mattera et al. 2007;
Sabbah et al. 2007). In allen genannten Studien konnte erwartungsgemafl neben einer
Verbesserung der systolischen Funktion und teilweise der diastolischen Funktion auch eine
Beschleunigung der Relaxationszeit und/oder des Kalziumabfalls gezeigt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SERCA2a-Modulatoren wiesen bezlglich der
genannten Parameter deutliche Unterschiede auf. Aufgrund des Uibergeordneten Ziels dieser
Arbeit, eine neue Therapieoption fir die Behandlung der chronischen Herzinsuffizienz, d. h.
ein neues potentielles Inotropikum, zu finden, werden die SERCAZ2a-Modulatoren im

Folgenden nach ihrem Einfluss auf die Kontraktilitdt gruppiert diskutiert.
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4.1 Positiv inotrope SERCA2a-Modulatoren
4.1.1 ENO114

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass ENO114 im fluoreszenzoptischen
Versuch mit Kardiomyozyten aus Rattenherzen eine signifikant erhdhte Kontraktilitat bei
hochster untersuchter Konzentration von 10 uM bewirkt. Interessanterweise kam es bei 3 der
8 gemessenen Zellen unter héchster Konzentration kurzzeitig zu Arrhythmien. Sowohl eine
Beschleunigung der Ca?-Extrusion (gemessen als Abfallsexponent 1) als auch der
Relaxationszeit konnten in der ersten Versuchsreihe mit Rattenherzzellen jedoch nicht
nachgewiesen werden. Es zeigte sich lediglich ein im Trend erhéhter Koffein-induzierter
Ca?-Transient als Ausdruck fiir einen erhéhten Kalziumgehalt des SR.

Ein erhdhter SR Ca®*-Gehalt kann in diesem Fall die Ursache fiir die beschriebenen
Arrhythmien der Ratten-Kardiomyozyten sein. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass eine
Ca®*-Uberladung des SR ab einer bestimmten Schwelle zu diastolischen
Kalziumentladungen fihren kann — messbar als sog. Kalzium-Sparks, die eine erhéhte
Offnungswahrscheinlichkeit der Ryanodinrezeptoren widerspiegeln. Spontane SR-
Kalziumentladungen sind dabei wahrscheinlich die wichtigste Grundlage fur die Entstehung
arrhythmogener spater Nachdepolarisationen. Infolge kurzzeitiger Erhoéhung des
Kalziumgehaltes im Zytosol kommt es zu einem vorlibergehenden Kalzium-abhangigen
Einstrom von Na'-lonen Uber den NCX (Incx) in die Zelle, der folglich zur spontanen
Membrandepolarisation fihren kann (Satoh et al. 1997; Schlotthauer und Bers 2000;
Pogwizd et al. 2001). Insofern kénnen die spontan aufgetretenen Arrhythmien als ein
Hinweis fiir eine Ca®*-Uberladung des SR angesehen werden und somit indirekt darauf
hinweisen, dass ENO114 die SERCA2a-Funktion tatsachlich stimuliert und konsekutiv zu
einer erhéhten SR Ca?*-Beladung fiihrt. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch eine Studie,
in der eine Gen-therapeutische Uberexpression der SERCA2a am Modell der Ratte ebenfalls
zu vermehrten Arrhythmien fiihrte (Chen et al. 2004). Dem gegenuber stehen jedoch
neueste widersprichliche Ergebnisse, die eine Reduktion ventrikularer Arrhythmien durch
SERCAZ2a-Uberexpression beschreiben (Lyon et al. 2011; Cutler et al. 2012). Allerdings
scheinen letztere Ergebnisse aufgrund der Durchfihrung an Herzinsuffizienzmodellen — und
nicht wie in dieser Arbeit an gesunden Rattenzellen — nur eingeschrankt vergleichbar.
Passend zum leicht erhéhten SR Ca®-Gehalt im Einzelzellexperiment wird am
Muskelstreifen aus herzinsuffizienten humanen Herzen die Relaxationszeit bei minimaler
Konzentration von 0,1 uM signifikant verkirzt, was ebenfalls auf eine Steigerung der
SERCAZ2a-Aktivitat hinweisen kdnnte.

Im deutlichen Kontrast der positiv inotropen Wirkung im Einzelzellexperiment steht jedoch
das Ergebnis einer unveranderten bzw. in der Tendenz verminderten Kraft mit steigender

Konzentration im Muskelstreifenexperiment.
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Die divergierenden Ergebnisse einer erhohten Kontraktilitdt der Rattenzellen einerseits und
der unveranderten bzw. verminderten Kraft der humanen insuffizienten Muskelstreifen
andererseits kdnnen vielfaltiger Natur sein, lassen sich aber moglicherweise am ehesten
aufgrund der Unterschiede zwischen gesunden versus insuffizienten Kardiomyozyten
erklaren:

Mehrere Studien konnten in den vergangenen Jahren zeigen, dass bei Herzinsuffizienz ein
erhdhtes RyR-abhangiges diastolisches SR Ca?*-Leck vorliegt, das neben einer veranderten
SERCA2a- und NCX-Aktivitdt zu einer Reduktion des SR Ca®-Gehaltes und somit zur
kontraktilen Dysfunktion bei Herzinsuffizienz beitragt (Shannon et al. 2003; Belevych et al.
2007). Es wird angenommen, dass solch ein erhdhtes diastolisches SR Ca**-Leck durch eine
vermehrte Phosphorylierung des RyR bedingt ist. Dieses entsteht infolge der bei
Herzinsuffizienz gesteigerten B-adrenergen Stimulation (Marx et al. 2000) und erhdhten
Expression und Aktivitat der Ca®*-/Calmodulin-abhédngigen Proteinkinase Il (CaMKII), eines
Enzyms, das neben anderen Zielproteinen auch den RyR im herzinsuffizienten Myokard
hyperphosphoryliert (Maier et al. 2003; Ai et al.2005; Curran et al. 2007; Sossalla et al.
2010). Auch fur die in dieser Arbeit verwendeten terminal insuffizienten Muskelstreifen kann
eine Hyperphosphorylierung des RyR und somit ein erhdhtes diastolisches SR Ca?*-Leck
angenommen werden. Moglicherweise hat damit eine verstarkte Ca?-Aufnahme ins SR im
humanen terminal insuffizienten Myokard keinen wesentlichen Einfluss auf den SR Ca®'-
Gehalt, da das Ca®* im Sinne eines Kurzschlusses das SR in der Diastole {iber die undichten
RyR wieder verlassen kann.

Zur Erlauterung der unveranderten bzw. tendenziell verminderten Kontraktilitat am
insuffizienten Myokard sind weiterhin die Unterschiede in der SERCA2a- und NCX-
Expression zu verdeutlichen: Wahrend in Rattenzellen in der Diastole das im Zytosol
befindliche Kalzium zu tGber 90% Uber die SERCA2a sequestriert wird (Hove-Madsen und
Bers 1993), tragen in terminal insuffizienten menschlichen Herzzellen SERCA2a und NCX
fast gleichermallen zur diastolischen Kalziumelimination bei (Studer et al. 1994, Flesch et al.
1996, Bers et al. 2002). Zum einen ist dieser Unterschied Spezies-bedingt, da am gesunden
humanen Herzen wahrend der Diastole etwa 70% des intrazellularen Kalziums in das SR
beférdert werden (Maier und Bers 2002). Zum anderen wird als zusatzlicher Faktor bei
Herzinsuffizienz die SERCA2a deutlich schwacher (Mercadier et al. 1990; Hasenfuss et al.
1994; Studer et al. 1994; Meyer et al. 1995) und der NCX starker exprimiert (Studer et al.
1994, Flesch et al. 1996, Bers et al. 2002) als im gesunden Herzen.

Tatsachlich konnten Mackiewicz und Lewartowski 2008 an Herzmuskelzellen von
Meerschweinchen zeigen, dass der Effekt eines SR Ca?-Lecks auf die Myozyten-
Kontraktilitat von der NCX-Aktivitdt abhangig ist. Bei erhdhter NCX-Aktivitat wird das aus

dem SR ,leckende® Kalzium vermehrt aus der Zelle transportiert. Dieser Netto-Verlust an
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Kalzium fuhrt folglich zu einer verminderten Kontraktilitdt, da weniger Kalzium fur die nachste
Kontraktion zur Verfigung steht.

Zusammengefasst konnte der Effekt einer unveranderten bis verminderten Kontraktilitat am
humanen insuffizienten Myokard trotz potentiell erhdhter SERCA2a-Aktivitdt durch ENO114
auf ein erhdhtes SR Ca®*-Leck bei ebenfalls erhdhter NCX-Funktion zuriickzufilhren sein.
Andersherum entsteht die positive Inotropie im Einzellzellexperiment mit gesunden
Kardiomyozyten der Ratte vermutlich durch eine gesteigerte SERCAZ2a-Funktion ohne
gleichzeitigen Netto-Ca**-Verlust.

Im Widerspruch zu dieser Theorie scheinen jedoch neueste Ergebnisse mittels Gen-
therapeutischer SERCA2a-Uberexpression zu stehen: Sowohl Lyon et al. 2011 als auch
Cutler et al. 2012 konnten zeigen, dass eine Uberexpression der SERCA2a am
Herzinsuffizienzmodell zu einem verminderten SR Ca?*-Leck filhrt. Mdglicherweise ist die
Ursache dieser gegenteiligen Ergebnisse bzw. Hypothesen in den unterschiedlichen
Versuchsbedingungen und den Spezies-Unterschieden zu finden: Wahrend in den beiden
genannten Studien sowohl In vivo-Daten als auch Ex vivo-Einzelzell-Daten an einem Herz-
insuffizienzmodell der Ratte bzw. des Meerschweinchens verwendet wurden, wurden im
Rahmen dieser Arbeit Ex vivo-Ergebnisse anhand insuffizienter Muskelzellverbande von
humanen Herzen erhoben. Zudem birgt die Verwendung einer Substanz-bedingten
SERCAZ2a-Stimulation versus einer SERCA2a-Aktivitatssteigerung mittels Uberexpression
weitere Moglichkeiten unterschiedlicher Wirkungen bzw. Ergebnisse in sich.

Ferner kommt eine weitere Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse in dieser Arbeit, d.
h. positive Inotropie im Ratten-Modell und unveranderte Kontraktilitat im humanem
Herzinsuffizienzmodell, in Frage: Die Diskrepanz der Ergebnisse kdénnte durch die
unterschiedlichen Versuchsmethoden - Einzelzellen versus Zellverbande - bedingt sein.
Verlangerte Diffusionsstrecken sowie fibrosierte Areale im Muskelzellverband sind Beispiele
fur eine mdgliche Ursache von veranderten Effekten der SERCA2a-Modulatoren am
insuffizienten Myokard.

Aufgrund des nicht eindeutigen Einflusses von ENO114 auf den Kalzium-Haushalt muss
auflerdem eingeraumt werden, dass mdgliche Off-Target-Effekte entweder zusatzlich oder
unabhangig von der SERCA2a-Modulation zu der erhéhten Kontraktilitat im
Einzelzellexperiment der Ratte fuhren. Als mdglicher Off-Target-Effekt von ENO114 ist eine
Erhdéhung der Kalziumsensitivitdt der Myofilamente denkbar. Auf diese Weise lieRRe sich die
gesteigerte Kontraktilitat ohne gleichzeitige Erhdhung der Ca®*-Transienten erklaren, wie es
vergleichsweise fiir die Ca?-Sensitizer EMD 57033 und CGP 48506 sowie den Myosin-
Aktivator Omecamtiv Mecarbil beschrieben worden ist (Herzig et al. 1996; Brixius et al. 2002;
Endoh 2008; Teerlink 2009). Allerdings ware dann im Muskelstreifenexperiment unter solch

einem Wirkmechanismus ebenfalls eine positive Inotropie zu erwarten.
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Insgesamt bleibt die Wirkungsweise von ENO114 zunachst noch spekulativ. Tatsache bleibt
jedoch, dass ENO114 im fluoreszenzoptischen Versuch mit Rattenzellen eine signifikant
erhdhte Kontraktilitdt bewirkt und somit ein interessanter Wirkstoff fur kommende

Untersuchungen bleibt.

4.1.2 GPZ003362
Die vorliegenden Daten zeigen, dass der SERCA2a-Modulator GPZ003362 sowohl im

Einzelzell- als auch im Muskelstreifenexperiment einen positiv inotropen Effekt aufweist.
Dieser kann durch eine Steigerung der SERCA2a-Funktion bedingt sein, da GPZ003362
sowohl jeweils in der Tendenz zu einer Beschleunigung des zytosolischen Kalziumabfalls als
auch zu einer Steigerung des Koffein-induzierte Ca®-Transienten als Hinweis fiir einen
erhdhten SR Ca?*-Gehalt fiihrt. Paradoxerweise kann ein Einfluss auf die Ca?*-Transienten-
Amplitude und die Relaxationszeiten in beiden Versuchsreihen nicht nachgewiesen werden.
Der Nachweis unveranderter Kalziumtransienten trotz erhdhter SERCA2a-Aktivitat ist
vergleichbar mit den Ergebnissen von Reilly et al. 2001 an einem Ratten-Modell, die zeigten,
dass eine Uberexpression der SERCA2a zwar zu einer Beschleunigung des Kalziumabfalls,
nicht aber zu erhdhten Kalziumtransienten filhren. Dem gegeniber stehen allerdings
mehrheitlich Studien mit erhéhten Kalziumtransienten durch Gen-therapeutische SERCA2a-
Uberexpression (Hajjar et al. 1997; Baker et al. 1998; Yao et al. 1998; Miiller et al. 2003).
Aufgrund des nicht eindeutigen Einflusses von GPZ003362 auf den Ca®*-Haushalt sind auch
bei diesem SERCA2a-Modulator Off-Target-Effekte nicht auszuschlieRen. Ahnlich wie bei
dem SERCAZ2a-Modulator ENO114 ware eine erhOhte Kalziumsensitivierung der
Myofilamente durch GPZ003362 denkbar, die unabhidngig vom Ca®-Haushalt zu einer
erhohten Kontraktilitdt sowohl im Einzelzellexperiment der Ratte als auch im
Muskelstreifenexperiment fiihren kénnte.

Ob GPZ003362 Uber eine Steigerung der SERCA2a-Funktion oder Uber mdgliche Off-
Target-Effekte zu der positiven Inotropie fiihrt, muss in weiteren Untersuchungen Uberprift

werden.

4.2 SERCA2a-Modulatoren ohne nachweisbaren Effekt auf die

Kontraktilitat

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die SERCA2a-Modulatoren ENFO018,
ENO166, ENO187, ENO207, GPZ000876, GPZ001441 und GPZ007738 im
fluoreszenzoptischen Versuch mit Kardiomyozyten aus Rattenherzen weder einen Einfluss

auf die Kontraktilitat noch einen wesentlichen Effekt auf die SERCA2a-Aktivitat aufweisen.
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Als Ursache dieser Ergebnisse kommen zum einen Stoff-bedingte Eigenschaften und zum
anderen methodische Bedingungen in Betracht. Eine methodisch bedingte Ursache kann
beispielsweise die aullere Zellmembran der Kardiomyozyten sein, da sie die Passage bzw.
Diffusion der SERCAZ2a-Modulatoren zum SR verhindern konnte. Dieses potentielle
Hindernis konnte experimentell durch eine Erweiterung der in dieser Arbeit verwandten
Methode umgangen werden, indem eine Porenbildung in der &uReren Zellmembran
geschaffen wirde, wie z. B. durch den Gebrauch von B-escin. B-escin permeabilisiert selektiv
die auliere Zellmembran, indem es mit Cholesterinmolekiilen Komplexe bildet. So kommt es
in der duRReren Zellmembran, die einen zehn Mal héheren Gehalt an Cholesterinmolekilen
aufweist als die Membran des SR, zu einer selektiven Porenbildung (Thelestam und Mdllby,
1979). Allerdings wére eine solche Anwendung am Menschen nicht méglich und wurde
deshalb im Rahmen dieser Arbeit nicht angewendet.

Ferner ist eine potentiell nicht hinreichende Ld&slichkeit der Stoffe in Normaltyrode als
mogliche methodisch-bedingte Ursache der genannten Ergebnisse in Erwagung zu ziehen.
Zwar wurde beim Arbeiten mit den Stoffen auf eine makroskopische Léslichkeit geachtet,
diese wurde aber nicht im Speziellen getestet. Die Bestimmung der Ldslichkeit hatte mithilfe
von Leitfahigkeitsmessungen durch ein Konduktometer erfolgen kénnen.

Eine weitere Ursache konnte in der Wahl der Versuchskonzentrationen von 0,1 yM, 1 yM
und 10 uM bestehen. Bei der Planung der Experimente wurde ein fir die Testung von
Medikamenten gangiges Konzentrationsfenster gewahlt, dennoch ist nicht auszuschlieRen,
dass ein optimaler Konzentrationsbereich verfehlt wurde.

Ein Beispiel fur eine Stoff-bedingte Ursache kénnte sein, dass die genannten SERCAZ2a-
Modulatoren zwar aufgrund der mutmallichen strukturbedingten Affinitdt an die SERCA2a
binden, jedoch keine Anderung ihrer Aktivitat bewirken. Eine Anderung der SERCA2a-
Aktivitat ware beispielsweise potentiell bei einer Wechselwirkung des SERCA2a-Modulators
nahe der Bindungsstelle des Phospholambans denkbar, da auf diese Weise die Interaktion
zwischen SERCA2a und Phospholamban gestoért wirde. Zuletzt kommt auch die
strukturbedingte Unfahigkeit der SERCA2a-Modulatoren, tatsadchlich an die SERCA2a zu

binden, als Ursache der Ergebnisse in Betracht.

Die SERCA2a-Modulatoren ENO107, ENO185 und ENO209 weisen in Zusammenschau der
Ergebnisse ebenfalls keinen wesentlichen Effekt auf die Kontraktilitdt und SERCA2a-Aktivitat
auf. Da bei den genannten Stoffen im fluoreszenzoptischen Versuch mit Kardiomyozyten aus
Rattenherzen zwar eine tendenzielle Zunahme der Kontraktilitat dokumentiert werden
konnte, bot dies Anlass, die genannten Modulatoren im Hinblick auf SR Ca?**-Gehalt und
Auswirkung auf humane Muskelstreifen naher zu untersuchen. In Zusammenschau mit

diesen Ergebnissen, die weder einen Einfluss auf die Kontraktilitdt der Muskelstreifen noch
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einen wesentlichen Effekt auf den SR Ca*-Gehalt zeigen, ist jedoch am ehesten ebenfalls
von einem nicht vorhandenen Effekt auf die SERCAZ2a-Aktivitdt auszugehen. Eine
spekulative Ursache der erhohten Kontraktilitat im Einzelzellexperiment konnte ein
Wirkmechanismus sein, der eine positive Inotropie unabhingig vom Ca*-Haushalt
verursacht. Hierzu wirde z. B. eine erhdhte Sensitivitat der Myofilamente flr Kalzium z&hlen.
In diesem Fall misste die unbeeinflusste Kontraktilitdt im Muskelstreifenexperiment damit
begrindet werden, dass die SERCA2a-Modulatoren ENO107, ENO185 und ENOZ209
beispielsweise aufgrund langerer Diffusionsstrecken ihre Wirkung am insuffizienten
Muskelzellverband nicht entfalten kénnen. Da die Ergebnisse bezlglich der Kontraktilitat im
Einzelzellexperiment nicht signifikant sind und die Streubreiten insbesondere bei den
SERCA2a-Modulatoren ENO185 und ENO107 sehr grol3 ausfallen, sind methodisch-
experimentelle Ursachen fir die vermeintlich positive Inotropie jedoch am

wahrscheinlichsten.

Separat zu diskutieren sind auflerdem die Ergebnisse des SERCA2a-Modulatoren ENF018:
Dieser zeigt im Einzelzellexperiment mit Rattenzellen einen signifikant reduzierten Ca?*-
Transienten bei hdchster untersuchter Konzentration von 10 pM. Verminderte Ca**-
Transienten wirden erwartungsgemal — sei es beispielsweise durch eine Hemmung der
SERCAZ2a-Aktivitat oder durch einen anderen Wirkmechanismus — mit einer verminderten
Kontraktilitdt einhergehen. Paradoxer Weise bleiben jedoch sowohl die Kontraktilitat als auch
die Relaxationszeit und der Kalziumabfallsexponent T durch ENF018 unbeeinflusst.

Eine Interpretation der Ergebnisse ist allein basierend auf den hier durchgefiihrten
funktionellen Untersuchungen nicht mdglich. Aufgrund der Vielfaltigkeit und Widersprich-
lichkeit der Messergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass Off-Target-Effekte - entweder
separat oder zusatzlich zur SERCA2a-Modulation - vorliegen, die mittels der durchgefuhrten

funktionellen Experimente nicht getestet wurden.

4.3 Negativ inotrope SERCA2a-Modulatoren

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die SERCA2a-Modulatoren ENG020,
ENHO036, ENLO055, ENL0O56 und GPZ006800 die Kontraktilitdt von Kardiomyozyten
dosisabhangig reduzieren.

Da sich die SERCAZ2a-Modulatoren durch eine strukturbedingte Affinitdt zur SERCAZ2a
auszeichnen, ist am ehesten von einer Inihibition der SERCAZ2a als Ursache der Reduktion
der myokardialen Kontraktilitdt auszugehen. Erwartungsgemall wirde eine Hemmung der
SERCA2a-Aktivitdt sowohl zu einer verlangsamten Relaxationszeit und Ca®"-Elimination
fihren als auch zu einer verminderten Kontraktilitit und einem verminderten Ca®'-

Transienten. Derartige Parameter-Veranderungen durch eine Hemmung der SERCAZ2a-
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Aktivitat konnten mehrere Arbeitsgruppen belegen, die in Versuchen an isolierten
Herzmuskelzellen der Ratte Thapsigargin — einen bekannten Inhibitor der SERCA2a —
verwendeten (Davia et al. 1997; Li et al. 2005; Bode et al. 2011).

Wahrend der SERCA2a-Modulator ENHO36 vergleichbare Effekte wie Thapsigargin aufweist
und somit von einer Hemmung der SERCA2a-Aktivitdt durch ENH036 ausgegangen werden
kann, weisen die Ubrigen oben genannten SERCA2a-Modulatoren uneinheitliche Effekte
bezuglich der genannten Parameter auf: Die Ergebnisse zeigen sowohl verminderte
(ENGO020), unveradnderte (ENL056, ENLO55) als auch tendenziell erhéhte (GPZ006800)
Ca*-Transienten trotz des gemeinsamen negativ inotropen Effektes. Allen Stoffen
gemeinsam ist dagegen eine Verlangsamung der Kalziumelimination, die am ehesten auf
eine Hemmung der SERCAZ2a hinweisen kann.

Aufgrund der uneinheitlichen und nicht signifikanten Ergebnisse kommen weitere
Wirkmechanismen als Ursache der negativen Inotropie in Frage:

Reduzierte Kontraktilitat bei unveranderten Ca®*-Transienten und Relaxationsparametern wie
im Falle des SERCA2a-Modulators ENL056 kdnnte beispielsweise durch eine Hemmung der
Aktin-Myosin-Interaktion hervorgerufen sein - ahnlich dem Wirkstoff Blebbistatin (Fedorov et
al. 2007) - wobei diese detaillierte Untersuchung Uber den Gegenstand der vorliegenden
Arbeit hinausgeht und deshalb nicht durchgefihrt wurde.

Negative Inotropie einhergehend mit erhéhten Ca”*-Transienten wie bei dem SERCA2a-
Modulator GPZ006800 erscheint paradox und maoglicherweise nur durch eine Kombination
unterschiedlicher Effekte erklarbar. Spekulativ ware beispielsweise eine Kombination aus
SERCAZ2a-Stimulation und Hemmung der Aktin-Myosin-Interaktion denkbar, wobei letzterer
Effekt in Bezug auf die Kontraktilitdt Gberwiegen musste. Aufgrund der insignifikanten
Ergebnisse von GPZ003362 sind methodisch-experimentelle Ursachen fir die vermeintlich
erhohten Kalziumtransienten jedoch am wahrscheinlichsten.

Eine weitere zu diskutierende Konstellation ergibt sich bei dem SERCAZ2a-Modulator
ENLO55: Wahrend sich im Einzelexperiment mit Rattenzellen eine unverdnderte bis
tendenziell erhdhte Kontraktilitat bei unveranderten Ca?*-Transienten zeigt, fihrt ENL0O55 am
terminal insuffizienten humanen Herzen zu einer signifikant reduzierten Kraft bei
verlangsamter Relaxation. Die Ursache fiir diese Diskrepanz zwischen deutlich negativer
Inotropie im Muskelstreifenexperiment einerseits und dem nicht nachweisbaren Effekt auf
Kontraktilitat bzw. der tendenziellen Zunahme der Kontraktilitat im Einzelzellexperiment
andererseits ist moglicherweise der Umstand, dass die verwendeten humanen Herzen im
Muskelstreifenexperiment bereits terminal insuffizient waren. Denkbar ware, dass die
gesunden Rattenzellen mit putativ normaler SERCAZ2a-Funktion den durch ENLO55
hervorgerufenen und im humanen insuffizienten Myokard demaskierten SERCAZ2a-

inhibierenden Effekt kompensieren koénnen. Untersuchungen an einem genetisch
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modifiziertem Mausmodell, bei dem das SERCA2a-kodierende Gen Atp2a2 exzidiert wurde
und somit ein funktioneller SERCA2a-Knockout vorlag, konnten interessanterweise zeigen,
dass ein kompletter Verlust der SERCA2a-Aktivitat lediglich zu einer moderaten kardialen
Dysfunktion ohne Zeichen einer Herzinsuffizienz fihrte. Die Ergebnisse zeigten, dass zum
einen ein erhdhter Kalziumeinstrom (iber die L-Typ Ca?*-Kanéle und ein verminderter Ca?*-
Ausstrom Uber den NCX und zum anderen eine erhdhte myofilamentare Ansprechbarkeit auf
Kalzium die Herzfunktion anfanglich erhalten kann (Andersson et al. 2009). Zu &hnlichen
Ergebnissen waren vorher auch Brittsan et al. 2003 und Zaoh et al. 2006 gekommen, in
deren Studien die SERCAZ2a-Aktivitdt mittels Gen-therapeutisch erzeugter, dauerhaft
inhibierenden Formen von Phospholamban reduziert wurde. Durch &hnliche Mechanismen
konnte auch die unverdnderte bzw. sogar leicht gesteigerte Kontraktilitat im
Einzelexperiment mit den gesunden Rattenzellen erklart werden. Eventuell wird der
SERCAZ2a-inhibierende Effekt durch ENLO55 in gesunden Rattenzellen durch erhéhte
Ansprechbarkeit der Myofilamente auf Kalzium und durch einen erhéhten SR-unabhéangigen
Kalziumfluss kompensiert, wohingegen dieser Kompensationsmechanismus in den terminal
insuffizienten Muskelstreifen womdglich nicht mehr funktioniert. Insgesamt wurden diese
Effekte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht detailliert untersucht und bleiben deshalb
spekulativ. Diese Theorie einschrankend muss auflerdem erwahnt werden, dass derartige
Kompensationsmechanismen wahrscheinlich erst nach einem gewissen Zeitraum eintreten.
In den genannten Studien fanden die Experimente erst nach Ablauf mehrerer Wochen nach
den jeweiligen Gen-Veranderungen statt.

Weiterhin konnte die Diskrepanz der Ergebnisse jedoch auch durch die unterschiedlichen
Versuchsmethoden - mit Einzelzellen einerseits und Zellverbanden andererseits - bedingt
sein. Beispielsweise kénnen eine verlangerte Diffusionsstrecke sowie fibrosierte Areale im

Muskelzellverband zu veranderten Effekten der SERCA2a-Modulatoren fihren.

4.4 Klinischer Ausblick

Aufgrund der unglinstigen Effekte bisheriger Inotropika (siehe Kapitel 1.6) herrscht seit
langem das Bestreben, Stoffgruppen zu finden, die vor allem langfristig die Kontraktionskraft
des Herzens verbessern und dabei keine negativen Langzeiteffekte aufweisen.

Eine Steigerung der SERCAZ2a-Aktivitat bietet diverse Vorteile gegenliber anderen
Inotropika: Zum einen wird nicht nur die systolische, sondern auch die diastolische Funktion
des Herzens verbessert. AuRerdem wird die Energiebilanz positiv beeinflusst, so dass der
Sauerstoffverbrauch des Herzens sinkt (del Monte et al. 2001; Sakata et al. 2007). Ferner
fuhrt eine Erhdhung der SERCAZ2a-Aktivitat zu einer Verklrzung des Aktionpotentials, die
eine Kalziumiberladung der Kardiomyozyten und somit Arrhythmien moglicherweise

verhindern kann (Terracciano et al. 2002). Neben einer verbesserten linksventrikuldren

81



4 Diskussion

Funktion konnten Fu et al. 2012 in einem Herzinsuffizienz-Modell mit Hunden auch
reduzierte inflammatorische und Stress-assoziierte Proteine im Serum nachweisen.

Der bisherige Versuch, die SERCA2a-Aktivitat mittels Gentransfer zu steigern, hat jedoch
den Nachteil, dass es aufgrund des adenoviralen Gentransfers zu immunologischen
Nebenwirkungen am Menschen kommen kann (Yang et al. 1994; Di Paolo et al. 2009).
Neuere Verfahren mittels humanem Parvovirus weisen zwar eine geringere immunologische
Antwort auf, haben jedoch den Nachteil, dass die Geneinschleusung derzeit noch invasiv
erfolgen muss (Jessup et al. 2011).

Aufgrund der theoretisch positiven Beeinflussung der Herzinsuffizienz durch eine Steigerung
der SERCA2a-Aktivitat wurde daher im Rahmen dieser Arbeit nach neuen Wirkstoffen
gesucht, die diese speziell stimulieren. Mit dem SERCA2a-Modulator GPZ003362 konnte
tatsachlich ein neuer Stoff gefunden werden, der sowohl an isolierten Kardiomyozyten der
Ratte als auch am humanen, insuffizienten Myokard positiv inotrop wirkt. Ferner ist auch der
SERCA2a-Modulator ENO114 aufgrund seines eindeutig positiv inotropen Effektes an
Rattenzellen ein weiterhin interessanter Wirkstoff. Bislang bleibt jedoch noch spekulativ, ob
diese potentiellen neuen Inotropika ihre Wirkung tatsachlich Uber eine Steigerung der
SERCAZ2a-Aktivitat entfalten. Weitere Studien mit diesen moglicherweise bedeutungsvollen

Wirkstoffen erscheinen daher sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Die verminderte Expression der sarkoplasmatischen Ca*-ATPase (SERCAZ2a) ist ein
bedeutender Mechanismus in der Pathogenese der Herzinsuffizienz. In den vergangenen
Jahren riickte daher die Stimulation der SERCAZ2a als neuer therapeutischer Ansatz immer
mehr in den Vordergrund.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von siebzehn neu entwickelten SERCAZ2a-
Modulatoren auf die Kontraktilitdt und den Ca®*-Haushalt von isolierten Kardiomyozyten der
Ratte im Einzellzellexperiment untersucht. Zur Einschatzung der SERCA2a-Aktivitat wurden
mittels Epifluoreszenzverfahren die Ca?'-Transientenamplitude, die Relaxationszeit, die
Geschwindigkeit der Kalziumelimination aus dem Zytosol und die Koffein-induzierte Ca*'-
Transientenamplitude als MaB fiir den SR- Ca®**-Gehalt gemessen.

Insgesamt lieRen sich die Wirkstoffe bezliglich ihrer inotropen Eigenschaften in drei Gruppen
einteilen: Es konnte gezeigt werden, dass funf der insgesamt siebzehn SERCAZ2a-
Modulatoren die Kontraktilitat im Einzelzellexperiment dosisabhangig reduzieren. Der
Einfluss auf den Ca®'-Haushalt war bei diesen Wirkstoffen uneinheitlich. Weitere zehn
Wirkstoffe wiesen keinen wesentlichen Effekt auf die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten auf.
Letztendlich konnten zwei SERCA2a-Modulatoren identifiziert werden, die die Kontraktilitat
von isolierten Kardiomyozyten der Ratte dosisabhangig erhdhen. Als Hinweis auf eine
gesteigerte SERCA2a-Aktivitédt zeigte der SERCA2a-Modulator GPZ003362 sowohl eine
Beschleunigung des intrazellulédren Kalziumabfalls als auch eine Erhdhung des SR Ca®'-
Gehaltes. Ein Einfluss auf die Ca®*-Transienten und auf die Relaxationszeiten waren jedoch
nicht nachweisbar. Zur weiteren Klarung der klinischen Relevanz wurden die potentiellen
Inotropika auch hinsichtlich ihres Effekts auf die Kontraktionskraft von humanen terminal
insuffizienten ventrikuldren Muskelstreifen untersucht. GPZ003362 wies hier ebenfalls einen
positiv inotropen Effekt auf. Aufgrund der uneinheitlichen Einfliisse auf den Ca?*-Haushalt
bleibt allerdings unklar, ob der SERCA2a-Modulator GPZ003362 seine Wirkung tatsachlich
Uber eine Steigerung der SERCA2a-Aktivitat entfaltet oder ob ein anderer Wirkmechanismus
vorliegt. Der SERCA2a-Modulator ENO114 wies im Einzelzellexperiment ebenfalls einen
positiv inotropen Effekt auf. Im Muskelstreifenexperiment mit terminal insuffizientem Myokard
konnte eine dosisabhangige Beschleunigung der Relaxation gezeigt werden, die auf eine
gesteigerte SERCA2a-Aktivitat hinweisen kénnte. Ein wesentlicher Effekt auf die Kontraktiltat
der Muskelstreifen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Angesichts der weiterhin schlechten Prognose und der limitierten Therapiemdoglichkeiten der
Herzinsuffizienz kénnten die SERCA2a-Modulatoren GPZ003362 und ENO114 eine neue
Therapieoption darstellen.  WeiterfUhrende  Arbeiten sind notwendig, um den
Wirkmechanismus dieser Stoffe aufzuklaren und ihre Relevanz fir die Therapie der

Herzinsuffizienz einzuschatzen.
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