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1. Einleitung

1.1. Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz ist definiert als ein Zustand, bei dem das Herz nicht mehr in der Lage
ist, die peripheren Organe in Ruhe oder unter Belastung ausreichend mit Blut zu ver-
sorgen. Klinisch fiihrt dies zu verminderter korperlicher Belastbarkeit mit teils massiver
Volumenretention und erheblich reduzierter Lebenserwartung. Der Schweregrad wird an-
hand Kriterien der New York Heart Association (NYHA) bestimmt. Bei der chronischen
Herzinsuffizienz handelt es sich um die haufigste kardiale Erkrankung in den Industri-
elindern. Sie betrifft weltweit mehrere Millionen Patienten und nimmt mit der derzei-
tigen demographischen Entwicklung weiter zu. Im Jahr 2007 lag die Herzinsuffizienz in
der Statistik der haufigsten Hauptdiagnosen (ICD - 10 2007) vollstationér behandelter
ménnlicher Patienten in Deutschland auf dem dritten, bei den Frauen sogar auf dem ers-
ten Platz (International Statistical Classification of Diseases and related Health Problems
2007). Das Lebenszeitrisiko, an Herzinsuffizienz zu erkranken, betragt fiir 40-jahrige Mén-
ner laut Framingham Studie 21,0 %, fiir Frauen 20,3 % (Lloyd-Jones et al. 2002). Dies
ist damit etwa doppelt so hoch wie das Lebenszeitrisiko einer Frau, an Brustkrebs zu
erkranken (Feuer et al. 1993). Trotz Fortschritten in der Therapie sind Morbitidt und
Mortalitdt der Herzinsuffizienz immer noch enorm hoch. Auf der Rangliste der hdufigsten
Todesursachen in der Bundesrepublik rangiert sie derzeit auf Platz 3 nach dem akuten
Myokardinfarkt und der chronisch ischamischen Herzkrankheit (ICD-10 2007). In den
letzten 20 Jahren konnte zwar die medikamentése Therapie mit der Einfiihrung der ACE
- Hemmer, Aldosteron - Antagonisten und Einsatz der § - Blocker deutlich verbessert
werden, allerdings ist der einzige kurative Ansatz nach wie vor die Herztransplantati-
on. Es ist daher weiterhin notwendig, die Entwicklung neuer Therapiestrategien weiter

voranzutreiben.
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1.1.1. Verdnderungen am Myokard

Im herzinsuffizienten Myokard kommt es zu einer Reihe von pathophysiologischen Um-
bauprozessen, dem sogenannten ,Remodeling®, was in einer besonderen Anfilligkeit des
Herzmuskels gegeniiber Auslésern eventuell lebensbedrohlicher Arrhythmien resultiert.
Dazu zdhlen unter anderem Verdnderungen der Ionenstréme und der Aktionspotential-
morphologie (Nattel et al. 2007). Die Aktionspotentialdauer in insuffizientem ventrikulé-
ren Myokard ist verlingert, unter anderem durch Herunterregulation von Kt - Kaniilen,
sowie die verstirkte Ausprigung des spiten Nat - Stroms (Valdivia et al. 2005), was
eine erhohte intrazellulire Na®™ - Konzentration bedingt (Pieske et al. 2002). Auferdem
kommt es zu einer Abnahme der Myofilamente (Lowes et al. 1997), zu einer Zunahme
der Mikrotubuli (Tagawa et al. 1998) und zu Verdnderungen bei der elektromechani-
schen Kopplung (Bers 2002). Die Ca?* - Transienten sind bei Herzinsuffizienz aufgrund
geringerer SR-Ca?* - Beladung weniger stark ausgeprigt, was zu Kontraktionsstérungen
fithrt (Maier et al. 2003). Auferdem ist die Produktion von Sauerstoffradikalen gesteigert
(Ide et al. 2000), ebenso wie der Expressionslevel der Ca?t - Calmodulin - abhingigen
Proteinkinase IT (CaMKII) (Hoch et al. 1999). In diesem Zusammenhang konnte nach-
gewiesen werden, dass eine chronische CaMKII - Uberexpression in Mi#usen Herzinsuf-
fizienz hervorruft (Zhang et al. 2003). Sowohl die CaMKIIdc als auch 0b regulieren die
MEF2 (,Myocyte enhancer factor 2“)- Luciferase Genexpression, bewirken eine HDAC4
(Histondeacetylase 4) - Translokation vom Zellkern ins Plasma und sind so direkt an
der Hypertrophieentwicklung beteiligt (Zhang et al. 2007). Zum besseren Verstindnis
der Zusammenhinge sollen im Folgenden zunéchst die (patho-) physiologischen Grund-
lagen néher erldutert werden. Von der Entstehung und Wirkung der Sauerstoffradikale
im Myokard, {iber Aufbau und Funktion der Ca?T-Calmodulin abhingigen Proteinkinase
11, Einzelheiten zum Na™' - Strom am Herzen, schlieklich zu Ranolazin, einem Pharma-
kon, welches durch seine selektive Blockade des spiten Na™ - Stroms einen therapeutisch

interessanten Ansatzpunkt bietet.

1.2. Radikale Sauerstoffspezies (ROS)

Hydroxyl- (-HO) und Superoxidradikale (-O5 ) sind an einer Reihe von pathologischen
Vorgéangen beteiligt, unter anderem bei Ischémie, in der darauffolgenden Reperfusions-

phase, bei Alterungsprozessen, sowie bei Herzinsuffizienz (Ide et al. 2000). Das Superoxi-
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danion spielt auch eine wichtige Rolle bei der Regulation von normaler Endothelfunkti-
on. Das Hydroxylradikal ist duferst reaktionsfreudig und hat eine Lebensdauer von ca.
2 Nanosekunden in wissriger Losung und einen Diffusionsradius von ungefihr 20A. Also
kann es seine Wirkung (Peroxidation) nur entfalten, wenn es in unmittelbarer Nihe zum

Zielobjekt entsteht oder aber iiber ,second-messenger®.

1.2.1. Radikalwirkung in der Herzmuskelzelle

Sauerstoffradikale werden hauptséchlich in der Atmungskette in den Mitochondrien oder
von Enzymen wie der Xanthinoxidase oder der NAD(P)H - Oxidase gebildet (Abbildung
. Auflerdem entstehen sie unter anderem Zyklooxygenase-vermittelt bei der Oxidation
ungeséttigter Fettsduren, bei der Oxidation von Katecholaminen oder iiber Cytochrom
P450. Sie haben wichtige Funktionen in Signaltransduktionswegen, beispielsweise intera-
gieren sie mit Transkriptionsfaktoren oder fungieren als Modulatoren bei Entziindungs-
reaktionen (Zweier und Talukder 2006). Der Radikalproduktion steht ein Radikalfanger
(engl.: Scavenger) - System gegeniiber, welches die Zelle unter physiologischen Bedin-
gungen vor Radikalschdden bewahrt. Kommt es jedoch in Situationen wie Ischéimie oder
in der darauffolgenden Reperfusionsphase zu einer vermehrten Produktion von Radika-
len, ist das ,Scavengersystem” iiberlastet und Membranschiden, Proteinverdnderungen
und DNA - Strangbriiche sind die Folge. Speziell in der Herzmuskelzelle kommt es zu
einer radikalinduzierten Ca?t - Uberladung, welche schlieklich Kontraktionsstérungen
und Arrhythmien verursacht. Zum einen steigern Radikale die Offenwahrscheinlichkeit
des Ryanodinrezeptors und hemmen die SERCA (Sarcoplasmatic Endoplasmatic Reti-
culum Calcium-transporting ATPase), was die Ca?t - Uberladung im Zytosol fordert,
zum anderen induzieren sie einen spiten Na® - Einstrom (,Late In,*) und blockieren
die Na™/K* - ATPase. Dies resultiert in einer erhéhten intrazelluliren Na™ - Konzen-
tration, welche eine Transportrichtungsinderung des Nat/Ca?t - Austauschers (NCX)
bedingt. Der Natrium - Calcium - Austauscher ist ein Transmembranprotein in der Zell-
membran von Wirbeltieren, welches 3 Na™ - Ionen von der einen auf die andere Seite
der Membran transportiert und 1 Ca?* - Ion in entgegengesetzter Richtung. Er wird
daher auch als Antiporter bezeichnet. Die treibende Kraft fiir den Ionen - Austausch
ist der Natrium - Gradient iiber der Membran. Natrium-Ionen werden von der Seite der
hoheren Natrium-Konzentration auf die Seite der niedrigeren transportiert. In seiner re-

guliiren Transportrichtung (,forward mode®) wird Na® nach innen und Ca?* nach aufen
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beférdert. Wie oben erwéhnt, kommt es unter Radikaleinfluss zu einem Anstieg des in-
trazelluliren Nat, sodass der NCX nun Ca?" in das Zellinnere pumpt (,reverse mode®).
Auf diese Weise wird die Ca?* - Uberladung der Zelle unter iibermifigem Radikaleinfluss
forciert (Giordano 2005).

r ATP \
0, 0y
ADP
NADH CoQH, —» QH"
— Co! 2 i
Myozyte AMP dehyd

AD
Adenosin — Inosin

Mitochondrion

AD oy -
AN Adenosin — Inosin 02 02 0, '0;
<

HX + X0 =——» X + XO —» Urat

Endothel-
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)] Polymorphnukleé&rer
‘ ‘ Leukozyt

L-Cit

Abbildung 1.1.: Radikale entstehen vor allem in 3 verschiedenen Enzymsystemen: in Myozyten
hauptsédchlich iiber die Atmungskette in den Mitochondrien, in Endothelzellen vor allem iiber
die Xanthinoxidase und in Leukozyten vorwiegend iiber die NADPH - Oxidase. (modifiziert nach
Zweier und Talukder 2006, S.185)

1.3. Elektromechanische Kopplung

Die Zellen des menschlichen Arbeitsmyokards besitzen in der Diastole ein Ruhemembran-
potential von ca. -85 mV, welches weitestgehend einem K™ - Gleichgewichtspotentials
entspricht. Das Schwellenpotential, bei dem die Herzmuskelzellen mit einem Aktionspo-
tential antworten, liegt bei ca. -65 mV. Der Reiz hierflir stammt in der Regel aus dem
Sinusknoten. Die Besonderheit des Aktionspotentials des Arbeitsmyokards (Abbildung
liegt in seiner aufsergewdhnlich langen Dauer von ungefdhr 300 ms. Seine Form ist
charakteristisch und wird in 3 Phasen eingeteilt (Depolarisation, Plateauphase und Re-

polarisation).
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Abbildung 1.2.: Das Aktionspotential am Myokard stellt also ein komplexes Wechselspiel meh-
rerer Tonenkanéle und deren Einwérts- (Nat, Ca*t) und Auswirtsstréme (v.a. K*) dar. Span-
nungsabhéngige (schnelle) Na*t - Kanéile liegen dem Aufstrich zu Grunde. Das Membranpotential
steigt dabei auf ca. +40 mV. Die Depolarisation aktiviert einen spannungsabhingigen transien-
ten Auswiértsstrom. Dieser Auswiértsstrom leitet die Repolarisation ein, die jedoch alsbald un-
terbrochen wird, weil auch spannungsabhéngige T- und L-Typ Ca®*t - Kaniéile aktiviert werden.
AuBerdem werden weitere KT - Kanile aktiviert. Die gleichzeitigen Aus- und Einwiértsstrome
balancieren sich, so dass das Potential auf konstantem Niveau verbleibt (Plateauphase). Wah-
rend die Einwiértsstréme langsam inaktivieren und die KT - Stréme stéirker werden, setzt sich
die Repolarisation fort.

Fiir die schnelle Depolarisation der Membran sind spannungsabhingige Na™ - Kané-
le verantwortlich, nach deren Offnung ein starker Nat - Einstrom in die Zelle erfolgt.
Triebkraft dafiir ist der hohe Konzentrationsgradient fiir Na™ (Na, 145 mmol/l < Na;
12 mmol/1). Der Na* - Einstrom fiihrt zur einer Umkehrung des Vorzeichens des Mem-
branpotentials auf ca. +40 mV. Hierdurch wird die Membranleitfihigkeit fiir Ca?* -
Ionen enorm verbessert, welche dann langsam ins Zellinnere strémen und zusammen mit
dem transienten Auswirtsstrom (v.a. K1) fiir die Plateauphase verantwortlich sind. Die
Ca’T - Konzentration liegt aukerhalb der Zelle bei 1,25 mmol /1 und innerhalb bei 0,0006
- 0,001 mmol/l; sie bleibt jedoch auch in der Systole innen noch deutlich geringer als
auken. Daraufhin folgt eine Ca?* - induzierte - Ca?* - Freisetzung (Abbildung aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) iiber den Ryanodinrezeptor, wodurch schlief-
lich geniigend Ca2* fiir die Kontraktion der Myofilamente zur Verfiigung steht. Fiir die
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Repolarisation der Zellmembran sind K* - Ionen verantwortlich, deren nach aufen ge-
richteter Konzentrationsgradient (K; 150 mmol/l < K. 4 mmol/l) groker ist, als die
nach innen gerichtete elektrische Triebkraft. An der Entfernung der Ca?* - Ionen aus
dem Zytosol nach der Kontraktion sind vor allem die SERCA, die Ca?* ins SR zuriick-
pumpt, und der Na*/Ca?" - Austauscher (NCX) beteiligt. Die Na™ - Ionen werden von
der Nat /KT - ATPase entfernt.
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Abbildung 1.3.: Wihrend des Aktionspotentials strémt Ca?*t iiber spannungsabhingige Ca?t -
Kaniile in die Zelle ein (Ic,). Durch diesen Ca®" - Einstrom wird weitere Ca®* - Freisetzung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) getriggert, was dann zusdtzlich an die Myofilamente
bindet und zur Kontraktion fiihrt. In der Diastole wird Ca®* iiber die SERCA wieder in das SR
zuriicktransportiert und iiber den Nat /Ca?T - Austauscher (NCX) im Austausch gegen Nat aus
der Zelle geschleust. Phospholamban (PLB) inhibiert die SERCA, wenn PLB dephosphoryliert
vorliegt. Im Kasten ist der zeitliche Ablauf eines Aktionspotentials, eines Ca?* - Transienten
[Ca?*]; und einer isometrischen Kontraktion dargestellt. (modifiziert nach Bers 2002, S.198)
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1.4. Ca?' - Calmodulin-abhingige Proteinkinase (CaMK)

Urspriinglich wurde die CaMKII in Nervengewebe entdeckt und erst spiter im Herzen
nachgewiesen (Jett et al. 1987). Es existieren 4 verschiedene Isoformen («, 3,7,d) von
denen o und G nur im Nervensystem vorkommen. Die vorherrschende Isoform im Herzen
ist die CaMKIIo (Maier und Bers 2002), deren Splicevarianten ¢b im Zellkern und dc im
Zytosol lokalisiert sind (Edman und Schulman 1994). Die CaMKII besteht aus 6-12 Un-
tereinheiten, die sich zu einer rad-dhnlichen Struktur zusammenlagern (Maier und Bers
2002). Jedes einzelne CaMKII - Monomer besteht aus einer katalytischen Doméne am
Aminoterminus, einer zentralen regulatorischen Doméne und einer Oligomerisierungsdo-

méne am Carboxyterminus (Abbildung [1.4)).
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Autoinhibition
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/ —
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— regulatorische Doméne Thrzus B
\yase
katalytische Doméne katalytlsche Doméne katalytische Doméne

Inaktiv Direkte Aktivierung autonome Aktivierung
(20-80% Aktivitat)

Abbildung 1.4.: A: Die drei Hauptdoménen eines CaMKII Monomers B: 6-12 CaMKII - Mono-
mere formen eine Radstruktur, welche auch gedoppelt vorkommen kann C: Die CaMKII wird
durch Bindung von Ca?* - Calmodulin aktiviert und ist in der Lage, Zielproteine zu phospho-
rylieren. D: Durch nachfolgende Autophosphorylierung an Thr-286 kann die CaMKII auch nach
Abdissoziation von Calmodulin aktiv bleiben (modifiziert nach Maier und Bers 2002, S.924)
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1.4.1. Funktionelle Aspekte der CaMKII

Wihrend der CaMKII - Aktivierung bindet Ca?* - CaM an die regulatorische Domi-
ne und blockiert dadurch die Autoinhibition. Durch Autophosphorylierung an Thr-286
kann die CaMKII einen autonomen Aktivitdtszustand erreichen, wodurch ihre Affinitét
zum CaM - Komplex derartig ansteigt, dass selbst nach Absinken des Kalziumspiegels
die Enzymaktivitat noch sekundenlang erhalten bleiben kann (Meyer et al. 1992). Sogar
nach Abdissoziation von CaM, bleibt noch eine Restaktivitat von 20 - 80 % bestehen
(Miller und Kennedy 1986). Als pharmakologische Inhibitoren der CaMKII werden KN-
62 oder KN-93 eingesetzt. Sie wirken kompetitiv an der CaM - Bindungsstelle und sind
verhaltnisméfig selektiv (Ishii et al. 1991). Peptidinhibitoren wie z.B. AIP (Autocamtide-
2-related Inhibitory Peptide) binden an der Autophosphorylierungsdoméne und wirken
sehr spezifisch (Ishida et al. 1995). Die CaMKII phosphoryliert diverse Proteine, die an
der elektromechanischen Kopplung beteiligt sind, mit weitreichenden funktionellen Kon-
sequenzen. Sie phosphoryliert den L-Typ-Ca?*-Kanal, den Ryanodinrezeptor, ebenso wie
Phospholamban und nimmt damit Einfluss auf den Ca?* - Einstrom in die Zelle sowie die
Ca?t - Ausschiittung aus und - Wiederaufnahme in das Sarkoplasmatische Retikulum
(Maier und Bers 2002). Auferdem beeinflusst die CaMKII die Transkription bestimmter
Gene und hat so Anteil an der Hypertrophieentstehung (Wu X. et al. 2006). Im herzinsuf-
fizienten Myokard konnte eine erhdhte CaMKII - Expression und Aktivitdt nachgewiesen
werden (Hoch et al. 1999). Die Details der CaMKII - abhéngigen Signaltransduktions-
wege am Myokard sind allerdings noch nicht vollsténdig gekldrt. Wagner et al. konnten
2006 zeigen, dass die CaMKII den kardialen spannungsabhiingigen Na™ - Kanal wahr-
scheinlich mittels Phosphorylierung reguliert, so den spiten Na™ - Einstrom verstirkt

und in der Folge die intrazellulire Na™ - Konzentration erhht.

1.4.2. CaMKII - Aktivierung nach ROS - Exposition

Unklar ist weiterhin, wie es zur Aktivierung der CaMKII kommt und welches die Si-
gnalwege sind, die schlieflich zur Herzinsuffizienz fithren. Da radikale Sauerstoffspezies
bei Herzinsuffizienz vermehrt entstehen, liegt der CaMKII - Aktivierung moglicherwei-
se eine erhdhte ROS - Konzentration zugrunde. In Endothelzellen scheint die CaMKII
eine entscheidende Rolle bei der ROS - vermittelten Induktion der endothelialen NO -
Synthase zu spielen (Cai et al. 2001). In Betazellen des Pankreas wurde eine kalzium-

abhéngige Aktivierung der CaMKII nach Radikalexposition nachgewiesen (Choi et al.
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2006). Die Relevanz dieser Befunde fiir die pathophysiologische Bedeutung am Herzen
ist aufgrund der viel zu hohen Radikalkonzentrationen jedoch fraglich. Interessanterweise
deuten Daten aus derselben Arbeitsgruppe darauf hin, dass die Bindung von Calmodulin
fiir die Radikal - bedingte Aktivierung der CaMKII unbedingt erforderlich ist (Howe et
al. 2004). Eine mdgliche Quelle fiir das die CaMKII aktivierende Kalzium stellt das Sar-
koplasmatische Retikulum dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Steuerung des RyR2
durch den Redoxstatus der Zelle beeinflusst werden kann. Sauerstoffradikale steigern
dabei die Einzelkanal6ffnungswahrscheinlichkeit des RyR2 (Boraso und Williams 1994).
Neueste Ergebnisse weisen dagegen auf eine Ca?* - unabhiingige, direkte Aktivierung der
CaMKIIéc in vitro und in vivo hin (Erickson et al. 2008). Im CaMKIIdc - Aktivitatsessay
konnte Radikal - induzierte CaMKIIdc - Aktivitit gezeigt werden, die zwar unter Ca’*t
- Pufferung mit EGTA noch deutlich, aber ganz ohne Ca?*/CaM praktisch nicht mehr
vorhanden ist. Moglicherweise werden zur CaMKII - Aktivierung geringe Mengen Ca?*

benétigt.

1.5. Na™ - Strome am Herzen

1.5.1. Der Na™ - Kanal

Der Na™ - Kanal (Abbildung gehort einer Tonenkanalsuperfamilie an, zu der auch
spannungsgesteuerte Ca?* - und K* - Kanile gehoren. Er besteht aus mehreren Unterein-
heiten, von denen die a-Untereinheit fiir die Funktion wesentlich ist. Deren Isoform Na,,
1.5 (SCNbHA) ist die vorherrschende Isoform im Herzen. Die a-Untereinheit in kardialem
Gewebe besteht aus 4 homologen Doménen (I-IV), die jeweils 6 Transmembransegmente
beinhalten (S1-S6). Zwischen dem 5. und 6. Transmembransegment bilden die 4 Do-
minen jeweils die zentrale Offnung, wobei die dazwischenliegende Verbindungsschleife
die Selektivitit fiir Na™ - Ionen gewiihrleistet. Das vierte Transmembransegment jeder

Domine ist positiv geladen und fungiert so als Spannungssensor (Puglisi und Bers 2001).

1.5.2. Modulation kardialer Nat - Strome iiber die CaMKII

Wie zuvor beschrieben spielen Na*t - Strome bei der Entstehung von Aktionspotentialen
am Herzen eine wesentliche Rolle. Modifikationen dieser Strome veréindern die Aktions-
potentiale und begiinstigen Arrhythmien. Da die CaMKII bei der Regulation der Na™ -
Kanile beteiligt ist (Wagner et al. 2006), hat auch sie entscheidenden Anteil an der Ent-
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Abbildung 1.5.: Der Nat - Kanal besteht aus 4 Doménen (I-IV) mit jeweils 6 homologen Trans-
membransegmenten (S1-S6). Die mehrfach positiv geladene Region der S4 Segmente ist mit
++++ gekennzeichnet. Aufserdem sind die PKA und PKC Phosphorylierungsstellen, sowie die
mdgliche Bindungsstelle von Ca?* - CaM gekennzeichnet. (modifiziert nach Wagner und Maier
2006, S.27)

stehung von Herzrhythmusstérungen. Tan et al. konnten 2002 erstmalig eine Calmodulin
abhiingige Regulation spannungsabhingiger Na™ - Kanile nachweisen. Sie zeigten, dass
durch Ca?* aktiviertes Calmodulin an eine Stelle am Carboxyterminus der o - Unter-
einheit des Na™ - Kanals binden kann (sieche Abbildung . Durch diese Interaktion
dndern sich die Steuerungseigenschaften des Kanals: die intermedidre Inaktivierung wird
verstirkt und schriankt damit die Kanalfunktion ein. Diese Ca?* - abhiingige Regulation
der Nat - Kanalfunktion kénnte als Riickkopplungsmechanismus der elektromechani-
schen Kopplung dienen. Die schnelle Inaktivierung wird dagegen verlangsamt. Eine an-
dere Regulationsmdoglichkeit der Nat - Kanal Aktivitét besteht iiber die CaMKII. Erste,
indirekte Anzeichen fiir eine CaMK Beteiligung an der Na®™ - Kanal Aktivierung ergab
eine Studie von Deschenes et al. 2002. Sie konnten zeigen, dass der CaMK - Inhibitor
KN-93 in der Lage war, die Steuerung des Na™ - Kanals zu beeinflussen. Wagner et al.
zeigten, dass eine 3 - 4fache Uberexpression der CaMK zu einer signifikant verminder-
ten Verfiigbarkeit der Kanéile fithrt. Aufferdem konnten sie eine direkte Assoziation der
CaMK mit dem Na™ - Kanal und mittels Backphosophorylierungsstudien eine CaMKII
- abhiingige Na™' - Kanalphosphorylierung nachweisen (Wagner et al. 2006). Die genauen
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Phosphorylierungsstellen sind jedoch noch nicht geklért.

1.5.3. Der spite Na™ - Einstrom (,,Late I,")

Wie oben beschrieben, sind spannungsabhiingige Na™ - Kanile an der Depolarisation
der Zelle wesentlich beteiligt. Na™ gelangt in die Zelle, bedingt dort zuerst eine weite-
re Depolarisierung, dann den Einstrom von Ca?* und gibt so letztlich den Anstof zur
Zellkontraktion. Normalerweise werden diese Kanéle schnell (im Millisekundenbereich)
wieder inaktiviert, sodass nur wenig Na™ in die Zelle gelangen kann und von der Na™
/KT - ATPase sofort eliminiert wird. Unter bestimmten Bedingungen ist die Inaktivie-
rung unvollstéindig und/oder verlangsamt, was den Na® - Einstrom verlingert. Dieser
Einstrom in der eigentlichen Inaktivierungsphase wird als spiter Nat - Einstrom (Late
Ina) bezeichnet (Saint et al. 1992; Maltsev et al. 1998)(Abbildung|1.6). Interessanterweise
ist auch bekannt, dass Mutationen im Bereich des Carboxyterminus arrhythmogen wir-
ken. Sie konnen zur Entstehung des Brugada - Syndroms oder medikamenteninduzierten
Rhythmusstérungen beitragen (Viswanathan und Balser 2004). Das LQT3 - Syndrom,
eine Erkrankung mit erhdhtem Risiko fiir Synkopen und plétzlichen Herztod, welche
durch eine Mutation im Gen SCN5A des spannungsabhiingigen Na® - Kanals bedingt
ist (Clancy et al. 2002), oder auch die vermehrte Phosphorylierung der Na™ - Kanile
durch stressabhiingige Kinasen (Light et al. 2003) werden mit dem spiiten Na™ - Strom
in Verbindung gebracht. Obwohl die Amplitude des spiten Na™t - Stroms nur 0,05 %
des Spitzenstroms (,peak In,“) betrigt, kann er aufgrund seiner Linge von mehreren
hundert Millisekunden eine betriichtliche Wirkung entfalten. Ein verstirkter spiter Na™
- Einstrom ist unter anderem in der Lage, Aktionspotentiale zu verlingern oder frithe
Nachdepolarisationen (EADs) auszulésen, welche lebensbedrohliche Rhythmusstérungen
hervorrufen kénnen. Aukerdem reagiert der Na®™/Ca?* - Austauscher (NCX) auf erhshte
Na® - Konzentrationen im Zytoplasma mit der Umkehr seiner Laufrichtung ("reverse
mode") und férdert somit eine Ca?* - Uberladung der Zelle (Bers und Weber 2002).

1.5.4. Late ly, und radikale Sauerstoffspezies

Sauerstoffradikale (,ROS") verursachen unter anderem eine intrazellulire Ca?* - Uberla-
dung und Reperfusionsschiden nach Ischdmie. Song et al. konnten kiirzlich zeigen, dass
eine Verstirkung des spiten Nat - Stroms durch HoOs - Exposition von ventrikuliren

Myozyten (Meerschweinchen/Kaninchen) zu elektrischer und kontraktiler Dysfunktion

11
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Abbildung 1.6.: (A) Originalabbil-
50 ms dung eines Na™ - Stroms mit grofiem
j_ 0,811 Peak und schneller Inaktivierung. (B)
500 ms Ausschnittsvergrokerung zur besseren
Darstellung des spédten Anteils des
Nat - Stroms (Late Iy,). Dieser per-
sistierende Na™ - Einstrom in der ei-
gentlichen Inaktivierungsphase von ca.
50 - 500 ms nach Kanal6ffnung ist
im Vergleich mit dem Spitzeneinstrom
sehr klein, wird allerdings aufgrund
seiner Dauer relevant.

1000 pA

Na™ Spitzen-
strom

100 ms

beitrigt und vermuten, dass eine Inhibition des spiten Na™t - Stroms einen Schutz vor
radikalinduzierter Nat - und Ca?* - Uberladung bewirken kénnte (Song et al. 2006).

1.5.5. Late Iy, und Herzinsuffizienz

Wie oben erwihnt, berichteten Maltsev et al. schon 1998 {iber einen Huferst langsam
inaktivierenden Nat - Strom in humanen ventrikuliren Kardiomyozyten, der zur Aus-
bildung des Aktionspotentialplateaus beitrigt. In Zellen von herzinsuffizienten Patienten
war der spite Nat - Strom allerdings deutlich stirker ausgepriigt (Undrovinas et al.
1999; Valdivia et al. 2005; Maltsev und Undrovinas 2008). Aufgrund des Beitrags des
Einstroms von Na™ - Ionen zur Ausbildung des Aktionspotentialplateaus kommen Ver-
anderungen in der Repolarisationsphase deutlich zum Tragen. Dies tragt, neben weiteren
Verdnderungen in der elektromechanischen Kopplung, wie z.B. der Herunterregulation
von KT - Kanilen, entscheidend zur Pridisposition von Patienten mit Herzinsuffizienz

fiir potentiell lebensbedrohliche Rhythmusstorungen bei (Tomaselli und Zipes 2004).

12
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1.6. Ranolazin

Ranolazin ((£) — N — (2,6 — Dimethylphenyl) — (4(2 — hydroxy — 3 — (2 — methoxy

phenoxy)propyl)) — 1 — piperazine) ist ein Piperazinderivat, welches seit Januar 2006 in
den USA; seit Mérz 2009 auch in Deutschland als Antianginosum klinische Anwendung
findet und sich vor allem dadurch auszeichnet, dass es im Gegensatz zu (8 - Blockern,
Ca?* - Antagonisten und Nitraten seine Wirkung ohne Effekte auf Puls oder Blutdruck
entfaltet (Chaitman et al. 2004). Ranolazin wirkt als selektiver Inhibitor des spéten
Na™ - Stroms, d.h. es hemmt den spiten Nat - Strom 38 mal stirker als den Spitzen
- Na' - strom in Ventrikelmyozyten von Hunden mit Herzinsuffizienz (Undrovinas et
al. 2006). Auferdem konnte gezeigt werden, dass Ranolazin in der Lage ist, bei Meer-
schweinchen und Kaninchen mit LQT - Syndrom frithe Nachdepolarisationen (EADs) und
Arrhythmien zu unterdriicken (Wu L. et al. 2004; Wu L. et al. 2006). Zusétzlich wird die
Ca?T - Uberladung der Zelle in Stresssituationen verhindert und so eine linksventrikuli-
re Dysfunktion positiv beeinflusst (Fraser et al. 2006). In Muskelstreifenpréparaten von
herzinsuffizienten menschlichen Explantaten war Ranolazin in der Lage, die diastolische
Dysfunktion ohne negativ inotropen Effekt auf die Kontraktilitit um ca. 30 % zu verbes-
sern. Aufserdem konnten mittels Ranolazin auch durch ATX induzierte Effekte, wie z.B.
eine Verstirkung des spiten Na® - Einstroms, sowie ein Nat - und Ca?* - Anstieg, in

isolierten ventrikuldren Kaninchenmyozyten verringert werden (Sossalla et al. 2008).

1.6.1. Ranolazin als Antiarrhythmikum

Wie oben beschrieben ist der spite Nat - Strom in der akuten Ischimiephase sowie bei
Herzinsuffizienz verstdrkt (Undrovinas et al. 1999; Valdivia et al. 2005) und verursacht
so potentielle Rhythmusstérungen. In einer pharmakologischen Versuchsreihe an Tieren
konnte Ranolazin bereits ein Auftreten von Kammerflimmern verhindern (Gralinski et al.
1994). Die antiarrhythmische Wirkung von Ranolazin beim Menschen ist noch unbekannt,
erscheint in der Therapie des LQT3 - Syndroms und erworbenen Rhythmusstérungen bei
Ischdmie und Herzinsuffizienz allerdings vielversprechend (Moss et al. 2008). Eine Sub-
gruppenanalyse der MERLIN Studie zeigte das antiarrhythmische Potential (Scirica et
al. 2007). Weitere klinische Studien im Bezug auf Wirkmechanismus und Einsatzmog-

lichkeiten werden hier allerdings noch benétigt.
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1.7. Ziele und Fragestellungen dieser Arbeit

Radikale Sauerstoffspezies entstehen vermehrt in der Reperfusionsphase nach Myokar-
dischdmie wie auch bei Herzinsuffizienz (Ide et al. 2000), wo die Empfindlichkeit des
Myokards gegeniiber Sauerstoffradikalen zusétzlich gesteigert ist (Tsutsui et al. 2001),
und fithren zu einer deutlichen Abnahme der Kontraktionskraft. Moglicherweise tragen
sie sogar wesentlich zur Progression der Herzinsuffizienz bei. Die radikalinduzierten Schi-
den auf Zellebene beruhen auf einer Verstirkung des spiten Na™ - Einstroms, was in einer
intrazelluliren Nat - Uberladung resultiert (Song et al. 2006). Dies fiihrt zu einer Umkehr
der Transportrichtung des Na®/Ca?" - Austauschers, so dass dieser nun Na™ aus der Zel-
le heraus und im Gegenzug Ca?* ins Zellinnere transportiert. Die daraus folgende Ca?*
- Uberladung der Zelle verursacht eine Dauerkontraktion der Myofilamente und bewirkt
in letzter Konsequenz die Hyperkontrakturentwicklung (Wagner et al. 2003). Die hyper-
kontrahierten Zellen tragen im Gewebeverband nicht mehr zur Kontraktion bei, stéren
jedoch die Relaxation. Da die beobachteten Effekte erst nach Minuten auftreten, Sau-
erstoffradikale jedoch Halbwertszeiten im Sekundenbereich besitzen, ist ein Wirkprinzip
iiber Second-Messenger naheliegend. Einen solchen Vermittler kénnte die CaMKII dar-
stellen. Bei Herzinsuffizienz sind Expression und Aktivitat der CaMKIT gesteigert (Hoch
et al. 1999). Uberdies konnten Wagner et al. 2006 zeigen, dass die CaMKII nicht nur
Ca?t - regulierte Proteine phosphoryliert, sondern auch den Nat - Kanal beeinflusst.
CaMKII - Uberexpression verstirkt den spéiten Na® - Strom und erhsht in der Folge die
intrazellulire Nat - Konzentration. Ziel dieser Arbeit ist die Klirung der Frage, ob die
sauerstoffradikalinduzierte Steigerung des spiiten Nat - Einstroms, der intrazelluldren
Nat - Konzentration und die folgende Ca?* - Uberladung der Zelle eventuell CaMKII
vermittelt sind. Auferdem soll herausgefunden werden, ob die radikalvermittelten Effekte
bei CaMKIT - Uberexpression durch Ranolazin verringert werden kénnen, was einen the-
rapeutischen Ansatz bei Herzinsuffizienz darstellen wiirde. Die Fragestellungen lauteten

im einzelnen:

e Fiihrt die Kombination aus CaMKII - Uberexpression und Radikalexposition zu

einer Verstirkung des spiten Na™ -Stroms?

o Ist ein eventueller Effekt durch den CaMKII - Hemmstoff AIP sowie Ranolazin

reversibel?

e Fiihrt die Kombination aus CaMKII - Uberexpression und Radikalexposition zu
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einer Erhdhung der intrazelluliren Nat - Konzentration?

Fiihrt die Kombination aus CaMKII - Uberexpression und Radikalexposition zu

einer Erhéhung der intrazelluldren Ca?t - Konzentration?
Kommt es zur Hyperkontrakturentwicklung?

Sind eventuelle Effekte durch den CaMKII - Hemmstoff KN-93 sowie Ranolazin

reversibel?

Welchen Effekt hat eine Ausschaltung des Sarkoplasmatischen Retikulums durch
Inhibition der SERCA mittels Thapsigargin auf die intrazellulire Ca?* - Konzen-

tration?

15



2. Material und Methoden

2.1. Generierung von Reaktiven Sauerstoffspezies

Um Sauerstoffradikale zu erzeugen, wurde die Fenton Reaktion angewandt. Ende des
19. Jahrhunderts entdeckte IH.J.II. Fenton bei der Zugabe von H309 und zweiwertigem
Eisen zu Weinsiure eine violette Farbung, welche er spiter als das Oxidationsprodukt der
Weinsdure 2,3 - Dihydroxy-Maleinsdure identifizieren konnte. Der genaue Mechanismus
dieser Reaktion war Fenton jedoch noch unbekannt. Die deutschen Chemiker Fritz Haber
und Richard Willstétter konnten im Jahr 1931 nachweisen, dass Hydroxylradikale dabei

eine entscheidende Rolle spielen. Sie stellten folgende Reaktionsgleichungen auf:

-OH 4+ HyO9 — H950O + -HO9 (21)

-HO9 + Hy09 — O; + HsO + -OH (2.2)

Haber postulierte daraufhin 1932 zusammen mit Joseph Weifs die Beteiligung von Eisen
als Katalysator bei der Zerlegung von Wasserstoffperoxyd.

Fe(Il)+ HyOy — Fe(III)+-OH +OH™ (2.3)

Heute bezeichnet man die Reduktion von Wasserstoffperoxyd durch Fe?t zu Hydroxy-
danionen und Hydroxylradikalen als klassische Fentonreaktion. In engem Zusammenhang
steht eine weitere Reaktion, bei der Fe3t durch Superoxydanionen zu Fe?t zuriickredu-

ziert werden.

05 + Fe¥t — Oy + Fe?t (2.4)

Beide Reaktionen ergeben zusammen den Haber - Weiff - Zyklus. Der Zerfall von

Wasserstoffperoxyd erfolgt also unter Beteiligung von Eisen als Katalysator, sowie den
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Zwischenprodukten Hydroxylradikal und Sauerstoffsuperoxyd.

2.1.1. Praktische Durchfiihrung

Unter Anwendung der Fentonreaktion, erfolgte die Generierung der Sauerstoffradikale
mittels Wasserstoffperoxid und in den Zellen vorhandenem Eisen. Die gewiinschte Kon-
zentration des Wasserstoffperoxids von 200 umol/l wurde durch vorheriges Verdiinnen
mit Tyrode bzw. Badlésung erreicht. Da Radikale dufserst lichtempfindlich sind, erfolgte
das Ansetzen der Losung unmittelbar vor Versuchsbeginn, sowie die Durchfithrung der
Experimente in einem lichtgeschiitzten Raum. Bei den Epifluoreszenzmessungen wur-
den die Zellen nach Erreichen einer konstanten Verkiirzungsrate und Fluoreszenz - Ratio
(F340/F380 bzw. Fyps5/F485) unter Zuhilfenahme eines Perfusors (Braun Perfusor F) fiir
10 min den Radikalen ausgesetzt. Durch einen konstanten Zu - und Abfluss wurde die
erforderliche Radikalkonzentration in der Messkammer erreicht. Im Patch - clamp - Ver-
such wurden nach Erfassung eines Basis - Stroms 200 pl des zuvor verdiinnten (400
umol /1) Wasserstoffperoxids in 200 pl Badlésung pipettiert, sodass auch hier die End-
konzentration von 200 umol /1 erreicht wurde. Auf diese Weise konnten in den jeweiligen
Versuchsanordnungen Radikalmengen erreicht werden, wie sie bei Herzinsuffizienz (Ide
et al. 2000) oder in der Reperfusionsphase nach Ischiamie (Zweier et al. 1987; Zweier et

al. 1989) zustande kommen.

2.2. Adenoviral - vermittelter Gentransfer

Adenoviren (Abbildung zéhlen zu den Doppelstrang - DNA Viren ohne Hiillmem-
bran. Sie sind zwischen 60 und 90 nm grof und von ikosaedrischer Form. Auferdem
zeichnen sie sich durch eine ungewdhnliche Stabilitét gegeniiber chemischen und phy-
sikalischen Einwirkungen aus, z.B. weisen sie eine grofse pH - Toleranz auf, was ihnen
eine vergleichsweise lange Uberlebenszeit auferhalb des Wirtskoérpers erméoglicht. Beim
Menschen verursachen sie hauptsichlich Erkrankungen der Atemwege, allerdings kon-
nen abhingig vom jeweiligen Serotyp auch andere Erkrankungen hervorgerufen werden,
beispielsweise Gastroenteritis, Konjunktivitis, Zystitis, etc. Adenoviren sind ideale Ve-
hikel, um Fremdgene in Zellen einzubringen. Die genetische Manipulation erlaubt es,
das Virusgenom mit Fremdsequenzen auszustatten, wobei die Grofte des eingebrachten

Materials von der Genomgréfe und der Verpackungskapazitit des bestreffenden Virus
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abhéingt. Adenoviren sind einfach herzustellen, integrieren die Fremdgene stabil in das
Wirtsgenom, sind auflerdem nur geringgradig humanpathogen und vor allem nicht on-
kogen, sodass sie unter entsprechenden Vorsichtsmafnahmen in der virologischen und

zellbiologischen Forschung mit grofsem Gewinn eingesetzt werden kénnen.

Knaufdoméane

Spike —

lineare Doppel-

Kapsid strang DNA

Kernprotein endstédndiges

Protein

o I

Abbildung 2.1.: Das Adenovirus ist ein hiillenloses Virus mit spikebesetzter, ikosaedrischer Kap-
sel. Der Kern enthélt lineare doppelstringige DNA, welche aus 36 - 38 Kilobasenpaaren besteht.

Zur Aufnahme des Virus in eine Wirtszelle interagieren die Knaufdoménen des Vi-
ruskapsids mit spezifischen Rezeptoren auf der Wirtszellmembran und das Virus wird
daraufhin iiber den Vorgang der Endozytose in die Zelle geschleust. Innerhalb der Zelle
wird die endosomale Membran aufgelst, so dass das Kapsid im Zytoplasma frei wird,
zum Kern gelangen kann und dort die Expression der viralen Gene auslést. Mittels Ade-
noviren, deren DNA fiir die CaMKIIdc kodiert, kann die Uberexpression dieses Proteins
in den Zielzellen, z.B. Kaninchenmyozyten untersucht werden. Um unspezifische Effekte
der Transfektion von den spezifischen Effekten der Uberexpression abzugrenzen, wurde
als Kontrolle ein Virus verwendet, welches in seiner Erbinformation das Gen LacZ en-
hielt. Dieses Gen kodiert fiir das Bakterienprotein 5 - Galaktosidase ((gal). Bestimmte
Bakterienstdmme wie z.B. Escherichia coli befihigt es, Laktose durch Hydrolyse in Glu-
kose und Galaktose zu spalten und so Energie zu gewinnen; in eukaryonten Zellen hat

dieses Protein keinerlei Funktion.
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2.2.1. lIsolation ventrikuldrer Kaninchenmyozyten

Alle Tierexperimente wurden der Ortlichen Tierschutzbehorde angezeigt (Tierversuchs-
anzeige Mai 2003 fiir die ,,Tétungen von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken* gemifs
§ 4 TierSchG, Aktenzeichen T 9.02, Bezirksregierung Braunschweig) und in Uberein-
stimmung mit dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals* (Institute of
Laboratory Animal Resources, Commission on Life Science, National Research Council,
1996) durchgefiihrt. Vor Beginn der Isolation wurden die zu verwendenden Instrumente
sterilisiert bzw. autoklaviert und die Losungen (Tabelle steril filtriert, mit Carbogen
- Gas (95% Og, 5% CO3) begast und auf 37°C erwirmt.

Losung Ion/Substanz Konzentration
NaCl 137 mmol/1
KCl 5,4 mmol/l
Tyrode MgSOy 1,2 mmol/1 gelbst in
ohne Ca2t NasHPO4 1,2 mmol/1 ddH,0O;
HEPES 20 mmol/1 pH 7,54 bei RT
Glukose 14,98 mmol/1
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 0,02 mmol/1
Tyrode mit Ca?" CaCly 1 mmol/1
Taurin 60 mmol/1
DL-Glutaminsdure 8 mmol/1 gelost in Tyrode
Enzym- DL-Carnitin 2 mmol/1 ohne Ca?T;
16sung Kollagenase 2 100 mg/dl pH 7,54 bei RT
Protease XIV 2,1 mg/dl
CaCly 0,025 mmol/1
Stopplosung Albumin Fraktion V 2000 mg/dl gelost in Tyrode
2% Butandionmonoxim 20 mmol/] ohne Ca?";
Albumin) CaCl; 0,05 mmol/I | pH 7,54 bei RT

Tabelle 2.1.: Lésungen zur Isolation der ventrikuldren Kaninchenmyozyten

Die weiblichen Chinchilla-Bastard-Kaninchen mit einem Gewicht zwischen 1,3 und 2 kg
wurden zunéchst mit in die Ohrvene appliziertem Thiopental (100 mg) betaubt. Danach

erhielten sie einen intravendsen Heparinbolus (1000 LE.), um mdglichen Blutgerinnseln
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vorzubeugen. Nach Erreichen einer ausreichenden Anésthesietiefe mit Erloschen des Kor-
nealreflexes wurde das Abdomen erdffnet, das Zwerchfell durchtrennt und schlieklich das
Herz im Thorax freipripariert und entnommen. Der verbleibende Stumpf der Aorta wur-
de kaniiliert und das Herz mit einer 37°C warmen kalziumhaltigen Tyrodelésung gespiilt,
bis es zu kontrahieren begann. Diese Perfusionsmethode, bei der durch die Aorta die Ko-
ronararterien retrograd versorgt werden, wurde schon 1895 von Langendorff beschrieben
(Abbildung . Im Folgenden wurde die Perfusionslosung fiir 5 min auf eine Tyrode
ohne Ca’t gewechselt, um Ca’*t - abhingige intrazellulire Verbindungen wie z.B. durch
Cadherine und Integrine aufzuweichen. Im Anschluss wurde das Herz fiir 10 min mit

kollagenasehaltiger Enzymlosung gespiilt, um das Gewebe aufzuweichen.

Reservoir Tyrode mit Enzym

<t_, Pumpe

Heizung

Blasenfalle

Kaniile in Aorta

—

Warmebehilter

Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung der Anlage zur Isolation ventrikuldrer Kaninchenmyo-
zyten nach Langendorff

Dieser Vorgang wurde mit albuminhaltiger Stopplosung beendet, die aufserdem das zy-
toprotektive Butandionmonoxim (BDM) enthielt (Mulieri et al. 1989). Danach wurde der
Vorhof vorsichtig abgetrennt, das Ventrikelmyokard vorsichtig mit einer Schere zerklei-
nert, mehrfach gewaschen und schlieflich steigenden Ca?* - Konzentrationen ausgesetzt

(0,05 mmol/1 - 1 mmol/l). Dadurch sollte das Sarkoplasmatische Retikulum wieder mit
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Ca?T aufgefiillt werden, ohne jedoch die Zelle mit Ca?t zu iiberladen. Letztendlich wur-
den die Zellen in frisches Ndhrmedium (M199) {iberfiihrt, in einer Neubauer Z&dhlkammer
gezihlt, wobei mit Tryptanblau (50 ul - 1:1) der Anteil der beschidigten Zellen bestimmt
wurde. So konnte auf die Anzahl der vitalen Zellen geschlossen und die fiir die Transfek-

tion bendtigte Virusmenge errechnet werden.

2.3. Transfektionsprotokoll

Unmittelbar nach Isolation der Kaninchenmyozyten wurden diese mit dem Virus zur
Uberexpression der CaMKIIdc und dem Kontrollvirus transfiziert. Dazu wurden in je-
weils 8 ml angewéirmtes Kulturmedium M199 (Tabelle[2.2) je 100.000 Myozyten gegeben.
Danach wurde eine errechntet Menge an Viruslosung (106 pfu/ul) hinzugefiigt, sodass
eine Endkonzentration (MOI - jmultiplicity of infection“) von 100 pfu/Zelle erreicht wur-
de. Die Zellsuspension wurde anschliefsend durch vorsichtiges Schwenken vermischt und
in zuvor beschriftete Petrischalen (=66 mm) gegeben, wo sie iiber Nacht (24 + 4 h) im
Inkubationsschrank (37 °C, 95 % Og, 5 % COg) verblieben. An Tag 2 wurde die Sus-
pension mit 400 U/min 3 min lang bei 22 °C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
abgesaugt und die Zellen in je 4 ml vorgewédrmtem M199 resuspendiert. Nun wurden
jeweils 600 ul Zellsuspension, auf zuvor lamininbeschichtete Versuchskammern (1,3 ul
Laminin) gegeben. Laminine sind Glykoproteine, die, als Bestandteil der Basalmembran,
Bindungsstellen fiir Zelloberflichenrezeptoren aufweisen und somit dafiir sorgen, dass die
Myozyten am Untergrund der Versuchskammern anhaften. Danach wurden die Kammern
wiederum fiir ca. 15 min im Inkubationsschrank (37°C, 95% O2, 5% CO32) aufbewahrt.
Alle Arbeiten wurden unter entsprechenden Sicherheitsmaftnahmen in einem S2 - Labor
durchgefiihrt. Mit diesem Protokoll konnte eine Transfektionsrate nahe 100 % erreicht
werden (Donahue et al. 1997). Kohlhaas et al. zeigten 2006 aufkerdem mittels Western
- Blot - Analysen, dass die Proteinexpression der CaMKIIdc im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (gal sechsfach erhght war (Abbildung [2.3). Auferdem wurde nachgewiesen, dass
sowohl die Proteinexpression wie auch die Phosphorylierung der CaMKIIdc in Abhén-
gigkeit von der biologischen Aktivitit der Viruslosung (MOTI 1, 10, 100) zunahm.
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Losung Ion/Substanz | Konzentration
Taurin 5 mmol/1
DL-Carnitin 5 mmol/1 gelost in M199
Modifiziertes Kreatin 5 mmol/] steril filtriert
M199 Penicillin 100 U/ml und bei 4°C
Streptomycin 0,02 mmol/1 gelagert
L-Glutamin 2 mmol/]

Tabelle 2.2.: M199: Medium zur Kultivierung der Kaninchenmyozyten

A
{o() {00
&
CaMKII5- - s ) T
MOl -- 1 10 50 100 -

1500 4
1000 A

500 4

P-CaMKIl5 £ s s s

Expression (densitometric units)

CaMKIIG

=

-

LacZ CaMKIIS.

Abbildung 2.3.: (A) Expressionslevels der CaMKIIéc (n=5) vs. Kontrollgruppe Sgal (n= 5) und
MOI - abhéngiger Phosphorylierungsstatus in Western Blots (MOI 100, 24h); (B) Licht- und Kon-
fokalmikroskopische Aufnahmen immunhistochemischer Firbungen der CaMKII§c - Expression
im Zytosol. In der Kontrollgruppe ist keine Férbung zu erkennen; xP<0,05 vs. Sgal. (Kohlhaas
et al. 2006, S.237)
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2.4. Epifluoreszenzmessung

In der vorliegenden Arbeit wurde die intrazellulire Na™ und Ca?t Konzentration nach
Einwirkung von Sauerstoffradikalen in Kardiomyozyten von Kaninchen bestimmt. Dies
erfolgte mittels der Fluoreszenzindikatoren SBFI fiir [Na™]; und Indo - 1 fiir [Ca®*];.
Das Phénomen der Fluoreszenz beschreibt einen Vorgang, bei dem ein Photon angeregt,
damit in einen hoherenergetischen Zustand versetzt und kurze Zeit spiter wieder in den
Ausgangszustand zuriickkehrt und dabei die erhaltene Energie in Form von Licht wieder
abgibt. Der irische Physiker Sir George G. Stokes war Namensgeber fiir den als ,Stokes
Shift“ bezeichneten Vorgang, der Verschiebung der Wellenldnge des emitierten Lichts ge-
geniiber des absorbierten (Lakowicz 1983). Weil das Photon im angeregten Zustand einige
Nanosekunden verbleibt, dabei in energiedrmere angeregte Schwingungszusténde iiber-
geht und letztendlich nur aus dem untersten angeregten Schwingungszustand relaxieren
kann (Franck - Condon Prinzip, Atkins und Friedman 2004), ist die Emissionswellenlin-
ge immer linger also energiedrmer als die Anregungswellenldnge. Fluoreszenzfarbstoffe
geben also bei Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenléinge Energie in Form von
Licht einer anderen Wellenldnge wieder ab. Durch Bindung an intrazellulére lonen kon-
nen diese in der Epifluoreszenzmessung erfasst und quantitativ bestimmt werden. Ein
limitierender Faktor hierbei ist das Phinomen des ,Photobleaching®. Es beinhaltet, dass
das Fluoreszenzsignal im Laufe der Zeit immer schwicher wird, weil der Farbstoff im
angeregten Zustand zerstort wird. Um diesen Effekt zu minimieren, wird versucht, die
Anregungsinstensitit so gering wie mdéglich zu halten; dazu muss im Gegenzug die De-

tektionssensitivitdt erhoht werden.

2.4.1. Beladung mit AM - Ester (Acetoxymethylester) - Farbstoffen

Die einfach durchzufithrende Beladung von Zellen mit AM - Ester Farbstoffen z&hlt zu den
am hiufigsten verwendeten Techniken. Die Fluoreszenzfarbstoffe bilden mit freien Tonen
wie z.B. Nat Chelatkomplexe. Dadurch veréindern sich unter anderem deren Anregungs-
und Emissionswellenldngen. Das abgestrahlte Fluoreszenzsignal ist dabei weit intensiver
als die urspriingliche Eigenfluoreszenz der Zellen. Die grofste Problematik besteht vor
allem darin, den polaren Farbstoff in die Zelle zu transportieren. Aus diesem Grund
wurden die Carboxylgruppen des Farbstoffs zu Acetoxymethylgruppen verestert, was ihn

zum einen membrangingig und zum anderen unempfindlich gegeniiber den zu bindenden
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Ionen macht, welche aufserhalb der Zelle noch nicht an die Farbstoffmolekiile gebunden
werden sollen. Der Esterrest wird nach Aufnahme in die Zelle abgespalten, ermdéglicht
so die Bindung an das jeweilige lon und verhindert gleichzeitig den Wiederaustritt des
Farbstoffs aus der Zelle (Abbildung [2.4)).

o Diffusion SBFI-AM =
e,
°F o o Y
Boon,olon, [ NP
O C o
EOCH2O‘(,;CH3 O
o o O z
o
SBFI-AM e-e
(ungeladen, i
H]
membranpermeabel) SBFI

(geladen, membran-
\\ impermeabel) /

Abbildung 2.4.: Beladung der Zelle mit AM - Ester Farbstoffen am Beispiel von SBFI: Das Farb-
stoffmolekiil gelangt per Diffusion iiber die Zellmembran. Im Zellinneren wird der Acetoxyme-
thylesterrest von Esterasen abgespalten, sodass das Farbstoffinolekiil nicht mehr membrangéngig
ist.

Im Allgemeinen wird angenommen, dass sich der Farbstoff gleichméfig verteilt. Es ist
jedoch moglich, dass in jedem membranumgrenzten Bereich der Zelle Farbstoff akkumu-
liert, wo er weiterhin fluoreszieren, allerdings nicht mehr auf Verinderungen im zyto-
solischen ITonenhaushalt reagieren wiirde. Dieses Phénomen bezeichnet man als ,Kom-
partimentalisierung“. Hauptsédchlich kommt sie jedoch in pflanzlichen Zellen vor und soll
durch eine Beladungstemperatur von unter 37°C vermieden werden. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen vor Messbeginn 10 min mit Tyrodeldsung gespiilt, um

Reste von unhydrolysiertem Farbstoff aufterhalb der Zellen zu entfernen.

2.4.2. Messung der Natriumkonzentration mit SBFI

SBFT ist ein Farbstoff, der eine ratiometrische Messung der Fluoreszenz erméglicht, und

dabei abwechselnd bei 340 und 380 nm angeregt wird. Ratiometrische Messungen zeich-
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nen sich dadurch aus, dass sie relativ unempfindlich gegeniiber ungleicher Beladung, ver-
schiedener Zelldicke, ,,Photobleaching” und Farbstoffverlusten sind. Wenn ein Na™ - Ton
an SBFI bindet, erhoht sich die Fluoreszenzintensitit des Farbstoffs, die Anregungsspitze
wird schmaler, und das Anregungsmaximum verschiebt sich in Richtung kiirzerer Wellen-
langen, was eine signifikante Verdnderung im Verhéltnis der Fluoreszenzen (abwechselnd
angeregt bei 340 und 380 nm) nach sich zieht (Abbildung [2.5). Obwohl SBFI fiir Na*
Ionen relativ selektiv ist, hat KT einen gewissen Effekt auf die Affinitit von SBFI auf
Na* (Abbildung [2.6). SBFI ist allerdings ungefiihr 18 mal sensitiver fiir Na™ als fiir K*.
Die Dissoziationskonstante (K4) von SBFI fiir Natrium ist 11,3 mmol/] in einer Losung
mit kombinierter Nat - und K™ - Konzentration von 135 mmol/1, was ungefihr physiolo-
gischen Verhiltnissen entspricht. Die Dissoziationskonstante aller Farbstoffe ist abhéngig
von Faktoren wie z.B. pH - Wert, Temperatur, Ionenstirke, Konzentrationen anderer
Ionen und Farbstoff-Protein Interaktionen. Die verwendete Farbstofflosung enthielt in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelostes SBFT AM (100 pg, Molekulargewicht 1127.07 g/mol,
Molecular Probes, S-1264, special packaging), sowie Pluronic (Molecular Probes, P-3000,
F-127, 20 %ige Losung in DMSO), was als oberflachenaktive Substanz die Dispersion der
unpolaren Farbstoffmolekiile im Beladungsmedium unterstiitzt. Mit Messtyrode wurde
die Losung noch weiter auf eine Endkonzentration von 10 pmol/l verdiinnt und in 300
wul Aliquots in lichtundurchlissigen Eppendorfcups bei -20 °C gelagert. Das Ansetzen des
Farbstoffs sowie die Beladung der Zellen erfolgte im Dunkeln, um ein Ausbleichen des
Farbstoffs zu vermeiden. Die beladenen Zellkammern wurden fiir weitere 2 h (Levi et al.

1994) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

A A _ Abbildung 2.5.: Fluoreszenzanregungs- (gemes-
sen bei 505 nm) und Emissionsspektren (ange-

o . regt bei 340 nm) von SBFI bei einem pH Wert
c ] .
3 g von 7,0 bei 135 mmol/l (A) oder 0 mmol/l (B)
= I £ Na+.
s i
n =

300 350 400 450 500 550 600 650
Wellenlange (nm)

Bei den Epifluoreszenzexperimenten wurde das Setup der Firma Ion Optix (IonOp-
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A Em = 505 nm

135 mM Na* [K*]=0mM Abbildung 2.6.: Anpassung der SBFI Fluoreszenz an unter-
3?3.5 schiedliche Na* - Konzentration in vitro: (A) in KT freier Lo-

67, sung und (B) Nat+K*=135 mmol/l. Steigende Na® - Kon-

23 zentrationen fiihren zu einer verstirkten Emissionsintensitét,

o8 gemessen bei 505 nm. Die Emissionsintensitét bei einer Anre-

gungswellenldnge von 380 nm bleibt hingegen relativ konstant.

Fluoreszenzanregung

T T T
300 325 350 375 400
Wellenlénge (nm)

tix Corporation, Boston, MA) verwendet (Abbildung [2.7). Mit einer Kamera (IonOptix
MyoCamTM) wurde die Zelle in der Versuchskammer aufgenommen und in ein Compu-
terprogramm (IonWizard Acquire Version 4.4) tibermittelt, wo die Sarkomerlénge bzw.
die Zellverkiirzung ermittelt werden konnte. Die Farbstoffanregung erfolgte mittels einer
UV Lampe (XENON SHORT ARC Lamp Typ UXL-75XE von USHIO Inc., Japan),
deren Strahlengang in Abbildung 3.5 dargestellt ist. Das emittierte Licht wurde mittels
eines rotierenden Spiegels (Hyper Switch, Frequenz 250 Hz) alternierend durch einen
380 und 340 nm Filter (Filter D380 + 5 nm und D340 + 5 nm) geleitet. Um das Licht
beider Wellenlédngen zu biindeln, wurde der Lichtstahl mit 340 nm Wellenlédnge anschlie-
fsend durch einen dichroitischen Spiegel (370 DC long pass) abgelenkt. Der gebiindelte
Lichtstrahl wurde dann letztendlich iiber einen zusatzlichen Spiegel (400 DC long pass)
auf die Zelle fokussiert. Das emittierte Licht der Farbstoffe wurde durch einen weiteren
dichroitischen Spiegel (635 DC long pass) in sichtbares Licht und UV Licht getrennt, wel-
ches daraufhin nach Passage eines Emissionsfilters (D535 £ 20 nm) zum Photomultiplier
(electron tubes limited, USA) weitergeleitet wurde, wo es aufgenommen, verstarkt und
an den Computer weitergeleitet wurde. Alle verwendeten Spiegel stammen von der Fir-
ma Chroma Technology Corp., USA. Um das Ausbleichen des Farbstoffs zu minimieren,
wurde der 400 nm Spiegel zwischen den Messungen herausgedreht. Die durch Streulicht,
Autofluoreszenz und Farbstoffreste aufserhalb der Zellen entstandene Hintergrundfluo-

reszenz wurde von den Anregungswellenldngen abgezogen und das Verhéltnis der Werte
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Abbildung 2.7.: Strahlengang am Mikroskop bei der Messung mit SBFI: 1. UV Lampe, 2. Spiegel,
3. Rotierender Spiegel (Hyperswitch) 250 Hz, 4. Filter D380+5 nm, 5. Dichroitischer Spiegel 370
DC long pass, 6. Filter 34045 nm, 7. Objekttisch mit Myozyten, 8. Rotlichtlampe mit 595 nm
long pass Filter, 9. Dichroitischer Spiegel 400 DC long pass, 10. Spiegel, 11. Dichroitischer Spiegel
685 DC long pass, 12. Spiegel, 13. Filter D535+20 nm, 14. Photomultiplier, 15. Kamera

gebildet:

Faa0 _ (F340 — F340 Hintergrund) (2.5)
F380 (F380 - F380 Hmtergrund)

Mit in den Kalibrierungsexperimenten gewonnenen Daten konnte der Quotient (Ratio)

in tatsichliche Nat - Konzentrationen umgerechnet werden.

2.4.3. Kalibrierung

Weil SBFI in zellfreier Losung andere Fluoreszenzeigenschaften aufweist als im intra-
zelluldren Milieu, wurde eine in - situ - Kalibrierungsmessung in der Zelle durchgefiihrt.
Zur Versuchsdurchfiihrung wurden 4 Lésungen mit verschiedenen Na™ - Konzentrationen
verwendet (0, 5, 10 und 20 mmol/1)(Tabelle[2.3). Der pH-Wert wurde bei Raumtempera-
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tur mit TRIS Base auf 7,3 eingestellt, was dem physiologischen intrazelluldren pH-Wert
von 7,2 bei 37°C entspricht. Strophantidin wurde als Inhibitor der Nat /K™ ATPase (50
pumol/l) eingesetzt und Gramicin D (10 pmol/l) und Monensin (80 pmol/l) als Iono-
phoren, um die Zellwand fiir Na™ - Tonen durchgingig zu machen. Diese lagern sich
in die Zellmembran ein und bilden dort Poren, durch welche Na™ ein- und ausstrémen
kann, sodass sich die intra- und extrazellulire Konzentration angleicht. Wéhrend eines
Kalibrierungsexperiments wurde die Zelle steigenden Na™ - Konzentrationen ausgesetzt
und am Ende wieder auf 0 mmol/l Na™ zuriickgesetzt. Bei den verschiedenen Konzen-
trationsstufen wurden jeweils das Aquilibrium zwischen Intra- und Extrazellulirraum
abgewartet. Die Ratio (Fg40/F350) des Kalibrierungsexperiments wurde dann, abziiglich
Hintergrundfluoreszenz, mittels einer linearen Regression als Funktion der Na™* - Konzen-
tration dargestellt. Die erstellte Eichkurve konnte im Folgenden dazu verwendet werden,

die gewonnenen Ratiowerte in tatsichliche Na™ - Konzentrationen umzurechen.

(A) Losung Ion/Substanz Konzentration
NaCl 140 mmol/1 gelost in ddH2O;
Natriumlosung HEPES 10 mmol/1 pH 7,3 mit
EGTA 1 mmol/1 TRIS Base bei RT
KCl1 140 mmol/1 gelost in ddH50;
Kaliumlosung HEPES 10 mmol/1 pH 7,3 mit
EGTA 1 mmol/1 TRIS Base bei RT

(B)[Nat](mmol/l) | Natriumlésung (ml) | Kaliumlosung (ml) | Gesamtvolumen (ml)

0 0 100
5 3.6 96,4 100
10 71 92,9
20 14.3 857
(C) Ion/Substanz Konzentration
Gramicidin D 10 pmol/l
Natriumionophore Monensin 80 pumol/l
Strophantidin 50 pwmol/l

Tabelle 2.3.: (A) Kalibrierungslésung fiir die in - situ - Kalibrierung von SBFI; (B) Mischungsver-
héltnis der einzelnen Kalibrierungslésungen mit definierter Na® - Konzentration; (C) zusétzlich
verwandte Natriumionophore und Hemmstoff der Na* /K* - ATPase
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2.4.4. Messung der Kalziumkonzentration mit Indo - 1

Indo - 1 ist ebenfalls ein ratiometrischer Farbstoff, der wie SBFI als AM - Ester vorliegt.
Die Beladung der Zellen erfolgt wie zuvor beschrieben. Die Anregungswellenldnge von
Indo - 1 liegt bei 338 nm. Das Emissionsmaximum bewegt sich von ca. 475 nm im Ca?*
- freien Medium zu ca. 400 nm, wenn der Farbstoff mit Ca?" gesittigt ist (Abbildung
2.§). Beim Ansetzen des Farbstoffs wurde zunéchst mit Indo - 1 - AM (Indo - 1 - AM
Ester, [-1203, 1 mg, Molecular Probes, Molekulargewicht 1009,93 g/mol) und DMSO
ein Stock mit der Konzentration 1 mmol/l hergestellt, spiter mit Messtyrode (1 mmol/1
Ca?*) und Pluronic auf eine Endkonzentration von 10 pmol/l verdiinnt und in 200 ul
Aliquots in lichtundurchlissigen Eppendorfcups bei -20 °C gelagert. Die Herstellung der
Farbelosung sowie die Beladung der Zellen erfolgte im Dunkeln, um ein Ausbleichen des
Farbstoffs zu vermeiden. Die beladenen Zellkammern wurden im Gegensatz zu SBFI nur
45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Dissoziationskonstante von Indo
- 1 entspricht ungefihr dem basalen Ca?* - Level in Sdugetierzellen (ca. 100 nmol/l).
Auferdem ist die Selektivitit des Farbstoffs fiir Ca?t wesentlich hoher als fiir andere

zweiwertige Tonen wie zum Beispiel Mg?™

B

>
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- 39,8 uM freies Ca2*
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Abbildung 2.8.: (A) Fluoreszenzemisionsspektren von Indo - 1 bei verschiedenen Ca** - Konzen-
trationen zwischen 0 und 39,8 uymol/l Ca®>*. Das Emissionsmaximum verschiebt sich dabei von
475 nm in Ca®"- freien Medium zu 400 nm bei gesiittigtem Farbstoff. (B) Molekiilformel von
Indo - 1

Die Ermittlung des Fluoreszenzsignals bei den Messungen mit Indo - 1 erfolgte prinzi-
piell dhnlich wie bei SBFI, allerdings erfolgte die Anregung des Farbstoffs bei nur einer

Wellenldnge und die Emission wurde bei zwei Wellenldngen ermittelt. Das Anregungs-
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Abbildung 2.9.: Strahlengang am Mikroskop bei der Messung mit Indo-1: 1 UV-Lampe, 2 Filter
(D365 + 5 nm), 3 Untersuchungsobjekt, 4 Rotlichtlampe mit Filter (695 nm long pass), 5 Dichroi-
tischer Spiegel (D380 DCLP), 6 Spiegel, 7 Dichroitischer Spiegel (D685 DCLP), 8 Dichroitischer
Spiegel (440 DCLP), 9 Filter (D485 + 12,5 nm), 10 Filter (D405 + 15 nm), 11 Photomultiplier,
12 Kamera

licht (365 + 5 nm) wurde {iber einen 380 DC long pass Spiegel auf die Zelle geleitet. Das
Durchlicht des Mikroskops, sowie die Farbstoffemission wurden iiber einen dichroitischen
Spiegel (685 DC long pass) getrennt und das UV Licht zu den Photomultipliern geleitet,
wo es kurz zuvor durch einen weiteren dichroitischen Spiegel (440 DC long pass) in die
beiden Emissionswellenldngen aufgeteilt wurde. Ein Photomultiplier (D485 + 12,5 nm)
erfasste das Licht tiber 450 nm Wellenldnge, der andere (D405 £ 15 nm) Licht unter 450
nm Wellenlinge (Abbildung [2.9)). So konnte auch hier, nach Abzug der Hintergrundfluo-

reszenz, der Quotient aus 2 Wellenldngen ermittelt werden.

F405 o (F405 - F405 Hintergrund) (2 6)

F485 (F485 - F485 Hintergrund)
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2.4.5. Versuchsprotokoll

Die Anderung der Na® - bzw. Ca?* - Konzentration nach Radikalzugabe iiber die Zeit
wurde bei einer konstanten Verkiirzungsfrequenz der Kardiomyozyten von 0,5 Hz bei ca.
37 °C in der Messkammer untersucht. Die Verkiirzung der Zellen wurde dabei iiber elek-
trische Feldstimulation (biphasische Impulse, 0,5 Hz, 20 V) erreicht. Nach Einstellen einer
Zelle im Sichtfenster wurde mit Tyrode (Tabelle ca. 10 min gespiilt, um eventuelle
Farb- und Zellreste aus der Kammer zu entfernen und damit die Hintergrundfluoreszenz
moglichst gering zu halten. Auferdem sollte eine ausreichende Inkubation der z.T. in der
Tyrode enthaltenen Wirkstoffe wie KN-93 oder Ranolazin gewahrleistet sein. Zu Beginn
der Messung wurde zunichst die Hintergrundfluoreszenz moglichst nahe an der zu mes-
senden Zelle aufgenommen. Bei Erreichen einer gleichbleibenden Fluoreszenz (,steady
state”) wurde fiir 10 min die Wasserstoffperoxydlésung dazugeschaltet (20 mmol/1), um
bei konstantem Zu- und Abfluss eine Endkonzentration von 200 pumol/l in der Messkam-
mer zu erreichen. Ratio und Zellldinge wurden alle 2 min bis zur Hyperkontraktur bzw.
maximal 30 min erfasst. Am Ende des Experiments wurde die Hintergrundfluoreszenz
erneut gemessen (Abbildung [2.12).

Hintergrund-
Zelle fluoreszenz
einstellen messen Hintergrund-
fluoreszenz
messen
Kammer ROS
spulen . Exposition

X Messpunkte @ 2 min

w ]
Endpunkt der Messung
10 -8 6 -4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 30 min oder Hyperkontraktur

Abbildung 2.10.: Messprotokoll zur Erfassung der Nat - bzw. Ca®* - Konzentration nach Radi-
kalzugabe mittels SBFI bzw. Indo - 1

2.4.6. Langenmessung

Uber eine CCD Kamera (Phillips FTM800NH) wurde ein Videosignal (240 Hz) des Bild-
bereichs (Objektiv mit 40 facher Vergroferung) generiert, digitalisiert und die Sarko-
merlédnge der Zelle mittels Kontrasterkennungsverfahren ermittelt. Nach Kalibrierung

konnten die Werte der longitudinalen Sarkomerldnge als Funktion der Zeit aufgezeich-
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net werden (240 Hz) (Abbildung 2.11)). Bei der Auswertung wurden im besonderen die
Verkiirzungsfraktion und die diastolische Zelllinge untersucht.

Messkammer

Objekttisch Objektiv
40 - fach

Spiegel

==

Okular

Kamerai] — -

lonoptics Setup

Sarcomer Detection

Abbildung 2.11.: Zur Messung der Zelllinge als Funktion der Zeit wurde eine 40 fache Vergrifie-
rung gewdhlt und die Bildwiederholungsfrequenz auf 240 Hz eingestellt.

Lésung TIon/Substanz | Konzentration
NaCl 140 mmol/1
Messtyrode fiir KCl 4 mmol/] gelost in ddH»O;
Epifluoreszenz- Glukose 10 mmol/1 pH 7,4 mit

messungen HEPES 5 mmol/] NaOH bei 37 °C

MgCly 1 mmol/1

CaCly 2 mmol/1

optional KN-93 1 pmol/1

Tabelle 2.4.: Messtyrode fiir Epifluoreszenzmessungen
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Messtyrod ’

Zulauf

Heizung

Stimuationselektrode
20 V; 0,5 Hz —é—
| __Ms.(.cﬂﬂ.in_ | Messkammer
Objekttisch

Abbildung 2.12.: Schematische Darstellung des Epifluoreszenzsetups: Auf dem Objekttisch be-
finden sich die Myozyten in der Versuchskammer und werden konstant mit Messtyrode bei 37
°C iiberspiilt und mit einem elektrischen Puls von 20 V bei 0,5 Hz stimuliert. Zur Generierung
der Radikale in der Kammer wird auerdem HyOs (20 mmol/1) zugeleitet (Flussgeschwindigkeit
1 ml/h). In der Messkammer wird dann die Endkonzentration von 200 pmol /1 erreicht.

Absaugung

2.5. Die Patch - Clamp - Technik

Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelten 1976 die Technik der ,Patch - Clamp*
- Messung und erhielten dafiir 1991 den Nobelpreis fiir Medizin. Das Aufergewdhnli-
che dieser Methode bestand in der Moglichkeit, eine Flache von ca. 1 pym Durchmesser
(,patch®) zu isolieren, die nur einige wenige lonenkanile enthielt. Auferdem ermdoglichte
ein zusdtzlicher Verstirker die Erfassung von sehr kleinen Stromen im pA Bereich mit
relativ hoher zeitlicher Auflésung von 100 - 300 kHz (Bandbreite des Verstarkers). Zwi-
schen der Zellmembran und dem Rand der Glaspipette ist eine sehr dichte Verbindung
notig um den ,,Patch” elektrisch von seiner Umgebung zu isolieren. Dazu wird die Pipette
auf die Membran aufgesetzt und mit leichtem Unterdruck ein Stiick der Membran vor-
sichtig angesaugt. Liegt der Kriechwiderstand zwischen Glas und Membran im Bereich
einiger G2, spricht man von einem Gigaseal (engl.: to seal = verschliefsen). Nach der

Bildung eines solchen Gigaseals kann der Strom bei unterschiedlichen Spannungen (,yol-
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tage clamp®) oder die Spannung bei vorgegebenem Strom (,current clamp“) bestimmt
werden. Die elektrophysiologischen Grundlagen hierfiir ergeben sich wie folgt: Die elek-
trische bzw. chemische Triebkraft fiir den lonentransport iiber eine Membran stellen eine
Potentialdifferenz bzw. eine Konzentrationsdifferenz iiber diese Membran dar. Da die
Kombination der chemischen und elektrischen Triebkraft mit Hilfe der Nernst-Gleichung
ebenfalls in ein Potential umgerechnet werden kann, kann die Summe beider Triebkréf-
te auch als elektrochemisches Potential E; angegeben werden: E, stellt gleichzeitig das
Gleichgewichts- oder auch Nernstpotential fiir das Ion X dar, bei dem kein Nettostrom

iiber die Membran fliet. Es lasst sich anhand der Nernst-Gleichung berechnen.

R-T ¢
_ In(=% 2.7
() (2.7

R ist hier die allgemeine Gaskonstante (8,314 J- K-1- mol~1), T die absolute Tempe-
ratur, F die Faraday - Konstante (96485 As- mol~!) und z die Wertigkeit des jeweiligen

Ey

Tons.

Fiir Na™ ergibt sich so ein Gleichgewichtspotential von 68 mV. Zur Ermittlung der Leit-
fahigkeit g, die letztlich die Anzahl der gedffneten Ionenkanile widerspiegelt, werden
noch einige zusdtzliche Grofien bendtigt: Der auf die Membrankapazitédt normalisierte

Messstrom I, nach dem Ohm’schen Gesetz,

== (2.8)

der Kehrwert des Widerstands (Leitfdhigkeit g; Einheit: Siemens),

I
I:U-godergzﬁ (2.9)

und die Spannung U, die sich aus der im Messprotokoll vorgegebenen Spannung U,y
abziiglich des Gleichgewichtspotentials E, ergibt. Daraus folgt:
I

R 2.10
g Usoll - Ex ( )

Bei der ,Voltage - clamp“ Messung wird die zu untersuchende Zelle, um Anderungen
des Membranpotentials zu verhindern, auf eine bestimmte Spannung ,festgeklemmt“. Dies
geschieht mittels eines Kompensationsstroms, der genauso grofs ist wie der {iber die Mem-

bran fliekende Strom, aber entgegengesetzt gerichtet ist. Der HEKA - Verstarker misst das
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vorhandene Membranpotential, vergleicht es mit der Sollspannung und erzeugt darauf-
hin den Kompensationsstrom. So kann schlieflich nach Abzug des Kompensationsstroms
der tatsdchliche Messstrom ermittelt werden, welcher letztendlich Riickschliisse auf die

Leitfahigkeit der zu untersuchenden Na™ - Kaniile erlaubt.

2.5.1. Patch - Clamp - Setup

Um den Versuchsaufbau gegen elektrische Stérquellen abzuschirmen, befand er sich inner-
halb eines Faradaykéfigs. Alle Netzgerite waren auferhalb positioniert. Zum Schutz gegen
Gebdudeschwingungen stand der Aufbau zusétzlich auf einem schwingungsgeddmpften
Tisch. In einer Vertiefung in der Mitte des Objekttischs befand sich die Messkammer
iiber dem inversen Mikroskop (Nikon Eclipse TE-2000) mit 400-facher Gesamtvergrofe-
rung (40 x Objektiv und 10 x Okular). Von oben konnte die Pipettenelektrode mit einem
Anschluss fiir Unter- und Uberdruck mittels Steuerungshebel direkt in die Versuchskam-
mer abgesenkt und iiber den Mikromanipulator genau positioniert werden (Abbildung
2.13|). Pipetten- und Referenzelektrode waren tiber einen Vorverstérker (Probe) mit ei-
nem Patch - clamp - Verstarker (EPC 10 von HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH)
mit integriertem AD/DA - Wandler verbunden, welcher das Signal filtern, verstérken
und umwandeln konnte, sodass die Datenaufnahme in den Computer mittels des Pro-
gramms Patchmaster 2.0 (HEKA Elektronik) moglich war. Fiir die Pipetten wurden
Borosilikatglaskapillaren (TW150F-3 World Precision Instruments, Inc.) mit einem Au-
fendurchmesser von 1,5 mm, einem Innendurchmesser von 1,2 mm und einer Linge von
76 mm verwendet, welche auf einem Ziehgerat (DMZ Universal Puller) der Firma Zeitz -
Instruments Gmbll in zwei Heizstufen vor jedem Messvorgang frisch auseinandergezogen
wurden, sodass aus einem Glasréhrchen jeweils 2 Spitzen entstanden. Durch Variation
von Zugkraft, Hitze und Zugintervall wurden die Pipettenspitzen so optimiert, dass der
Widerstand nach dem Befiillen zwischen 2,8 und 4,5 MQ lag. Jede Pipette konnte nur ein-
mal verwendet werden, da fiir die Sealbildung ihre Offnung absolut sauber und frei von
Membranresten sein muss. Die Messelektrode sowie die Badelektrode bestanden beide

aus chloriertem Silberdraht.

2.5.2. Versuchsdurchfithrung

In der Badlésung wurde die Zusammensetzung der einzelnen lonen so gewéhlt, dass sie

der des Extrazellularraums entsprach. Allerdings wurde K+ durch Cs™ ersetzt, da ein
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Abbildung 2.13.: Schematische Darstellung des Patch clamp setups: 1 Schwingungsgedidmpfter
Tisch, 2 Faradaykiifig, 3 Zulauf fiir Badl6sung, 4 inverses Mikroskop, 5 Referenzelektrode in
Badlésung, 6 Motoreinheit des Mikromanipulators, 7 Vorverstirker (Probe) mit Pipettenhalter
und Pipette, 8 Versuchskammer mit Myozyten, 9 Steuereinheit des Mikromanipulator, 10 Patch-
Clamp-Verstérker (Amplifier) mit integriertem AD/DA-Wandler, 11 Bildschirm, 12 Computer,
13 Steuerungshebel

Cs™' - Ion weit groRer ist als ein KT - Ion, somit nicht durch K* - Kanile passt und
dadurch Leckstrome verhindert werden. Die Ionenzusammensetzung der Pipettenldsung
entspricht der des Intrazellularraums. K+ wurde wiederum durch Cs™ ersetzt. Da die Ak-
tivierung der CaMKII Ca?t abhingig erfolgt, wurde kein Ca?t - Puffer verwendet. Um
die Effekte einer CaMKII - Hemmung zu untersuchen, wurde der Inhibitor AIP in der
Konzentration 100 nmol/] eingesetzt. Aukerdem enthielt die Pipettenlésung Strophanti-
din (0,004 mmol/l) zur Hemmung der Na®™ /K™ - ATPase, Nifedipin (0,02 mmol/1) zur
Blockade spannungsabhiingiger Ca?" - Kanile und Niflumat (0,03 mmol/1) zur Hemmung
Ca?* - aktivierter C1~ - Kanile (Tabelle [2.5).

Die Beladung der Versuchskammern mit Myozyten erfolgte wie bei der Epifluoreszenz-
messung beschrieben. Anschlieffend erfolgte der Austausch des Kulturmediums gegen die
Badlésung. Vor Eintauchen der Pipette in die Losung wurde ein geringer Uberdruck an-

gelegt, um zum einen eine Verschmutzung der Spitze zu vermeiden und zum anderen die
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Losung Ion/Substanz Konzentration
NaCl 10 mmol/1
Tetramethylammoniumchlorid 130 mmol/1 gelost in ddH-O;
Badlésung CsCl 4 mmol/] pH 7,4 mit TRIS
MgCly 1 mmol/l bei RT
Glukose 10 mmol/1
HEPES 10 mmol/1
CsCl 40 mmol/1
Cs-Glutamat 80 mmol/1
NaCl 5 mmol/1
MgCly 0.92 mmol/1
Pipettenlosung Mg-ATP 5 mmol/l gelost in ddH,O;
Li-GTP 0.3 mmol/1 pH 7,2 mit CsOH
Nifluminséure 0.03 mmol/1 bei RT
Nifedipin 0.02 mmol/1
Strophantidin 4 pmol/l
HEPES 10 mmol/1
optional ATP 100 nmol/1

Tabelle 2.5.: Bad- und Pipettenlésung ohne Ca?t - Puffer

spétere Annédherung an die Zelle zu erleichtern. Dann wurde die Pipette mit Hilfe des
Mikromanipulators unter Sicht langsam an die Zelle herangefahren. Unter Beobachtung
des Widerstands am Computermonitor wurde die Pipettenspitze noch ndher an die Mem-
bran gebracht. Wenn sich der Widerstand deutlich erhht hatte, konnte der Uberdruck
abgelassen werden, sodass ein liickenloser Kontakt der Pipette zur Membran hergestellt
wurde (Gigaseal). Anschliefend wurde durch kurzes Anlegen eines groferen Unterdrucks
versucht, das Membranstiick in der Pipette zu zerstoren (,rupturing®). Dadurch wurde die
~Whole-cell“ - Konfiguration erreicht, bei der die Strome nicht nur iiber den ,Patch®, son-
dern iiber die gesamte Zellmembran gemessen werden. Waren bei dieser Prozedur keine
Leckstrome entstanden, wurde weitere 5 min abgewartet, um die gleichmé&ftige Verteilung
der Ionen in der Pipette und im Intrazellularraum, sowie eine entsprechende Einwirkzeit
der Pharmaka (z.B. AIP) zu gewihrleisten. Nach Einstellen eines Ruhemembranpotenti-
als von -120 mV konnte schliefslich mit der Messung der Natriumstréme begonnen werden.
Das Membranpotential E,, wurde fiir 1000 ms auf - 20 mV depolarisiert, um eine maxi-
male Anzahl von Na™' - Kanilen zu aktivieren. Um den Einfluss der Sauerstoffradikale

auf die Menge des Na™ - Einstroms in die Zelle zu untersuchen, wurde nach Erfassen des
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baseline Wertes 200 ul einer Wasserstoffperoxydlosung (400 pmol/l) in die Messkammer
pipettiert, um dort die Endkonzentration von 200 pmol/l zu erreichen. Bis zum Ende
des Experiments bei Hyperkontraktur der Zelle bzw. spitestens 30 min nach HyOs -
Zugabe wurde die Messung alle 2 min wiederholt. Abbildung zeigt das Protokoll
zur Erfassung der Na™ - Strome. Zur Auswertung wurden die aufgezeichneten Strome in
Microsoft Excel importiert. Der Strom am Ende des Depolarisationsschrittes (nach 950
- 1000 ms) - der Messung vor HyO9 Zugabe - wurde als konstant angesehen und jeweils

als ,Leakstrom® abgezogen.

Whole cell  HO, Pulsprotokoll:
Konfiguration Zugabe
1000 ms 20mV
-120 mV
5 min
Pause
A 'X End p_unkt der Messung
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 30 minoder Hyperkontraktur
K Messpunkte @ 2 min

Messung zur Bestimmung des Leakstroms

Abbildung 2.14.: Messprotokoll zur Erfassung des spéten Nat - Stroms nach Radikaleinwirkung

2.6. Pharmakologische Interventionen

Die verwendeten Substanzen wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) bzw. ddH2O (KN-
93) gelost und der Messtyrode in den entsprechenden Mengen zugefiihrt. Da DMSO
selbst gewisse Radikalfangereigenschaften nachgewiesen werden konnte (Koulkes-Pujo et
al. 1981), wurden Kontrollexperimente mit der gleichen Menge DMSO durchgefiihrt.
Vor Beginn der Messungen wurden die Zellen mindestens 10 min mit der den Wirkstoff

enthaltenden Tyrode gespiilt, um eine ausreichende Einwirkzeit zu gewéhrleisten.

2.6.1. KN-93

KN-93 (Bestellnr. 120831 SEIKAGAKU America, Molekulargewicht: 501,1 g/mol) ist

ein potenter, selektiver und membrangéngiger kompetitiver Inhibitor der CaMKII, wel-
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cher mit CaM um die Bindungsstelle konkurriert (ICsop = 370 nmol/l) und auferdem
die Proteinkinase A nicht signifikant in ihrer Funktion hemmt (Mamiya et al. 1993).
Um auszuschliefen, dass KN-93 selbst Radikalfingereigenschaften besitzt, wurden Kon-
trollexperimente mit dessen Analogon KN-92 (Bestellnr. 120830 SEIKAGAKU America,
Molekulargewicht: 555,0 g/mol) durchgefiihrt, welches keine CaMKII - hemmende Wir-

kung besitzt. Beide Stoffe wurden in einer Konzentration von 1 umol/l eingesetzt.

2.6.2. AIP

AIP (,Autocamtide-2-related Inhibitory Peptide) (verwendete Konzentration: 100

nmol/1, Bestellnr. A3400-1MG Th. Geyer Molekulargewicht 1498,0 g/mol) ist eben-
falls ein hoch potenter und spezifischer CaMKII - Inhibitor, dessen Proteinsequenz von
Autocamtide-2 abgeleitet ist. In einer Konzentration von 1 pmol/l hemmt AIP die CaM-
KII komplett, ohne dabei PKC, PKA oder CaMKIV zu beeinflussen (Ishida et al. 1995).

2.6.3. Ranolazin

Ranolazin (Bestellnr. R6152 Th. Geyer, 10 pmol/l gelost in 0,1 N HCIl, Molekularge-
wicht 427,5 g/mol) ist ein selektiver Hemmstoff des spiten Na™t - Stroms, d.h. es hemmt
den spiten Nat - Strom 38 mal stiirker als den Spitzenstrom in Ventrikelmyozyten von

Hunden mit Herzinsuffizienz (Undrovinas et al. 2006).

2.6.4. Thapsigargin

Thapsigargin (Bestellnr. T9033-5MG Th. Geyer, Molekulare Masse 650,76 g/mol) ist ein
hochpotenter Hemmstoff der sarkoplasmatischen Ca?t - ATPase und verhindert so einen
Riicktransport von Ca?t - Ionen in das Sarkoplasmatische Retikulum nach der Kontrak-
tion und der intrazellulire Ca2* - Speicher leert sich. Somit werden Untersuchungen zur

Beteiligung des aus dem SR freigesetzten Ca?"T an den Radikaleffekten ermdglicht.

2.7. Datenerfassung und Auswertung

Die Daten der Patch clamp Messungen wurden mit der Software Patchmaster’™ (HE-
KA Elektronik, Dr. Schulze GmbH) erfasst, in Microsoft Excel importiert, dort weiter

bearbeitet und verwaltet. Die Endauswertung, statistische Testung, sowie die graphische
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Darstellung erfolgte mit GraphPad Prism 4”7 (GraphPad Software Inc., San Diego,
USA). Die Epifluoreszenzexperimente wurden mit TonWizard Acquire Version 4.4 von
lonOptix aufgezeichnet und mit IonWizard 5.0 ausgewertet. Die weitere Verarbeitung
der Daten erfolgte ebenfalls mit Microsoft Excel, sowie GraphPad Prism” ™. Samtliche

Daten sind im Folgenden als Mittelwerte dargestellt, wobei sich deren Standardfehler wie

SE.M. = \/f - % (2.11)

S.E.M. = Standardfehler; engl.: standard error of the mean; o2 = Varianz; o = Stan-
g

folgt berechnen lasst:

dardabweichung; n = Anzahl der Beobachtungen)
Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test bzw. ANOVA zum Vergleich longitu-

dinaler Daten mehrerer Gruppen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde

dabei zweiseitig als statistisch signifikant angesehen.
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3.1. Wirkung von Sauerstoffradikalen auf den spiten Na™ -

Einstrom (,late Iy,")

Zur Erfassung des spiten Na™ - Einstroms wurden die transfizierten Kaninchenmyozyten
auf - 120 mV geclampt und fiir 1000 ms auf - 20 mV depolarisiert. Abbildung zeigt
in Teil A einen kompletten Na™ - Strom mit sehr grofem Spitzenstrom und schneller
Inaktivierung. Ein geringer Teil der Natriumkanéile geht jedoch nicht in einen inakti-
ven Zustand iiber, sondern bleibt aktiviert oder springt in schnellem Wechsel zwischen
inaktiven und aktiven Zustand hin und her (sog. ,burst mode*). Deshalb bleibt ein im
Vergleich zur Gesamtamplitude sehr kleiner (< 1%), aber durch seine Lange von meh-
reren 100 ms doch relevanter Reststrom bestehen. Dies ist der sogenannte persistierende
oder auch spite Nat - Strom. In der Vergréferung (Abbildung B) ist nur der spéte
Na® - Strom von ungefihr 50 - 500 ms nach Kanaléffnung dargestellt, welcher wie bei
Wagner et al. 2006 schon zu Ausgangsbedingungen in der CaMKIIdc - iiberexprimieren-
den Zelle etwas grofer war als im Vergleich zur Bgal Kontrolle. Nach Radikalexposition
wurden die normalisierten Integrale nochmals deutlich grofer.

Abbildungzeigt gemittelte Integrale iiber den spiten Na™ - Einstrom (50 - 500 ms).
Nach Zugabe der Radikale nahm der Na™ - Strom in der CaMKIIdc - {iberexprimierenden
Gruppe (N=16) stark zu, in der Kontrollgruppe Sgal (N=17) fiel der Effekt signifikant
schwécher aus. Unter Verwendung des CaMKII - Inhibitors AIP (N=14) konnten die
Werte quasi auf Kontrollniveau reduziert werden. Die Zellgruppe fGgal + AIP (N=16)
unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe Bgal, allerdings ist auch hier

ein deutlicher Trend zur Minimierung der Stréme erkennbar.
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200 pmol/l H202

A B baseline 18 min H202
Bgal 50 ms 50 ms
W j 0.8110 j 1.9000
500 ms 500 ms
OpPA———————————___
CaMKlléc
50 ms
f- 1.9600
500 ms
< < K
S -3 53 450 ms
b= 8 ms
100 ms 100 ms

Abbildung 3.1.: (A) Originalabbildung eines Nat - Stroms mit grofem Peak und schneller In-
aktivierung. (B) Ausschnittsvergréfierung zur besseren Darstellung des spéten Anteils des Na™t -
Stroms (,late In,“). Dieser persistierende Na*t - Einstrom in der eigentlichen Inaktivierungsphase
von ca. 50 - 500 ms nach Kanal6ffnung ist im Vergleich mit dem Spitzeneinstrom sehr klein, wird
allerdings aufgrund seiner Dauer relevant. Schon zu Beginn der Messung war der spéte Na™ -
Einstrom in der CaMKII§c - iiberexprimierenden Zelle etwas grofer als in der Kontrollzelle. Nach
Radikalexposition nahmen die normalisierten Integrale in beiden Zellen nochmals deutlich zu.
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Abbildung 3.2.: Nach Zugabe der Sauerstoffradikale nahm der spite Na®™ - Strom in der
CaMKIIoc - iiberexprimierenden Gruppe signifikant stidrker zu als in der Kontrollgruppe. Der
CaMKIISc - Hemmstoff AIP bewirkte eine deutliche Reduktion des spdten Na® - Stroms, knapp
unter Kontrollniveau. Die Behandlung der Kontrollgruppe mit AIP fiihrte ebenfalls zu einer
leichten Verringerung der Werte. (* P < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (gal)

3.2. Einfluss der Sauerstoffradikalwirkung auf die

intrazelluldare Na* - Konzentration [Na®};

Um darzustellen, welchen Einfluss die Verstirkung des spiten Na™ - Einstroms auf den
Gesamtnatriumgehalt der Zellen hat, wurden Experimente am Epifluoreszenz - Setup
durchgefiihrt. Unter Verwendung des Na™t - sensitiven Farbstoffs SBFI wurde die in-
trazellulire Na™ - Konzentration nach Zugabe der Wasserstoffperoxydlésung iiber eine
Zeit von 30 min erfasst. Mit Hilfe einer in - situ - Kalibrierung konnten die erhobenen

Ratiowerte spiter auf tatséichliche Na™ - Konzentrationen umgerechnet werden.

3.2.1. In - situ - Kalibrierung von SBFI

Bei der in - situ - Kalibrierung von SBFT sorgte die Verwendung der Ionophoren Grami-
cidin und Monensin fiir ausreichende Porenbildung in der Zellmembran und somit fiir
den Ausgleich der intra- und extrazelluliren Nat - Konzentration. So konnten auch im

Zellinneren die vorgegebenen Na™ - Werte erreicht werden.
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Abbildung 3.3.: Représentatives SBFI - Kalibrierungsexperiment: Nach Permeabilisierung der
Membran (Monensin, Gramicidin) stieg die Fluoreszenzintensitét (Fsao/F3sso) mit der Erhohung
der Na™ - Konzentration schrittweise an.

Auf der Abbildung[3.3]ist ein reprasentatives Kalibrierungsexperiment zu sehen, wobei
die Fluoreszenzratio (F340/F3g0) mit der schrittweisen Erhohung der Na™ - Konzentration
ebenfalls bis zum Erreichen einer Plateauphase anstieg. Nach Umstellung auf 0 mmol/l
Nat am Ende der Messung sank der Fluoreszenzwert nicht ganz auf den Ausgangswert,
was damit zusammenhéingen koénnte, dass die Farbstoffintensitdt im Laufe der Messung
immer weiter abnimmt, was bei einer lingeren Messung den Fehler nach Abzug der Hin-
tergrundfluoreszenz vergrofern wiirde. Auferdem wiére denkbar, dass ein Anstieg der
intrazelluliren Na™ - Konzentration auf 20 mmol/l so enorm ist, dass die Nat - Tonen
nicht mehr vollstdndig eliminiert werden kénnen (Maier et al. 1997). Die Fluoreszenzratio
(F340/F350) wurde abziiglich der Hintergrundfluoreszenz aus insgesamt 12 Kalibrierungs-
experimenten mittels linearer Regression als Funktion der Natriumkonzentration darge-
stellt. Dies ergab folgende Eichkurve (Abbildung mit deren Verwendung die in den
Epifluoreszenzmessungen ermittelten Ratiowerte in tatséichliche Na™ - Konzentrationen

umgerechnet werden konnten. Die dafiir verwendete Formel lautet:

R34()_F340 Hintergrund _ 0 541
)

+7. — FBSO_FSSO Hintergrund 1
[Na™); 0.014 (mmol /1) (3.1)
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Abbildung 3.4.: Eichkurve (y(x) = 0,014 x + 0,541) mit linearer Regressionsgeraden und 95 %
Konfidenzintervall der Regression fiir die intrazelluldre in - situ - Kalibrierung von SBFI (N=12).

3.2.2. Anderung der [Na*]; nach Zugabe von H,0O,

Abbildung zeigt exemplarisch eine Originalregistrierung der Epifluoreszenzmessung
mit SBFI an ventrikuldren Kaninchenmyozyten, die entweder mit dem CaMKIIjc- oder
dem Kontrollvirus Ggal transfiziert wurden. Zunfichst wurde ein Basiswert ermittelt und
dann mit der Sauerstoffradikalgenerierung durch Superfusion mit HoOg begonnen. Schon
zu Beginn der Messungen war das Fluoreszenzniveau in der CaMKIIdc - iiberexprimie-
renden Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Unter Radikaleinfluss stieg
die Ratio in beiden Zellgruppen deutlich an, in den CaMKIIédc - {iberexprimierenden
Zellen allerdings wesentlich stirker als in der Kontrollgruppe.

In Abbildung sind die kalibrierten Mittelwerte der SBFI Messungen nach Wasser-
stoffperoxydzugabe iiber eine Zeit von 20 min dargestellt. Es zeigte sich in allen Grup-
pen ein Anstieg der Na* - Konzentration nach Einwirken der Sauerstoffradikale. In den
CaMKIIéc - iiberexprimierenden Zellen (N=26) war dieser Effekt signifikant stérker aus-
geprigt als in der Kontrollgruppe (N=28). 20 min nach Beginn der Radikalexposition
war |[Nal; 21,1 + 3,6 mmol/l in der CaMKIIdc - iiberexprimierenden Gruppe gegeniiber
13,2 + 1,8 mmol/l in der Kontrollgruppe. Wurde der CaMKII - Inhibitor KN-93 oder
der Hemmstoff des spiten Na™ - Stroms Ranolazin eingesetzt, entsprach der Radikal-

induzierte Na™* - Konzentrationsanstieg dem der Kontrollgruppe Bgal. Die intrazellulire
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Abbildung 3.5.: Die Abbildung zeigt ein reprédsentatives Originalexperiment der Verdnderung
der SBFI Fluoreszenz zu baseline Bedingungen und zu verschiedenen Zeitpunkten nach HsOs
Zugabe. In Rot ist die CaMKIIéc - iiberexprimierende Zelle dargestellt, in schwarz die mit dem
Kontrollvirus (gal) transfizierte Zelle. Das Verhéltnis der Lichtintensitit der Wellenldngen 340
und 380 nm (F340/F3g0) ist dabei MaR fiir die intrazellulire Na* - Konzentration. Die Na* -
Konzentration in der Zelle stieg nach Radikalzugabe in der CaMKIIjc - iiberexprimierenden Zelle
deutlich stérker an als in der Kontrollzelle.

0.65

0.60 CaMKIlsc
0.55
0.50
0.45
0.40 Bgal

0.35

SBFI Fluoreszenz
(F340/F380)

1s

Na™ - Konzentration betrug 9,4 + 1,9 mmol/1 in der mit KN-93 behandelten Gruppe
(N=9), mit Ranolazin (N=9) 10,7 £ 1,8 mmol/l. In den Kontrollgruppen Ggal + KN-93
(N=14) war der Na™ - Anstieg nicht signifikant im Vergleich zu Bgal bzw. bei Sgal + Ra-
nolazin (N=9) sogar signifikant niedriger (Tabelle B.1)). Dies lisst darauf schliefen, dass
sowohl die CaMKIIéc als auch der spite Na® - Einstrom mafkgeblich an der Na*t - Uber-
ladung der Zelle beteiligt sein miissen und diese Effekte auch ohne artifizielle Steigerung
der CaMKII - Level von Bedeutung sind. Durch Verwendung des KN-93 - Analogons
ohne CaMKII - inhibitorischen Effekt (KN-92) konnte ausgeschlossen werden, dass die-
ser Stoff selbst Radikalfdngereigenschaften aufweist. Die mit KN-92 behandelten Zellen
unterschieden sich nicht signifikant von den unbehandelten Zellen (Tabelle 3.1)).
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Abbildung 3.6.: Kalibrierte Mittelwerte der SBFI Epifluoreszenzmessungen der einzelnen Zell-
gruppen nach Wasserstoffperoxidzugabe iiber 20 min. Dargestellt sind Daten aus transfizierten
ventrikulidren Kaninchenmyozyten (CaMKIIjc bzw. fgal) kurz vor, wihrend und nach Exposi-
tion mit Sauerstoffradikalen. Die Na™ - Konzentration in den CaMKIISc - iiberexprimierenden
Zellen stieg signifikant stirker an als in der Kontrollgruppe, bzw. den mit Ranolazin oder KN-93

behandelten Zellen.(x P < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Sgal; {P < 0,05 im Vergleich
zur CaMKIIjc - Gruppe)
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oc éc KN-92 fgal Ogal KN-92 | fgal KN-93 fgal Ran
N = 26 N =14 N =128 N=28 N =14 N=9

[Na™]; [ Mean [ SEM | Mean | SEM | Mean | SEM | Mean [ SEM | Mean [ SEM | Mean | SEM
Omin | 66 | 1,9 | 7,8 | 1,7 | 40 | 1,3 | 48 | 38 | 36 | 26 | 15 | 2.1
2min | 94 | 1,8 | 99 | 1,9 | 53 | 14 | 66 | 26 | 55 | 2,7 | 22 | 22
4min | 11,3 1,9 12,6 1,9 6,3 1,3 5,3 3,8 6,0 2,6 2,6 2,4
6min | 138 | 24 | 136 | 20 | 7,1 | 1,6 | 59 | 38 | 6,7 | 26 | 28 | 24
Smin | 14,9 | 2,2 | 140 | 20 | 74 | 1,2 | 72 | 41 | 77 | 25 | 32 | 25
0min | 16,3 | 24 | 149 | 23 | 84 | 1,3 | 79 | 40 | 85 | 27 | 34 | 2,7
2min | 163 | 24 | 163 | 20 | 90 | L3 | 91 | 46 | 93 | 32 | 42 | 27
14 min | 18,7 | 3,0 17,3 | 2,7 9,7 1,4 8,3 4,3 7.8 2,6 4,7 2,7
6min | 17,0 | 2,7 | 17,1 | 32 | 106 | 1,4 | 104 | 49 | 7.2 | 25 | 55 | 228
18 min | 19,2 | 3,2 | 20,56 | 39 11,8 1,6 13,9 | 5.1 5,8 1,9 8,4 3,1
20min | 21,1 | 3,6 | 21,1 | 43 | 13,2 | 1,8 | 16,7 | 68 | 6,7 | 25 | 88 | 3.2

Tabelle 3.1.: Kalibrierte Mittelwerte (mmol/l) der Epifluoreszenzmessungen mit SBFI, die in
Abbi]dung aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht dargestellt wurden. In den mit KN-92 behan-
delten Zellen war ein Nat - Anstieg, entsprechend der unbehandelten Zellgruppen, festzustellen.
Dies zeigt, dass KN-92 und damit auch sein Analogon mit CaMKII - inhibitorischer Wirkung
KN-93 keine Radikalfingereigenschaften besitzen. Bei Behandlung der Kontrollgruppe mit KN-
93 bzw. Ranolazin war der Anstieg der Na™ - Konzentration gegeniiber den (Bgal Zellen ohne
Behandlung vermindert. (Mean = Mittelwert, SEM = Standardfehler)

3.2.3. Zeit bis zum Eintreten der Hyperkontraktur

Der schnellere und stirkere Nat - Anstieg der Zellen mit CaMKIIéc - Uberexpression
lisst vermuten, dass durch die nachfolgende Ca?t - Uberladung diese Zellgruppe auch
schneller in die Hyperkontraktur ibergeht und zum grofen Teil das Ende der Messung
von 30 min nicht erreicht. Wie aus Abbildung ersichtlich, waren am Schluss der
Messung noch 38,5% der CaMKIIdc - iiberexprimierenden Zellen (N=26) am Leben,
von der Kontrollgruppe (N=28) noch 42,9 %. Ranolazin bewirkte eine Steigerung der
Uberlebensquote auf 55,6 % (N=9), KN-93 sogar auf 88,8% (N=9). Auch in der Bgal
- Gruppe konnte die Uberlebensrate durch Ranolazin (N=9) auf 55,6 bzw. durch KN-
93 (N=14) auf 64,3 % erhoht werden. Der Zusatz von KN-92 bewirkte kein verbessertes
Uberleben (Tabelle .
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Abbildung 3.7.: Das prozentuale Uberleben der Zellen nach Radikalexposition, dargestellt als
Kaplan-Meier-Kurve. Mit Ende der Messung nach 30 min sind von den CaMKIIjc - iiberexpri-
mierenden Zellen noch 38,5 % am Leben, von den kontrolltransfizierten Zellen noch 42,9 %. Die
Behandlung mit KN-93 bzw. Ranolazin verlingerte die Uberlebenszeit deutlich iiber Kontrollni-
veau (KN-93 88,8 %, Ranolazin 55,6 %).

oc 0c KN-92 | pgal | fgal KN-92 | fgal KN-93 | Sgal Ran
Zellzahl | N = 26 N=14 N = 28 N=38 N=14 N=9
0 min 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
5 min 100% 100 % 100 % 100 % 100 % 100%
10 min | 100 % 92.9 % 100 % 100 % 100 % 100 %
15 min | 88.5 % 85.7 % 92.9 % 100 % 100 % 100 %
20 min | 69.2 % 78.6 % 85.7 % 87.5 % 92.9 % 100 %
25 min 50 % 571 % 64.3 % 62.5 % 85.7 % 66.7 %
30 min | 38.5 % 42.9 % 42.9 % 50 % 64.3 % 55.6 %

Tabelle 3.2.: Tabellarische Darstellung des prozentualen Uberlebens der Zellgruppen, die in Ab-
bildung [3.7] nicht dargestellt sind. Nach 30 min waren von den mit KN-92 behandelten Zellen
dhnlich viele hyperkontrahiert wie in ihrer jeweiligen Kontrollgruppe. KN-93 und Ranolazin konn-
ten das Uberleben auch in der gal - Gruppe etwas verbessern.

3.3. Messung der intrazelluliren Ca*" - Konzentration mit
Indo - 1

Laut Hypothese folgt dem radikalinduzierten intrazelluliren Na™ - Anstieg eine Stei-

gerung des Ca?t - Gehalts im Zytosol, welche letztendlich zur Hyperkontraktur fiihrt.
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Um diesen Sachverhalt zu priifen, wurden weitere Messungen mit dem oben beschrie-
benen Versuchsaufbau, unter Verwendung eines Ca?t - bindenden Farbstoffs (Indo - 1),
durchgefiihrt.

3.3.1. Einfluss der Sauerstoffradikalwirkung auf die intrazellulire Ca?* -
Konzentration [Ca*");

Abbildung zeigt eine reprasentative Originalregistrierung einer Epifluoreszenzmes-
sung mit dem Ca?* - sensitiven Farbstoff Indo - 1. Das Verhéltnis der Lichtintensititen
der Wellenlingen 405 und 485 nm (F405/F495) ist dabei Maf fiir die intrazellulire Ca?*
- Konzentration. Zu Beginn der Messung waren sowohl in der CaMKIIdc - iiberexprimie-
renden Zelle als auch in der kontrolltransfizierten Zelle Ca?* - Transienten vorhanden.
Nach Zugabe der Wasserstoffperoxydlésung wurden die Transienten in beiden Gruppen
kleiner und verschwanden schlieflich ganz. Hatte sich der diastolische Ca* - Wert an den
systolischen angendhert, war die Zelle nicht mehr in der Lage zu kontrahieren. Insgesamt
war der intrazellulire Ca?t - Gehalt in der CaMKIIdc - {iberexprimierenden Zelle am

Ende deutlich héher im Vergleich zur Kontrollzelle.

baseline 6 min H202 14 min H202 18 min H202
0.42 H202
0.40 o bl
0.38
0.36 aMKllsc “‘WMMMM Vi
0.34 Mm iy

C
05s Bgal

Indo-1 Fluoreszenz
(F405/F485)

Abbildung 3.8.: Die Abbildung eines représentativen Originalexperiments zeigt das Verhéltnis
der Lichtintensitéiten der Wellenlédngen 405 und 485 nm (F405 /F195) nach Abzug der Hintergrund-
fluoreszenz als Ma# fiir die intrazellulire Ca?* - Konzentration zu Beginn der Messung und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Sauerstoffradikale. Zu Anfang waren in beiden Zellen
noch deutliche Ca?* - Transienten erkennbar, nach Hy Oy - Zugabe wurden diese zunéchst kleiner,
bis sich die diastolische Ca?>* - Konzentration an den systolischen Wert angenéihert hatte. Unter
diesen Umsténden sind der Zelle keine Kontraktionen mehr méglich. Der Ca®>* - Anstieg fiel in
der CaMKIIbc - iiberexprimierenden Zelle insgesamt deutlich stdrker aus als in der Kontrollzelle.

In Abbildung sind auf den Ausgangswert normalisierte diastolische Ca?* - Werte

gezeigt, welche in Epifluoreszenzmessungen mit dem Farbstoff Indo - 1 erhoben wurden.
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Nach Exposition der transfizierten ventrikuldren Kaninchenmyozyten mit Sauerstoffra-
dikalen stieg das diastolische Ca?* in allen Gruppen deutlich an. Der signifikant stirkste
Anstieg war in der Gruppe der CaMKII§c - iiberexprimierenden Zellen zu verzeichnen.
20 min nach Beginn der Radikalexposition war die intrazellulire Ca?t - Konzentration
in den CaMKIIdc - iiberexprimierenden Zellen auf den 1,4 £+ 0,1 - fachen Ausgangswert
angestiegen. Die Ca?* - Werte der mit Ranolazin bzw. KN-93 behandelten Zellen blie-
ben tendenziell (Ranolazin 1,2 + 0,03, KN-93 1,2 + 0,1), jedoch nicht signifikant unter
Kontrollniveau (1,3 4 0,1). In den Kontrollgruppen gal + KN-93 (N=8) und [gal + Ra-
nolazin (N=10) war im Vergleich zu Bgal der Anstieg des intrazelluliren Ca2* ebenfalls
etwas geringer (Tabelle . KN-92 verursachte einen den Zellgruppen ohne Behandlung
entsprechenden Ca?t-Anstieg.
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Abbildung 3.9.: Dargestellt sind auf den Ausgangswert normalisierte diastolische Ca?>* - Werte
aus Epifluoreszenzmessungen mit Indo - 1. Nach Radikalexposition stiegen die diastolischen Ca?*
- Werte in allen 4 Gruppen stark an. Den signifikant grofsten Anstieg zeigten die CaMKIIc -
iiberexprimierenden Zellen. Die mit Ranolazin und KN-93 behandelten Zellen blieben im Ca?t -
Anstieg tendenziell, jedoch nicht signifikant unter dem Kontrollniveau. *P < 0,05 vs. Kontrolle
(Bgal); tP < 0,05 vs. CaMKIIjc
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oc 6c KN-92 Ogal fgal KN-92 | fgal KN-93 Ogal Ran
N=11 N=38 N=11 N =12 N=38 N =10
[Ca?+]; | Mean ‘ SEM | Mean ‘ SEM | Mean ‘ SEM | Mean ‘ SEM | Mean ‘ SEM | Mean ‘ SEM
0 min 1 0,00 | 1,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00 | 1,00 | 0,00
2 min 1,02 | 0,01 | 1,03 | 0,01 | 1,02 | 0,01 | 1,03 | 0,01 | 1,01 | 0,01 | 1,02 | 0,01
4 min 1,06 | 0,01 | 1,05 | 0,01 | 1,04 | 0,01 | 1,07 | 0,01 | 1,04 | 0,01 | 1,06 | 0,01
6 min 1,1 0,02 | 1,10 | 0,02 | 1,07 | 0,02 | 1,12 | 0,01 | 1,07 | 0,01 | 1,10 | 0,02
8 min 1,1 0,02 | 1,14 | 0,02 | 1,11 | 0,03 | 1,17 | 0,01 | 1,10 | 0,01 | 1,15 | 0,02
10 min | 1,21 | 0,02 | 1,20 | 0,03 | 1,18 | 0,03 | 1,21 | 0,01 | 1,12 | 0,02 | 1,22 | 0,03
12min | 1,26 | 0,03 | 1,26 | 0,03 | 1,22 | 0,04 | 1,26 | 0,01 | 1,14 | 0,02 | 1,27 | 0,04
14 min | 1,31 | 0,04 | 1,27 | 0,04 | 1,26 | 0,06 | 1,29 | 0,02 | 1,16 | 0,02 | 1,28 | 0,05
16 min | 1,37 | 0,06 | 1,30 | 0,04 | 1,27 | 0,06 | 1,32 | 0,04 | 1,18 | 0,02 | 1,29 | 0,05
18 min | 1,36 | 0,056 | 1,32 | 0,05 | 1,28 | 0,07 | 1,29 | 0,03 | 1,22 | 0,02 | 1,26 | 0,04
20 min | 1,42 | 0,07 | 1,37 | 0,06 | 1,30 | 0,08 | 1,33 | 0,04 | 1,24 | 0,03 | 1,27 | 0,04

Tabelle 3.3.: Auf den Ausgangswert normalisierte Mittelwerte der Epifluoreszenzmessungen mit
Indo-1, die in Abbildung aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht gezeigt wurden. Der Ca®*t -
Anstieg in den mit KN-92 behandelten Zellgruppen entsprach den Zellen ohne pharmakologische
Beeinflussung. Dies belegt, dass weder KN-92 noch sein Analogon KN-93 Radikalfingereigen-
schaften besitzen. KN-93 und Ranolazin fiihren auch in den (gal transfizierten Zellen zu einem
verringerten Anstieg der diastolischen Ca®* - Konzentration. (Mean — Mittelwert, SEM = Stan-
dardfehler)

3.3.2. Verkiirzungsfraktion

Zur Auswertung der Verkiirzungsfraktion wurden nur Zellen verwendet, die unter Aus-
gangsbedingungen eine Verkiirzung von iiber 1% der Ausgangszelllinge aufwiesen. Dies
war ein grundlegendes Qualitdtskriterium, da einige Zellen bei starker Farbstoffbeladung
eine zu geringe Verkiirzungsfraktion aufwiesen, als dass sich dort noch kleine Anderungen
hétten nachweisen lassen. Abbildung zeigt eine représentative Originalregistrierung
der prozentualen Verkiirzung der Zellen (engl.: ,fractional shortening®), normalisiert auf
die Ausgangszelllinge. Zu Beginn der Messung unterschied sich die Verkiirzung der bei-
den Zellen nur unwesentlich. Nach 6 min Wasserstoffperoxydexposition kam es unter
Kontrollbedingungen zu einer Abnahme der diastolischen Zelllinge und einem Riickgang
der Verkiirzungsfraktion. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei CaMKII - Uberexpression
ein deutlicher Anstieg der Verkiirzungsfraktion bei dhnlicher Abnahme der diastolischen
Zelllinge, was auf eine beschleunigte Ca?" - Wiederaufnahme in das SR bei &hnlicher
diastolischer intrazellulirer Ca?t - Konzentration hindeuten konnte. Interessanterwei-

se konnte ein Teil des positiv inotropen Effektes der Sauerstoffradikale durch Blockade
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des spiten Na™ - Einstroms (mittels Ranolazin) reduziert werden (Abbildung [3.11), was
auf eine Beteiligung des Na™ - Einstroms via Na,1.5 hindeutet. Méglicherweise kommt
es durch Sauerstoffradikale iiber eine Steigerung der Na™ - Konzentration und der dia-
stolischen Ca?* - Konzentration zunichst zu einer Aufladung des SR. Aufgrund einer
gesteigerten RyR - Phosphorylierung kann dieser jedoch die gesteigerte Ca?* - Konzen-
tration nur halten, wenn sich auch die Ca?t - Wiederaufnahme beschleunigt. Hierfiir
ist die SERCA verantwortlich. Bei CaMKII - Uberexpression kommt es nun sowohl zu
einer Ca?t - Uberladung des Zytosols als auch des SR wodurch sich die Kontraktilitit
kurzfristig verbessert. In spiteren Stadien, wenn die zytosolische Ca?t - Konzentration
weiter steigt, kann die gesteigerte SERCA Aktivitdt dies nicht mehr kompensieren und
die Differenz zwischen diastolischer und systolischer Ca?* - Konzentration wird wieder

kleiner.

baseline 6 min H,0, 20 min

CaMKllsc

Bgal

1 % Ausgangszelllange

F

1s

Abbildung 3.10.: Originalabbildung einer Kontraktion bei einer Stimulationsfrequenz von 0,5
Hz. Zu Beginn unterschieden sich die beiden Zellen in der prozentualen Verkiirzung nicht. Nach
Radikalzugabe verbesserte sich die Kontraktion bei CaMKII - Uberexpression zunéchst. Spiiter,
nach weiterer Zunahme der Ca®* - Konzentration sistiert die Verkiirzung komplett. In der dia-
stolischen Zelllinge und deren Abnahme nach Radikalexposition unterscheiden sich die einzelnen
Zellen nicht wesentlich.
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Abbildung 3.11.: Zu Beginn der Messung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der pro-
zentualen Verkiirzung der einzelnen Zellgruppen. Nach Radikalexposition wurde die Kontraktion
bei CaMKII - Uberexpression evt. aufgrund des stéirkeren Ca*t - Anstiegs in diesen Zellgruppen
zundchst besser. Wenig spéter verschlechterte sich die Verkiirzung in allen Zellgruppen.

3.3.3. Thapsigargin

Um die Beteiligung des sarkoplasmatischen Retikulums an den Radikaleffekten weiterge-
hend zu untersuchen, wurden zusatzliche Experimente mit Zusatz von Thapsigargin (5
pmol /1) durchgefiihrt. Dies hemmt die SR - Ca?* - ATPase und fiihrt so zuniichst zu einer
reduzierten SR - Ca?t - Aufnahme und im ,steady state® letztlich zur Entleerung der SR
- Ca?* - Speicher. Die Mittelwertdarstellung der Ca?* - Messungen mit Indo - 1 unter
Verwendung des SR - Ca?* - ATPase Inhibitors Thapsigargin (Abbildung zeigte
zu Anfang keinen signifikanten Unterschied im diastolischen Ca?* - Gehalt der einzelnen
Gruppen. Nach Zugabe der Radikale stieg das diastolische Ca?* in den CaMKIIéc - iiber-
exprimierenden Zellen wie erwartet an, in den mit Thapsigargin vorbehandelten Zellen
war der Ca?* - Anstieg nicht mehr nachweisbar. Dieses Ergebnis lisst darauf schliefen,
dass Radikale die Ca?* - Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum bendtigen,
um an der CaMKIIdc ihre Effekte zu vermitteln.
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Abbildung 3.12.: Die diastolische Ca’>t - Konzentration stieg in den nur mit dem Losungsmit-
tel DMSO behandelten Kontrollzellen nach Radikalzugabe, wie erwartet, signifikant an. Unter
Verwendung des SERCA - Inhibitors Thapsigargin entstand kein signifikanter Effekt (* P <
0,05).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Wirkung von
Sauerstoffradikalen am Herzen CaMKIIdc - vermittelt ist. Die Radikale fiihren {iber eine
gesteigerte Ca?t - Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum zur CaMKIIéc
Aktivierung. Dies bedingt eine Verstirkung des spiten Nat - Stroms, was wiederum
eine Na® - und schlieflich Ca?* - Uberladung der Zelle zur Folge hat und letztendlich
zur Hyperkontraktur fithrt. Dieser Effekt ist bei Uberexpression der CaMKIIéc deutlich
verstarkt und bei Inhibition mit KN-93 deutlich gemindert. Dies ist von besonderer kli-
nischer Relevanz, da sowohl die Radikalproduktion als auch die CaMKIIjc - Expression

im herzinsuffizienten Myokard gesteigert ist.

4.1. Sauerstoffradikalwirkung und antioxidative

Therapiemoglichkeiten

In den letzten Jahren haben sich die Erkenntnisse iiber die komplexen Effekte der frei-
en Radikale bzw. radikalen Sauerstoffspezies in biologischen Systemen extrem erweitert.
Sauerstoffradikale sind ein relativ neues Konzept in der Biologie, welches erst vor 50 Jah-
ren {iberhaupt beschrieben und zu dieser Zeit wegen Beteiligung an Alterungsprozessen
und Krebs noch sédmtlich als schédlich eingestuft wurde (Commoner et al. 1954). Heute
weif man jedoch, dass die Wirkung von Sauerstoffradikalen sowohl zerstérerisch als unter
Umsténden auch protektiv sein kann. Eine grofe Anzahl an Literaturangaben belegt das
Auftreten von Reperfusionsschiden, wenn Sauerstoff wieder in das zuvor ischdmische
Gewebe stromt (Hess und Manson 1984; Opie 1991; Park und Lucchesi 1999). Dieser
Effekt wurde an Niere, Leber, Lunge, Darm und natiirlich auch am Herzen beobachtet.
Auferdem konnte auf Einzelzellebene ein vermehrter Zelltod in der Reperfusionsphase
nachgewiesen werden (Vanden Hoek et al. 1996; Vanden Hoek et al. 1997a; Vanden Hoek
et al. 1997b; Vanden Hoek et al. 1998; Becker et al. 1999; Vanden Hoek et al. 2000).

Protektiv wirken Sauerstoffradikale moglicherweise iiber eine radikalinduzierte Prékon-
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4. Diskussion

ditionierung der Gewebe in kurzen Hypoxiephasen, die diese vor weiteren Schéden be-
wahrt (Vanden Hoek et al. 1998). Neuere Studien zeigen, dass Sauerstoffradikale, auch
wenn dies zunédchst paradox erscheint, schon wihrend der Ischdmie entstehen (Kevin
et al. 2003). Auch bei - fiir metabolische Prozesse - unzureichender Sauerstoffzufuhr ist
immer noch molekularer Sauerstoff vorhanden. Ein Zustand absoluter Anoxie ist auch
bei klinisch relevanter Ischdmie duferst unwahrscheinlich. Die Enzyme der Atmungsket-
te verlieren dabei Elektronen direkt an diese Sauerstoffinolekiile und produzieren so eine
grofe Menge an Superoxidanionen (Nohl und Jordan 1986). Der Entstehungsort von Sau-
erstoffradikalen in der Reperfusionsphase ist moglicherweise ein anderer und noch nicht
eindeutig identifiziert (Becker 2004). Wihrend die Beweislage fiir signifikante Reperfusi-
onsschéden nach simulierter Ischdmie in zelluldren Systemen relativ gut ist, stellt sich die
Situation fiir ganze Organe bzw. am Tiermodell etwas widerspriichlich dar. Jolly et al.
berichteten schon in den 80er Jahren, dass Superoxiddismutase und Katalase wihrend
der frithen Reperfusionsphase die Infarktgrofe 24 h nach Ischdmie bei Hunden um die
Hélfte verringern konnte (Jolly et al. 1984). Kurze Zeit spater konnten Miura et al. im
selben Ansatz bei Kaninchen 3 Tage nach Ischdmie keinen signifikanten Effekt nachwei-
sen (Miura et al. 1988). Horwitz et al. zeigten eine Reduktion der Infarktgrofe durch
Anwendung eines Antioxidans (2-mercaptoproprionyl-glycin) in der Reperfusionsphase
bei Hunden um 60 % (Horwitz et al. 1994), wihrend Miki et al. keinen protektiven Effekt
der selben Substanz im Kaninchenmodell nachweisen konnte (Miki et al. 1999). Diese
widerspriichlichen Frgebnisse werfen viele technische Fragen auf beziiglich Unterschie-
de in der Physiologie verschiedener Spezies, Techniken zur Ermittlung der Infarktgrofe,
unterschiedlicher pharmakologischer Interventionen, Zeitansatz fiir Ischdmie und Reper-
fusion, Messmethoden zur Effektivitdt der Antioxidantien, usw. Entscheidend wére, zu
kldren, ob die Zunahme der Schiden in der Reperfusionsphase tatséchlich erst zu dieser
Zeit zustande kommt oder ob schon wihrend der Ischdmie der unausweichliche Zelltod
programmiert wurde, der eben erst bei Reperfusion manifest wird. Nach wie vor ist also
unklar, ob die auf zellulérer Ebene beobachteten Effekte im ganzen Tier iiberhaupt in glei-
cher Weise vorhanden sind. Um daraus effektive klinische Therapieformen zu entwickeln,
muss zunéchst das Gesamtverstdndnis der Radikalentstehung und -wirkung noch deutlich
erweitert werden. Mdglicherweise sind klinische Anwendungen antioxidativer Substanzen
fehlgeschlagen, weil sie manche Gewebe zwar schiitzen, aber in angrenzenden Bereichen

zusdtzliche Schiden verursachen. Ein Infarkt ist kein homogener Bereich. Manche Be-
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4. Diskussion

zirke sind mehr, manche weniger vom Sauerstoffmangel betroffen. Daher wire denkbar,
dass Zonen grofiter Ischdmie von Antioxidantien profitieren, wihrend angrenzenden Be-
reichen die radikalinduzierte Prakonditionierung fehlt (Vanden Hoek et al. 2000). Aus
diesem Grund gestaltet sich die effektive anti-radikale Therapie duflerst schwierig, da
spezifische Ansitze zum Einsatz kommen sollten, die auf eine spezielle Gruppe Radikale
oder ein Zellkompartiment zugeschnitten sind und auferdem zum genau richtigen Zeit-
punkt eingesetzt werden miissten um zuverlissigen klinischen Erfolg zu erreichen (Becker
2004). Da dies fast unmoglich scheint, muss die Radikalwirkung aus anderen Perspekti-
ven betrachtet werden. Diese Arbeit bietet einen solch neuen Ansatz, die Wirkung von

Sauerstoffradikalen in Herzmuskelzellen genauer zu analysieren.

4.2. Sauerstoffradikal-bedingte Effekte auf den zelluldren
Natriumhaushalt und den Einfluss der CaMKIlljc

4.2.1. Der spite Nat - Strom

Sauerstoffradikale verursachen eine Verstirkung des spiaten Na® - Stroms. Ma et al. de-
mounstrierten bereits 2004 in ventrikuldren Kardiomyozyten von Meerschweinchen eine
konzentrationsabhiingige Steigerung des spiaten Na™ - Stroms durch HoOs (Ma et al.
2004). Song et al. bestétigten dieses Ergebnis zwei Jahre spéter an Meerschweinchen und
Kaninchen, und brachten diesen Effekt in Verbindung mit Stérungen der elektromecha-
nischen Kopplung und kontraktiler Dysfunktion. Interessanterweise waren die radikalin-
duzierten Effekte durch Blockade des spiten Na™ - Stroms mittels Ranolazin reversibel
(Song et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine signifikante Verstér-
kung des spiten Na™ - Stroms durch HyOy - Exposition gezeigt werden. In den Zellen
mit CaMKIIéc - Uberexpression war die Radikalwirkung signifikant stirker ausgeprigt,
was auf eine Beteiligung des Enzyms an dieser Effektkaskade hindeutet. Schon zu Be-
ginn der Messung, ohne Radikalwirkung, war der spite Na™ - Strom in der CaMKIIdc
- Gruppe stéirker ausgepragt. Dies bestétigt Ergebnisse von Wagner et al. aus dem Jahr
2006. Dort wurde, sowohl bei akuter Uberexpression in Kaninchenmyozyten als auch bei
chronischer Uberexpression im Maus - Modell, gezeigt, dass der spite Na® - Strom so-
wie in der Folge auch die intrazellulire Na* - Konzentration bei vermehrter Expression
der CaMKIIdc erhéht ist. Es wurde damals postuliert, dass es sich hierbei um einen

moglicherweise durch Phosphorylierung der a - Untereinheit des Natriumkanals vermit-
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4. Diskussion

telten direkten CaMKII-bedingten Effekt handeln kénnte. Eine Hemmung der CaMKII
konnte sowohl die Steigerung des spaten Natriumstroms, als auch die erhdhte intrazel-
lulire Nat - Konzentration zumindest im akuten Uberexpressionsmodell der CaMKII
(Kaninchen) nahezu komplett verhindern (Wagner et al. 2006). Neben einer Steigerung
des spaten Natriumeinstroms konnten Wagner et al. weitere CaMKIIdc - bedingte Ef-
fekte auf das Natriumkanal-Gating nachweisen. So wurde auch der Spitzennatriumstrom
(,Peak In,“)beeinflufst, die Natriumkanalverfiigbarkeit reduziert, die intermedidre Inak-
tivierung beschleunigt und die Erholung nach Inaktivierung verzogert (Wagner et al.
2006). Ahnliche Stérungen der Inaktivierung konnten in kultivierten atrialen Kardio-
myozyten von Mausen (HL-1), in HEK 293 Zellen, wie auch in vitalen Kardiomyozyten
aus der epikardialen Grenzzone eines Herzinfarktes in Hunden nachgewiesen werden (Fu-
kuda et al. 2005). In solchen Grenzzonen ist die Radikalentstehung extrem gesteigert
(Fukuda et al. 2005). Kiirzlich konnte dariiberhinaus direkt nachgewiesen werden, dass
Sauerstoffradikale das Gating des Nat - Kanals beeinflussen. Die Autoren argumentier-
ten, dass dies moglicherweise {iber Veranderungen der Membran (Lipid Peroxidation)
geschieht. Denkbar wére jedoch auch die Vermittlung iiber second messenger wie z.B. die
CaMKII (Boyden et al. 2007).

4.2.2. Die intrazellulire Na™ - Konzentration

Auch in dieser Arbeit resultierte aus der Verstirkung des spiten Na® - Einstroms eine
Erhohung der intrazelluliren Nat - Konzentration. Beides war schon vor Radikalzugabe
in den CaMKIIdc - iiberexprimierenden Zellen héher und bestitigt damit vorpublizierte
Daten (Wagner et al. 2006). Nach Zugabe der radikalen Sauerstoffspezies fanden sich
eine Steigerung des spiten Natriumstroms sowie ein Anstieg der intrazelluldren Natri-
umkonzentration (Abbildung [3.1)). Die vorliegende Arbeit konnte jedoch erstmals zei-
gen, dass gesteigerte CaMKIIdc - Level diese Radikal - bedingte Steigerung des spéten
Natriumstroms und in der Folge die intrazelluldre Natriumakkumulation signifikant ver-
stdrken. Mehr noch, die Hemmung der CaMKIIdc mittels AIP konnte die Radikal -
vermittelten Effekte auf spidten Natriumstrom und Natriumkonzentration nahezu ver-
hindern bzw. deutlich verzégern (Abbildung . Dies lésst auf eine direkte Beteiligung
der CaMKIIéc an den ROS - vermittelten Effekten auf den Natriumhaushalt der Zelle
schliefsen. Aufgrund ihrer integrativen Funktion stellt die CaMKIIdc méglicherweise einen

zentralen Second - messenger fiir Sauerstoffradikale dar (siehe unten). Die Tatsache, dass
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Ranolazin, ein Hemmstoff des spéten Natriumstroms ebenfalls die intrazelluldre Natriu-
makkumulation verhindern konnte, bestatigt den ursdchlichen Zusammenhang zwischen
Natriumioneneinstrom iiber spannungsabhéngige Natriumkanile und zelluldrer Natrium-

konzentration.

4.2.3. Einfluss von Sauerstoffradikalen und CaMKIlljc auf die
intrazellulire Ca?t - Konzentration

Die Beziehung zwischen post-ischdmischen Radikal-vermittelten Schiden am Myokard
und intrazellulirer Ca?t - Uberladung war lange unklar. 1991 gelang es Josephson et
al. nachzuweisen, dass HoO2 - Exposition in isolierten ventrikuliren Kardiomyozyten
der Ratte zu einem Anstieg der intrazelluliren Ca?* - Konzentration und schlieflich
zur Hyperkontraktur fithrt (Josephson et al. 1991). Als Ursache der Kalziumiiberladung
wird eine intrazellulire Natriumakkumulation mit in der Folge Aktivierung des Natri-
um/Kalzium - Austauschers und Kalziumeinstrom aus dem Extrazelluldrraum angeschul-
digt (Bers und Weber 2002, Wagner et al. 2006). Hierfiir spricht, dass eine Hemmung des
NCX mittels KB-R7943 den Anstieg der Kalziumkonzentration und die Hyperkontrak-
turentwicklung verlangsamen bzw. aufhalten kann (Inserte et al. 2002, McDonald und
Howlett 2008, Wagner et al. 2003). Umgekehrt fiihrt eine Steigerung der NCX - Dichte
in der Membran - wie sie auch bei Herzinsuffizienz gefunden wird (Pogwizd et al. 2000) -
zu einer signifikanten Steigerung der zelluldren Empfindlichkeit gegeniiber radikaler Sau-
erstoffspezies (Wagner et al. 2003). Auch in der vorliegenden Arbeit kam es unter ROS
- Exposition zu einer signifikanten Steigerung der intrazelluldren Kalziumkonzentration.
Interessanterweise war diese Steigerung nach Uberexpression der CaMKIIdc massiv ver-
stirkt und konnte durch CaMKIIdc - Inhibition auf das Kontrollniveau abgesenkt werden
(Abbildung [3.9). Dies ldsst darauf schlieRen, dass die CaMKIIdc analog zu den Radikal
- bedingten Effekten auf den spiten Natriumeinstrom und die Natriumkonzentration
einen entscheidenden Anteil an dieser Entwicklung hat. Aufgrund der zelluldren Hyper-
kontraktur von Einzelzellen im Gewebeverband kommt es zu einer Beeintrichtigung der
myokardialen Funktion und einer Begiinstigung von Arrhythmien. Bereits 2006 konn-
ten Arbeiten an isolierten Langendorff - perfundierten Rattenherzen zeigen, dass eine
CaMKIIdc - Inhibition nach Ischémie und anschliefender Reperfusion die Kontraktilifs
verbessert und den Zelltod reduziert (Vila-Petroff et al. 2007).
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4.2.4. Einfluss von Sauerstoffradikalen und CaMKIlléc auf die
Kontraktilitat

Wagner et al. konnten 2003 zeigen, dass es unter ROS Exposition zu einer Anndherung
der diastolischen Ca?t - Konzentration an die systolische mit der daraus resultieren-
den Abnahme der Ca?* - Transienten kommt. Kurz vor der Hyperkontrakturentwicklung
verschwindet der Ca?*t - Transient vollstindig. Damit einher ging ein Sistieren der regel-
miéfkigen Zellverkiirzung. Diese Effekte konnten auch in der vorliegenden Arbeit reprodu-
ziert werden. Unter Radikalexposition nahm die diastolische Zelllinge ab, die Zellverkiir-
zung wurde schlechter und die beschriebene Verminderung des Kalziumtransienten stellte
sich ein. Mit Angleichung von systolischer und diastolischer Kalziumkonzentration kam
es zum Kontraktionsstillstand und letztendlich zur Hyperkontraktur. Interessanterweise
zeigte sich bei CaMKIT - Uberexpression zu Beginn der Radikalwirkung eine kurzzeitige
Verbesserung der Kontraktion. Dies kénnte auf den nachgewiesenen schnelleren Ca?* -

Anstieg in dieser Gruppe zuriickzufiihren sein.

4.2.5. Die Bedeutung des Sarkoplasmatischen Retikulums fiir die
Radikal-vermittelte Zytotoxizitit

Es ist bekannt, dass in der Herzinsuffizienz die SR Ca?t Aufnahme, Speicherung und
Abgabe reduziert ist (Hobai und O’Rourke 2001, Pieske et al.1996). Eine verminderte
SR Ca?* Beladung lieRe sich unter anderem mit der schlechteren SERCA Funktion oder
aufgrund des vermehrten Ca?* Verlust durch erhéhte NCX - Aktivitiit erkliren (Hasen-
fufl et al. 1994, Studer et al. 1994). Dariiber hinaus konnte ein verstirktes SR Ca?* Leck
und eine geminderte Ca?t Beladung in verschiedenen Herzinsuffizienzmodellen direkt
nachgewiesen werden (Shannon et al. 2003, Yamamoto et al. 1999). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass chronisch sympathische Uberstimulation zu einer vermehrten PKA
Phosphorylierung an Ser2808 und einer herabgesetzten Bindung der kanalstabilisieren-
den Untereinheit Calstabin2 (FKBP12.6) fiihrt, was zu einer weiteren Verstdrkung des
diastolischen Ca?T Lecks beitriigt (Marx et a. 2000, Reiken et al. 2001, Yano et al. 2000).
An dieser Stelle setzt die Therapie mit § - Blockern an, die die kardiale Funktion nach-
gewiesenermafen bessern und die Mortalitéit senken kann (Packer et al. 2001), in dem
sie die chronische Hyperphosphorylierung des RyR2 verhindert, so indirekt die Calstabin
Bindung verbessert und das Ca?* - Leck reduziert (Reiken et al. 2001).

Auch die CaMKII - abhéngige Phosphorylierung des Ryanodin - Rezeptors (RyR2)

61



4. Diskussion

fiihrt zu einem erheblichen diastolischen SR, - Ca?" - Leck (Wehrens et al. 2004). CaM-
KII - Uberexpression verstirkt diesen Effekt weiter (Kohlhaas et al. 2006). In CaMKII -
transgenen Miusen kommt es zu einem erhdhten Ca?* - Verlust aus dem sarkoplasmati-
schen Retikulum, welcher zumindest in jungen Mausen, die noch keine klinischen Zeichen
einer Herzinsuffizienz aufwiesen, durch Inhibition der CaMKII verringert werden konnte
(Maier et al. 2003).

Radikalexposition steigert ebenfalls die Einzelkanaloffnungswahrscheinlichkeit des RyR2
(Boraso und Williams 1994), wobei die Oxidation von Cysteinresten zur Aktivierung des
Kanals fithrt (Xu et al. 1998). Moglicherweise konnen ROS zentrale Anteile des RyR2
direkt oxidieren, eine gestorte Interdoméanen - Interaktion bedingen und in der Folge die
RyR2 - Offnungswahrscheinlichkeit steigern. Eine radikal - bedingte Ca?* - Freisetzung
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum kénnte die CaMKIIdc - Aktivitét triggern, was
die beobachteten Effekte auf spiten Natriumstrom, Natrium- und Kalziumkonzentration
dann zur Folge hétte.

Um die Frage zu beantworten, ob die radikalvermittelte SR - Ca2t - Freisetzung an
der Signalkaskade, die schliefslich zur Kalziumiiberladung fiihrt, beteiligt ist, wurden in
der vorliegenden Arbeit weitere Experimente unter SERCA - Blockade mit Hilfe von
Thapsigargin durchgefiihrt. Dabei war nach Radikalexposition kein signifikanter Anstieg
der intrazelluliren Kalziumkonzentration mehr zu verzeichnen. Dies deutet darauf hin,
dass moglicherweise der radikal - bedingten CaMKIIjc Aktivierung eine Freisetzung von
Kalzium aus dem SR vorrausgehen muss. Um diesen Zusammenhang zu beweisen, sind
weitere Experimente vonnoten. Dies hétte allerdings den Umfang der vorliegenden Disser-
tation deutlich iiberschritten. Erste Experimente unserer Arbeitsgruppe konnten bereits
eine verstirkte Autophosphorylierung und damit Aktivierung der CaMKIIdc nach Radi-
kalexposition nachweisen. Diese Verstirkung der Autophosphorylierung war nach Aus-
schaltung des SR mittels Thapsigargin oder massiver Ca?* - Pufferung mittels BAPTA
nicht mehr nachweisbar (Weber et al. 2008).

4.2.6. Direkte CaMKII - Aktivierung nach Radikalexposition?

Obwohl sich Hinweise auf eine pathophysiologisch relevante Rolle der CaMKIIdc bei der
Herzinsuffizienzentstehung und ihre Bedeutung fiir das Fortschreiten der Erkrankung
verdichten, ist immernoch unklar, wie es zur CaMKII - Aktivierung kommt und welches

die genauen Signalwege sind, die letztendlich zur Herzinsuffizienz fithren. Moglicherweise
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spielen reaktive Sauerstoffspezies hierbei eine wichtige Rolle. Erste Hinweise auf eine di-
rekte Aktivierung der CaMKII durch Sauerstoffradikale wurden 2005 auf der Tagung der
»2American Heart Association® in Dallas, Texas préisentiert (Oddis et al. 2005). Kiirzlich
erschien die zugehorige Verdffentlichung und bestétigt die vorherigen Ergebnisse umfas-
send in vitro und in vivo. Die Radikalgenerierung erfolgte dabei iiber Angiotensin II -
vermittelte Aktivierung der NAD(P)H - Oxidase (Doerries et al. 2007) bzw. durch Expo-
sition mittels HoO9. Dabei konnen Sauerstoffradikale die durch CaM aktivierte CaMKII
an M281/282 oxidieren und damit zur autonomen Aktivierung fithren (dhnlich der Phos-
phorylierung). Es konnte gezeigt werden, dass ein CaMKII - Knockdown in isolierten Kar-
diomyozyten von Ratten gegen Radikalschiden schiitzt. Aufserdem ist Radikal-induzierte
CaMKIIéc - Aktivitiat im CaMKIIdc - Aktivititsessay zwar unter Ca?t - Pufferung mit
EGTA noch deutlich, aber interessanterweise ganz ohne Ca?*/CaM praktisch nicht mehr
vorhanden (Erickson et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit war, wie in erwihnt,
kein signifikanter Ca?" - Anstieg unter Entleerung des intrazelluliren Ca?* - Speichers
durch Thapsigargin zu verzeichnen. Dies passt zu der Annahme, dass der CaMKIIdc -
Aktivierung durch Sauerstoffradikale (CaMKII Oxidation) die vorhergehende Aktivie-
rung durch CaM unbedingt vorausgehen muss. Auch in Endothelzellen ist die CaMKII
an der Radikal-vermittelten Induktion der endothelialen NO - Synthase beteiligt. Dieser
Vorgang ist dabei ebenfalls kalziumabhingig und konnte durch Inhibition der CaMKII
gestoppt werden (Cai et al. 2001), ebenso in Betazellen des Pankreas. Dort konnte eine
zur Apoptose filhrende, kalziumabhéngige, Radikal-induzierte Aktivierung der CaMKII
nachgewiesen werden, welche durch starke Kalziumpuffer und Hemmung der CaMKII
unterbunden werden konnte (Choi et al. 2006). Das fiir die CaMKII - Aktivierung notige

Ca?t stammt moglicherweise aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum.

4.3. Ranolazin

In den durchgefiihrten Experimenten verhindert Ranolazin durch Hemmung des spéten
Na™ - Einstroms den Radikal - induzierten Anstieg der intrazellulsiren Na® - und Ca?*
- Konzentration. Dies bestédtigen mehrere Vorbefunde: Zum Beispiel konnte an isolier-
ten perfundierten Rattenherzen demonstriert werden, dass Ranolazin in der Lage ist,
eine durch ATX-II (Anemonia Sulcata Toxin II), induzierte Erhohung des intrazelluldren
Ca?t zu vermindern (Fraser et al. 2006). ATX verursacht #hnlich wie Sauerstoffradi-

kale eine Verstirkung des spiten Na™ - Stroms und 16st somit eine intrazellulire Na™
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- Uberladung aus. In Muskelstreifenpriparaten von herzinsuffizienten menschlichen Ex-
plantaten war Ranolazin in der Lage, die diastolische Dysfunktion um ca. 30 % zu ver-
bessern, ohne den SR - Ca?*t - Gehalt zu beeinflussen, also ohne negativ inotropen Effekt
auf die Kontraktilitdt. Aufserdem konnten in derselben Arbeit auch ATX - Effekte, wie
eine Verstirkung des spiten Nat - Einstroms, sowie Nat - und Ca?* - Anstieg, in iso-
lierten ventrikuldren Kaninchenmyozyten durch Ranolazin verringert werden (Sossalla
et al. 2008). Auch antiarrhythmische Effekte von Ranolazin sind in vitro und in vivo
nachgewiesen. In isolierten Herzen von Meerschweinchen vermindert Ranolazin ATX -
induzierte ventrikuldre Arrhythmien und reduziert die Aktionspotentialdauer (Wu L. et
al. 2004). Aufierdem konnte in der kiirzlich erschienenen MERLIN - TIMI 36 Studie die
Anzahl erneuter Ischdmien und das Auftreten von Arrhythmien an 6560 Patienten mit

akutem Koronarsyndrom signifikant reduziert werden (Morrow et al. 2007).

4. 4. Herzinsuffizienz

In dieser Arbeit konnte erstmalig eine Beteiligung der CaMKIIédc an radikal-induzierten
Effekten am Myokard gezeigt werden. Dies ist von besonderer Bedeutung bei Herzinsuf-
fizienz, da schon lidngere Zeit bekannt ist, dass oxidativer Stress eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese von Herzinsuffizienz spielt. Die enorme Menge an Sauerstoffradikalen
entsteht hierbei hauptséchlich in den Mitochondrien (Ide et al. 1999). Myozyten aus in-
suffizienten Herzen sind dabei auch wesentlich anfélliger fiir radikal-induzierte Schiden.
Die Hyperkontrakturentwicklung erfolgt dabei frither als in gesunden Zellen (Tsutsui
et al. 2001). Auferdem ist bekannt, dass chronische Herzinsuffizienz den spiiten Na*t -
Strom verstirkt und verlingert und so zu Nat - Uberladung und erhhter Aktionspo-
tentialvariabilitdt beitriigt (Maltsev et al. 2007). Die Funktion der Nat /KT - ATPase
ist dabei nicht beeintrichtigt (Despa et al. 2002), die Expression des NCX allerdings
hochreguliert (Pogwizd et al. 1999), sodass dieser vor allem zur Elimination von Na®
aus dem Zytosol beitriigt und damit im Gegenzug die Ca?* - Uberladung der Zelle for-
dert. Einen therapeutischen Ansatz in diesem Fall kénnte der Inhibitor des spiten Na™ -
Stroms Ranolazin darstellen. Ranolazin ist in der Lage, in isolierten Kardiomyozyten von
Hunden den spiten Na't - Strom zu inhibieren, die Aktionspotentialdauer zu verkiirzen
und Nachkontraktionen zu verhindern (Undrovinas et al. 2006). In der klinischen Anwen-
dung konnte das antiarrhythmische Potential von Ranolazin bestitigt werden (Morrow

et al. 2007). Uberdies ist bekannt, dass eine Uberexpression der CaMKIIdc in transgenen
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Maiusen zu dilatativer Kardiomyopathie fiihrt, was mit einem vorzeitigen Tod einher-
geht. Die aus diesen Herzen isolierten Kardiomyozyten sind vergrofiert und fallen durch

verminderte Kontraktilitit und veréinderte Ca?t - Homdostase auf (Zhang et al. 2003).
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5. Zusammenfassung

Sauerstoffradikale sind an einer Reihe von pathologischen Vorgidngen beteiligt, wie z.B.
an Ischimie, der darauffolgenden Reperfusionsphase, an Alterungsprozessen sowie bei
Herzinsuffizienz. Sie verursachen Zellschédden, haben allerdings auch wichtige Funktionen
in Signaltransduktionswegen. Sauerstoffradikale erhchen die intrazellulire Na™- und in
der Folge auch die intrazellulire Ca?* - Konzentration, was letztendlich zur Hyperkon-
traktur fithrt. Die vorliegende Arbeit untersuchte die Beteiligung der Kalzium - Calm-
odulin - abhéngigen - Proteinkinase II dc (CaMKIIdc) an der Radikal-vermittelten Zy-
totoxizitét in ventrikuldren Kaninchenmyozyten. Zu diesem Zweck wurde die CaMKIIdc
in isolierten ventrikuldren Kardiomyozyten von Kaninchen mittels adenoviralem Gen-
transfer akut tiberexprimiert. In diesen Zellen wurde unter Radikalexposition der spate
Na™ - Strom mit Hilfe der Whole-cell-Patch-Clamp-Technik untersucht, ebenso wie der
intrazellulire Na*t- und Ca?* - Stoffwechsel mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Zum Test
der Gegenhypothese wurden die Inhibitoren KN-93 und Ranolazin eingesetzt. Schliefslich
konnte gezeigt werden, dass Sauerstoffradikale iiber eine Ca?T-abhiingige Aktivierung
der CaMKIIdc eine Verstirkung des spiten Na™ - Stroms verursachen, was wiederum
eine Nat - und Ca?t - Uberladung der Zelle bedingt und letztendlich zur Hyperkon-
traktur fithrt. Dieser Effekt war bei Uberexpression der CaMKIIdc deutlich verstirkt
und bei Inhibition mit KN-93 und Ranolazin deutlich gemindert. Daraus lisst sich ab-
leiten, dass diese Radikalschiden CaMKIIdc - vermittelt sind. Dies ist von klinischer
Relevanz, da in herzinsuffizientem Myokard sowohl die Radikalproduktion als auch die
CaMKIIéc - Expression gesteigert ist. Die genauen Mechanismen der CaMKIIjc - Ak-
tivierung sowie die Auswirkungen der Radikaleffekte in vivo miissen jedoch Gegenstand
weiterer Forschung sein, um ein genaueres Verstdndnis der Bedeutung der CaMKIIdc fiir
die Radikal-vermittelten Schidden am Myokard zu erlangen und damit die Entwicklung

neuer therapeutischer Ansétze voranzutreiben.
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