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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Anatomie und Funktion des Herzens

Dem Herzen ist im Organismus eine wesentliche Ralgeordnet. Sein Gewicht betréagt ca.
300g, lokalisiert ist es thorakal im mittleren Mastinum. Es ist ein grof3er Muskel, welcher
durch ein eigenes aus Bindegewebe bestehendedtS#ake Herzskelett, gestitzt wird. Das
Herz funktioniert wie eine Pumpe, welche aus vaestdnen Teilen besteht. Diese Pumpe
setzt sich aus 4 Hohlraumen zusammen, welche ddrétlappen voneinander getrennt
werden. Man teilt das Herz ein in ein rechtes undiekes Herz. Beide bestehen aus je einem
Vorhof, welcher mit einer Kammer verbunden ist. Baserstoffarme Blut gelangt aus dem
grof3en Kreislauf, welcher alle Organe bis auf dimde umfasst, Uber die obere und untere
Hohlvene (Vv. cavae superior et inferior) in deahten Vorhof. Von dort aus gelangt es uber
eine Herzklappe, die Trikuspidalklappe, in die techHerzkammer. An die rechte
Herzkammer ist der Pulmonalstamm angeschlossen,sidér in zwei Pulmonalarterien
aufspaltet, welche in die Lunge ziehen. ZwischelmBoalstamm und rechter Herzkammer
befindet sich die Pulmonalklappe. Die rechte Kamnpmpt das Blut Uber die
Lungenarterien in die Lunge, wo das Blut mit Satedéfsangereichert wird und tber die
Lungenenvenen in den linken Vorhof gelangt. Diesemit der linken Kammer verbunden,
wird von dieser allerdings auch durch eine Herzbégpdie Mitralklappe, getrennt. An die
linke Kammer ist die Aorta, die Hauptschlagadergesthlossen. Auch liegt hier, wie
zwischen rechter Kammer und Pulmonalarterie, eieelappe, die Aortenklappe. Die linke
Kammer pumpt das mit Sauerstoff gesattigte Blutr idde Aorta in den groRen Kreislauf.
Hierbei sorgen die Herzklappen daflrr, dass das iBiater nur in eine Richtung fliel3t und
verhindern einen Ruckstrom in die entgegengesBiztgung.

Wenn die beiden Kammern kontrahieren, 6ffnen siehRulmonal- und Aortenklappe, um
einen Blutfluss in die Richtung des groR3en Kreifdaikorperkreislauf Gber die Aorta) und
des kleinen Kreislaufs (Lungenkreislauf Gber Pulaiarterie) zu gewahrleisten. Gleichzeitig
schliel3en sich die Herzklappen zwischen den Kammedhden Vorhofen (Trikuspidal- und
Mitralklappe), damit das Blut nicht von den Kammemdie Vorhofe gelangt. Wahrend
dessen flllen sich die Vorhofe passiv wieder mitutBlwelches jedoch durch die

geschlossenen Klappen vorerst nicht in die Kamrgefangt. Diesen Vorgang nennt man die
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1 Einleitung

Systole. Nachdem das Blut aus den Kammern gepumnmteyerschlafft das Herz. Pulmonal-
und Aortenklappe schlie3en sich, damit das Blutaers Gefalen nicht zurtick in das Herz
stromt. Gleichzeitig 6ffnen sich die Klappen zwisnhKammern und Vorhofen, damit das
Blut aus den Vorhdofen in die Kammern gelangt. Héedrfolgen nur etwa 20% bis 30%der
Fullung durch aktive Kontraktion der Vorhofe, deedR gelangt passiv in die Kammern.
Diesen Vorgang nennt man Diastole.

Modifiziert werden diese Aktionen durch das vegetatNervensystem. Bei steigender
Belastung muss eine Erhéhung des Herzzeitvolumensradhten Durchblutung der Organe
erfolgen. Das vegetative Nervensystem kann in zlwie aufgeteilt werden, die als
Gegenspieler verstanden werden konnen. Der Synkpatlerhoht die Herzfrequenz (positiv-
chronotroper Effekt) und steigert die Kraft (positotroper Effekt), der Parasympathikus
wirkt gegenteilig. Die Nervenfasern des Sympathilkelche das Herz innervieren (Nervi
cardiaci), kommen aus den zervikalen Ganglien. @ieasympathischen Fasern entstammen
dem Nervus vagus, dem 10. Hirnnerven. Sowoh! synmate als auch parasympathische
Fasern innervieren den Sinusknoten, welcher sictlemWand des rechten Vorhofs in der

Néahe der Einmindung der oberen Hohlvene befindet.

1.2 Elektrische Erregung der Herzmuskelzelle

Der Herzmuskel besteht aus Muskelzellen, den Kargazyten. Diese arbeiten im Verbund
als funktionelle Einheit. Am Beginn jeder Herzmugkatraktion steht die elektrische
Erregung der Zelle. Zwischen dem Inneren der 4ell@ dem Extrazellularraum herrscht tber
der Zellmembran eine Ladungsdifferenz, welche dumihe Konzentrationsdifferenz
verschiedener lonen zwischen diesen beiden Kompamten und der selektiven
Permeabilitat fur bestimmte lonenspezies gewaleleisird. Man spricht hierbei auch vom
Ruhemembranpotenzial. Bei Konzentrationsuntersehiaiber dieser fir lonen permeablen
Membran erfolgt eine Diffusion der lonen durch diMembran entlang des
Konzentrationsgefélles. Gleichzeitig wird aber awmhe elektrische Ladung verschoben.
Durch diese Ladungsverschiebung entsteht ein eektzss Feld, dessen Feldstarke von der
Uber die Membran verschobenen Ladungsmenge abhBagt.elektrische Feld lasst sich
durch eine Potentialdifferenz tGber der Membran nacsen. In dem elektrischen Feld wirkt
auf die lonen eine Kraft, die in ihrer Richtung d&wmnzentrationsgefalle entgegengesetzt ist
und dadurch die lonen in dem Bestreben, die Memlmardurchtreten, behindert. Die

wirkende Kraft ist proportional zur elektrischen |dstarke. Es stellt sich ein stabiles
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1 Einleitung

elektrische Potential ein, bei dem die auf die tomekende Kraft gerade so grol3 ist, dass ein
Durchtritt der lonen durch die Membran entlang Heszentrationsgefalles verhindert wird.
Hier besteht also ein Gleichgewicht eines Konzéoimagradienten und eines
entgegengesetzten elektrischen Gradienten.

Die Permeabilitat der Zellmembran ist fur die véredenen lonen unterschiedlich grof3. Dies
wird bei der Berechnung des Membranpotentials Maoldman, Hodgkin und Katz (Clay
2009) berucksichtigt (Abbildung 1.1). Mit der GoldmHodgkin-Katz-Gleichung ergibt sich
ein Ruhemembranpotential von ca. -90 mV. Dieser tWasst sich auch experimentell

nachweisen.

Unr = AT In PN’ [Na'la + p - [K o + pe - [CU];
R B R (S R

Abbildung 1.1 — Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung Hierbei handelt es sich um die
Gleichung, welche zur Errechnung des Ruhemembranpals verwendet wird. R steht hier
fur die universelle Gaskonstante, T fur die absolUtemperatur in Kelvin, F fur die
Faradaysche Konstante, P fir die Permeabilitdt téiei sich aus dem Fickschen
Diffusionsgesetz ab und ist der Quotient aus derffuBionskonstanten und der
Membrandicke), K fur Kalium, Na fur Natrium und Gt Chlorid. Berechnet wird hierbei die

Membranspannung in mV.

Vornehmlich verantwortlich ist hierfur das®Kdessen Gleichgewichtspotenzial uber der
Zellmembran in Ruhe bei ca. -90 mV liegt und fus dée Membran unter Ruhebedingungen
die grof3te Permeabilitét besitzt. Das Ruhemembtanpi@l der Zelle liegt, mit beeinflusst
durch die anderen lonen, bei ca. -85 mV. Die Zethbean ist mit verschiedenen Kanélen
durchsetzt, von denen einige fir lonen spezifiseghd sund somit einerseits das
Ruhemembranpotenzial aufrechterhalten und andéeersiée Depolarisation der Zelle
ermdglichen. Im Herzen handelt es sich hierbei tsighlich um N&, K*- und C&"-Kanale.
Trifft die Erregung auf die Zelle, kommt es zur D&gisation des Membranpotenzials. Ab
einem Schwellenwert von ca. -60 mV 6ffnen sich sigannungsgesteuerten Néanale,
wodurch es entsprechend dem elektrochemischen édtadi zum Einstrom von Ridonen in

die Zelle kommt. Das Membranpotenzial kann nuneanén Wert von ca. +30 mV steigen.
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1 Einleitung

Diese Phase des Aktionspotenzials wird Aufstricina@® 0) genannt und dauert ca. 1
Millisekunde (ms). Die NaKanile werden unmittelbar nach diesem schnellefstfich
inaktiviert. Durch eine Zunahme der Permeabilitét dellmembran fiir K zu Beginn des
Aktionspotenzials(durch die Aktivierung des tramsgm Auswartsstroms) wird der 'K
Ausstrom kurzzeitig gesteigert. Wahrend dieser Zalt das Membranpotential von einer
initialen Spitze aus leicht ab, dieser AbschnitrdvPhase 1 genannt. Etwas verzdgert
gegeniiber den N&analen 6ffnen sich die GaKanale und C&-lonen stromen in die Zelle.
Der C&"-Einstrom wirkt der Repolarisation der Zelle entgegMan nennt diese Phase, in der
sich das Membranpotential Gber einen relativ langeitraum (ca. 200-250 ms) nur wenig
repolarisiert, die Plateauphase (Phase 2). WahdendPlateauphase steigt die Permeabilitat
der Zellmembran fiir Kwieder auf Werte etwas liber dem Ruhewert an. BienBabilitat fiir
C&* nimmt gleichzeitig ab. Durch den jetzt stark zumehden K-Ausstrom repolarisiert
sich die Zellmembran (Repolarisationsphase, Phasen8 es kommt zur Rickkehr zum
Ruhemembranpotenzial.

Herzmuskelzellen zeigen eine ausgepragte Refrdiddgy d. h. eine Phase, in der kein neues
Aktionspotential ausgeldst werden kann. Die absoRgfraktarphase beginnt unmittelbar mit
dem schnellen Aufstrich des Aktionspotentials. hhiaéb dieser Phase kann, auch durch sehr
starke Reize, kein neues Aktionspotential ausgeMstden. Erst gegen Ende der
Repolarisation koénnen in der Amplitude abgeschweichind zeitlich verkirzte
Aktionspotentiale ausgeldst werden. Man nennt didssse relative Refraktarphase. Erst nach
der relativen Refraktarphase konnen wieder in Am@gé und Dauer regulare
Aktionspotentiale ausgelost werden. Ursache fur dedraktare Verhalten der
Herzmuskelzelle ist eine anhaltende Inaktivierung@s dNd-Kanals wahrend der
Depolarisationsphase. Erst nach RepolarisationNerte kleiner -40 mV setzt die Erholung

des N&-Kanals ein.

1.3 Kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung

Nach Inaktivierung der spannungsabhangigei-kanale kommt es zur Offnung der L-Typ-
Cd*-Kanale (auch Dihydropyridinrezeptoren (DHPRS) gerij In regelmaRigen Abstanden
ziehen vom Sarkolemm Einstilpungen in die Tiefe,stig. T-Tubuli, in diesen befinden sich
die DHPRs.

Auf der intrazellularen Seite des Sarkolemms befindich nahe den DHPRs das

sarkoplasmatische Retikulum, in dessen Membran die. Ryanodinrezeptoren (RyRS)
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1 Einleitung

lokalisiert sind (siehe Abbildung 1.2). Nach Bingwon C&"an diese Rezeptoren, die’Ga
permeable Kanale sind, kommt es zur?‘Creisetzung aus dem sarkoplasmatischem
Retikulum, der sog. kalziuminduzierten Kalziumfegmuing (Bers 2002).

In der Membran des sarkoplasmatischen Retikulusseta sich Cluster von ca. 100 RyRs
finden, denen gegenuber sich Cluster von ca. 10BPRs befinden (Bers 2002). Diese
lokale sarkoplasmatische Kalziumfreisetzungseinheitrd Couplon genannt, jeder
Kardiomyozyt besitzt ca. 10.000 dieser CouplonarfEmi-Armstrong et al. 1999).

T-Tubuhss

Zarlzolemm

\ Sarlcoplasmatisches Ratilolum

Evancéinrezeptor
L-Twp-Ealziem-Kanal

Abbildung 1.2 — Schema der T-Tubuli des Sarkolemms und der Lokalisa der L-Typ-
Kalzium-Kanéle und Ryanodin-Rezeptoredu sehen ist die schematische Darstellung eines
T-Tubulus des Sarkolemms. Uber den L-Typ:®anal gelangen die C&-lonen wahrend
eines Aktionspotenzials nach intrazellular, woaeden Ryanodinrezeptor in der Membran
des sarkoplasmatischen Retikulums binden, zu deS$tnung fiihren und dadurch die

Freisetzung des dort gespeicherterf Caewirken.
Dies ist fur die Kontraktion der Zelle essenzidi, wahrend der Kontraktion ein Grofteil des

bendtigten C& aus den intrazelluldren Speichern des sarkoplaschat Retikulums stammt,

fur dessen Freisetzung der RyR hauptsachlich weoatlich ist (Bers 2002).
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1 Einleitung

Es kommt jedoch nicht zu einer vollstindigen Entteyl der C&-Speicher des
sarkoplasmatischen Retikulums, was am ehesten @mdé #aktivierung der RyRs
zurtckzufiuhren ist (Shannon et al. 2003).
Auch in Ruhe besteht eine geringe stochastische rdbladinlichkeit einer spontanen
Entladung einzelner RyR-Cluster in Form von sog” Gparks (Cheng H et al. 1993). In
vielen Studien konnte jedoch beobachtet werders beiseiner Reduktion der €aBeladung
der Speicher auf ca. 40-50% der NormalkapazitatFdesuenz der Sparks in der Diastole
deutlich reduziert ist. Aul3erdem konnte gezeigtdear dass in diesem Fall auch ein
ansonsten ausreichender*GRinstrom uber die DHPRs keine adaquate Antwort RigRs
nach sich zieht. Dies lasst die Schlussfolgerunglass die Kalziumkonzentration im Lumen
des sarkoplasmatischen Retikulums die**Gaeisetzung tber die RyRs sowohl in der
Diastole als auch im Zuge der kalziuminduziertenzkKanfreisetzung entscheidend mit
reguliert (Bassani et al. 1995; Shannon et al. 2B@@s 2001; Trafford et al. 2001).
Jedoch findet auch eine direkte Regulierung des Rig®. Der RyR ist ein Teil eines
Multiproteinkomplexes. In diesem Komplex findenhsidas FK506-Bindungsprotein 12.6
(FKBP12.6), Calmodulin (CaM), die Proteinkinase RK@), die C&'/CaM abhangige
Proteinkinase Il (CaMKIl), die Proteinphosphatag#til und PPA2, ein Ankerprotein fur die
PKA (mAKAP) und andere Proteine wie Spinophilin|s&guestrin und Sorcin (Bers 2004).
Fiur die Entfernung des intrazellularen ?Can der Diastole sind im Wesentlichen vier
Mechanismen verantwortlich:

« Die sarkolemmale G&Pumpe (C&-ATPase), welche unter Energieverbrauch (ATP)

das C&"nach extrazellular transportiert.
« Der mitochondriale CGa-Uniporter, der C4 in die Mitochondrien gelangen lasst.
« Der sarkolemmale Na C&*-Austauscher (NCX), welcher Kan die Zelle und im
Austausch dafiir Gaaus der Zelle transportiert.

« Die sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulufi-&BPase (SERCA), welche
unter Energieverbrauch &an das sarkoplasmatische Retikulum transportiert.
Bassani et al. (1994) konnten in Kaninchenmyoztéa (nenschlichen Kardiomyozyten in
dieser Hinsicht &hneln) zeigen, dass Uber die SER&A70%, Uber den NCX ca. 28% und
Uber die restlichen Mechanismen ca. 2% de$" @ader Diastole abtransportiert werden.

Somit wird ein GroRteil des Eawahrend der Diastole wieder in die intrazellulaBmeicher

transportiert.
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1 Einleitung

1.4 C&* und seine Regulation im Zellkern

C&* tibernimmt in der Zelle als Second Messenger eie&z&hl an Funktionen. So ist es an
elektrischer Erregung, Kontraktion, Apoptose, Seéreund Gentranskription beteiligt (Bers
2008). Hierbei werden durch das®Caeist spezifische G&Bindungsproteine aktiviert, wie
z.B. CaM oder Troponin C. Dabei werden diese Bimgipnoteine haufig durch lokale €a
Erhohungen aktiviert und nicht durch eine globaé"E&rhohung. Das bedeutet, dass es viele
verschiedene, unabhéngig voneinander ablaufendeaBhangige Prozesse gibt, die einzig
durch lokale C&-Erhéhungen ablaufen (Bers 2008). In den Mitochiemdz.B. hat C& tiber
eine Aktivierung verschiedener Stoffwechselprozessee zentrale Vermittlerrolle im
Gleichgewicht zwischen Energiebedarf und Energigtstellung (Denton und McCormack
1990; Territo et al. 2000; Bers 2008).

In den Mitochondrien z. B. hat &a iber eine Aktivierung verschiedener
Stoffwechselprozesse eine zentrale VermittlernolieGleichgewicht zwischen Energiebedarf
und Energiebereitstellung (Denton und McCormackO19®@rrito et al. 2000; Bers 2008).
Diese Arbeit hat es sich zum Ziel gesetzt, vomaltien Zellkern und seine €aRegulierung
zu untersuchen. ahat hier eine Vielzahl von Funktionen. So hat & einen wesentlichen
Einfluss auf die Apoptose und den Zellzyklus (Caphl995; Bers 2008). Weiterhin kann es
Uber die Aktivierung von CaM eine Hypertrophie dalle bedingen (Gruver et al. 1993).
Abhangig von zytosolischem und nuklearem®Cist die Aktivierung des im Zellkern
gelegenen Cyclic-AMP-Response-Element-Binding-Pnete(CREB) (Dolmetsch et al.
2001). Auch der im Zellkern gelegene Transkriptfekor Downstream Regulatory Element
Antagonist Modulator (DREAM) wird durch nukledresfCbeeinflusst (Cheng HY et al.
2002). Uber eine experimentelle, selektive Puffgrdes nukledren amit Hilfe des CA'-
Bindungsproteins Parvalbumin, das im Zellkern Ukerieniert wurde, konnte eine Reduktion
der Zellproliferation und Anderung des Zellzyklugobachtet werden, wohingegen die
Uberexpression des Parvalbumins im Zytoplasma keifez oben genannten Effekte zeigte
(Rodrigues et al. 2007).

Wie oben erwahnt, ist CaM ein wichtiger Bestanddeis CA™-Signalweges der Regulation
von Transkriptionsfaktoren und der damit verbundehiypertrophie des Herzens. CaM-
Uberexpression fiihrt zur Hypertrophie (Gruver et1893), im Gegensatz dazu verhindert
eine verminderte CaM-Expression die HypertrophieHierzmuskelzellen (McDonough und
Glembotski 1992). In vielen Studien konnte bei Exinigen des zytoplasmatischer? Ceine

Translokation von CaM aus dem Zytosol in den Zetideeobachtet werden (Mermelstein et
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al. 2001; Thorogate und Torok 2004; Wu und Bers720W0Vie das CaM in den Zellkern
gelangt, ist bisher noch unklar. Es wird vermutss es im Cotransport mit anderen
Proteinen den Zellkern betritt (Thorogate und Ta20K7).

Bisher sind zwei Wege der CaM-induzierten Hypetiiepdes Herzens bekannt. Ein
wichtiger C&"-gesteuerter Signalweg lauft (iber’G&almodulin-abhangige Proteinkinasen
(CaMK). Die CaMK reguliert die Aktivitat der Transftionsfaktorenactivation protein-1
(AP-1), activating transcription factor-XATF-1), serum response fact¢SRF), CREB und
desmyocyte enhancer factor(RMEF2) (Linseman et al. 2003). Hierbei scheint atlem die
CaM-abhangige Aktivierung von MEF2 einen starkenflass auf die Hypertrophie zu haben
(Passier et al. 2000). Dabei scheint die Phospieouylg von MEF2 weniger eine Rolle zu
spielen, als die Bindung an Histondeacetylasen (BDAIDAC sind fur die Transkription
wesentliche Proteine. Durch die Deacetylierung dgsins des N-Terminus der Histone
mittels HDAC bekommt das Lysin wieder eine posithadung, wodurch sich die Affinitat
des Histons fir das negativ geladene Phosphat-GCagili®NA erhoht. Die Transkription der
DNA wird durch diese Blockierung herunterreguli@tehm et al. 1998).

Die HDAC werden in vier Klassen unterteilt, wovanden Kardiomyozyten Uberwiegend die
Klasse-1I-HDAC (HDAC4, HDAC5, HDAC7 und HDAC9) gddet werden, welche eine
MEF2-Bindungsstelle am N-Terminus haben, die imé&eianderen HDAC zu finden ist
(Backs und Olson 2006). Die Klasse Il HDAC habenhmam N-Terminus zwei Serine, die,
wenn sie phosphoryliert werden, an das Chaperag+34inden. Dies hat zur Folge, dass der
Komplex in seiner Gesamtheit durch @éasomosomal region maintenance proteifCRM1)
aus dem Zellkern exportiert wird. Auch wenn die Galle MEF2 phosphorylieren kann, so
scheint die Phosphorylierung der HDAC ebenfallcbdudie CaMK der entscheidende Schritt
in diesem Mechanismus zu sein (Linseman et al. 2B@8ks und Olson 2006; Bers 2008).
Aus diesem Mechanismus geht die essentielle Bedguties C# fir die HDAC-MEF2-
abhangige Regulation der Transkription hervor.

Ein weiterer Weg zur CaM-induzierten Hypertrophés dHerzens funktioniert tiber die Ga
CaM-Calcineurin-NFAT iguclear factor of activated T-ce)iKaskade. Calcineurin ist eine
Phosphatase, welche zwei Untereinheiten (CnA un®)COmat. CnA enthalt die CaM-
Bindungs- und Phosphorylierungsstelle, benottigpgddCnB, um dann aktiv zu werden (Bers
2008). Calcineurin dephosphoryliert NFAT, wodurciesgs in den Zellkern transportiert
wird. Dort kann es zusammen mit dem Zink-Fingerafaiptionsfaktor GATA4 zur
Transkription hypertrophieférdernder Gene fuhren olfddtin  2004). Eine vermehrte

Expression von NFAT und/oder Calcineurin fuhrt zuassiver Hypertrophie und
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Herzinsuffizienz (Bers 2008). Calcineurin besitirteeum ein Vielfaches hohere Affinitat zu
Cd*-CaM als die CaMKII. Dies lasst vermuten, dassAlgvierung der CaMKIl eher durch
hohe C&'-Transienten in der Systole eingeleitet wird, wabredie Aktivierung von
Calcineurin auch bei kleineren €&piegeln in der Diastole ablauft (Dolmetsch etl&8i97).

In Kardiomyozyten ist die subzellulare Regulatiolesdér Signalwege noch unvollstandig
verstanden, jedoch steht die wesentliche Rolle @&#% in Bezug auf die Regulation der
Transkription und den daraus entstehenden Folgéerdtrage.

Morphologisch ist der Zellkern eine Struktur inrethder Zelle. Umgeben wird er von einer
Kernhille, welche von den Auslaufern des sarkop#sthen Retikulums gebildet wird und
welche von Kanalen durchzogen ist (Fricker et 897). Die Kernhille besteht aus einer
aulReren und einer inneren Schicht mit einem daherstiegenden Lumen, welches mit dem
sarkoplasmatischen Retikulum verbunden ist (Wu Beds 2006). Innerhalb des Lumens
kann C&" frei diffundieren. Somit bildet auch die Kernhiilinen C&'-Speicher, der
strukturell und funktionell mit dem sarkoplasmalien Retikulum verbunden ist (Wu und
Bers 2006). In das Innere des Zellkerns ragen Afeiader Kernmembran, die das sog.
nukleoplasmatische Retikulum bilden und ebenfailsd®n 0.g. Rezeptoren ausgestattet sind
(Guatimosim et al. 2008).

Waurde in friheren Zeiten noch angenommen, das€ddsur passiv durch Diffusion durch
die Kernporen wahrend der Systole in den Zellkezlamgt (Genka et al. 1999), so konnte
schon vorher gezeigt werden, dass die Membran degrntlle mit der
Phosphatidylinositolphosphatkinase (Cocco et al8719Divecha et al. 1991), der
Phospholipase C (PLC) (Martelli et al. 2000; Begdd et al. 2003) und dem
Inositoltrisphosphatrezeptor @R) (Koppler et al. 1993; Mak und Foskett 1994; Niav
1994; Stehno-Bittel et al. 1995) wichtige Kompomenffiir eine aktive CaFreisetzung
sowohl auf der AuR3en- wie auch der Innenseite beitehno-Bittel et al. 1995). Durch die
Bindung spezifischer Liganden an G-Protein-gekdpp®&ezeptoren, kommt es zu einer
Aktivierung der PLC. Diese hydrolysiert Phosphdiiaysitol-4,5-bisphosphat (P4pP zu
Inositoltrisphosphat () und Diacylglycerol (DAG). DAG wirkt als second ssenger und
tragt zur Aktivierung der Proteinkinase C bei. Heoteinkinase C ihrerseits kann durch
Enzymphosphorylierung die Genexpression beeinfludé® bindet an den HR, welcher ein
unspezifischer Kationenkanal des sarkoplasmatis&etikulums ist, bei dessen Aktivierung
Cd” freigesetzt wird (Krauss 2001).

Von der PLC sind bisher 13 Isoenzyme bekannt, i@ Subgruppen unterteilt werdgh:y,

d, &, n und{ (Cockcroft 2006), von denen die Plz-als die im Zellkern dominante Form
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betrachtet wird (Faenza et al. 2008; Ye und Ahn8200edoch scheinen auch die anderen
Isoformen nach neueren Studien eine wichtige Rpllespielen. So kann z. B. die im
Zytoplasma lokalisierte PL@; nachdem sie Giabhangig aktiviert wurde, durch die
Kernhtlle in den Zellkern translozieren (Okada kt2805), um dort die PHLevel, die
DNA-Synthese und die Zellproliferation zu reguliei&tallings et al. 2008).

Untersuchungen haben gezeigt, dass auf der demedjuisma zugewandten Seite der
Kernhtlle viele G-Protein-gekoppelte Rezeptorere wB. fur Angiotensin I, Endothelin-1
und Prostaglandine (Coffey et al. 1997; BkailyleR06), vorhanden sind. Unklar ist bisher,
wie und ob diese aktiviert werden. Einige Stude&ssen vermuten, dass in Neuronen anhand
spezifischer Transporter Neurotransmitter (wie Z3Bitamat) in den Zellkern gelangen und
die dort vorhandenen Rezeptoren aktivieren (Jomad €005).

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass besoimdder Umgebung des Zellkerns die
Dichte der IBR am hdchsten ist (Shirakawa und Miyazaki 1996; niae et al. 2000;
Bootman et al. 2001; Vermassen et al. 2003; Higazl. 2009). Lange Zeit war klar, dass
Cd*-Freisetzung in der Nahe des Zellkernes Effekterinalb desselben zeigte, wie z.B. eine
Anderung der Transkription verschiedener Gene (Rtdoh et al. 1998). Neuere
Untersuchungen zeigten, dass durch eine IP3-gesteu84’-Freisetzung aus den
perinuklaren Speichern eine Aktivierung von Calome stattfindet, welches seinerseits
NFTA dephosphoryliert und den oben beschriebengnaBveg einleitet (Higazi et al. 2009),
und dass die IP3-gesteuerte nuklearé"Eeeisetzung eine Phosphorylierung von HDAC5
via CaMKII bewirkt (Wu et al. 2006).

In der Membran des Zellkerns wurden weiterhin miP,Pund der PLC wichtige
Komponenten des oben genannten Signalweges gefyiewmnes et al. 2005). Vermehrt
wurden diese in kleinen Regionen des Zellkernebdadet, die mamuclear specklegzu
Deutsch etwa ,Kernflecken®) nennt und von denen rmaanimmt, dass sie Lagerstétten fir
pra-mRNA-Splicing-Faktoren sind. Bisher ist nochklan, welchen Zweck dienuclear
speckleserfillen, jedoch weil3 man, dass sie an der Pramluk¢éon Diacylglycerin und
Inositoltrisphosphat zur Kontrolle der RNA-Produkti beteiligt sind (Alcazar-Roman und
Wente 2008).

Kockskamper et al. (2008) konnten durch Zufuhr emedrigen Endothelin-1-Konzentration
eine selektive Erhéhung des nukleadrerf'@piegels in adulten Kardiomyozyten erreichen
und somit zum ersten Mal demonstrieren, dass eikkeéire Regulation des €aunabhangig

von der zytoplasmatischen erfolgen kann.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Nach wie vor ist die G&Regulation im und um den Zellkern nicht hinreictiererstanden.
Hat man bisher angenommen, dass das intranukledffealeine passiv durch Diffusion
durch die Kernporen reguliert wird, so verdichteohsdie Hinweise, dass es auch eine
autonome Cd-Regulation des Zellkernes geben kénnte. Dies l&imtKardiomyozyten
wesentliche Bedeutung fir die Regulation der Trapskn und die Entstehung von
Hypertrophie haben.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung dekle@ren C&-Transienten in elektrisch

stimulierten Kardiomyozyten unter verschiedenenspilggischen Bedingungen.

Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:
= Kommt es zu einer frequenzabhangigen Anderung dideéren C&-Transienten?
= Kommt es zu einer pausenabhangigen Anderung désamek C&'-Transienten?
= Kommt es zu einer cAMP-abh&ngigen Anderung desagukh C&-Transienten?
= Zeigt sich eine unterschiedliche Regulation vonoglgsmatischem und nuklearem

C&*-Transienten unter diesen Bedingungen?
Die Erhohung der intrazellularen cAMP-Konzentratieriolgte mittels Forskolin, welches

direkt die Adenylatzyklase aktiviert. Die dadurctermrsachte cAMP-Erhdhung fuhrt

ihrerseits zur Stimulierung der Proteinkinase A.
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2. Material und Methoden

2.1 Isolation der Kaninchenmyozyten
2.1.1 Lésungen und Substanzen
2.1.1.1 Pufferldsung

Als Pufferlésung wurde eine modifizierte Tyrode-udg verwendet. Geldst wurden hier alle
Substanzen in Aqua bidest. Die Konzentrationenugetn 137 mM Natriumchlorid (NaCl),
54 mM Kaliumchlorid (KCI), 1,2 mM MagnesiumsulfgfMgSQO,), 20 mM  2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazin)-Ethansulfonsdure (HEPES),2 mM Dinatriumhydrogen-
phosphat (N&HPQO,) und 18 mM D-Glukose. Da diese Pufferlosung in B&gel einen
saueren pH besal3, wurde durch Titration von 1 Mitvahydroxid (NaOH) der pH auf 7,35
angehoben. Es handelte sich hierbei um eine nohkakliumfreie Tyrodelésung. Nach der
Isolation und dem Kalziumaufbau der Zellen wurdeeeiTyrodeldsung mit 2 mM

Kalziumchlorid (CaGl) fur den weiteren Versuchsablauf verwendet.
2.1.1.2 Kollagenaseldsung

Die Enzymldsung sorgte dafur, die extrazellulareslldgene aufzuldésen, um die Myozyten
aus dem Zellverband zu ldsen. Als Medium dienteer B0 ml der kalziumfreien

Tyrodel6ésung. Die Konzentrationen der einzelnen sarzen betrugen 60 mM Taurin
(Sigma T9931) (7,5 mg/ml), 7 mM D,L-Glutaminsauggma G1126) (1,175 mg/ml), 2 mM
DL-Carnitin (Sigma C9500) (0,39 mg/ml), 80 mg Kagimase Typ 2 (Worthington,

LS004177) (1 mg/ml), 11 Einheiten Protease XIV (®&gP5147) (0,03 mg/ml) und 0,025
mM CaCb.
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2.1.1.3 Stopp-Losung

Auch hierfir diente die kalziumfreie Tyrodel6surlg @rundlage. Die Stopp-Losung enthielt
zusatzlich 0,05 mM Cagl 2% Albumin Fraktion V (Sigma A7517) und 20 mM 2,3
Butandion monoxim (BDM, Sigma B0753).

2.1.1.4 Albuminlésung

Fur den letzten Waschgang der Isolation wurde diéseing verwendet. Sie bestand aus 500
ml M199-Medium (Sigma M7528), 5 mM Taurin (SigmagBd) (0,635 mg/ml), 5 mM D, L-
Carnitin (Sigma C9500) (1 mg/ml), 5 mM D,L-KreatiBigma 291196) (0,655 mg/ml), 5 mi
100x Penicillin/Streptomyocin (Sigma P4333), 5 mh# L-Glutamin (PAA M11-004) und
6% Albumin Fraktion V (Sigma A7517) (375 mg/ml).

2.1.2 Myozytenisolation

Nach der Sedierung mit 2,5 ml Trapanal wurde ders&orb des Tieres ertffnet und das
Herz entnommen.

Nun wurde die Spitze einer Kanule in das LumenAtmta vorgeschoben und die Aorta an
der Kanile festgenaht, um alle L6ésungen direkt dlasr koronare Gefal3system in das Herz
leiten zu kdnnen. AnschlielRend wurde die KanuldaemLangendorff-Anlage befestigt.

An dieser Anlage wurden samtliche Losungen, welsldas Herz geleitet wurden, vorher auf
37°C erwarmt, mit Sauerstoff begast und dann UleeKdnule retrograd in die Aorta geleitet,
um von dort aus in das Koronarsystem zu gelangen.

Zunéchst wurde das Herz mit 150-200 ml kalziumbeitiTyrodelésung (1 mM Cag}l
perfundiert. Es erfolgte nach ca. 5 Minuten ein Wset auf 400 ml kalziumfreie
Tyrodel6sung, welche fir ca. 10 Minuten perfundiedarde. AnschlielBend wurde das Herz
mit der Kollagenaselosung perfundiert, was ca. 3Minuten dauerte. Schliel3lich erfolgte
der Wechsel auf die Stopp-Ldsung, von der 70 mtludias Herz geleitet wurden.

Das Herz wurde dann von der Kanile entfernt unérbhatb der Vorhofe durchgeschnitten,
wodurch Ventrikel und Vorhof getrennt wurden. UmesKalziumuberladung zu verhindern,
erfolgte ein schrittweiser Kalziumaufbau mit Losangaufsteigender Kalziumkonzentration,

bis die Kalziumkonzentration der Tyrodel6sung 1 iioddrug.
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2.2 Isolation der Mausemyozyten

2.2.1 Lésungen und Substanzen

2.2.1.1 Pufferldsung

Hier wurde die oben genannte Tyrodel6ésung verwenahdt dem Unterschied, dass die
Konzentration der D-Glukose 10 mM betrug. Auch d@&lziumkonzentration der
kalziumhaltigen Tyrodel6sung wurde hier reduziert betrug nun 0,5 mM Cagl

2.2.1.2 Kollagenaseldsung

Als Grundlage dienten hier 50 ml Tyrodelosung, @i@25 mM CaClenthielt. Hinzu wurden
40 mg Kollagenase Typ 2 (Worthington, LS004177)edpem (0,8 mg/ml).

2.2.2 Myozytenisolation

In einen Behalter wurden 400 ml Isofluran gegehen,die Maus darin zu sedieren. Sobald
die Maus sediert war, wurde diese mit 250 Einhelieparin intraperitoneal antikoaguliert.
AnschlieRend erfolgte nach zervikaler Dislokatiae &ntnahme des Herzens. Unter dem
Mikroskop erfolgte dann die Kanulierung der Aortaanach wurde das Herz an die
Langendorff-Anlage angeschlossen. Zunéchst wurde #gerz fir 2 Minuten mit
kalziumfreier Tyrodeldsung und anschlieBend fur Tuen mit der Kollagenaseltsung
perfundiert.

Danach wurde das Herz von der Anlage genommen sirie@annen die Zellisolierung und

der Kalziumaufbau, der mit 0,5 mM Ca@ilaltiger Tyrodelésung beendet wurde.

2.3 Vorbereitung zur Messung

2.3.1 Lésungen und Substanzen

2.3.1.1 Fluo-4/AM
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Es handelte sich bei Fluo-4 um einen Fluoreszebzfaif, mit dessen Hilfe es moéglich war,
Kalziumkonzentrationen im nano- und mikromolarenreBgh zu messen. Da €asehr
schnell von diesem Farbstoff dissoziiert, war eglmb, Messungen mit hoher zeitlicher
Auflosung zu machen. Fluo-4 ist negativ geladen kenth nicht frei durch die Membran der
Zelle diffundieren. Zu diesem Zweck erfolgte einer&sterung des Farbstoffs, was zur
Verwendung von nicht-Gasensitivem Fluo-4/Azetoxymethylester (AM) fuihriduo-4/AM
kann frei durch die Zellmembran diffundieren undrdvintrazellular von unspezifischen
Esterasen gespalten, so dass der Farbstoff wiederLadung besitzt und die Zelle nicht
mehr verlassen kann. In dieser Form kann FluoZ Biaden und fluoreszieren. Verwendet
wurde hier 6,25 ml kalziumhaltige Tyrode-L6sung, welche 50ug Fluo-4/AM (MW
1096,95, Molecular Probes, F14201) undu@Iluronic (Molecular Probes, P3000MP) gel6st
wurden. Dadurch entstand eingl8 Fluo-4/AM-Konzentration. Die Lagerung erfolgtei be
20°C.

2.3.1.2 Laminin

Laminin ist ein Protein der Basalmembran, welches Eigenschaft, besitzt Kollagene,
Integrine und Proteoglykane (wie z. B. das Dystlykgh) zu binden (Timpl et al. 1984). Fur
den Versuch wurden 20l aus der mit NaCl versetzten SuspensionslésunglLdesinin
(Sigma L2020) (1 mg/ml) in 1 ml kalziumfreier Tymldsung verdinnt. Im Anschluss
wurden Kulturschalchen mit einer geringen Mengeelid 0sung benetzt. Nach ca. 1 Stunde
wurde die Laminin-haltige Losung entfernt und afis@end die Zellsuspension aufgetragen.
Dadurch konnten die Zellen am Boden des Kultursttgils anhaften. Dies hatte den Sinn
den Zellverlust durch wiederholte Waschvorgange s@er Messung zu verringern. Die
Lagerung erfolgte bei -65°C.

2.3.1.3 Forskolin

Forskolin ist ein aus dem Harfenstrauchleus forskoliigewonnenes Diterpen. Bis auf das
Isoenzym IX werden alle Adenylatzyklasen vom Foliskaktiviert, was zu einer Bildung
von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) aus Adetiriphosphat (ATP) fuhrt.
Hierdurch erfolgt eine Stimulierung der ProteinlgaaA. Das fir den Versuch verwendete
Forskolin (MW 410,5, Sigma, F6886, 044K7042) wulse -20°C gelagert. Es wurden 2,1
mg in 510ul Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst, dies entspracines 10-mM-Konzentration.
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Am jeweiligen Versuchstag wurden dann plOdieser Losung mit 50 ml kalziumhaltiger
Tyrodelésung zu einer 1M Lésung verdinnt, welche wahrend der Messung sitge

wurde.

2.3.2 Ausplattieren der Zellen und Beladung mit Flo-4/AM

Nach dem Laminieren der Kulturschalchen wurde dilsdspension aufgetragen. Es wurde
60 Minuten gewartet, damit eine moglichst hohe Zairi Zellen am Boden des Schalchens
anhafteten. Da es sich bei Fluo-4/AM um einen #sarerenden Farbstoff handelte, wurden
alle weiteren Schritte im abgedunkelten Raum dwefilfgt. Ein Tropfen der Farbstoff-
haltigen Tyrodelésung wurde in Abhangigkeit vom ¢digen Versuch fur 20 Minuten
(Messung der [CGd]-Transienten) oder 40 Minuten (Fotos Farbung demakellularen Ca-
Speicher) im Schélchen belassen. Nach Ablauf digsdrwurde mittels einer Pipette die
Flissigkeitssuspension, welche sich im Schalchéanbe entfernt und mit kalziumhaltiger
Tyrode-L6sung aufgeflllt. Ein einmaliger Waschvarganit kalziumhaltiger Tyrodel6sung
folgte, um eventuell verbliebene Farbstoffrestedars Schélchen zu entfernen. Durchgefuhrt
wurden diese Vorgange, ebenso wie die folgendensivgen, bei Raumtemperatur (22-
25°C).

2.4 Messapparatur

Fur die Messungen wurde ein Konfokalmikroskop demm& VisiTech International
(Sunderland, U.K.) verwendet.

Das verwendete Umkehrmikroskop stammte von derd&iikon (Eclipse TE 2000-U). Bei
dem Objektiv handelte es sich um ein 40x-Olimmersi®bjektiv (SFluor 40X/1.30 Oil,
Nikon). Da es eine hohe numerische Apertur besaR. (N 1.30), eignete es sich besonders
gut for Fluoreszenzmessungen. Die numerische Apdraschreibt das Vermdgen des
Objektivs, Licht zu sammeln. Sie bestimmt aul3erdes) Auflosungsvermogen. Links an das
Mikroskop angeschlossen befand sich die konfokatadit, an welche ein Argonionen-Laser
als Lichtquelle und eine hochempfindliche ICOBténsified charge-coupled dev)jeéamera
(XR-Mega 10, Stanford Photonics, Palo Alto, U.S.Arjgeschlossen waren. Die Kamera
ihrerseits war mit dem Messrechner verbunden, dohee sie die Bilder tbertrug. In der
konfokalen Einheit befand sich die sog. NipkowsbkeiDiese bestand aus zwei Scheiben,
welche Uber eine Achse miteinander verbunden wateischen den Scheiben befand sich
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ein dichroischer Spiegel, welcher Licht in Abharkgig von seiner Wellenlange reflektierte
oder passieren lie3. Die dem Laser zugewandte I$eHEinhaltete zahlreiche Mikrolinsen,
die andere Scheibe besal dazu korrespondierendehbleaden. Uber eine
Stimulationseinheit (Scientific Instruments, Helolig) erfolgte die Erregung der Zellen.
Zwei Kabel gingen von dieser Einheit aus und muisdein Platindrahte, welche im
Kulturschalchen platziert wurden. Hierlber erfolgtie elektrische Stimulierung. Fir die
Versuche mit Forskolin wurden zusatzlich eine Pun(pkC-360, Schitt Labortechnik,
Gottingen) und eine Superfusionsapparatur bendiiiger die Superfusionsapparatur wurden
die Versuchslosungen in das Schéalchen geleitet,dibdPumpe erfolgte eine kontinuierliche

Absaugung der Losung in der Kulturschale, um eied#infen zu verhindern.

2.5 Durchfuhrung einer Messung

Zunachst wurde das Kulturschalchen auf dem Mikrpskoh fixiert. Es erfolgte dann das
Platzieren der Platindréhte der Stimulationseinh@iherhalb des Schalchens. Bei
eingeschalteter Stimulation wurde eine Zelle ausdptyw die sich entsprechend der
Stimulation rhythmisch kontrahierte und fest am &odhaftete. Uber den Laser wurde Licht
der Wellenlange 488 nm in die konfokale Einheiteget. Die Mikrolinsen fokussierten das
Licht durch die Lochblenden, wodurch eine optimialehtausbeute erzielt wurde. Uber ein
System aus Spiegeln gelangte das Licht zum Kulwtsben, wo es auf die Zellen traf und
den Farbstoff erregte. Das vom fluoreszierenderbdtalf ausgehende Licht gelangte auf
demselben Weg durch die Lochblenden zurlck, kojattech, im Gegensatz zu dem Licht
des Lasers, auf Grund seiner hoheren Wellenlange diehroischen Spiegel nicht

durchdringen und wurde so in Richtung Kamera réfek welche ihre Daten auf den
Messrechner Ubertrug. Es entstanden hierdurch n@® Hz zeitlicher Auflésung

aufgenommene 2D-Videos, welche zur Auswertung vedeewurden.

2.6 Auswertung

2.6.1 Analyse der elektrisch stimulierten [C&7-Transienten

Anhand der Bilder (siehe Abbildung 2.1) erfolgtenndie Auswertung. Zu sehen sind eine

Zelle und in der Mitte der Zelle der deutlich hewstechende Zellkern. Um den Zellkern und
um die Zelle wurden nun Markierungen gezogen, Ubelche mittels der zugehorigen

25
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Analysesoftware (Camera Standalone, VisiTech latgwnal, Sunderland, U.K.) die
Fluoreszenz gemessen wurde. Hierbei wurden Zellkerd Zelle getrennt voneinander
beurteilt. Es wurde ebenfalls ein Teil des Hintargls markiert und die dort gemessene
Hintergrund-Fluoreszenz ermittelt. Dieser Wert waurdon den Zell- und Zellkerndaten
subtrahiert, um so die Fluoreszenz zu erhaltenydieder Zelle stammte. Inklusive dieses
Schrittes erfolgten alle nun folgenden Auswertungait dem Programm Igor Pro
(Wavemetrics, Oregon, U.S.A)).

Nachdem die Hintergrundfluoreszenz subtrahiert wundurde die Fluoreszenz der Zelle
ohne Stimulation gemessen, d. h. unter Ruhebedgeyun ke oder k). Samtliche
Fluoreszenz-Werte der folgenden Messung wurderhddiesen Wert dividiert, wodurch die
gemessene normierte Fluoreszenz zu Beginn jedesuvigsl betrug (F4y. Somit konnte die
relative Fluoreszenzanderung wahrend der Messunginar Zelle und im Vergleich zu
anderen Zellen beurteilt werden.

Gemessen wurde die diastolische Fluoreszenz (Wemitielbar vor dem Beginn der
Systole), der systolische Spitzenwert der Fluomeszelie Zeit, welche vom gemessenen
diastolischen Wert bis zum systolischen Wert bgdtiurde, die Zeit zum Maximum oder
Time to peak (TTP). AuRerdem wurde der Abfall defuoFeszenz mit einer
monoexponentiellen Funktion gefittet. Die dabeiaftdne Geschwindigkeitskonstante k
wurde in die Zeitkonstante Tau) Umgerechnett(= 1/k;). S&dmtliche Werte wurden getrennt

fur Zelle (= Zytoplasma) und Zellkern (= Nukleopias) ermittelt.
2.6.2. Kalibrierung der [Ca®]-Konzentration aus den Fluoreszenzanderungen

Auf der Grundlage der von Grynkiewicz et al. (198%mulierten Methode zur Kalibrierung
von fluoreszierenden EaFarbstoffen konnte eine Formel fiir die Kalibrieguron [C&'] aus

der Fluoreszenz von Fluo-4 erstellt werden (Ljubmjet al. 2011):
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Systalisches Kalzium

14 —
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\ /Zytoptasma

Zellkern
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I I I
120 121 122

x10°
Abbildung 2.1 — Auswertung: In 1 ist eine Zelle mit Zellkern in Ruhe gezeiDte

Markierungen, welche die Zelle (Grin), den Zellk€ékilia) und den Hintergrund (Weil3)

umschliel3en, sind die Messareale, aus welchen dedygeprogramm die Fluoreszenz
ermittelt. In 2 ist eine Auswertung dieser Messdate sehen. Angezeigt wird hier die
Fluoreszenzanderung (y-Achse) in Abhangigkeit vanZeit (x-Achse, in Millisekunden) bei
elektrischer Stimulation. Die grine Spur steht berflr die Fluoreszenzanderung der Zelle,
die lila Spur fur die Fluoreszenzanderung des 2Zetk. Markiert sind die in die Auswertung

eingehenden Daten: Der diastolische Kalziumwert dedsystolische Spitzenwert.
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[Ca%] =Kqg* (R * (Kd + R * [Ca%]rest) - (Kd + [Ca?jresa) / (Rf * (Kd + [Ceejrest) -R* (Kd +
Rf * [Ca™]res))

Hierbei war R die dynamische Breitedynamic ranggdes Farbstoffs, das ist die maximale
Fluoreszenz bei sattigenden®GKonzentrationen dividiert durch die minimale Fleszenz

in Abwesenheit von G4

Kq ist die Dissoziationskonstante der ?GBindung an den Farbstoff. R entspricht der
relativen Fluoreszenzanderung (&fiR. [C& Trest(Zellkern: 91 nM; Zytoplasma: 74 nM),qK
(Zellkern: 1212 nM; Zytoplasma: 1099 nM) und Rellkern: 71; Zytoplasma: 47) konnten
experimentell fur die Myozyten der Maus bestimmtrades, wodurch nun in Maus-
Ventrikelmyozyten eine Kalibrierung des [Claus der relativen Fluoreszenzanderung (R)

maoglich war (Ljubojevic et al. 2011).
2.6.3 Statistik

Aus den Ergebnissen der Messungen wurden die Mdted fir die gemessenen Parameter
errechnet. Um die Variabilitat der Daten zu bestanmwurde der mittlere Fehler des
Mittelwertes (standard error of the mean, SEM) @dmet. In dieser Arbeit wurden die
Ergebnisse als MittelwerttSEM angegeben. Der Valgleon Stichproben wurde mittels des
Student-t-Tests fur zwei verbundene oder fur zwseubundene Stichproben durchgefihrt.
Um zwischen verschiedenen Gruppen Unterschiedaststeh zu belegen, wurde die
Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) duretiidprt, gefolgt von einem Dunnett-
oder Bonferroni-Test. Als statistisch signifikant unden Unterschiede mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit < 0,05 (P < 0,05) bezakth
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3. Ergebnisse

3.1 Frequenzabhangige C&-Anderungen in Kaninchenventrikelmyozyten

Abbildung 3.1 zeigt die gesammelten Ergebnissefréguenzabhangigen €aAnderungen

in den Ventrikelmyozyten des Kaninchens.

In Abbildung 3.1A ist anhand einer Beispielmessuteg Verlauf des CGaTransienten bei
verschiedenen Frequenzen verdeutlicht. Gezeigtemeder Transient des zytoplasmatischen
Cd&* und des C4 des Zellkerns. Firr jede Frequenz wurde ein Trahsi@s der gleichen
Messung ausgewahlt und aufgetragen, die jeweiligguenz ist Gber den Spuren zu sehen.
Deutlich wird hier, dass der Transient des’dm Zellkern, unabhéngig von der Frequenz,
spater den HoOhepunkt erreichte, langsamer abfiel bhdhere Werte erreichte, als der
Transient des zytoplasmatischen ?CaBei steigender Frequenz stiegen sowohl der

diastolische als auch der maximale systolisché-@&ert in beiden Zellkompartimenten.
3.1.1 Frequenzabhangige Anderungen des diastolisch€a®*

In der Abbildung 3.1B ist die Anderung der diastolien C&-Werte in Abhangigkeit von
der Frequenz aufgetragen. Gemessen wurde dieveefatiderung der Fluoreszenz gegentiber
der Ruhefluoreszenz ohne elektrische StimulatidRs({jr9). Die Messungen begannen bei 0,3
Hz und die Stimulationsfrequenz wurde in Schrittem 0,2 Hz bis auf 1.3 Hz gesteigert.
Aufgetragen sind die Mittelwerte der relativen’GAnderungen des Zytoplasmas (schwarz)
und des Zellkerns (rot). Zu sehen ist, dass sowakldiastolische G&im Zellkern als auch
im Zytoplasma bei steigender Frequenz ebenfallsieg@n. Im Zytoplasma wurde ein
Anstieg von 1,49+0,06 bei 0,3 Hz auf 3,51+0,54 b€ Hz (P<0,05) beobachtet. Das
entspricht etwas mehr als einer Verdoppelung (23@8s)Ausgangswertes. Im Zellkern ging
der Anstieg im Mittel von 1,56+0,07 bei 0,3 Hz &85+0,56 bei 1,3 Hz (P<0,05), was etwas
mehr als einer Verdoppelung (253%) entspricht.
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3 Ergebnisse

verschiedenen Frequenzen gezeigt. Auf der Ordiisitén A bis C die relative Ca-
Konzentrationsanderung aufgetragen. Angegeben issed in Fluoreszenz (F) uUber
Ruhefluoreszenz {&d. Der zytoplasmatische €&aTransient ist in Schwarz, der des
Zellkerns in Rot aufgetragen. B und C befassen mitidem diastolischen und systolischen
Ca’*. In D und E ist das Verhaltnis von zytoplasmagsshund nukleoplasmatischem?Ca
gezeigt. Die Zeit bis zum maximalen systolischefi-@gert (TTP=Time to peak) wurde in F
und die Zeitkonstante welche den Abfall des systolischen Maximums anfdiastolischen
Wert beschreibt, wurde in G dargestellt. Die getszigWerte entsprechen den Mittelwerten
aller Messungen (n = 6-24). * = P<0,05 versus 0,3.H

Bei 0,3 Hz zeigten beide Kompartimente, Zytoplasima Zellkern, dhnliche diastolische
Cd*-Konzentrationen, wobei ein starkerer frequenzabigém Anstieg des Gaim Zellkern

als im Zytoplasma zu vermuten war.

Um dies genauer zu prufen, wurde das Verhaltnis reétiven Fluoreszenz (Féfme
zwischen Zellkern und Zytoplasma berechnet (Ablifg.1D). Es war nur eine geringe
Schwankung dieses Verhaltnisses zu beobachten.elBeim Verhaltnis von 1,05+0,02
(Zellkern/zytoplasma) bei 0,3 Hz im Vergleich zumein Verhaltnis von 1,14+0,06 (P>0,05)
bei 1,3 Hz wurden keine statistisch signifikantemtdsschiede beobachtet. Somit konnte ein
starkerer Anstieg des diastolischerfOa einem der beiden Kompartimente gegeniiber dem

anderen nicht nachgewiesen werden.

3.1.2 Frequenzabhangige Anderungen des systolischeéa®*

Abbildung 3.1C gibt die relative Anderung des slisohen C&" wieder. Zu beobachten ist
auch hier, dass sowohl das®Cales Zytoplasmas als auch des Zellkerns bei stgen
Frequenz anstiegen.

Betrachtet man die Ergebnisse genauer, so ist Airderung des systolischen Tam
Zytoplasma von 5,25+0,41 bei 0,3 Hz auf 6,60+1,6R1h3 Hz (P>0,05) zu beobachten. Im
Zellkern stieg F/kune von 6,13+£0,50 bei 0,3 Hz auf 7,85+1,30 bei 1,3 (R20,05) an. In
beiden Kompartimenten war dieser Anstieg statistrscht signifikant.

Betrachtet man das Verhaltnis des’Cim beiden Kompartimenten (Abbildung 3.1E), so
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bkaligder Anderungen des systolischen
Cd" bei steigender Frequenz.

Bei 0,3 Hz betrug das Verhéltnis 1,16+0,03, beiHz31,18+0,07 (P>0,05).
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3.1.3 Zeit bis zum Erreichen des systolischen maxaten C&*

Gemessen wurde fur jede Frequenz die Zeit, weleneTdansient brauchte, um ausgehend
vom diastolischen G4 zu Beginn der Systole sein Maximum zu erreicheRR(E Time to
peak. Abbildung 3.1F zeigt die Mittelwerte der TTP Abhangigkeit von der Frequenz.
Auffallig ist, dass das systolische Maximum beiggader Frequenz sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma schneller erreicht wurde. So firadas Zytoplasma eine Verringerung
der TTP von 491+28 ms bei 0,3 Hz auf 312,17+551h@iHz (P<0,05) und fur den Zellkern
von 539+27 ms bei 0,3 Hz auf 334+81 ms bei 1,3 Rz(0(05) zu beobachten. Diese
Zunahme der Anstiegsgeschwindigkeit des®*aansienten war statistisch signifikant.
Deshalb kann gefolgert werden, dass bei steigdfr@dguenz die TTP sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma fallt.

Berechnet man das Verhéltnis der TTP beider Kornmarte (Zellkern/Zytoplasma), so
betrug dies bei einer Frequenz von 0,3 Hz 1,12+Qr@bei 1,3 Hz 1,03+0,07 (P>0,05). Das
bedeutet, dass keine Unterschiede zwischen denrémgien der TTP bei steigender Frequenz

zwischen beiden Kompartimenten bestanden.

3.1.4 Zeitkonstante des Abfalls des G&Transienten

Errechnet wurde die Zeitkonstante des Abfalls da-Transienten. In Abbildung 3.1G ist zu
sehen, dass diese Werte nur bis zu einer Frequemz0y® Hz ermittelt wurden, da bei

hoheren Frequenzen diese nicht mehr fehlerfrermitteln waren.

Der Zellkern brauchte immer langer als das Zytopksbis das Ca auf sein diastolisches

Niveau gefallen war. Bei steigender Frequenz konmtéeiden Zellkompartimenten eine
kleiner werdende Zeitkonstante ermittelt werden.Zytoplasma sank die Zeitkonstante von
470x25 ms bei 0,3 Hz auf 237+24 ms bei 0,9 Hz (05)0,Fur den Zellkern kam es zu einer
Anderung von 527+27 ms bei 0,3 Hz auf 321+43 m9@Hz (P<0,05).

Errechnete man das Verhaltnis der Zeitkonstanten Zallkern und Zytoplasma, so betrug
dies 1,14+0,05 bei 0,3 Hz und 1,31+0,03 bei 0,9P40,05).

3.2 Frequenzabhangige Ca-Anderungen in Kaninchenvorhofmyozyten

In Abbildung 3.2 finden sich die Ergebnisse deqfrenzabhangigen €aAnderungen fiir
den Zellkern und das Zytoplasma in Vorhofmyozyteas Haninchens.
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Abbildung 3.2A zeigt eine Beispielmessung. Zu sebienl hier die C&-Transienten des
Zellkerns und des Zytoplasmas bei steigenden Fregue Auffallig ist hier, anders als bei
den Ventrikelmyozyten, ein besonders starker Agdiies systolischen Maximums bei einem
Frequenzanstieg von 0,3 Hz auf 0,7 Hz.

3.2.1 Frequenzanhangige Anderungen des diastolisch€a®*

In den hier durchgefihrten Messungen zeigte sichioBb im Zytoplasma als auch im
Zellkern, analog zu den Ventrikelmyozyten, ein Aetdes diastolischen &abei steigender
Frequenz (Abbildung 3.2B). Das diastolisché G Zytoplasma stieg von 1,40+0,08 bei 0,3
Hz auf 3,85+0,15 bei 1,5 Hz an (P<0,05). Im Zeltkestieg das diastolische €avon
1,41+0,08 bei 0,3 Hz auf 5,07+0,66 bei 1,5 Hz ax)}P5).

Der Quotient von Zellkern und Zytoplasma andertd siicht (Abbildung 3.2D). Er betrug
1,03+0,04 bei 0,3 Hz und 1,31+0,15 bei 1,5 Hz (B5),

3.2.2 Frequenzabhangige Anderungen des systolischeéa®*

Ein frequenzabhangiger Anstieg liel3 sich auch émbachten (Abbildung 3.2C), jedoch war
dieser nicht so ausgepragt wie beim diastolischefi. @m Zytoplasma kam es zu einem
Anstieg von 13,98+1,74 bei 0,3 Hz auf 19,26+1,79 h& Hz (P>0,05), im Zellkern von
13,03+1,89 bei 0,3 Hz auf 18,29+2,3 bei 1,5 Hz (B5)

Eine statistische Signifikanz konnte hier in Beaud die frequenzabhangige Steigerung des
systolischen C4 weder im Zytoplasma noch im Zellkern nachgewieserden.

Nach Berechnung des Verhéltnisses des systolis€la@him Zellkern im Vergleich zum
Zytoplasma (Abbildung 3.2E) konnte ebenfalls kekFrequenzabhéngigkeit nachgewiesen
werden (P>0,05).
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Vorhofmyozyten des Kaninchens:A zeigt eine Beispielmessung. In B bis E werden die
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Mittelwerte aller erhobenen Daten (n = 4-21) in Alolgigkeit von der Frequenz aufgetragen.
B und C beschéftigen sich mit dem diastolischenaystblischen CG&. In D und E wird das
Verhaltnis des diastolischen, bzw. systolischerf* Gdes Zellkerns und Zytoplasmas in
Abhangigkeit von der Frequenz dargestellt. F giet TP in Abhangigkeit von der Frequenz
wieder. Die Zeitkonstante wird in Abhangigkeit von der Frequenz in G dargést* =
P<0,05 versus 0,3 Hz.

3.2.3 Zeit bis zum Erreichen des systolischen maxaten C&*

Die Zeit bis zum Erreichen des systolisched*G&TP) war im Zellkern nicht abhangig von
der Frequenz (Abbildung 3.2F). Sie betrug 213+12bm1s0,3 Hz und 167+10 ms bei 1,5 Hz
(P>0,05).

Ahnlich verhielt es sich im Zytoplasma. TTP bethigr 141+11 ms bei 0,3 Hz, 168+12 ms
bei 0,7 Hz und 1355 ms bei 1,5 Hz (P>0,05).

3.2.4 Zeitkonstante des Abfalls des G&Transienten

Ahnlich wie bei den Ventrikelmyozyten konnten nuis 0,9 Hz die Werte fiir die
Zeitkonstante fehlerfrei ermittelt werden. Sowohl im Zellkernevauch im Zytoplasma kam
es zu einer frequenzabhangigen Verringerung detkdeitante des Abfalls des Ca
Transienten (Abbildung 3.2G).

So kam es bei einem Frequenzanstieg von 0,3 HzO&ufHz zu einer Reduktion der
Zeitkonstanten von 248+14 ms auf 160+6 ms fir dgspasma (P<0,05) und von 355+25
ms auf 228+16 ms fur den Zellkern (P<0,05).

Die Berechnung des Verhaltnisses (Zellkern/Zytapks ergab &ahnliche Werte von
1,45+0,07 bei 0,3 Hz und von 1,42+0,06 bei 0,9 PzQ,05).

Abbildung 3.2G zeigt auRerdem, dass die Zeitkonstdas Abfalls des GaTransienten im
Zellkern deutlich gro3er war als im Zytoplasma.

3.3 Frequenzabhangige C&-Anderungen in Mausventrikelmyozyten

Abbildung 3.3A zeigt eine Beispielmessung von Z*CEransienten  eines
Mausventrikelmyozyten. Die Stimulation wurde beg@nd bei 0,5 Hz in 0,5 Hz-Schritten bis

4 Hz erhoht. Wie bei den Kaninchenventrikelmyozytiegen in diesem Beispiel das
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systolische und diastolische Tei steigender Frequenz sowohl im Zytoplasma @t &m

Zellkern an. Auch schien sich die Kinetik derGaransienten frequenzabhéngig zu andern.
Im gezeigten Beispiel erreichte das systolisché" @a Zytoplasma hthere Werte als im
Zellkern, was sich auch bei steigender Frequenat @inderte. Dies galt fur alle Messungen

an Mausventrikelmyozyten.
3.3.1 Frequenzabhangige Anderungen des diastolisch€a®*

Bei steigender Frequenz kam es zu einem Anstieglidstolischen Ca-Spiegel (Abbildung
3.3B). Im Zytoplasma betrug der diastolisché'c3piegel 1,21+0,03 bei 0,5 Hz. Es kam zu
einem Anstieg auf 3,84+0,29 (P<0,05) bei 4 Hz. Iellkern bewegte sich der diastolische
Cd*-Spiegel ausgehend von 1,30+0,05 bei 0,5 Hz a@+0,@1 (P<0,05) bei 4 Hz.

Bei den Mausventrikelmyoyzten konnte eine Umreclgndier Fluoreszenzanderungen in
Cd*-Konzentrationen (in nM) erfolgen, da entsprecheWderte aus in-situ-Kalibrierungen
vorlagen (Ljubojevic et al. 2011, siehe Seite 28-2&€bildung 3.3D zeigt, dass es zu einem
statistisch signifikanten frequenzabhangigen Agstier diastolischen GaKonzentration
kam. Im Zytoplasma stieg die diastolische’@¢onzentration von 92+6 nM bei 0,5 Hz auf
453+69 nM (P<0,05) bei 4 Hz. Im Zellkern erhohtehsilie diastolische G&Konzentration
von 1277 nM bei 0,5 Hz auf 920+£146 nM (P<0,05) bélz.

Betrachtet man den Anstieg in beiden Kompartimenotaherrechnet das Verhaltnis (Nukleus
[Zytoplasma), so betrug dies 1,40+0,04 bei 0,5 hid 1,64+0,21 (P<0,05) bei 4 Hz
(Abbildung 3.4A). Dies bedeutet, dass die diastbés CA™-Konzentration im Zellkern

frequenzabhangig starker anstieg als im Zytoplasma.

3.3.2 Frequenzabhangige Anderungen der systolisch&alziumspiegel

Auch fur das systolische €alieR sich ein frequenzabhéngiger Anstieg beobachte
(Abbildung 3.3C). Im Zytoplasma kam es dabei va6840,26 bei 0,5 Hz zu einem Anstieg

auf 7,83+0,70 (P<0,05) bei 4 Hz, im Zellkern gingser von 3,85+0,19 bei 0,5 Hz (P<0,05)
auf 7,23+0,61 bei 4 Hz (Abbildung 3.3C).
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des diastolischen und systolischen’Caber dem Ruhe-G& (F/Frund. In D und E wurden
diese Werte in GA-Konzentrationen umgerechnet, die Einheit hier &gttnanomolar (nM).

Gezeigt sind die Mittelwerte der Messungen (n 209-* = P<0,05 versus 0,5 Hz.

Betrachtet man die berechneten®@gonzentrationen (Abbildung 3.3E), so kam es im
Zytoplasma zu einem Anstieg von 70374 nM bei 05adf 2685+634 nM (P<0,05) bei 4
Hz. Im Zellkern stieg die systolische T-#&onzentration von 560+45 nM bei 0,5 Hz auf
2111+403 nM (P<0,05) bei 4 Hz.

Berechnet man auch hier das Verhéltnis Nukleusfdgtma (Abbildung 3.4B), so konnte
eine Anderung von 0,84+0,04 bei 0,5 Hz auf 0,913+@A>0,05) bei 4 Hz beobachtet werden.
Somit konnte, anders als beim diastolischefi Gein statistisch signifikanter Unterschied im
frequenzabhangigen Anstieg des systolischefi” @aischen den beiden Kompartimenten

nachgewiesen werden.
3.3.3 Zeit bis zum Erreichen des systolischen €a

Im Zytoplasma war die Zeit bis zum Erreichen destalischen C& (TTP) bei allen
gemessenen Frequenzen nahezu konstant (Abbildd6g. Die geringen Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant (P>0,05). Wahrend @iEP bei 0,5 Hz bei 53+3 ms lag, betrug sie
bei 2 Hz 44+3 ms und bei 4 Hz 49+3 ms.

Anders verhielt es sich im Zellkern. Hier fiel digP von 108+11 ms bei 0,5 Hz auf 67+5 ms
bei 2 Hz ab (P<0,05) und weiter auf 57+8 ms beizdaH (P>0,05) (Abbildung 3.4C).

Eine Berechnung des Verhaltnisses zwischen Zellkenad Zytoplasma zeigte eine
signifikante Anderung von 2,14+0,26 bei 0,5 Hz &y#9+0,09 bei 2,5 Hz (P<0,05). Es zeigte
sich also, dass die Zeit bis zum Erreichen desbsgshen C& im Zellkern zunachst abfiel,

jedoch bei héheren Frequenzen annahernd konstaht bl

3.3.4 Abfall des C&'-Transienten

Die Zeitkonstante des Abfalls des G&Transienten konnte bei der Maus auf Grund der sehr
schnellen Kinetik nicht zuverlassig errechnet wardeeshalb hier die Zeit ermittelt wurde,

die das systolische &abraucht, um auf 50% seines Ausgangswertes abenf&RT50)
(Abbildung 3.4D).
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Abbildung 3.4 - Diastolische und systolische frequezabh&ngige C&*-Anderungen in
Ventrikelmyozyten der Maus Teil 2: In A und B wird das Verhéltnis der relativen Ca
Anderungen zwischen Zellkern und Zytoplasma afgen. C befasst sich mit der TTP,
wahrend D den Abfall des €aTransienten zeigt (Relaxion time 50% = RT 50). P<0,05

versus 0,5 Hz.

Sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nahmRIi&0 zu Beginn stark ab, um sich dann
bei hoheren Frequenzen auf einem konstanten Nivgaustabilisieren. So konnte im

Zytoplasma ein Abfall der RT50 von 275£13 ms bé& Hz auf 90+5 ms (P<0,05) bei 4 Hz
beobachtet werden. Im Zellkern fiel die RT50 vorD88 ms bei 0,5 Hz auf 97+6 ms

(P<0,05) bei 4 Hz.
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3.4 C&*-Anderungen in Vorhofmyozyten des Kaninchens nach efinierter Pause der

Stimulation

Fir das Pausenprotokoll wurden der letzte elektrigimulierte C&-Transient vor der Pause
und die fiinfzehn Cé&Transienten nach der Stimulationspause ausgewedet
Stimulationsfrequenz betrug 0,5 Hz. Die Pause sdélbug eine Minute. In Abbildung 3.5A
ist dies anhand einer Beispielmessung gezeigteBe C&'-Transient in dieser Messung ist
der letzte vor der Pause gemesserfé-Cansient.

Betrachtet man den ersten“Garansienten nach der Pause, so fallt auf, dassydaslische
Cd" des Zellkerns und des Zytoplasmas deutlich héreemvals vor der Pause. Im direkt
darauf folgenden Transienten fiel das systolisca& @ bei beiden Kompartimenten unter
das vor der Pause. Dieser Trend setzte sich 7 i€raan lang fort, bevor das systolischéCa
langsam, daflrr aber kontinuierlich, wieder anstieg.

Bei Betrachtung des diastolischer?CHllt auf, dass es direkt nach der Pause, vor efesten
Transienten, den Ruhewert in beiden Kompartimertegicht hatte. Dann stieg es initial an
und blieb anschlieRend nahezu konstant.

3.4.1 Anderung des diastolischen Ganach der Stimulationspause

Am ausgepragtesten war die Anderung des diastelis€é" beim ersten Transienten nach
der Pause. So konnte ein Anstieg de$*Gmn 1,07+0,03 vor dem ersten Stimulus auf
1,40+0,06 zu Beginn des nachsten Stimulus fir daspfasma gemessen werden (P<0,05).
Im Zellkern stieg das diastolischeCaon 1,08+0,02 auf 1,68+0,14 (P<0,05).

Das im weiteren Verlauf gemessene diastolisch&” @ehwankte zwar noch geringfiigig,
jedoch waren diese Schwankungen im Zytoplasma umdZellkern nicht statistisch
signifikant. Daher kann gefolgert werden, dass distolische C& bereits nach zwei
Transienten nach der Pause wieder sein normalesaiigrreicht hatte.

Vergleicht man nun noch das Verhalten der beidemp@timente, in dem man deren
Verhéltnis errechnet (Zellkern/Zytoplasma), so Kennkein statistisch signifikanter

Unterschied beobachtet werden.
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3.4.2 Anderung des systolischen Ganach der Stimulationspause

Anders als fiir das diastolischeGaonnte die groRte Anderung des systolischefi Giaht
direkt im ersten Stimulus nach der Pause beobaegeden. Der grof3te Unterschied lag
zwischen dem ersten Stimulus nach der Pause undddeauf folgenden. Im Zytoplasma
sank das systolische €avon 15,42+2,43 im ersten Stimulus auf 9,07+1,180(B5) im
zweiten Stimulus nach der Pause und entsprechedelikern von 15,39+1,99 auf 7,61+0,79
(P<0,05).

Dies bedeutet einen signifikanten Anstieg des*Gsowohl im Zellkern, als auch im
Zytoplasma nach der Pause. Anhand dieser Datensl®Ef3 zunachst ein unterschiedlich
starker Anstieg des &aim Zellkern gegeniiber dem Zytoplasma vermutenpgedkonnte
dies anhand der Berechnung des Verhaltnisses avistiesen beiden Kompartimenten nicht

nachgewiesen werden.

3.5 Ca&*-Anderungen in Ventrikelmyozyten der Maus nach defiierter Pause der

Stimulation

In Mausventrikelmyozyten wurden ebenfalls Messundes C&'-Transienten bei stabiler
Frequenz und nach definierter Pause vorgenommen Sbinulationsfrequenz betrug 1 Hz.
Im gezeigten Beispiel in der Abbildung 3.6A siehamdass hier das systolische’Caes
Zytoplasmas hohere Werte erreichte als das dekezied.

Nach der Pause zeigte sich ein Anstieg von diastodim und systolischem €deim ersten
stimulierten C&"-Transienten. Bereits beim zweiten Transienterefieiese Werte auf ein
Niveau ab, welches unterhalb desjenigen vor deisd®dag. Dieser Abfall dauerte nur 3
Schlage an, es kam dann wieder zu einem kontifchiert Anstieg, bis das &asich in

beiden Kompartimenten fast dem Ausgangswert voPderse naherte.
3.5.1 Anderung des diastolischen Ganach der Stimulationspause

Abbildung 3.6B zeigt, wie bei dem Kaninchen, uneiiiar vor dem ersten Transienten nach
der Pause einen relativen <GaVert, der mit 1,04+0,10 im Zytoplasma und 1,07£0jéh
Zellkern fast dem Ruhewert ohne Stimulation entdprit Beginn der Stimulation stieg der
diastolische Wert initial auf 1,48+0,07 im Zytoptes (P<0,05) und auf 1,96+0,10 im
Zellkern (P<0,05) an.
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erste Punkt in den folgenden Grafiken, wurde vor Bause gemessen. Alle folgenden
Transienten sind direkt nach der Pause gemesseaigBdie diastolischen GaAnderungen,

C die systolischen G&Anderungen. In D und E wird das Verhéltnis deratisien C&*-
Anderungen der Diastole (D) und Systole (E) gezdéigfgetragen sind die Mittelwerte aller
Messungen (n = 9). * = P<0,05 Kontrolle versus ersPostpause-Transient; ** = P<0,05

erster Postpause-Transient versus zweiter Postpatemesient.

Berechnet man die €aKonzentration (Abbildung 3.6D), so betrug diesenittelbar vor der
Pause 78+1 nM im Zytosol und 99+2 nM im Zellkero. BEeginn der Stimulation stieg sie auf
128+8 nM im Zytosol (P<0,05) und auf 218+14 nM irllKern (P<0,05).

Somit war sowohl fiir die relative Fluoreszenzéndgrals auch fiir die G&Konzentration in
der Diastole ein signifikanter Anstieg im Zytoplasrand im Zellkern nach der Pause zu
verzeichnen.

Anschlie3end fiel die relative FluoreszenzanderimgZytoplasma direkt nach dem ersten
Anstieg auf 1,30%0,05 (P<0,05) und im Zellkern &65+0,08 (P<0,05). Fur die berechnete
diastolische C&-Konzentration betrug der entsprechende Wert imp@igsma 107+6 nM
(P<0,05) und im Zellkern 174+11 nM (P<0,05).

AnschlieRend n&herte sich das diastolisch® Gi&der dem Wert vor der Pause an. Dies galt
fur Zellkern und Zytoplasma.

Das Verhéltnis des diastolischen?Cawischen Zellkern und Zytoplasma ist in Abbildung
3.6F dargestellt. Hier ergaben sich statistischniiignten Anderungen nach der
Stimulationspause. Somit konnte eine unterschiedlicKkonzentrationsdnderung des

diastolischen Cd zwischen Zellkern und Zytoplasma nachgewiesen ererd

3.5.2 Anderung des systolischen Ganach der Stimulationspause

Im Zytoplasma war ein Anstieg des systolischerfGan 4,64+0,27 vor der Pause auf
7,53+0,32 nach der Pause (P<0,05) und im Zellkeosn 8,74+0,22 vor der Pause auf
6,51+£0,32 nach der Pause (P<0,05) (Abbildung 38C)yerzeichnen. Fiur die systolische
Cd*-Konzentration ging der Anstieg im Zytoplasma vo®9683 nM vor der Pause auf
20214241 nM (P<0,05). Im Zellkern kam es zu einenstfeg von 546+62 nM vor der Pause
auf 1533+178 nM nach der Pause (P<0,05) (Abbild2i6).

Dies bedeutete einen statistisch signifikanten iggstles systolischen €afiir den ersten

C&*-Transienten nach der Pause in beiden Kompartimente
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relative Anderung F/kune gemessen wurde (n = 17). In D und E wurde dies duit
errechneten Konzentrationen aufgetragen, F und iGeredas Verhaltnis zwischen Zellkern
und Zytoplasma. * = P<0,05 Kontrolle versus ersteostpause-Transient; ** = P<0,05
erster Postpause-Transient versus zweiter Postpareesient.

Im zweiten Transienten nach der Pause zeigte aiglpg zum diastolischen €aein Abfall

des systolischen &a Im Zytoplasma sank das €auf 6,80+0,26 (P<0,05), im Zellkern auf
5,72+0,23 (P<0,05). Die &aKonzentration (Abbildung 3.6E) sank im Zytoplasraaf
1480+145 nM (P<0,05) und im Zellkern auf 110883 (R40,05).

Dieser Abfall des systolischen €aetzte sich iber mehrere Transienten fort, bigmy&mde
der Messung wieder Werte erreicht wurden wie vorRiise.

Das Verhaltnis des systolischenCéir Zellkern und Zytoplasma war annghernd konstant
(Abbildung 3.6G).

3.6 Anderung des systolischen und diastolischen €ain Mausekardiomyozyten unter
pharmakologischer Beeinflussung durch Forskolin

Zur Beantwortung der Frage nach einer pharmakatbgis Beeinflussung der &a
Homoostase im Zytoplasma und im Zellkern erfolgdassungen mit Forskolin. Dieses
aktiviert die Adenylatcyclase direkt, welche die Wandlung von ATP in cAMP katalysiert.
In Abbildung 3.7A ist eine Originalmessung gezeignter kontinuierlicher elektrischer
Stimulation erfolgte die Messung der ¥aransienten im Minutentakt tiber fiinf Minuten.
Dem voran ging eine Kontrollmessung ohne Forskolin.

Im gezeigten Beispiel ist zu sehen, dass es iredgen Messung, eine Minute nach Beginn
der kontinuierlichen Applikation von Forskolin, minem Anstieg des systolischen®Cam
Zellkern und im Zytoplasma kam. Dieser Anstieg war der ersten Messung am
ausgepragtesten. In den folgenden Messungen siegystolische Gakaum noch, und es
blieb auf einem konstanten Niveau.

Das diastolische G4 schien in dieser Messung keine Veranderungen wgerGabe von

Forskolin zu erfahren, dies galt fir Zellkern ungaplasma.
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3.6.1 Veranderungen des diastolischen &aunter Forskolin

Anhand von Abbildung 3.7B scheint es, als ob e® éhnute nach der Applikation von
Forskolin zu einem Abfall des diastolischen’Ci beiden Kompartimenten kam. Dieser
bewegte sich fur das Zytoplasma von 1,21+0,05 dwesgevor der Forskolinapplikation auf
1,13+0,05 eine Minute nach der Applikation von Kkoisn (P>0,05). Fur den Zellkern
anderte sich das diastolische?Caon 1,34+0,06 auf 1,18+0,04 (P>0,05). Beide Andgan
waren jedoch statistisch nicht signifikant.

Berechnet man die Konzentration des diastolischafi, @0 bewegte sich die Anderung im
Mittel im Zytoplasma von 97,19+5,63 nM auf 87,84tbnM (P>0,05). Im Zellkern bewegte
sich diese Anderung des diastolischer?'Ozon 132,90+8,19 nM auf 113,05+4,29 nM
(P<0,05) (Abbildung 3.7D). In den folgenden Messemgchien es weder im Zellkern noch
im Zytoplasma eine groRe Variation des diastolisdBig”* zu geben.

Auch wenn man eine Anderung des diastolischefi @ach der Applikation von Forskolin
vermutete, so war eine statistische Signifikanzrekativen und kalibrierten GaAnderungen

hier weder fir den Zellkern noch fur das Zytoplagjegeben.
3.6.2 Veranderungen des systolischen €aunter Forskolin

Ein ausgepragter Anstieg des systolischerf* Q@R sich in der ersten Messung nach
Applikation von Forskolin im Zellkern und im Zytgdma nachweisen. So fand im
Zytoplasma ein Anstieg von 4,92+0,39 vor der Apatikn von Forskolin auf 7,13+0,47 nach
der Applikation statt (P<0,05) (Abbildung 3.7C). Eellkern bewegte sich die Anderung von
4,27+0,32 vor auf 6,17+0,38 eine Minute nach Apgiikn von Forskolin (P<0,05).
Berechnet man die Konzentration des systolischefi @bbildung 3.7E), so kam es zu
einem Anstieg im Zytoplasma von 776,19+113,27 nM aof 1795,01+325,25 nM in der
ersten Messung nach der Applikation von Forskd¥nQ,05). Im Zellkern war eine Anderung
von 667,21+81,77 nM vor auf 1324,21+158,39 nM nagbplikation von Forskolin zu
verzeichnen (P<0,05). Somit konnte sowohl fiir dilative C4"-Anderung (F/FRuhe) als
auch fur die errechnete €a&onzentration eine statistisch signifikante Andeyunach
Forskolinapplikation nachgewiesen werden.

In den folgenden Minuten war kein signifikanter ehschied des systolischen ZCam

Zellkern und im Zytoplasma zu verzeichnen.
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B zeigt das gemessene diastolisché*OCaihrend C das systolische Caeigt. In D ist das
kalibrierte diastolische C& und in E das systolische €aaufgetragen (n = 10). * = P<0,05

Kontrolle versus 1-5 Minuten nach Forskolinapplikat
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Abbildung 3.8 — C&*-Anderungen nach Applikation von Forskolin Teil 2: A zeigt das
Verhaltnis der relativen diastolischen €awerte (F/Rund zwischen Zellkern und

Zytoplasma, B das Verhéltnis des systolischefi” @wischen Zellkern und Zytoplasma. C
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(TTP) und D (RT50) befassen sich mit der Kinetik @e**-Transienten. * = P<0,05

Kontrolle versus 1-5 Minuten nach Forskolinapplikat

Um zu analysieren, ob die Anderungen des syst@iscB4&* zwischen Zellkern und

Zytoplasma variieren, wurde auch hier das entspresd Verhaltnis errechnet (Abbildung
3.8B). Es zeigten sich nur geringe, statistischtgignifikante Anderungen. Somit konnte
kein durch Forskolin verursachter Unterschied ziaescZellkern und Zytoplasma beziglich

des Verhaltens der Anderungen des systolischéhb@abachtet werden.
3.6.3 Zeit bis zum Erreichen des systolischen &a

Die Zeit bis zum Erreichen des systolischen maxémal&" (TTP) schien nach Applikation
von Forskolin nur gering zu variieren. Die groRte werzeichnende Anderung gab es im
Zellkern zwischen der Kontrolle und der ersten Megsnach Forskolin-Applikation. So fiel
die TTP von 68+6 ms auf 61+3 ms (P>0,05). Diesetetsthied war jedoch statistisch nicht
signifkant, was auch fiir alle anderen AnderungaenTdé in Zellkern und Zytoplasma gilt.
Somit konnte keine durch Forskolin bedingte Andgrutler TTP beobachtet werden
(Abbildung 3.8C).

3.6.4 Abfall des C4&'-Transienten

Die RT50 schien durch Forskolin eine Beeinflussarfghren zu haben (Abbildung 3.8D). So
fiel sie im Zytoplasma von 137+13 ms vor auf 87+4 in der ersten Messung nach
Forskolingabe (P<0,05). Im Zellkern fiel sie vor8325 ms vor auf 127+9 ms nach der ersten
Minute nach Forskolingabe (P<0,05). In den folgentnuten kam es zu keiner weiteren
statistisch signifikanten Anderung der RT50 im Keth oder Zytoplasma. Die RT50 wurde
somit unter Forskolin sowohl im Zytoplasma als aumiZellkern reduziert. Ein Unterschied
dieses Effekts zwischen Zellkern und Zytoplasmankemicht nachgewiesen werden.

3.7 Zellkerne und perinukledre C&*-Speicher in Kardiomyozyten des Kaninchens

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit waren Aufnahmeam \Zellkernen in Ventrikelmyozyten
und Vorhofmyozyten des Kaninchens zur Charaktetisig der perinuklearen €aSpeicher.
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Abbildung 3.9 — Farbung der intrazellularen C&*-Speicher der Ventrikel- und

Vorhofmyozyten des Kaninchens:In A ist eine Beispielmessung gezeigt. Dabei sied d
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Bilder fortlaufend nach dem Alphabet gekennzeichHheind C zeigen die Mal3e der Zellkerne
der Ventrikel- (n = 35) und Vorhofmyozyten (n = .1l D ist ein einzelnes Bild aus A

vergroRRert dargestellt.

In Abbildung 3.9A ist eine Beispielmessung eineshédmyozyten des Kaninchens gezeigt.
Die Zelle wurde nach Beladung (40 min) mit dem Btoti Fluo-4 in regelmaRigen
Abstanden photographiert. Der Abstand zwischen Badern betrug 1pum.

In Abbildung 3.9D ist ein vergrof3ertes Bild derlBedus Abbildung 3.9A gezeigt. Es handelt
sich dabei um eine konfokale Aufnahme der Zelleweicher sich im Zentrum eine ovale
Struktur, der Zellkern, befindet. In der Zelle &h gitterformiges Netz erkennbar. Hierbei
handelt es sich um das sarkoplasmatische Retikulueses reicht von der Zellmembran bis
zur Kernhtlle. Von der Kernhtlle ausgehend ragemgei Einstilpungen in den Zellkern.

Diese nuklearen Tubuli scheinen den Zellkern noctdr nur selten komplett zu durchziehen.

3.7.1 Ausmalde des Zellkerns in Ventrikel- und Vorhfmyozyten des Kaninchens

In Abbildung 3.9B sind die Mittelwerte der KernmaBer Ventrikelmyozyten dargestellt.
Hierbei wurden Lange, Hohe und Breite des Zellkeansgemessen. Die Kerne waren
6,8+0,2 um hoch, 10,7+2,9 um lang und 4,7+0,2 peit.bvergleicht man diese Werte mit
den Kernmal3en der Vorhofmyozyten (7,2+0,5 um h&dh?2+0,6 pm lang und 4,1+0,3 um
breit), so gibt es keine signifikanten Unterschied®r einzige Unterschied zwischen
Ventrikel- und Vorhofmyozyten bestand darin, dassentvikelmyozyten zwei,

Vorhofmyozyten jedoch nur einen Kern besalien.

3.7.2 Kerntubuli

Anhand der Aufnahmen des Zellkernes konnten diestHipungen der Kernhtlle in den
Zellkern ausgezahlt werden. Die Anzahl dieser Tubul Ventrikelmyozyten und

Vorhofmyozyten schien sich voneinander zu unteligigme So betrug die Anzahl der Tubuli
in Vorhofmyozyten 3,9£0,4 und in Ventrikelmyozytéri+0,4 (P<0,05) (Abbildung 3.10).
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Anzahl der Tubuli

Vorhof Ventrikel

Abbildung 3.10 — Anzahl der Kerntubuli: Die Anzahl der Kerntubuli war in

Ventrikelmyozyten grof3er als in Vorhofmyozyten.<®05 versus Vorhof.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden mittels 2D-Konfokalmikrogke und dem C&-sensitiven Farbstoff
Fluo-4 elektrisch stimulierte G&Transienten in  Kardiomyozyten untersucht.
Frequenzabhangige Anderungen sowie Anderungen napplikation des direkten
Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin wurden chagaldiert. Im Mittelpunkt dieser Arbeit
standen vor allem der Zellkern und seiné@egulation. Im Zellkern kénnen durch ¢a
wichtige Prozesse wie Apoptose, Zellzyklus und @arskription beeinflusst werden
(Clapham 1995; Wu et al. 2006; Bers 2008). Bisherde angenommen, dass derCa
Einstrom in den Zellkern passiv durch die Kernpoegfolgt (Genka et al. 1999). In den
letzten Jahren fanden sich jedoch zunehmend Hiewaiseine eigene, aktive Regulation des
nuklearen C&. So konnten im Kern G&Bindungsproteine (z.B. CaM), &aabhangige
Enzyme (z.B. CaMKIl) und in der Kernmembran®GKanale (z.B. IBR) und die SERCA
nachgewiesen werden (Badminton et al. 1996; Bootetaal. 2000; Echevarria et al. 2003;
Gerasimenko O. und Gerasimenko J. 2004).

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind zusamgefasst:

» Eine Steigerung der Stimulationsfrequenz fihrt&andiomyozyten der Maus und des
Kaninchens zu einer Steigerung des diastolischet), @aden Mausmyozyten auch
zur Steigerung des systolischerfC®ies galt fiir Zytoplasma und Zellkern.

« Bei steigender Frequenz verdnderte sich auch dietiki der C&"-Transienten. In
Vorhof- und Ventrikelmyozyten kam es zu einem sdenen Abfall des CH-
Transienten, in den Ventrikelmyozyten sank zudeenTiP. Dies galt ebenfalls fir
Zytoplasma und Zellkern.

« Unter Forskolin kam es zu einem Anstieg des systbén C&, das diastolische €4
erfuhr im Zytoplasma keine Veradnderungen, im Zefkeeigte sich ein Abfall des
diastolischen C4.

» Die TTP war unter Forskolin unverandert, die RTa@m unter Forskolin ab.

* Frequenzabhangig kam es in den Ventrikelmyozytenviiis im Zellkern zu einem
starkeren Anstieg des diastolischerf'Cals im Zytoplasma, ebenso nahm die RT50

im Zellkern bis zu einer Frequenz von 2 Hz schnelle als im Zytoplasma.
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4.1 Frequenzabhangige Anderungen des €aSpiegels

Mit Hilfe der 2D-Konfokalmikroskopie und dem €asensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4
wurden zytoplasmatische und nukleare‘Caransienten in elektrisch stimulierten Myozyten
gemessen. Unter Stimulation zeigte sich in den Megsn, dass es bei steigender Frequenz
zu einem Anstieg des diastolischerfCeam. Dies traf fiir die Ventrikelmyozyten der Maus
und des Kaninchens sowie fir die Vorhofmyozyten Kasinchens zu. So kam es in den
Myozyten des Kaninchens bei einer Steigerung demuBtionsfrequenz von 0,3 Hz auf 1,3
Hz ungefahr zu einer Verdoppelung des diastolisdbaii in Zytoplasma und Zellkern. In
den Myozyten der Maus kam es bei einer Steigerendgtmulationsfrequenz von 0,5 Hz auf
4 Hz zu einer Vervierfachung der diastolischerf'@@nzentration im Zytoplasma und zu
einer Verachtfachung im Zellkern. Unterschiede vearduch bezuglich des systolischef*Ca
beobachtet. So kam es in den Zellen des Kaninchamskeinem signifikanten,
frequenzabhangigen Anstieg des systolischefi.Ga den Zellen der Maus konnte jedoch
eine starke Steigerung des systolischeri* ®@obachtet werden, die im Zytoplasma und
Zellkern etwa gleich grof3 war.

Der unterschiedlich starke Anstieg der diastolisckit*-Konzentration zwischen Zellkern
und Zytoplasma in den Maus-Ventrikelmyozyten lassth am ehesten mit der
unterschiedlichen Kinetik der €aTransienten dieser beiden Kompartimente erkl&bander
Abfall des C&" im Zellkern im Wesentlichen durch die passive @8fobn durch die
Kernporen erfolgt, sinkt das systolische’Chier langsamer ab. In der Folge kommt es bei
steigenden Frequenzen durch diese verlangsamteikKing einem starkeren Anstieg des
diastolischen Cd im Zellkern als im Zytoplasma.

Die frequenzabhangige Erhdhung des systolischéh iBaviaus-Ventrikelmyozyten war im
Zellkern und Zytoplasma etwa gleich groR. Dies dedarauf hin, dass das systolisché*Ca
im Kern dem systolischen &aim Zytoplasma folgt bzw. von diesem bestimmt wike
systolische Erhéhung im Zytoplasma fiihrt durch @ifon des C& durch die Kernporen zu
einer nachfolgenden Erh6éhung im Kern. In KanincMgmozyten wurde keine
frequenzabhangige Erhohung des systolischei” ®eobachtet. Dass dies hier nicht
beobachtet wurde, kann unter anderem daran lietpess, die Stimulationsfrequenz wéhrend
der Messungen deutlich unterhalb der physiologisdherzfrequenz des Kaninchens lag und
systolische C&-Anderungen erst bei htheren Frequenzen zu erwsinen Da die Zellen in

54



4 Diskussion

vitro unter Stimulation mit héheren Frequenzen zuhpthmien neigten, konnte dies hier
nicht weiter untersucht werden.

Ein andauernder Anstieg des diastolischefi’ Gaie hier beobachtet, ist entscheidend fiir die
Genese der Herzinsuffizienz. So tragen erhohtealisshe C4'-Spiegel zur Entwicklung der
Hypertrophie des Herzens und damit zum Fortschreles Herzinsuffizienz bei (Zhang und
Brown 2004; Backs und Olson 2006; Little et al. 200Unter Berlcksichtigung der
Ergebnisse dieser Arbeit ist besonders die Tackydanduzierte Kardiomoypathie, kurz
Tachykardiomyopathie, von Interesse. So kommt es rchdu tachykarde
Herzrhythmusstorungen (z.B. Vorhofflimmern) zu einentrikularen Dysfunktion, welche
bei Normalisierung der Herzfrequenz reversibel (Ramesh Iyer 2008). Kommt es uber
langere Zeit hinweg zu dauerhaften oder langen rniaien von tachykarden
Herzrhythmusstérungen, so kann sich eine Tachyarglhpathie ausbilden. Wichtig ist, dass
die Entwicklung einer Tachykardiomyopathie vom iatdl und von der Dauer der
tachykarden Phasen abhangt, sprich: Menschen mibaltender tachykarder
Herzrhythmusstérung entwickeln schneller eine Tiahyiomyopathie als jene, die diese
Rhythmusstorungen nur intermittierend ausbildenirf@u et al. 2000; Shinbane et al. 1997).
Hierbei scheint eine Herzfrequenz von Uber 100/dénVoraussetzung zu sein (Umana et al.
2003). Dabei sind die Pathomechanismen auf zefluBbene noch unvollstandig verstanden.
Eine Moglichkeit, den Pathomechanismus zu erklangirg die in dieser Arbeit beobachtete
frequenzabhangige Steigerung des diastolischéfi @&e bereits erwahnt, kommt es Ga
abhangig zu einer Aktivierung von Signalkaskadeie, zlr vermehrten Expression von
Herzinsuffizienz fordernden Proteinen fuhren. Désha&ann eine langanhaltende
Frequenzsteigerung zu erhohterf€@piegeln, besonders auch im Zellkern, fiihren, dias
Ausbildung einer Tachykardiomyopathie bedingen kann

Eine frequenzabhangige Erhéhung def*cSpiegel fiihrt zu einer verstérkten Aktivierung der
C&*-Bindungsproteine. Eine wichtige Rolle scheinen dleereits beschriebenen
Signalkaskaden Uber CaM-CaMKII-HDAC und CaM-Calcane-NFAT zu spielen. So
zeigten Bossuyt et al. (2008), dass eine verstdAd&avierung der CaMKIl und der
Proteinkinase D (PKD) ursachlich oder verstarkemiddée Ausbildung einer Herzinsuffizienz
wirken kann, eine Blockierung dieser Enzyme veraihdie Ausbildung.

Beziglich der Regulierung des NFAT scheint es Wetdede zwischen Ventrikel- und
Vorhofymyozyten zu geben. NFAT wird in vier Isoensy unterteilt, welche im Herzen
gebildet werden (Rinne et al. 2010). Diese Isoereyufinden sich in unterschiedlichen

Kompartimenten der Zelle und scheinen untersctdbdkguliert zu werden. So befindet sich
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NFATcl berwiegend im Zellkern, bei Hemmung von dBeurin und Senkung der €a
Spiegel kommt es zu einem verstarkten Export ams dellkern (Rinne et al. 2010), was
ebenfalls eine Abhangigkeit von frequenzbedingtefi-Bnderungen bedeutet. Im Gegensatz
dazu befindet sich NFATc3 Uberwiegend im Zytoplaskaan jedoch durch eine Angiotensin
[I- und Endothelin-1-Stimulierung in den Zellkerrbarfuhrt werden, wobei dies nur in
Vorhofmyzoyten zu beobachten war, nicht jedoch @mvikelmyozyten (Rinne et al. 2010).
Dies lasst vermuten, dass die Regulation der NFofermen sich zwischen Ventrikel- und
Vorhofmyozyten unterscheidet, wobei die wichtigstezgulierenden Mechanismen das
intrazellulére Calcineurin-aktivierende Taaber auch die im Zellkern lokalisierten Kinasen
und der Kernexport sind.

Hieraus wird klar, dass die beobachtete frequertzadige Erhéhung des diastolischerf'Ca
essentiell in die Transkription und die Funktionr déelle eingreifen und somit

pathophysiologische Mechanismen triggern kann.

4.2 Frequenzabhangige Anderung der Kinetik des Ca& Transienten

Bei steigender Frequenz kam es zu einer Anderungfidetik des C&"-Transienten. In den
Ventrikelmyozyten des Kaninchens kam es sowohl gtkkérn wie auch im Zytoplasma zu
einer Reduktion der TTP um ca. 25% bei einem Agsdier Frequenz von 0,3 Hz auf 1,3 Hz.
In der Maus waren es bei einem Frequenzanstie@ Rz auf 4 Hz im Zytoplasma ca. 5%,
im Zellkern jedoch fast 45%. Hier konnte in der Mdaain signifikanter Unterschied zwischen
Zellkern und Zytoplasma beobachtet werden.

Betrachtet man den Abfall des Cdransienten, so kam es zu einer Reduktion der
Zeitkonstantert im Kaninchenventrikel von ca. 50% im Zytoplasmal won ca. 40% im
Zellkern, im Kaninchenvorhof waren es ca. 40% intapjasma und ca. 40% im Zellkern. Fur
den Mausventrikel verringerte sich die RT50 im Kelh um ca. 70%, im Zytoplasma um
65%. Somit kam es in allen untersuchten Zelltypewahl im Zellkern als auch im
Zytoplasma zu einem schnelleren Abfall de§'Caansienten.

Prinzipiell ist der C&-Transient des Zellkerns langsamer als der despBgmas. Eine
Ursache hierfir konnte in der Funktion der Kernpdregen. Diese sind Proteinkomplexe in
deren Mitte ein zylinderférmiger Kanal liegt (Steff et al. 2006). Dieser Kanal ist
durchlassig fur Molekile von einer Gréf3e von bis9zam. Er erlaubt lonen, Metaboliten,
Nukleinsduren und Proteinen den passiven Transjpodh Diffusion (Lee MA et al. 1998).
Proteine mit einer Grél3e von mehr als ~50 kDa miigsergieabhangig durch den Kanal
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hindurch transportiert werden, wie z.B. NFAT (Haltier et al. 2006). Der Kanal selber kann
durch Bindung spezifischer Proteine an dafir vabgesen Bindungsstellen seine Struktur
andern und sich verschlieBen, wobei nachgewiesereywass trotz des Verschlusses
weiterhin kleine Molekule diffundieren kbnnen (Kranet al. 2007). Dies deutet auf kleinere
lonenkandle in der Peripherie des Kernporenkompléxe (Shahin et al. 2001). Danker et al.
(2001) zeigten, dass die Kernporen unter physistdgin Bedingungen dauerhaft aktiv sind,
eine Modulation durch Erhéhung von ATP oder Vermeinohg des zytoplasmatischen?Ca
zeigte eine verminderte Durchlassigkeit der Kerad&@hahin et al. 2001), jedoch gibt es auch
Beobachtungen einer Beeinflussung der Kernporeohdoukledres G4 So konnten Wei et
al. (2003) nachweisen, dass es nach Reduktion ukledren C& zu keiner Anderung des
Diffusionsverhaltens spezifischer Proteine tUber Kienporen kam. Andere Beobachtungen
zeigten eine Veranderung der Permeabilitat nacheAntdy des zytoplasmatischen’Ganicht
jedoch nach Anderungen des nukledren® C&’'Brien et al. 2007). Trotz dieser
unterschiedlichen Beobachtungen kénnen die Stuelieen Hinweis auf eine Gaabhangige
Modulation der Durchlassigkeit der Kernporen begit (Bootman et al. 2009).

Als Sensor fiir das intranukléare Cavird das Membranprotein gp210 betrachtet, weléhes
das Lumen des Zellkerns ragt und dort dié*@anzentration misst. Dabei kommuniziert es
mit den Kernporen (Greber et al. 1990). Derzeitnisth ungeklart, ob und wie €adie
Kernporen beeinflusst, ob das intranukledre oder zgoplasmatische €a(oder beide)
einen Einfluss haben. Jedoch liegt die Vermuturtiendass durch Gaeine entscheidende
Regulierung der Durchlassigkeit der Kernporen gtf@Bootman et al. 2009).

Da der nukleare GaTransient durch Diffusion von €aaus dem Zytoplasma durch die
Kernporen zu Stande kommt, zeigt er gegeniiber dgoplasmatischem G&Transienten
eine verzogerte Kinetik.

Eine weitere Erklarung fur den verzégerten Abfals C&™-Transienten liegt in einem Fehlen
der C&"-ATPasen auf der Innenseite der Kernhiille (Humbedl. 1996), weshalb schnelle
Cd*-Abfalle, im Gegensatz zum Zytoplasma, nur verzbigeiZellkern auftreten. Jedoch gibt
es, bis auf die TTP in den Mausmyozyten, keine tdoteede zwischen den beiden
Kompartimenten in der frequenzbedingten Anderungkiretik der C&*-Transienten. Der
C&*-Abtransport im Zytoplasma erfolgt im Wesentlicliemch die SERCA, welche dasCa
in die intrazellularen Speicher, das sarkoplasmagisRetikulum, transportiert. Bisher ist
unklar, wie dies im Zellkern geschieht, jedoch waualich hier die SERCA nachgewiesen,
allerdings nur auf der auRReren Kernhiille. Vermhtficuss also das €azunachst durch die
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Kernporen aus dem Zellkern heraus diffundieren wird erst dann von der SERCA in die

Kernhlle transportiert.

4.3 Anderungen des C&-Transienten nach Forskolingabe

Forskolin fuhrt Gber die Aktivierung der Adenylattgse zur Bildung von cAMP, welches
seinerseits die PKA aktiviert. Die PKA besteht awgei katalytischen Untereinheiten (C-
Untereinheiten) und zwei regulatorischen Unteraiene(R-Untereinheiten). Bei Anstieg der
CAMP-Konzentration bindet dieses an den R-Untembieh, wodurch diese abdissoziieren
und die C-Untereinheiten aktiv werden (Cox und ©ayl994). Die PKA erfillt in der Zelle
eine Vielzahl von Funktionen, unter anderem phospiest sie CREB, reguliert den
Fettstoffwechsel und hat Einfluss aus Zellwachstunth Zelldifferenzierung. Zwei weitere flr
diese Arbeit wichtige Funktionen sind:

* Die Regulation der DHPRs (Kamp und Hell 2000).

* Die Phosphorylierung von Phospholamban, was zur ésienulierung der SERCA

fuhrt (Masterson et al. 2011).

Hierdurch wird klar, dass die PKA in Kardiomyozyteime wichtige Rolle in der Regulation
und Funktion des G&iibernimmt. Physiologisch kommt es in der Herzmlzsite durchp-
adrenerge Stimulation zur Erhéhung der cAMP-Spiegabdurch Forskolin in dieser
Messreihe ein@-adrenerge Stimulation unter Versuchsbedingungenlgrte.
Forskolin wurde unter andauernder elektrischer @atron mit einer Frequenz von 1 Hz
kontinuierlich appliziert. Als Ergebnis zeigte sieine Zunahme des systolischen”Chei
gleichbleibendem diastolischena
Die Kinetik des C&-Transienten erfuhr unter Forskolin ebenfalls efmelerung. Wahrend
die TTP keine signifikanten Anderungen erfuhr, kasnunter Forskolin zu einem Abfall der
RT50 sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma. Eiatistisch signifikanter Unterschied
zwischen der RT50 des Zellkerns und des Zytoplagie@dsich nicht feststellen.
Unter Forskolin kam es zu einer signifikanten Enlidhder systolischen &aKonzentration
und Verringerung der RT50 sowohl im Zytoplasmaaalsh im Zellkern. Dieser Effekt zeigt
eine p-adrenerg gesteuerte, PKA-vermittelte Regulatiomr @=*-Homostase in den
Kardiomyozyten. Im Zytoplasma kann der Anstieg dBstolischen C& durch eine
verstarkte Aktivierung der DHPRs und einer daraesultierenden verstarkten €a

induzierten C&-Freisetzung aus dem SR erklart werden. Der Ab&lIRT50 im Zytoplasma
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lasst sich durch die verstarkte Aktivitat der SER@#Afgrund der Phosphorylierung von
Phospholamban erklaren.

Bezuglich des Zellkerns rickt vor allem die Diskassvon zwei mdglichen Mechanismen
der cAMP-vermittelten Anderung des Cdransienten in den Mittelpunkt. So kann auf der
einen Seite eine passive Regulation des nukleaeéh diirch das zytoplasmatische Za
erfolgen. Durch den Anstieg des®am Zytoplasma in der Systole kommt es zu einesipas
vom C&*-Konzentrationsunterschied gesteuerten Diffusion @& in den Zellkern, was die
verzogerte Erhéhung des systolischerf*Gm Zellkern erklart. Umgekehrt kann dies auch
den verzogerten Abfall des €alransienten im Zellkern erklaren. Unter dieseniBgdngen
diffundiert C&*, seinem Konzentrationsgradienten folgend, aus DAelfkern heraus. Auf der
anderen Seite kann eine dufsladrenerge Stimulation verénderte aktivé‘@Regulation des
Zellkerns oder eine Anderung der Permeabilitatkisnnporen nicht ausgeschlossen werden,

auch wenn diese Arbeit keine Hinweise auf eineolsai Mechanismus geliefert hat.
4.4 Unterschiedliche Regulation des Gaim Kern und im Zytoplasma

Bei der frequenzabhéngigen Messung de$-Censienten konnten in den Myozyten des
Kaninchens keine Unterschiede zwischen ZellkernZytdplasma gefunden werden. Anders
verhielt es sich bei der Maus. Hier zeigte siclylienzabhéngig ein starkerer Anstieg des
diastolischen Cd im Zellkern als im Zytoplasma, weiterhin fiel dRF50 im Zellkern bis zu
einer Frequenz von 2 Hz statistisch signifikantk&téab als im Zytoplasma.

Eine mogliche Ursache flur diesen Unterschied kdriemiedrigen Frequenzen (0,3 bis 1,3
Hz) sein, mit welchen die Myozyten des Kaninchdamaudiert wurden. Da die Myozyten des
Kaninchens unter den in den Messungen gegebenenabes bei hoheren Frequenzen
schnell zu Alternans und Arrhythmien neigten, kemnaber nur relativ niedrige Frequenzen
untersucht werden. Unter physiologischen Bedingnreyeeicht das Kaninchen (ebenso wie
die Maus) deutlich héhere Frequenzen, weshalb awh bei hdheren Frequenzen ein
statistisch signifikanter unterschiedlich starkemsfieg des diastolischen £asowie eine
veranderte Kinetik vermutet werden kann.

Unter Forskolin kam es zu keinem unterschiedlicManhalten der Cd-Anderungen im
Zellkern und Zytoplasma, das systolische’'Cgtieg im Zytoplasma und im Zellkern etwa
gleich stark an. Auch in der Postpausenmessungezsich kein unterschiedliches Verhalten
der C&*-Konzentrationen des Zellkerns und des ZytoplasaisC& -Anderungen waren in

beiden Kompartimenten stets fast gleich stark gusgg.
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Eine Erklarung fir die bermaRig starke Steigerdes diastolischen &aim Zellkern kann
in der Kinetik des C&-Transienten angenommen werden. Das Kerfi-Gareicht im
Gegensatz zum Gades Zytoplasmas verzogert seinen systolischen Whettes fallt auch
verzogert wieder auf den diastolischen Wert ab.sDiegt daran, dass das ‘<am
Zytoplasma erst passiv durch die Kernporen in deltk&@n diffundieren muss, wahrend es
im Zytoplasma aus dem sarkoplasmatischen Retikwinekt freigesetzt wird. Wahrend ein
Abtransport des Gaaus Zytoplasma in der Diastole aktiv durch den N@X die SERCA
erfolgt, muss das Gades Zellkerns erst wieder durch die Kernporendzums Zellkern heraus
diffundieren, um anschlieRend Uber die SERCA in Klenhulle transportiert zu werden.
Durch eine Abnahme der Diastolendauer bei steigeRtEguenz hat die Zelle nun weniger
Zeit, das C& in seine Speicher oder nach extrazellular zu befir, weshalb sich der
diastolische C4-Spiegel frequenzabhangig erhoht. Im Zellkern isser Effekt ausgepragter,
da das C& zunachst noch durch die Kernporen zuriick ins Zgwpa diffundieren muss.

Die passive Diffusion des &adurch die Kernporen scheint der entscheidende htésmus
fur die C&*-Regulation der Kerne der Kardiomyozyten zu seiurdh das konstante
Verhaltnis zwischen dem systolischen ?Cales Zellkerns und des Zytoplasmas bei
unterschiedlichen Frequenzen, nach Forskolinappdikaund im Postpausenprotokoll kann
eine wesentliche Abhangigkeit des nuklearef" @am zytoplasmatischen &abeschrieben
werden. Dies bedeutet, dass das nuklearé" @a sehr weiten Bereichen von Ca
Konzentrationen durch passive Diffusion durch dieriporen vom zytoplasmatischen*Ca

bestimmt wird.
4.5 Die Kernhille und die nuklearen Tubuli

In dieser Arbeit wurden von der Kernhiille ausgeleettinstilpungen in den Zellkern
beobachtet. Diese werden als nukleare Tubuli bemetc Auf der dem Nukleoplasma
zugewandten Seite der Tubuli befinden sich*@aisetzende Kanéale (Echevarria et al. 2003;
Lui et al. 2003; Lee RK et al. 2006; Schermellelalet2008). Die nuklearen Tubuli wurden
zwar in einer Vielzahl von Zellen beobachtet, jdd@cheinen sie nicht in allen Zelltypen
vorzukommen und auch nicht in allen Zelltypen dieatisgepragt zu sein (Bezin et al. 2008).
Aus bisher unbekannten Griinden kdnnen diese Auspg&g von kleinen Ausstilpungen bis
hin zu komplexen Netzwerken reichen, wobei die Tubé&ufig in der Nahe von Nucleoli
lokalisiert sind (Fricker et al. 1997).
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Die Kerntubuli sind Invaginationen der Doppelmenmoder Kernhille (Lui et al. 2003),
wobei die Kernhille selber durch die Verbindung ehéim sarkoplasmatischen Retikulum
ebenfalls ein Speicher fiir Edst (Wu et al. 2006).

Auch wenn bisher unter physiologischen Bedingungeoh keine aktive Freisetzung von
C&" aus den Kerntubuli in das Nukleoplasma nachgewiessrden konnte, so konnte unter
experimentellen Bedingungen eine Endothelin-1-viteité C&*-Freisetzung aus den
perinukledren C&-Speichern nachgewiesen werden (Kockskamper 20@8).

Die hier gemachten Aufnahmen bestétigen die Bedbagkn eines ausgepragten
Netzwerkes von Tubuli im Zellkern der Vorhof- uneéntrikelmyozyten, welches zum Teill
den Kern durchzieht. Welche Funktion diese Tubwbdén und ob eine aktive €a
Freisetzung, bei bewiesenem Vorhandensein von daafiivendigen Strukturen, maéglich ist,
ist derzeit noch Gegenstand intensiver Forschuremkbar ist aber, dass die Tubuli einen
wichtigen Beitrag zur lokalen Regulation von’Can Zellkern von Kardiomyozyten leisten.
So konnten an der Auf3enhille der KernhillgRE¥® nachgewiesen werden, welche in enger
raumlicher Beziehung zu den T-Tubuli standen, e@eelle von IR und C&" (Escobar et al.
2011).
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5 Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Cd” ist fur Herzmuskelzellen von essenzieller Bedegititicht nur fir die Kontraktion der
Herzmuskelzelle ist es entscheidend, es regulieth a.a. die Transkription im Zellkern und
ist damit an der Entstehung der Hypertrophie dezétes beteiligt. Die Regulation des*Ca
im Zellkern von Kardiomyozyten ist bisher jedoch mavollstandig verstanden.

In dieser Arbeit ging es um die Charakterisierursy Regulation des nukledren ‘Can
Kardiomyozyten. Mit dem Césensitiven fluoreszierenden Farbstoff Fluo-4 umd 2D-
Konfokalmikroskopie wurden Messungen elektrischmstierter C&'-Transienten im
Zytoplasma und Zellkern von Kardiomyozyten (Kani@chMaus) durchgefihrt. Es wurden
Anderungen der CGiTransienten nach Anderungen der Stimulationsfreguenach
pharmakologischer Beeinflussung mit Forskolin unach einer definierten Pause der
Stimulation registriert. Weiterhin konnte nach largy Beladung der Zellen mit dem
Farbstoff Fluo-4 eine Anfarbung der Kernhille uncer dnuklearen Tubuli zur
Charakterisierung der perinuklearerfGapeicher erreicht werden.

Wichtig fur die Untersuchungen waren vor allem digerschiedlichen Eigenschaften des
C&*-Transienten im Zellkern und im Zytoplasma. DernEiant des Zellkerns stieg in der
Systole langsamer an und erreichte folglich spéleder Transient des Zytoplasmas seinen
systolischen Wert, der jedoch stets geringer wadal des Zytoplasmas. Weiterhin war der
Abfall des C&"-Transienten im Zellkern langsamer als im Zytoplasm

In den Messungen zur Frequenzabhangigkeit dé5Tansienten (0,3-1,3 Hz in Kaninchen-
Vorhof- und Ventrikelmyozyten; 0,5 bis 4 Hz in Mauentrikelmyozyten) zeigte sich in
allen Zellen ein frequenzabhangiger Anstieg destdischen C& im Zellkern und im
Zytoplasma. Das systolische Catieg im Zellkern und im Zytoplasma frequenzabfigumgr

in den Mausmyozyten an. In allen Zellen wurde bwigender Frequenz in beiden
Kompartimenten ein schnellerer Abfall des*Garansienten beobachtet, die Zeit bis zum
Erreichen des systolischen Ca(TTP) war in den Ventrikelmyozyten in beiden
Kompartimenten verkirzt. Unterschiede zwischenk&eil und Zytoplasma zeigten sich im
diastolischen C& und in der Kinetik des G&Transienten der Ventrikelmyozyten der Maus.
Das diastolische Gastieg im Zellkern frequenzabhéngig stéarker animl€ytoplasma. Die
TTP sank im Zellkern zu Beginn starker ab als iniojlasma, im Zellkern fiel die RT50 zu

Beginn starker als im Zytoplasma.
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5 Zusammenfassung

In der Postpausenmessung zeigte sich im erstersi€rdan nach der Pause ein signifikanter
Anstieg des diastolischen €aim Vergleich zur Kontrollmessung bei kontinuiehiér
Stimulation. Im Verlauf sank das diastolischeé'Qzei laufender Stimulation dann wieder, bis
auf seinen fir die gewahlte Frequenz ermitteltemnidwert. Das systolische €astieg in
den Ventrikelmyozyten der Maus im ersten Transiemach der Pause an und fiel im
nachsten Transienten stark ab, um dann im Verlaeflev bis zum frequenzabhangigen
Normalwert anzusteigen. In den Vorhofmyozyten desikchens konnte der Anstieg nicht
beobachtet werden, jedoch waren der Initiale Abfallzweiten Transienten nach der Pause
und der folgende Anstieg des systolischen Transietier ebenfalls zu beobachten. Alle
beschriebenen Anderungen lieBen sich im Zellkewh iom Zytoplasma gleichermaRen ohne
signifikanten Unterschied zwischen den Kompartiraeriieobachten.

Nach Applikation von Forkolin zeigte sich ein Arstides systolischen €am Zellkern und

im Zytoplasma, das diastolische’Calieb unveréandert. Die RT50 fiel nach Forskolingaf
beiden Kompartimenten signifikant ab, wahrend di@PT etwa gleich blieb. Die
Forskolinwirkungen waren im Zellkern und Zytoplasgteich grol3.

Nach Anfarbung der intrazellularen T&peicher, darunter die Kernhiille, zeigte sichsdas
die Kerne der Vorhof- und Ventrikelmyozyten glemtol? waren und dass die Kernhillen als
C&*-Speicher fungierten. In beiden Zelltypen wurderbdlu beobachtet, die in den Kern
hineinragten oder diesen ganz durchquerten. Uriede zwischen Ventrikel- und
Vorhofmyozyten zeigten sich in der Anzahl der Tub8b wurden in den Ventrikelymozyten
deutlich mehr Tubuli pro Zellkern gefunden.

Unter Berucksichtigung aller Ergebnisse lassen wichtige Kernaussagen zusammenfassen:
Die Regulation des nukledren Cascheint im Wesentlichen vom zytoplasmatischeA* Ca
abzuhangen, das passiv durch Diffusion Uber diep@en in den Zellkern gelangt. Dies gilt
fiir einen weiten Bereich systolischer?GKonzentrationen, wie sie nach Anderungen der
Stimulationsfrequenz erreicht wurden. Auch nacim8kation des cAMP-PKA-Signalweges
durch Forskolin scheint die &akonzentration des Zellkerns hauptsachlich passikctu
Diffusion Uber die Kernporen reguliert zu werdennwkise auf eine zusatzliche aktive
Freisetzung des &aim Zellkern konnten nicht gefunden werden. Die idgille fungiert als
Ca*-Speicher und besitzt Tubuli, die in den Kern himagen. Die Tubuli kénnten an der

lokalen C&*-Regulation des Zellkerns beteiligt sein.
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