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1 Einleitung

1. Einleitung

In der Einleitung werden zunachst das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz genauer
betrachtet und anschlieend grundlegende Ablaufe der elektromechanischen Kopplung auf
zellulérer Ebene erlautert. Darauf folgend werden sowohl der L-Typ Ca®*-Kanal als auch die
Ca**-/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKII) in ihrem Aufbau und in ihrer Funktion

beschrieben. Zuletzt werden die Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit erlautert.
1.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist laut Statistischem Bundesamt der haufigste Grund fir eine stationare
Aufnahme in ein Krankenhaus in Deutschland (STATISTISCHES BUNDESAMT 2011). Des
Weiteren ist die Herzinsuffizienz zu einer der kostenintensivsten chronischen Erkrankungen
geworden, die einen Anteil von 1 bis 2% an den Krankheitskosten besitzt (STATISTISCHES
BUNDESAMT 2010b). Aufgrund des demographischen Wandels in Deutschland und der
Abnahme der Sterblichkeit durch einen Myokardinfarkt, der haufigsten Ursache der
Herzinsuffizienz (GOODWIN und OAKLEY 1972), kann von einer weiterhin steigenden
Pravalenz und Inzidenz ausgegangen werden. Momentan liegt die Pravalenz der
Herzinsuffizienz fur die Gesamtbevoélkerung in Deutschland bei 1% und fir die Bevdlkerung,
die 80 Jahre oder élter ist, bei 10% (HOPPE et al. 2005; MC MURRAY und STEWART
2000).

In Deutschland steht die Herzinsuffizienz an dritter Stelle in Bezug auf die absolute Anzahl
der Todesursachen (STATISTISCHES BUNDESAMT 2010a) und das, obwohl die Therapie
der Herzinsuffizienz in den letzten Jahren erheblich verbessert werden konnte. In diesem
Zusammenhang sind B-Blocker (HJALMARSON et al. 2000; HOPPE et al. 2005; KRUM et al.
2003; PACKER et al. 1996), ACE-Hemmer (CLELAND et al. 1997; HOPPE et al. 2005), AT1-
Antagonisten (COHN und TOGNONI 2001; GRANGER et al. 2003; HOPPE et al. 2005) und
Aldosteronantagonisten (PITT et al. 1999; PITT et al. 2003; VARDENY et al. 2014; ZANNAD
et al. 2011), aber auch die Einfuhrung der implantierbaren Kardioverter-Defibrillatoren (ICD)
(BARDY et al. 2005; CONOLLY et al. 2000; KUCK et al. 2000; MOSS et al. 1996; MOSS et
al. 2002; THE ANTIARRHYTHMICS VERSUS IMPLANTABLE DEFIBRILLATORS
INVESTIGATORS 1997) zu nennen, die das Uberleben der Patienten signifikant verlangern
wie in verschiedenen Studien bewiesen werden konnte. So wurde die signifikante
Mortalitdtssenkung durch einer Therapie mit B—Blockern in der COPERNICUS- (KRUM et al.
2003; PACKER et al. 1996), der MERIT-HF- (HJALMARSON et al. 2000) und der SENIORS-
Studie (FLATHER et al. 2005) belegt. Die Wirkung von ACE-Hemmern auf die



1 Einleitung

Gesamtmortalitat wurde in der CONSENSUS- (THE CONSENSUS TRIAL STUDY GROUP
1987) und der SOLVD-Studie (THE SOLVD INVESTIGATORS 1991) untersucht und auch
hier wurde eine signifikante Senkung festgestellt. Die AT1-Antagonisten reduzieren die
Mortalitdt &hnlich stark wie die ACE-Hemmer, was die ELITE II- (PITT et al. 2000), die
CHARM- (GRANGER et al. 2003; PFEFFER et al. 2003) sowie die Val-HeFT-Studie (COHN
und TOGNONI 2001) bewiesen. Eine signifikante Senkung der Mortalitdt durch
Aldosteronantangonisten wurde in der EMPHASIS-HF-Studie (PITT et al. 2003; ZANNAD et
al. 2011) sowie der RALES-Studie (PITT et al. 1999; VARDENY et al. 2014) nachgewiesen.
In der AVID- (THE ANTIARRHYTHMICS VERSUS IMPLANTABLE DEFIBRILLATORS
INVESTIGATORS 1997), der CASH- (KUCK et al. 2000), der CIDS- (CONOLLY et al. 2000),
der MADIT-I- (MOSS et al. 1996), der MADIT-II- (MOSS et al. 2002) und der SCD-HeFT-
Studie (BARDY et al. 2005) konnte gezeigt werden, dass die Implantierung eines
Kardioverter-Defibrillators zu einer signifikanten Senkung der Mortalitat fuhrt. Nicht zuletzt
aufgrund der verbesserten therapeutischen Mittel betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
Patienten, die an chronischer Herzinsuffizienz (NYHA 1l bis V) leiden, 40 bis 60% (MC KEE
et al. 1971; MC MURRAY und STEWART 2000). Der durch Herzinsuffizienz bedingte Tod
tritt in den haufigsten Fallen durch Pumpversagen oder tachykarde Herzrhythmusstérungen
ein.

Die Herzinsuffizienz ist eine Erkrankung des Herzmuskels, bei der das Versagen der
physiologischen Pumpfunktion des Herzmuskels zu einer Minderversorgung der peripheren
Organe und Gewebe mit sauerstoffreichem Blut fuhrt. Um die Ursachen einer
Herzinsuffizienz verstehen zu kénnen, muss zunédchst der Begriff Kardiomyopathie definiert
werden. Als Kardiomyopathie werden Erkrankungen des Herzmuskels bezeichnet, die nach
der World Health Organization in finf Hauptgruppen eingeteilt werden (RICHARDSON et al.
1996):

1. Die dilatative Kardiomyopathie, die charakterisiert ist als eine Stérung der
systolischen Pumpfunktion des Ventrikels mit Kardiomegalie sowie eine Storung der
diastolischen Relaxation.

2. Die hypertrophische Kardiomyopathie, die entweder idiopathisch oder durch eine
Nachlasterhéhung bedingt ist und mit einer Zunahme des Durchmessers des
Myokards einhergeht. Hamodynamisch ist die hypertrophische Kardiomyopathie
charakterisiert als eine diastolische Dehnbarkeitsstorung sowie eine eventuell
vorliegende Obstruktion der linksventrikularen Ausflussbahn durch das verdickte,

interventrikulare Septum.

3. Die restriktive Kardiomyopathie, die charakterisiert ist als eine diastolische
Dehnbarkeitsstérung bei nicht hypertrophiertem Myokard, sondern beispielsweise im

Rahmen einer Myokardfibrose.
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4. Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie, die charakterisiert ist als eine
Storung der rechtsventrikularen systolischen Pumpfunktion in Kombination mit

ventrikularen Tachykardien.

5. Die nichtklassifizierbare Kardiomyopathie, die auf einer Reihe verschiedener
Stérungen beruht, die nicht den oben genannten Kardiomyopathien zugeordnet

werden kénnen.

Innerhalb der finf Hauptgruppen der Kardiomyopathien definiert die WHO-Klassifikation
spezifische Kardiomyopathien, die nach der zugrunde liegenden Ursache klassifiziert
werden. Im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz sind hier besonders die ischamische
und die hypertensive Kardiomyopathie hervorzuheben. Die ischamische Kardiomyopathie
wird durch eine bestehende koronare Herzkrankheit oder erlittene Herzinfarkte, die

hypertensive Kardiomyopathie durch eine arterielle Hypertonie bedingt.
Eine Herzinsuffizienz wird vor allem durch folgende Ursachen hervorgerufen:

1. Eine myokardiale Zellschadigung aufgrund ischdmischer, zum Beispiel im

Rahmen einer koronaren Herzerkrankung oder entziindlicher Prozesse wie zum
Beispiel eine Virusinfektion (BOWELS et al. 1989), eines Autoimmunprozesses
(MAISCH et al. 1983) oder alkoholtoxischer Einflisse (BRAUNWALD et al.
1989),die zunéchst zu einer reduzierten Zellverkirzung und im spateren Verlauf
zu einer Dilatation des Herzens (dilatative Kardiomyopathie) mit verminderter
Pumpfunktion fuhren. Die ischdmische Kardiomyopathie ist im Vergleich zur
dilatativen Kardiomyopathie mit einem Anteil von 70% die haufigste Form der
Kardiomyopathie (GOODWIN und OAKLEY 1972).

2. Eine chronische Druckbelastung des Herzens, zum Beispiel bedingt durch

pulmonale oder arterielle Hypertonie oder eine stenosierte Herzklappe, die
zunéachst zu einer Hypertrophie des Herzens (hypertrophische Kardiomyopathie)
und zu einem spéateren Zeitpunkt zu einer Dilatation (dilatative Kardiomyopathie)
und Funktionsverlust des Herzens fuhrt.

3. Eine chronische Volumenbelastung des Herzens, zum Beispiel aufgrund einer

insuffizienten Herzklappe, fihrt ebenfalls zu einer Dilatation des Herzens

(dilatative Kardiomyopathie).
Weiterhin kann zwischen einer systolischen und diastolischen Herzinsuffizienz unterschieden
werden. Die systolische Herzinsuffizienz ist durch eine Reduktion der ventrikuldren
Ejektionsfraktion gekennzeichnet. Hingegen ist die diastolische Herzinsuffizienz durch
klinische Symptome einer chronischen Herzinsuffizienz bei jedoch erhaltener systolischer
Pumpfunktion der Ventrikel gekennzeichnet (HOPPE et al. 2005). Unabhéngig von der
Ursache der Herzinsuffizienz ahnelt sich das terminale Stadium der Herzinsuffizienz. Die

Herzinsuffizienz wird klinisch nach den Kriterien der New York Heart Association in die
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Stadien NYHA | bis NYHA IV eingeteilt. Dabei beschreibt das Stadium NYHA IV die
dekompensierte, terminale Herzinsuffizienz, die durch Luftnot in Ruhe, starke

Leistungsminderung, periphere Odeme sowie pulmonale Stauung gekennzeichnet ist.

Unterschiedliche Verdffentlichungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass in der
Dysregulation des Ca®'-Stoffwechsels der Myozyten sowie der elektromechanischen
Kopplung eine wesentliche Ursache fir die kontraktile Dysfunktion im Rahmen der
Herzinsuffizienz besteht (GWATHMEY et al. 1987; HASENFUSS und PIESKE 2002;
HASENFUSS et al. 1994; MAIER et al. 2003; MULIERI et al. 1992; ZHANG und BROWN
2004).

1.2 Physiologie des Herzens: Die elektromechanische Kopplung

Die Einfihrung in die Physiologie des Herzens beginnt mit der Darstellung der
elektromechanischen Kopplung, die mit dem Eintreffen eines elektrischen Stimulus an der
Membran der Myozyte beginnt und mit der Kontraktion der Myozyte endet. Die
elektromechanische Kopplung umfasst alle fir die Umwandlung dieses elektrischen
Impulses in eine mechanische Kontraktion der Zelle notwendigen Prozesse. In diesem
Zusammenhang werden im Folgenden das Aktionspotential, die Ca*-induzierte Ca*'-
Freisetzung, der Querbriickenzyklus sowie die Relaxation beschrieben. Eine zentrale Rolle
spielen hierbei Kalzium-lonen (Ca®") wie ebenfalls im Folgenden néher erlautert wird
(RINGER 1883; RINGER und BUXTON 1885).

1.2.1 Das Aktionspotential und die Ca*-induzierte Ca®*-Freisetzung

Der elektrische Stimulus wird tber Zell-Zell-Kontakte entweder von den Zellen des kardialen
Reizleitungssystem auf die Myozyten oder von einer Myozyte auf die nachste Ubertragen
und dann an der Membran der Myozyten, der sarkolemmalen Membran, in Form eines
Aktionspotentials in die T-Tubuli, Invaginationen der sarkolemmalen Membran,
weitergeleitet. Das in die T-Tubuli fortgeleitete Aktionspotential bedingt eine Depolarisation
des Ruhemembranpotentials der sarkolemmalen Membran, das -90 mV betragt, zu einem
Membranpotential von +30 bis +50 mV (BERS 2001). Dabei fuhrt der elektrische Stimulus
zunachst zu einer geringfugigen Depolarisation, die jedoch, sobald sie ein Membranpotential
von ca. -70 mV erreicht hat, dazu fuhrt, dass sich spannungsabhéngige Na'-Kanale 6ffnen.
Durch diese schnellen Na*-Kanéle stromen nun Na'-lonen in die Zelle und verursachen eine
weitere Depolarisation der sarkolemmalen Membran bis hin zu einen Membranpotential von

+30 bis +50 mV. Daraufhin 6ffnen sich die spannungsabhangigen L-Typ Ca?*-Kanéle, die fiir

4
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den Kontraktionszyklus von eminent wichtiger Bedeutung sind und deshalb weiter unten
genauer beschrieben werden. Der Ca*-Einstrom bedingt zum einen die Plateau-Phase des
Membranpotentials, wahrend der das Membranpotential bei OmV liegt, zum anderen fungiert
das Uber den L-Typ Ca®-Kanal einstromende Ca®* als Trigger, der {ber den
Ryanodinrezeptor (RyR) zu einer Ca**-Freisetzung aus den intrazelluldren Ca**-Speichern
der Myozyten, dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), fuhrt (BASSANI 1993; DELBRIDGE
et al. 1997). Bisher konnten drei Isoformen des Ryanodinrezeptors identifiziert werden.
Dabei stellt der Ryanodinrezeptor 2 (RyR2) die im Herzen dominierende Isoform dar (INUI et
al. 1987). Beginstigt wird diese Ca®'-vermittelte Ca?'-Freisetzung (FABIATO 1985;
FABIATO und FABIATO 1975) durch die funktionelle und raumliche Organisation von 10 bis
25 L-Typ Ca*-Kanalen und 100 RyR2 im Bereich der T-Tubuli und des SR in Form von
,Couplons* (BERS und GUO 2005; ZALK et al. 2007). Die Ca?*-vermittelte Ca?*-Freisetzung
aus dem SR spielt beim Anstieg der intrazellularen Ca?-Konzentration von ca. 100 nM auf
ca. 1 uM die entscheidende Rolle (MAIER und BERS 2002). An die Plateau-Phase des
Aktionspotentials schlieBt sich die Repolarisation an, die hauptsachlich durch

auswartsgerichtete K*-Strome verursacht wird (BERS 2001).

1.2.2 Der Querbriickenzyklus

Der Anstieg der intrazellularen Ca**-Konzentration aktiviert den kontraktilen Apparat, der aus
Myosin und Aktinfilamenten besteht. Myosin ist ein aus zwei schweren und vier leichten
Ketten bestehendes Motorprotein, das die chemische Energie des Adenosintriphosphats
(ATP) nutzt, um sich an den Aktinfilamenten, die aus mehreren Aktinmonomeren bestehen,
entlang zu bewegen. Die Bindung des intrazellularen Ca®* an Troponin C, das mit dem
Aktinfilament assoziiert ist und zudem mit Troponin |, Troponin T und Tropomyosin einen
Komplex bildet, bewirkt eine Konformationsanderung in diesem Komplex, die wiederum
bedingt, dass das Tropomyosin nicht mehr die Myosinbindestelle des Aktinfilaments blockiert
und es somit zu einer Bindung des Myosins an das Aktinfilament kommen kann. Zuvor
bindet Myosin ein ATP und hydrolysiert dieses zu Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat,
was eine Strukturumlagerung des Myosins (Umklappen aus der 45-Grad-Stellung in die 90-
Grad-Stellung) bedingt. Jetzt kommt es zur Bindung des Myosins an das Aktinfilament. Es
folgt der Kraftschlag, wahrenddessen das ADP und das Phosphat vom Myosin
abdissoziieren und das Myosin aus einer 90-Grad-Stellung in eine 45-Grad-Stellung
umspringt. Die Verschiebung des Aktinfilaments und des Myosins gegeneinander betragt pro
Kraftschlag 10nm. Nach der Ausfiihrung des Kraftschlages wird ein weiteres ATP am Myosin
gebunden, um die Bindung zwischen Myosin und Aktinfilament zu l6sen, was auch als

Weichmacherwirkung von ATP bezeichnet wird (BERS 2001). Der als Querbriickenzyklus
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bezeichnete Kontraktionsvorgang (RAYMENT et al. 1993) kann erneut beginnen oder die

Relaxation eingeleitet werden.

1.2.3 Die Relaxation

Die Relaxation der Myozyten erfordert die Senkung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration.
Aufgrund der sinkenden intrazellularen Ca**-Konzentration dissoziieren die Ca**-lonen von
Troponin C ab und Tropomyosin blockiert wieder die Bindungsstellen der Aktinfilamente fir
Myosin. Die Senkung der intrazellularen Ca*-Konzentration erfolgt mittels verschiedener
Proteine: Die sarkoplasmatische Ca**-ATPase (SERCA), deren dominante kardiale Isoform
die SERCA2a ist, der sarkolemmale Na/Ca®'-Austauscher (NCX), die sarkolemmale Ca?'-
ATPase und der mitochondriale Ca®*-Uniporter sind an der Elimination des intrazellularen
Ca’* beteiligt. Der Anteil jedes einzelnen Proteins an der Eliminierung des intrazelluldren
Ca”" ist je nach Spezies unterschiedlich. Das intrazellulare Ca®* wird wahrend der Relaxation
zum gréfiten Teil Uber die SERCA2a in das SR und teilweise auch Uber den NCX aus der
Myozyte hinausgepumpt (BERS 2001). Beim gesunden Menschen betragt das Verhaltnis
des durch die SERCA2a und NCX eliminierten Ca®* 70% zu 30%, wahrend dieses Verhaltnis
bei der Maus bei 90% zu 10% liegt (BERS 2002). Abgesehen von der Spezies ist auch die
stimmulierende Frequenz an dem Verhéltnis beteiligt. Vor allem bei Kaninchen und
Menschen nimmt der Anteil des durch die SERCA2a eliminierten Ca®* bei hoherer
Grundfrequenz zu. Bei Herzinsuffizienz ist dies nur bedingt mdglich (PIESKE et al. 1999).
Die SERCA2a pumpt das intrazellulare Ca** unter Verbrauch von ATP in das SR, wobei ihre
Funktion durch das raumlich assoziierte Protein Phospholamban moduliert werden kann. Der
NCX tauscht ein intrazellulares Ca**-lon gegen drei extrazellulare Na*-lonen aus. Dabei ist
der elektrochemische Gradient der zwischen der intra- und der extrazellularen Na'-
Konzentration besteht, die treibende Kraft des Austausches. Nur ein geringer Teil des
intrazellularen Ca** (ca. 2%) wird mittels der sarkolemmalen Ca*-ATPase und des

mitochondrialen Ca®*-Uniporters eliminiert.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung, modifiziert nach
BERS (2002). Das Aktionspotential (12 filhrt zu einem Ca**-Einstrom tiber den L-Typ Ca’*-Kanal (2),
das wiederum als Trigger fir die Ca”*-Freisetzung aus dem SR (3) iiber den RyR2 (4) dient. Der
Anstieg der intrazellularen Ca**-Konzentration filhrt zur Aktivierung des kontraktilen Apparates
(Myosin- und Aktinfilamente, (5) und es kommt zu einer Kontraktion (6). Um eine Relaxation
herbeizufiihren, muss das intrazellulare Ca** wieder eliminiert werden (grine Pfeile). Eine zentrale
Rolle spielt dabei die SERCA2a (7), die Ca”" aus dem Zytosol in das SR (3) pumpt.

1.3 Der L-Typ Ca**-Kanal

In diesem Abschnitt werden zunachst die Einteilung und das Vorkommen der verschiedenen
Gruppen von Ca?*-Kanéalen und der Aufbau und die Struktur des L-Typ Ca®*-Kanals erklart,
um daraufhin die Funktion des L-Typ Ca®*-Kanals in den Myozyten, die Modulation sowie die

Assoziation mit dem Ryanodin-Rezeptor zu erlautern.
1.3.1 Einteilung und Vorkommen der verschiedenen Gruppen von Ca*-Kanalen

Der L-Typ Ca**-Kanal gehért zu einer Familie der Ca**-Kandle, die in drei Gruppen eingeteilt
werden kénnen (NOWYCKY et al. 1985):

1. Die L-Typ Ca*-Kanale zeichnen sich durch eine groRe Leitfahigkeit (Large

conductance), eine lange Offnungszeit (Long lasting opening) aus, 6ffnen erst bei
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starken Depolarisationen (Large depolarisation) der Zellmembran und sie sind
sensitiv.  gegeniber 1,4-Dihydropyridin. Deshalb werden sie auch als
Dihydropyridin-Rezeptoren bezeichnet.

2. Die T-Typ Ca**-Kanéle besitzen im Vergleich dazu nur eine geringe Leitfahigkeit
(Tiny), eine kurze Offnungszeit (Transient), offnen nur bei negativen
Membranpotenzialen und sind nicht sensitiv gegeniber DHP.

3. Die N-Typ Ca®’-Kandle sind weder L- noch T-Typ Ca?'-Kanale (Neither) und

werden hauptséchlich in Neuronen exprimiert.

Des Weiteren werden noch P/Q- und R-Typ Ca®-Kandle unterschieden, die ebenfalls
hauptsachlich in Neuronen exprimiert werden. Innerhalb der einzelnen Gruppen bestehen

zudem grofRe Unterschiede.

In Myozyten werden ausschlieRlich der L- und der T-Typ Ca**-Kanal exprimiert, wobei in den
Vorhéfen vor allem T-Typ Ca?*-Kanéle vorkommen, wahrend in den Ventrikeln L-Typ Ca?*-
Kanéale deutlich iberwiegen (Bers 2001). Die T-Typ Ca?*-Kanéle spielen, da sie, wie oben
bereits erwahnt, nur bei negativen Membranpotentialen getffnet sind und nur Uber eine
geringe Leitfahigkeit verfiigen, fir den Ca**-Einstrom wahrend des Aktionspotentials (HESS

1988) eine vernachlassigbare Rolle.

1.3.2 Aufbau und Struktur des L-Typ Ca*-Kanals

Der L-Typ Ca®*-Kanal der Myozyten ist ein Heterotetramer und besteht demzufolge aus
mehreren Untereinheiten. In den folgenden Abschnitten werden die a;-Untereinheit, die -

Untereinheit sowie die a,0-Untereinheit beschrieben.

1.3.2.1 Die a;-Untereinheit

Die a;-Untereinheit formt die Pore des L-Typ Ca®'-Kanals und ist somit essentiell fiir den
Ca*-Einstrom aus dem extrazelluliren Raum in den intrazelluliren Raum. Im Herzen
werden Ca?-Kandle anhand ihrer unterschiedlichen a;-Untereinheiten charakterisiert. Im
Zusammenhang mit dem L-Typ Ca?*-Kanal sind zwei verschiedene Isoformen bekannt, a;c
und a;p. An dieser Stelle wird nur auf die am haufigsten im Herzen vorkommende Isoform

der a;-Untereinheit, die a;c-Untereinheit, eingegangen.

Die a;c-Untereinheit ist mit den anderen Untereinheiten fest assoziiert, jedoch nicht kovalent
verbunden. Die anderen Untereinheiten modulieren die Eigenschaften der a;c-Untereinheit.
Die ajc-Untereinheit beinhaltet vier Doménen, die jeweils aus sechs transmembranaren

Regionen bestehen sowie jeweils einen zytoplasmatischen C- bzw. N-Terminus. Der N-
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Terminus der a,c-Untereinheit wird u. a. von der Ca**/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase
II (CaMKIl), auf die weiter unten ndher eingegangen wird, phosphoryliert (HUDMON et al.
2005). Der C-Terminus wird sowohl von der CaMKIl (HUDMON et al. 2005) als auch von der
Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert (MITTERDORFER et al. 1996; DE JONGH et al.
1996), was jeweils den Ca?*-Einstrom férdert, und beinhaltet zudem die Bindungsstelle des
Calmodulin (CaM) (KIM et al. 2004), die die Ca**-abhéngige Reduktion des Ca**-Einstroms
iber den L-Typ Ca**-Kanal vermittelt (PETERSON et al. 1999; ZUHLKE et al. 1999).

1.3.2.2 Die B-Untereinheit

Die beiden dominierenden Formen der B-Untereinheit im Herzen sind die (,-Untereinheit
und die Bs-Untereinheit. Die B-Untereinheiten sind zytoplasmatisch und kdnnen unter
anderem an die a;-interaction domain (AID), die sich im zytoplasmatischen Linker zwischen
den Doménen | und Il der a;c-Untereinheit befindet, binden und dadurch die Funktion des L-
Typ Ca*-Kanals modulieren. Die CaMKIl phosphoryliert die B.-Untereinheit, die haufigste
B-Untereinheit im Herzen, und férdert dadurch den Ca**-Einstrom (iber den L-Typ Ca**-Kanal
(GRUETER et al. 2006; GRUETER et al. 2008; ABIRIA und COLBRAN 2010; HULLIN et al.
2007; KOVAL et al. 2010). Wie oben bereits erwéhnt gehen andere Arbeitsgruppen davon
aus, dass das Substrat der CaMKIl die a;c-Untereinheit ist (HUDMON et al. 2005) und
dementsprechend ist nach wie vor umstritten, wie genau die CaMKIl den L-Typ Ca**-Kanal
beeinflusst. Auch die PKA kann die B,-Untereinheit phosphorylieren und so den Ca*'-
Einstrom Uiber den L-Typ Ca?**-Kanal modulieren (BUNEMANN et al. 1999).

1.3.2.3 Die a,8-Untereinheit

Die a,-Untereinheit befindet sich extrazellular und die 6-Untereinheit ist transmembranéar. Die
a,0-Untereinheit beeinflusst die Kanaldichte, das Ausmaf? der Ladungsbewegung durch den

L-Typ Ca®*-Kanal sowie die Affinitit von Rezeptorantagonisten der a,.-Untereinheit.
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Abb. 1.2: Aufbau und Struktur des L-Typ Ca®*-Kanal, modifiziert nach PITT et al. (2006). In der
Abbildung sind die verschiedenen Untereinheiten des L-Typ Ca’*-Kanals dargestellt: Die ac-
Untereinheit, deren vier Doméanen (1-4), C-Terminus samt CaM-Bindungsstelle (5) und N-Terminus (6)
abgebildet sind, die B-Untereinheit und die AID, an die die B-Untereinheit bindet, sowie die a,0-
Untereinheit, bestehend aus der extrazellularen a,-Untereinheit und der transmembranaren ©&-
Untereinheit.

1.3.3 Funktion des L-Typ Ca**-Kanals in den Myozyten

Der Ca?-Einstrom {ber den L-Typ Ca?-Kanal wird durch die Depolarisation des
Membranpotentials aktiviert. Die Inaktivierung erfolgt zum einen durch das sinkende
Membranpotential und zum anderen durch die steigende intrazellulare Ca®*-Konzentration.
Da ein GroRteil des Ca?*, das wéahrend der Plateau-Phase ins Zytosol gelangt, aus dem SR
stammt, wird der Ca**-Einstrom iber den L-Typ Ca**-Kanal durch die Ca**-Freisetzung aus
dem SR um 50% reduziert (BERS 2002). Die Ca**-Konzentration kann lokal, d.h. im
zwischen der Membran der T-Tubuli und dem SR gelegenen Zytosol, wahrend der Plateau-
Phase ein Maximum von 50 uM erreichen. Die steigende intrazellulare Ca**-Konzentration
hat also einen lokalen, reduzierenden Einfluss auf den Ca**-Einstrom {iber den L-Typ Ca**-
Kanal. Dieser Effekt wird durch Calmodulin (CaM) vermittelt, das nachdem es sich mit
intrazelluldres Ca** assoziiert hat, an die kanalbildende aj.-Untereinheit des L-Typ Ca®**-
Kanals bindet (PITT et al. 2001; HALLING et al. 2005).
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1.3.4 Modulation des L-Typ Ca*-Kanals

Der L-Typ Ca®-Kanal wird durch verschiedene Enzyme wie zum Beispiel Kinasen und
Phosphatasen in seiner Funktion moduliert. Kinasen sind Enzyme, die Phosphatreste von
Nukleosidtriphosphaten wie zum Beispiel ATP auf andere Molekile Ubertragen.

Phosphatasen hingegen spalten mittels Hydrolyse Phosphatreste von Molekiilen ab.

1. Die Proteinkinase A phosphoryliert, nachdem sie selbst durch cyclisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) aktiviert wurde, den L-Typ Ca?*-Kanal, was einen
verstarkten Ca?*-Einstrom zur Folge hat (BERS 2001; KAMP und HELL 2000; WANG
et al. 2004).

2. Die CaMKIl phosphoryliert sowohl die a;.-Untereinheit als auch die ,,-Untereinheit
des L-Typ Ca®*-Kanals (HUDMON et al. 2005; GRUETER et al. 2006; HULLIN et al.
2007; ABIRIA und COLBRAN 2010), was ebenfalls zu einem verstarkten Ca**-
Einstrom fuhrt (ANDERSON et al. 1994; YUAN und BERS 1994; XIAO et al. 1994;
DZHURA et al. 2000).

3. Die Proteinkinase G phosphoryliert den L-Typ Ca?*-Kanal, was zu einer Inhibition des
Ca?*-Einstroms fiihrt (JIANG et al. 2000).

4. Der Einfluss der Proteinkinase C auf den L-Typ Ca®'-Kanal ist nach wie vor
umstritten, da sowohl ein fordernder Einfluss als auch ein inhibierender Einfluss
nachgewiesen werden konnte (KAMP und HELL 2000).

5. Des Weiteren wird die Funktion des L-Typ Ca®*-Kanals durch Calcineurin, eine
Phosphatase, beeinflusst, was ebenfalls den Ca?*-Einstrom verstarkt (TANDAN et al.
2009).

1.4 Die Ca?'/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il

Die Familie der Ca?‘/Calmodulin-abhangigen Proteinkinasen (CaMK) setzt sich zusammen
aus der CaMK I, Il und IV. Die CaMKII spielt bei der Regulation der elektromechanischen
Kopplung in den kardialen Myozyten eine entscheidende Rolle. Bei der CaMKIl handelt es
sich um eine multifunktionelle Serin/Threonin-Proteinkinase (BRAUN und SCHULMAN
1995). Es sind vier Isoformen der CaMKIl, a, B, y und &, bekannt, die jeweils von
verschiedenen Genen kodiert werden. In den kardialen Myozyten werden die ubiquitér
vorkommende CaMKIly sowie die CaMKII® exprimiert, wobei die CaMKII® die
vorherrschende Isoform ist (EDMAN und SCHULMAN 1994; MAIER und BERS 2002,
TOBIMATSU und FUJISAWA 1989). Von der CaMKII® existieren zwei Splicevarianten: Die
CaMKIId¢c und die CaMKIIdg (EDMAN und SCHULMAN 1994). Wahrend die CaMKIIdg
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bedingt durch eine zusétzliche Kernlokalisierungssequenz uberwiegend im Zellkern
vorkommt, befindet sich die CaMKII&. im Zytosol (SRINIVASAN et al. 1994; ZHANG et al.
2002; ZHANG und BROWN 2004).

1.4.1 Struktur und Aufbau der Ca*/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il

Die CaMKII ist ein Holoenzym, das aus 12 Monomeren besteht. Dabei ist das Holoenzym in
Form von zwei aufeinander gestapelten Ringen, die jeweils sechs Monomere enthalten,
aufgebaut. Jedes der 12 Monomere beinhaltet eine aminoterminale katalytische Domane,
eine regulatorische Doméane und eine carboxyterminale Doméne, die fir die Oligomerisation
des Holoenzyms von Bedeutung ist (MAIER und BERS 2002). Innerhalb der regulatorischen
Doméne Uberlappen sich eine autoinhibitorische Region und eine Bindungsregion fur CaM.

A

& 3

C
N- - C

Katalytische Regulatorische Assoziation-
Domane Domane Domane

Abb. 1.3: Struktur und Aufbau der CaMKIl, modifiziert nach MAIER und BERS (2002). A Struktur
eines CaMKII-Monomeres (katalytische Doméne blau, regulatorische Domé&ne grau und Assoziations-
Doméane grin) B Struktur eines aus sechs Monomeren bestehendem CaMKII-Ringes C
Schematischer Aufbau eines CaMKII-Monomeres
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1.4.2 Aktivierung der Ca**/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il

Unter basalen Bedingungen wird die katalytische Domé&ne von der autoinhibitorischen
Region der regulatorischen Domane blockiert, was zu einer submaximalen Aktivitat der

katalytischen Region und somit des gesamten Enzyms fihrt.

Eine steigende intrazellulare Ca?*-Konzentration, wie zum Beispiel wéhrend der Systole, wird
von der CaMKIl indirekt registriert, indem CaM zunachst Ca?* und dann an die
Bindungsregion fur CaM innerhalb der regulatorischen Doméane bindet. Das fihrt dazu, dass
die katalytische Domane nicht mehr von der autoinhibitorischen Region der regulatorischen
Domane blockiert wird. Sobald das kalzifizierte CaM (Ca*/CaM) sich wieder von der
regulatorischen Domane entfernt, wird die Kkatalytische Doméane wieder von der

autoinhibitorischen Region der regulatorischen Doméne blockiert.

Wenn die Erhéhung der Ca®*-Konzentration und dementsprechend auch die Konzentration
des Ca*/CaM langer anhalt oder mit einer héheren Frequenz auftritt, dann fihrt die
Autophosphorylierung der autoinhibitorischen Region an Threonin 286 bzw. Threonin 287 zu
einer héheren Affinitat der CaMKIl gegeniiber Ca/CaM und gleichzeitig zu einer Ca**/CaM-
unabhangigen Aktivitat der CaMKIl (MEYER et al. 1992; ZHANG und BROWN 2004).
Aufgrund dieses Mechanismus besitzt die CaMKIl auch nach Absinken der intrazellularen
Ca?*-Konzentration noch eine Aktivitat von 20 bis 80% (LAl et al. 1986; LOU et al. 1986;
SCHWORER et al. 1986). Weitere Mechanismen, die zu einer Ca?'/CaM-unabhéngigen
Aktivitat der CaMKII fuhren sind die Oxidation zweier Methionin-Reste (Methionin 281 und
Methionin 282), die in der regulatorischen Doméne lokalisiert sind (ERICKSON et al. 2008),
sowie die Glykosilierung der CaMKII an Serin-279 (ERICKSON et al. 2013).

1.4.3 Inaktivierung und Inhibierung der Ca?"/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il

Eine Inaktivierung der CaMKIl erfolgt durch Dephosphorylierung. Die Proteinphosphatasen
PP1, PP2A und PP2C kdnnen die CaMKII dephosphorylieren (ZHANG und BROWN 2004).

Die pharmakologische Inhibierung ist unter anderem mit autocamtide 2-related inhibitory
peptide (AIP), das in dieser Arbeit zu diesem Zweck verwendet wurde, mdglich. Beim AlP
handelt es sich um ein synthetisches Peptid, das die CaMKII nicht-kompetitiv hemmt, d. h. es
konkurriert nicht mit dem Ca?/CaM um dessen Bindungsregion in der regulatorischen
Doméane. Wohingegen das KN-93, ein weiterer Inhibitor der CaMKII, ein kompetitiver

Inhibitor ist. Dabei ist das AIP ein potenterer Inhibitor der CaMKII als zum Beispiel KN-93
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und inhibiert die CaMKIl bereits ab einer Konzentration von 1 uM effektiv. AIP weist zudem

keine Nebeneffekte auf andere Proteinkinasen auf (ISHIDA et al. 1995).

1.4.4 Einfluss der Ca**/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il auf die

elektromechanische Kopplung

Die CaMKIl kann die Funktion einiger wichtiger Proteine modulieren, indem sie diese
phosphoryliert. U. a. phosphoryliert die CaMKIl Phospholamban (PLB) (DAVIS et al. 1983;
LE PEUCH et al.1980), den RyR2 (HAIN et al. 1995; WITCHER et al. 1991) sowie
lonenkanale wie den Na*- (WAGNER et al. 2006), den K*- (WAGNER et al. 2009) und den L-
Typ Ca®*-Kanal (DZHURA et al. 2000).

An dieser Stelle soll vor allem auf den Einfluss der CaMKII auf die am Ca?'-Stoffwechsel der
Myozyten beteiligten Proteine wie den L-Typ Ca?**-Kanals, den RyR2, das PLB als auch die
SERCAZ2a eingegangen werden.

Die Phosphorylierung des L-Typ Ca**-Kanals bewirkt eine Verstarkung des Ca®*-Einstroms,
der wiederum einen stérkeren Anstieg der intrazellularen Ca*-Konzentration sowie eine
Verlangerung des Aktionspotentials zur Folge hat (MAIER et al. 2003). Die Phosphorylierung
des RyR2 an der Aminoséure Serin 2814 fordert den Ca**-Austritt aus dem SR wahrend der
Systole aber auch der Diastole (Al et al. 2005; KOHLHAAS et al. 2006; MAIER et al. 2003;
NEEF et al. 2010; BERS und GRANDI 2009; WEHRENS et al. 2004; RODRIGUEZ et al.
2003; LI et al. 1997; GUO et al. 2006; YANG et al. 2007). Durch den Einfluss der CaMKII auf
PLB, ebenfalls durch eine Phosphorylierung, wird der inhibierende Einfluss des PLB auf die
SERCAZ2a reduziert und deren Aktivitat erhoht (LE PEUCH et al. 1979).
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Abb. 1.4: Einfluss der CaMKII auf die elektromechanische Kopplung, modifiziert nach MAIER
und BERS 2007. Durch Phosphorylierung beeinflusst die CaMKII die Funktion und Aktivitat des T-
Tubulus (1), sarkolemmale Membran (2), L-Typ Ca”*-Kanal (3), des RyR2 (4), PLB und die SERCA2a
(5) sowie den Na'- (6) und den K*-Kanal (7).

1.4.5 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Veranderungen des Ca®'-Stoffwechsels und der elektromechanischen Kopplung in den

Myozyten sind entscheidende Ursachen fur die Entstehung der Herzinsuffizienz.

Es konnte in terminal insuffizienten Myozyten eine inverse bzw. negative Kraft-Frequenz-
Beziehung nachgewiesen werden (GWATHMEY et al. 1987; HASENFUSS und PIESKE
2002; MULIERI et al. 1992; PIESKE et al. 1995). Als Ursache der inversen bzw. negativen
Kraft-Frequenz-Beziehung wurden eine reduzierte Ca**-Freisetzung aus dem SR vor einer
Kontraktion (so genannte Ca?*-Transienten) und eine verminderte Ca*-Aufnahme des SR
zuziiglich eines daraus resultierenden reduzierten SR-Ca?*-Gehaltes ermittelt (PIESKE et al.
1999; PIESKE et al. 1995). Diese Stérungen des Ca?®*-Stoffwechsels und der
elektromechanischen Kopplung werden durch eine verminderte Expression und Aktivitat der
SERCAZ2a verursacht (HASENFUSS et al. 1994; MERCADIER et al. 1990; STUDER et al.
1994). Gleichzeitig ist die Expression des NCX sowie dessen Aktivitat gesteigert (REINECKE
et al. 1996; STUDER et al. 1994). Insgesamt kommt es zu einer Uberladung des Zytosols mit

Ca?*, wahrend der Ca®*-Gehalt des SR aufgrund der verminderten Aufnahme abnimmt.
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Weiterhin wird die Funktion des Herzens im Rahmen der Herzinsuffizienz durch die
Abnahme der Dichte der B-Rezeptoren (BRISTOW und GINSBURG 1986) negativ

beeinflusst.

Die CaMKIl im Allgemeinen und die oben bereits beschriebenen Einflisse der CaMKIl auf
den Ca*-Stoffwechsel und die elektromechanische Kopplung werden mit einigen der im
Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz identifizierten Pathomechanismen in Verbindung
gebracht. So konnte interessanterweise in den kardialen Myozyten von Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie eine erhohte Expression und Aktivitdt der CaMKIIS
nachgewiesen werden (HOCH et al. 1999; KIRCHHEFER et al. 1999). Zudem konnte in
verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden, dass transgene Versuchstiere, die entweder
die CaMKII5, (ZHANG et al. 2002) oder die CaMKII5, (MAIER et al. 2003; ZHANG et al.

2003) uberexpremieren, eine Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz entwickeln.

Die CaMKIl kann durch ihren Einfluss auf Proteine, die an der elektromechanischen
Kopplung beteiligt sind, die Entstehung von Torsade-de-pointes-Tachykardien (SAG et al.
2009; WU et al 2002) sowie die Entwicklung einer kontraktilen Dysfunktion begtnstigen (AL
et al. 2005; MAIER et al. 2003; SHANNON et al. 2003; ZHANG et al 2003).

Des Weiteren konnte auch ein Einfluss der CaMKIl auf die Genexpression in Myozyten
bewiesen werden (ZHANG et al. 2007; BACKS et al. 2009; ZHANG et al. 2002).

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden folgende Fragen in Bezug auf den Einfluss

der CaMKII auf den Ca®*-Stoffwechsel der Myozyten bearbeitet:

1. Kann trotz einer genetischen Ausschaltung der CaMKIId eine Hypertrophie durch
Nachlasterh6hung induziert werden?

2. Wird die Veranderung des Ca**-Einstroms Uber den L-Typ Ca®*-Kanal sowohl
sieben als auch 35 Tage nach der Induktion einer nachlastbedingten Hypertrophie
durch einen direkten Einfluss der CaMKII verursacht?

3. Kann die Veranderung des Ca?-Einstroms iber den L-Typ Ca?-Kanal sowohl
sieben als auch 35 Tage nach der Induktion einer Hypertrophie durch Inhibition
der CaMKII mittels AIP oder mit Hilfe einer genetischen Ausschaltung der CaMKI|I
normalisiert werden?

4. Wie verhalt sich der Ca?*-Einstrom {ber den L-Typ Ca?**-Kanal sieben gegeniiber

35 Tage nach der Induktion einer nachlastinduzierten Hypertrophie?
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2. Materialien und Methoden

2.1 Wildtyp-Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden weibliche C57BL/6J Wildtyp-Mause verwendet, die zum Zeitpunkt

der Operation acht Wochen alt waren.

2.2 Generierung der CaMKII® Knockout-Maus

Die Generierung der CaMKII&-Knockout-Maus erfolgte in den Laboren von Dr. Eric N. Olson
(Houston, Texas, USA) und von Dr. Johannes Backs (Heidelberg, Deutschland), die die

Méause dann freundlicherweise u. a. fir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung stellten.

Die CaMKIId-Knockout-Maus wurde durch das Cre-LoxP-Verfahren generiert. Das Cre-
LoxP-Verfahren ist eine Technik, die es ermoglicht einzelne DNA-Sequenzen in lebenden
Organismen zu entfernen. Dabei kdnnen spezifische Gewebe- oder Zellarten genetisch
modifiziert werden, wahrend die restlichen Zellen des Organismus von dieser genetischen

Modifizierung unbeeinflusst bleiben.

Das Verfahren ist benannt nach dem Cre-Enzym sowie den LoxP-Stellen. Das Cre-Enzym
gehort zur Familie der Rekombinasen, die die Spaltung und anschlielBende
Wiederverkniipfung von DNA zwischen zwei spezifischen DNA-Sequenzen katalysieren. Um
eine DNA-Sequenz zu entfernen, muss der entsprechende Abschnitt der DNA von zwei
spezifischen DNA-Sequenzen, den LoxP-Stellen, flankiert sein, die von dem Cre-Enzym
erkannt werden, das dann die DNA-Sequenz zwischen den beiden LoxP-Stellen entfernt. Die
DNA wird anschlieBend wieder zusammengefigt, dieser Vorgang wird von einer Ligase
katalysiert. Bei Ligasen handelt es sich um Enzyme, die unter Verbrauch von Energie, die in
Form von zum Beispiel Nukleosidtriphosphaten bereitgestellt wird, zwei Molekiile durch eine

chemische Bindung miteinander verknipfen.

Zur Generierung der CaMKIId-Knockout-Maus wurde eine LoxP-tragende-Maus generiert, in
der die Exone 1 und 2 des fur die CaMKII® kodierenden Gens von LoxP-Stellen flankiert
wurden. Ein Exon, ein Abschnitt des gesamten Gens, wird im Rahmen der
Proteinbiosynthese exprimiert, wahrend die Introns, ebenfalls Abschnitte des Gens, nicht
exprimiert werden. Die Exone 1 und 2 kodieren einen Teil der katalytischen Domé&ne der
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CaMKIId. U. a. kodieren sie die fir die Funktion der CaMKII® essentiellen ATP-

Bindungsstelle.

Die LoxP-tragende-Maus wurde mit einer Cre-tragenden-Maus, die das Cre-Enzym
exprimiert, gekreuzt und die Deletion des oben beschriebene Abschnitts im Gen der
CaMKII® erfolgte mittels Cre-Enzym (BACKS et al. 2009).

2.3 Genotypisierung der CaMKIId Knockout-Mause

Zur Uberpriifung des Knockouts der CaMKII3 erfolgte eine Genotypisierung im Labor von
Prof. Dr. med. Lars Maier anhand von aus den Schwanzspitzen der jeweiligen Mause
isolierter DNA. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde unter der Verwendung des TagMan
Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland) durchgefiihrt, um diejenigen Abschnitte der DNA, die fur die CaMKIId kodieren,
zu vervielfaltigen. Anschlielend wurde die Genotypisierung mit einer Gelelektrophorese der

aus der Polymerase-Kettenreaktion hervorgegangenen DNA-Abschnitte abgeschlossen.

2.4 Durchfuhrung der TAC/Sham-Operation

Zur Vorbereitung der Mause auf die Operation wurde ihnen drei Tage vorher Metamizol
(Ratiopharm, Ulm, Deutschland) als Schmerzmedikation im Trinkwasser in einer Dosierung

von 200 mg/kg KG verabreicht.

Eine halbe Stunde vor der Operation wurde den Mausen Buprenorphin (Reckitt Benckiser
GmbH, Mannheim, Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 mg/kg KG gespritzt. Wahrend
der eigentlichen Operation wurde eine Inhalationsanasthesie mit Isofluran (Abbott GmbH und
Co. KG, Wiesbaden, Deutschland), das in einer Gaskonzentration von 5 % verabreicht

wurde, durchgefihrt.

Um den Aortenbogen darstellen zu kénnen, wurde zunéchst im Bereich der Kehle ein
Querschnitt gesetzt, im erdffneten Situs die Schilddriise prapariert und zur Seite geschoben.
Als nachstes wurde die infrahyale Muskulatur quer durchgeschnitten und mit einer daftr
geeigneten Schere das Brustbein durchtrennt. Jetzt konnte ein Haken um den Aortenbogen
herumgeflihrt und durch den entstandenen kinstlichen Kanal ein Faden um den
Aortenbogen gezogen werden. Eine handelsibliche 27G (Gauge)-Kaniile wurde mit Hilfe
dieses Fadens an den Aortenbogen gebunden und nachdem die 27G-Kaniile wieder entfernt

worden war, wurde der Operationssitus wieder verschlossen.
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung der TAC. (1) Aortenbogen; (2) der die Aorta konstringierende
Faden, der im Rahmen der Operation angelegt wurde

Die SHAM-Operation wurde im Sinne einer Kontrolloperation auf dieselbe Art und Weise

durchgefiuhrt, aul3er, dass kein Faden um die Aorta gezogen wurde.

In den folgenden sieben Tagen erhielten die operierten Mause taglich im Trinkwasser 200

mg/kg KG Metamizol zur Therapie der durch die Operation verursachten Schmerzen.

Nach sieben Tagen wurden speziell diejenigen Mause echokardiographisch untersucht, die
einer TAC-Operation unterzogen worden waren, um festzustellen, ob die Operation zu einer

Druckbelastung und daraus folgender Hypertrophie des Herzens gefiihrt hatte.

2.5 Isolation der Myozyten

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Messungen wurden an isolierten
Kardiomyozyten durchgefuihrt. Im Folgenden wird die Isolierung der Kardiomyozyten aus den
Mauseherzen im Detail beschrieben. Die Isolation wurde auf dieselbe Art und Weise

durchgefuhrt wie sie auch schon in anderen Publikationen aus dem Labor Prof. Dr. L. Maier
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zur Anwendung kam (MAIER et al. 2003; KOHLHAAS et al. 2006; WAGNER et al. 2006;
TOISCHER et al. 2010).

Alle Tierexperimente wurden mit Genehmigung der Niedersachsischen Tierschutzbehorde
(Tierversuchsanzeigen Mai 2003 und August 2006, fur die ,T6tungen von Tieren zu
wissenschaftlichen Zwecken* gemalR § 4 TierSchG, Aktenzeichen T 9.02 und T 15.06,
Bezirksregierung Braunschweig; Anzeigende: Dr. Harald Kogler fir T 9.02 und Prof. Dr. L. S.
Maier fur T 15.06) und der drtlichen Tierschutzkommission der Landesbehdrde in Oldenburg
(LAVES) (Aktenzeichen Az 33.9.42502-04/088/06, Bezirksregierung Braunschweig,
Anzeigender Prof. Dr. Lars S. Maier) sowie in Ubereinstimmung mit dem Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on

Life Siences, National Research Council, 1996) durchgefihrt.

Zunachst wurde die Isolation der Myozyten vorbereitet: Dazu wurde die modifizierte
Langendorff-Perfusionsanlage gereinigt und dann mit Isolationstyrode gespilt. Das
Wasserbad der modifizierten Langendorff-Perfusionsanlage wurde eingeschaltet, damit es
sich auf 36,5 Grad Celsius erwdrmen konnte. Drei Petrischalen wurden jeweils mit
Isolationstyrode gefllt und auf einer Eisplatte gekiihlt. Diese Eisplatte wiederum wurde unter
ein Binokular gestellt. Eine stumpfe 18G Kanlle wurde auf eine handelstibliche Insulinspritze
gesteckt, die mit Isolationstyrode gefillt wurde, und so fixiert, dass die Kanilenspitze unter
dem Binokular zu sehen war. Ein 6 cm langes Stiick Faden, Prolene 3.0 oder 4.0 (Ethicon
GmbH, Norderstedt, Deutschland), wurde zu einem doppelten Kreuzknoten gelegt und Uber
die Kanile gezogen. Jetzt wurde noch die Langendorff-Perfusionsanlage zur Halfte mit
Isolationstyrode geflllt, so dass zu Beginn des enzymatischen Verdau das Herz zunachst mit
Isolationstyrode gespiilt wurde, und die andere Halfte mit Enzymlésung geflllt, die dann
nach der Isolationtyrode durch die Koronarien gespult wurde, um das Herz enzymatisch zu

verdauen.

Waren diese Vorbereitungen getroffen, wurde die Maus mit 800 pl Forene 100% (Abbott
GmbH und Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) in einem luftdichten Exsikkator betdubt. Als
Indikator fur eine ausreichende Narkotisierung der Maus diente deren Atemfrequenz.
Gewartet wurde, bis die Maus regungslos blieb und die Atemfrequenz der Maus deutlich
langsamer geworden war. Dann wurde die Maus zligig aus dem Exsikkator genommen und
umgehend auf einer festen Unterlage mit Hilfe eines Widerlagers das Genick gebrochen und
somit die Maus getotet. AnschlieBend wurde die Maus gewogen, damit zu einem spéateren
Zeitpunkt das Verhdltnis des Herzgewichtes zum Korpergewicht bestimmt werden konnte

(siehe 2.7 Erhebung der biometrischen Daten).

Danach wurde die Bauchdecke mit einer chirurgischen Pinzette angehoben und mit einer

daftir geeigneten Schere eroffnet. Die Schnittflihrung wurde in Richtung der beiden
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Vorderlaufe konusartig bis zur unteren Thorxappertur in der vorderen Axillarlinie fortgefihrt.
Als nachstes wurde der Processus xyloideus des Sternums mit einer chirurgischen Pinzette
fixiert und das Zwerchfell mit Hilfe einer Schere vorsichtig durchtrennt. Das Herz wurde nun
mit Hilfe einer gebogenen Pinzette an der Herzbasis gefasst und mit einer Schere der
GefalRbaum oberhalb der gebogenen Pinzette durchtrennt. Das Herz wurde umgehend in
eine der gekuhlten und mit Isolationstyrode gefullten Petrischalen, die unter dem Binokular
stand, gelegt, auf moglicherweise verbliebenes Lungengewebe inspiziert und vorsichtig
komprimiert, um verbliebenes Blut aus dem Herzen zu waschen. An diesem Punkt wurde
das Herz in einer der anderen vorbereiteten Petrischalen, die zuvor gewogen wurde, gelegt
und anschlieBend gewogen, damit spater die Herzgewicht/Kdrpergewicht-Verhaltnisse

bestimmt werden konnten (siehe Abschnitt 2.7 Erhebung der biometrischen Daten).

Im Anschluss wurde das Herz in die unter dem Binokular stehende Petrischale gegeben und
die Aorta ascendens mit Hilfe des Mikropraparationsbestecks auf die Kaniile gezogen. Dort
wurde die Aorta ascendens durch den Faden und zusétzlich noch durch eine GefaRklemme
fixiert. War die Kantlierung erfolgreich, d. h. die Kanile lag vor der Aortenklappe, dann
konnten die Koronarien mit Isolationstyrode gespilt werden und deren Farbe anderte sich
von anfangs rot zu gelblich-transparent. Daraufhin wurde die Kanille von der Spritze
abgelost und die Kaniule samt fixiertem Herzen in die modifizierte Langendorff-
Perfusionsanlage eingesetzt. Der schematische Aufbau der modifizierten Langendorff-

Perfusionsanlage ist in Abbildung 2.1 zu sehen.

In der modifizierten Langendorff-Perfusionsanlage wurde das Herz 5 Minuten bei einer

Geschwindigkeit von 3 ml/min mit kalziumfreier Isolationstyrode gespdlt.

Die kalziumfreie Isolationstyrode sorgte zum einen daflir, dass die Koronarien gesplilt und
mdgliche Thromben hinausgespult wurden, zum anderen, dass der Energieverbrauch der
Herzmuskelzellen auf ein Minimum reduziert wurde. Das fuhrt dazu, dass die Zellen weniger
ATP verbrauchen, die Stoffwechselaktivitdt gering ist und die Zellen somit langer und
unbeschadeter Giberleben.
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Abb. 2.2 Schematische Darstellung der modifizierten Langendorff-Perfusionsanlage modifiziert
nach ROKITA 2008. (1) Zentrifugenréhrchen mit Enzymlésung; (2) Rollenumwalzpumpe; (3)
Reaktionsgefal? mit Temperiermantel, das mit Isolationstyrode gefiillt ist; (4) Drei-Wege-Hahn; (5)
Schlangekihler; (6) Kanile; (7) Herz der getdteten Maus; (8) Reaktionsgefa? mit Temperiermantel,
das wahrend des enzymatischen Verdauungsvorgang mit Parafilm bedeckt; (9) Petrischale, die
wahrend des Verdau etwas Enzymlésung auffangt; (10) Schlauchleitung der Warmwasserzirkulation;
(11) Geréat zur Erwarmung des zirkulierenden Wassers

Die jetzt folgende Perfusion mit der Enzymlésung geschah ebenfalls bei einer
Geschwindigkeit von 3 ml/min. Die Enzymldsung enthielt u. a. Liberase TM (Roche Pharma
AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) und Trypsin (Life Technologies, Carlsbad, Vereinigte
Staaten von Amerika) (siehe Abschnitt 2.8 Ldsungen und Chemikalien), welche das
kollagene Bindegewebe des Herzens und den zellularen Verband der Zellen enzymatisch
auflosten. Die Perfusion mit Isolationstyrode und Enzymldésung geschah bei 36,5 Grad

Celsius.

Die Dauer der Perfusion mit Enzymlésung musste dabei der GréRe und dem Gewicht des

Herzens angepasst werden. Bei den TAC-Versuchstieren wurden die Herzen je nach GroRRe
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und Gewicht 7 bis 15 Minuten enzymatisch verdaut, wohingegen die Herzen der SHAM-

Versuchstiere 7 bis 10 Minuten enzymatisch verdaut wurden.

Wahrend des Verdaus wurde eine Petrischale mit 2,5 ml Enzymlésung gefillt .Nach
Abschluss des Verdaus wurde das Herz durch einen Schnitt in der Vorhofebene von der
Kanile abgetrennt und in die mit 2,5 ml Enzymlésung geflllte Petrischale gegeben. Die
Ventrikel wurden noch zusatzlich mechanisch zerkleinert und anschlie3end 2,5 ml Myozyte
stopping buffer (10% BCS) hinzugegeben, der den Verdauvorgang beendete. Die gesamte
Zelllosung wurde anschlieBend durch eine Nylongaze (Porengrof3e 200 pm) in ein 50-ml-
Rohrchen gekippt. In dem 50-ml-R6hrchen befanden sich nun ausschlief3lich geléste Zellen.
Schlie@Blich wurde die Zelllosung in ein 15-ml-R6hrchen umgefillt und mit dem

Kalziumaufbau begonnen.

Die Zusammensetzung der verwendeten Ldsungen und Chemikalien ist im Abschnitt 2.8

Ldsungen und Chemikalien beschrieben.

2.6 Kalziumaufbau

Vor dem Kalziumaufbau wurden vier 15-ml-Réhrchen mit unterschiedlich konzentrierten
Kalziumlésungen geflillt, das erste mit einer Ca**-Konzentration von ¢ =0,1 mmol/l, das

zweite mit ¢ = 0,2 mmol/l, das dritte mit ¢ = 0,4 mmol/l und das vierte mit ¢ = 0,8 mmol/l.

Der Kalziumaufbau begann, nachdem man aus dem 15-ml-Réhrchen, in das die Zelllésung
gegeben wurde, nach sieben Minuten Sedimentationsphase den Uberstand entfernt hatte.
Es wurden 5 ml der angesetzten Kalziumlésung (c = 0,1 mmol/l) vorsichtig auf das Zellpellet
geschittet. Danach wurden die Zellen durch vorsichtiges Schwénken des Rohrchens

resuspendiert und anschlie3end lie3 man die Zellen erneut sieben Minuten sedimentieren.

Daraufhin wurde dieser Schritt noch dreimal mit den oben genannten Kalziumldsungen

wiederholt, wobei die Ca?*-Konzentration in jedem Schritt erhtht wurde.

Nach dem vierten und letzten Schritt wurden die Zellen ohne Sedimentationsphase auf die
vorbereiteten Messkammern (siehe 2.8.2 Vorbereitung der Messkammern und der

Messanlage) gegeben.

2.7 Erhebung der biometrischen Daten
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Bei jeder Maus, deren Herzzellen isoliert wurden, wurden vor der Isolation sowohl das
Kdrper- als auch das Herzgewicht bestimmt. Dazu wurde die Maus kurz nach der Tétung
und noch vor der Explantierung des Herzens gewogen und das Kérpergewicht notiert. Das
Herz wurde nach der Entfernung aus dem Thorax in einer Petrischale, deren Gewicht
mitsamt der enthaltenen Isolationstyrode vorher bestimmt worden war, gewogen und

anschliel3end das vorher bestimmte Gewicht der Petrischale abgezogen.

Aus den so erhobenen Daten wurde nach der Formel: Herzgewicht/Korpergewicht (mg/g)
das Herzgewicht/Korpergewicht-Verhaltnis errechnet, das ein geeignetes Mal3 fir die

Untersuchung der Herzhypertrophie ist.

2.8 Elektrophysiologische Messungen

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden mittels der Patch-Clamp-Technik gemessen.
Im Folgenden werden das dafiir notwendige Setup sowie die Durchfiihrung der Messungen

naher beschrieben.

Die Patch-Clamp-Technik ist eine elektrophysiologische Messmethode, die zur Messung von
lonenstromen, die durch entsprechende Kanale in der Zellmembran flie3en, dient. Diese

Technik wurde erstmals von Erwin Neher und Bert Sakmann 1976 beschrieben.

2.8.1 Das Patch-Clamp-Setup

Zur Durchfihrung von Patch-Clamp-Messungen werden bendétigt: ein Faraday'scher Kéfig,
der den Messplatz gegentiber elektromagnetischen Schwingungen abschirmt, die ansonsten
die Messungen stdren konnten, ein schwingungsgedampfter Tisch (Technical Manufacturing
Corporation, Peabody, USA), der verhindern soll, dass sich die Pipette aufgrund von
aulReren Einflissen bewegt, ein inverses Mikroskop (Nikon GmbH, Dusseldorf,
Deutschland), es dient der Darstellung der Zellen und erlaubt, da sich das Objektiv des
Mikroskops unterhalb der Messkammer befindet, die Verwendung eines Mikromanipulators,
der zur Positionierung der Pipetten eingesetzt wird und mit der Steuerungseinheit MIM4
(HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) sowie Uber den Computer gesteuert wird, ein
Pipettenhalter mit Vorverstarker, der die von der Elektrode, dem sich in der Pipette
befindenden chlorierten Silberdraht und der Erdung, der Badelektrode, gemessenen Signale
empfangt und bereits anpasst, damit der EPC-10 Verstarker, der Haupt- oder

Nachverstarker, in dem fir ihn optimalen Bereich arbeiten kann. Der Haupt- oder
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Nachverstéarker verstarkt die vom Vorverstarker kommenden Signale nochmals und filtert
diese auRerdem noch. Des Weiteren erflllt er die Funktion des analog-zu-digital und digital-
zu-analog (AD/DA) -Wandlers und der Steuerungs- und Stimulationseinheit, die mit Hilfe des
Computers bedient wird. Zusatzlich wird noch ein Pipettenpuller (Zeitz Instruments,
Martinsried, Deutschland) bendtigt, der aus Glaskapillaren (World Precision Instruments Inc.,
Sarasota, Florida, USA), die einen Innendurchmesser von 1,12 mm und einen

AufRendurchmesser von 1,5 mm haben, die Pipetten anfertigt.

~
//'2%—

Abb. 2.3 Schematische Darstellung des Patch-Clamp-Setup. (1) inverses Mikroskop; (2)
Mikromanipulator; (3) Pipettenhalten mit Vorverstarker; (4) Steuereinheit des Mikromanipulators MIM
4; (5) Haupt/Nachverstarker; (6) Bildschirm; (7) Joystick zur manuellen Steuerung des
Mikromanipulators; (8) Computer

2.8.2 Vorbereitung der Messkammern und der Messanlage
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Im Rahmen der Vorbereitungen fir die Patch-Clamp-Messungen wurden zunachst die
bendtigten Messkammern vorbereitet. Diese Messkammern waren Spezialanfertigungen und
bestanden aus einem Kunststoffrahmen und einem Glasboden. Die Messkammern mussten
vorher grindlich gereinigt und anschlie3end laminiert werden. Das Laminin (Sigma-Aldrichs,
St. Louis, Missouri, USA) wurde, nachdem die Kammer gereinigt worden war und wieder
vollstandig getrocknet war, mit einer Pipette auf die Messkammer aufgetragen. Daflr wurden
1,5 pl Laminin bendtigt. Das aufgetragene Laminin musste ca. 10 Minuten antrocknen, bevor

die Zelllésung nach abgeschlossenem Kalziumaufbau hinzugefugt werden konnte.

Nachdem die Zelllbsung auf die Messkammer gegeben wurde, brauchten die Zellen etwa 15
Minuten, um in den Messkammern zu sedimentieren und aufgrund der adhasiven

Eigenschaften des Laminin am Glasboden zu fixieren.

Fur die weitere Vorbereitung der Patch-Clamp-Messungen mussten eine Pipettenldsung, die
in die einzelnen Pipetten gegeben wurde, und eine Badlosung, die auf die Zellen in der

Messkammer gegeben wurde, angesetzt werden (siehe 2.10 Lésungen und Chemikalien).

Nachdem die 15 Minuten abgelaufen waren, wurden die Messkammern in das Patch-Clamp-
Setup montiert, die Badelektrode in der Messkammer platziert sowie die Kalziumlésung

durch die Badlésung ausgetauscht.

2.8.3 Versuchsdurchfiihrung

In die vor jeder Messung neu angefertigten Pipetten wurde die Pipettenldésung (siehe 2.10
Ldsungen und Chemikalien), in der entweder der CaMKII-Inhibitor autocamtide 2-related
inhibitory peptide (AIP) oder kein AIP geldst war, gegeben. Die Pipetten hatten einen
Eigenwiderstand von 2 bis 3 MQ. Die Pipetten wurden dann Gber den chlorierten Silberdraht
und in den Pipettenhalter geschoben. Zuletzt wurde ein leichter Uberdruck in der Pipette

erzeugt, um einer Verschmutzung der Pipette vorzubeugen.

Daraufhin wurde eine geeignete Zelle ausgesucht. Dabei wurde auf eine gut erkennbare
Sarkomerstreifung und eventuelle intrazellulare Verklumpungen geachtet, die ein Zeichen fur
den einsetzenden Zelltod sind. AnschlieBend wurde die Pipette mit Hilfe des
Mikromanipulators an diese Zelle herangefahren, um den Zustand eines gigaseal, d. h. einer
elektrisch dichten Verbindung zwischen Pipette und Membran, zu erzeugen. Durch das
Anlegen eines Unterdrucks am Ende der Pipette wurde nun der unter der Pipette liegende
Membranabschnitt (patch) getffnet und somit die whole-cell-Konfiguration erreicht, wahrend
das gigaseal intakt blieb. Nun musste eine Wartezeit von 10 Minuten eingehalten werden,

damit die Pipettelésung in die Zelle gelangen und das AIP seine pharmakologische Wirkung
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entfalten konnte bzw. bis gleiche Bedingungen hergestellt waren. Nachdem das
Membranpotential auf -70 mV bzw. -90 mV depolarisiert worden war, wurden die Messungen

durchgefuhrt.

2.8.4 Versuchsprotokoll

Fir die Messungen des Ca?-Einstroms iber den L-Typ Ca®’-Kanal in Abhangigkeit der
vorgegebenen Membranspannung wurde folgendes Protokoll verwendet (siehe Abbildung
2.4 sowie 2.5). Dabei wurde das Protokoll entweder bei einem Ausgangsmembranpotential

von -70 mV oder -90 mV angewandt.

Das Membranpotential wurde fir 50 ms auf -90 mV bzw. -70 mV depolarisiert, danach
wurden das Membranpotential fir 50 ms auf -45 mV eingestellt, um die Na'-Kanale, die
ansonsten die Messung des Ca?*-Einstroms uiber den L-Typ Ca?-Kanal stéren wiirden, zu
inaktivieren. Anschlieend wurde der eigentliche Messpuls von -30 mV fir 200 ms
angewandt. Nach diesem Messpuls wurde die Membran wieder fir 50 ms auf -90 mV bzw. -
70 mV depolarisiert. Es folgten elf Wiederholungen des Potokolls, bei denen jeweils der
Messpuls um 10 mV gesteigert wurde, so dass im Gesamtprotokoll die entsprechenden
Ca?*-Stréme in Abh&ngigkeit vom angelegten Spannungsbereich zwischen -30 mV und 80

mV gemessen wurden.

80 mV

-30 mV
-45 mV

-90 mV

Abb. 2.4 Versuchsprotokoll zur Messung des Ca**-Einstroms tber den L-Typ Ca’*-Kanal mit einem
Ausgangsmembranpotential von -90 mV.

27



2 Material und Methoden

80 mV

-30 mV
-45 mV

-70 mV

Abb. 2.5 Versuchsprotokoll zur Messung des Ca”*-Einstroms tber den L-Typ Ca’*-Kanal mit einem
Ausgangsmembranpotential von -70 mV.

2.9 Auswertung der Daten

Die gemessenen Daten wurden im Computerprogramm Patchmaster 2.0 (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland) aufgezeichnet, in Form von Text-Dateien gespeichert und
anschliel3end zur weiteren Bearbeitung in Microsoft Exel (Microsoft, Redmond, Washington,
USA) eingeflgt und ausgewertet. Die statistischen Untersuchungen der Ergebnisse der
Bestimmung des Korpergewichts, des Herzgewichts und des Herzgewicht/Kérpergewicht-
Verhéltnisses bzw. die Ergbniss der Patch-Clamp-Messungen wurden anhand des
zweiseitigen Student’s t-Test bzw. der 2-Wege-ANOVA fiir wiederholte Messungen
durchgefuhrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p kleiner 0,05) wurde als
signifikant angesehen. Die im Ergebnisteil dieser Arbeit zu findenden Abbildungen wurden

mit dem Programm SigmaPlot Version 10.0 (Systat Software, Erkrath, Deutschland) erstellt.
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2.10 Losungen und Chemikalien

Isolationspuffer 10x Stock

NaCl (Roth 3957.1) 65,99 ¢
KCI (Sigma-Aldrich P9333) 351 g
KH,PO, (Merck 4873) 0,8166 g
Na,HPO4x2H,0 (Merck 6580) 1,0679 g

MgSO4x7H,0 (Sigma-Aldrich 63140) 2,9580¢
Phenol-red (Sigma-Aldrich P5530) 0,1204 g

NaHCO; (Sigma-Aldrich S6297) 10,08 g
KHCO; (Sigma-Aldrich P9144) 10,10 ¢
HEPES (Roth 9105.4) 23,83 g
Taurin (Sigma-Aldrich T0625) 37,53 ¢

Der Isolationspuffer 10x Stock wird steril filtriert.

Isolationspuffer 1x Stock

Isolationspuffer 10x Stock 100 ml

doppelt destilliertes H,O 900 ml
Isolationstyrode

Isolationspuffer 1x Stock 980 ml

BDM (Stock) (Sigma-Aldrich BO753) 20 ml
Glucose (Roth X997.2) 0,9911¢g

Der pH-Wert der Isolationstyrode wird bei einer
Temperatur von 36,5 Grad Celsius auf einen Wert

von 7,42 eingestellt.
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Enzymlésung

Isolationstyrode

Liberase TM (Roche 0591127001)
Trypsin 10-fach (Gibco 15090)
CacCl, einer 10 mM-Stammldésung

(Sigma-Aldrich 21115)

Myozyte stopping buffer 1 (10% BCS)

Isolationstyrode

Bovine calf serum (BCS)

CacCl, einer 10 mM-Stammldésung

(Sigma-Aldrich 21115)

Myozyte stopping buffer 2 (5% BCS)

Isolationstyrode

Bovine calf serum (BCS)

Calciumldsung (c = 0,2 mmol/l)

CacCl, einer 10 mM-Stammldésung

(Sigma-Aldrich 21115)

Myozyte stopping buffer 2 (5% BCS)

Calciumldésung (c = 0,2 mmol/l)

CacCl; einer 100 mM-Stammldsung

(Sigma-Aldrich 21115)

Myozyte stopping buffer 2 (5% BCS)

30

20
300
111,2
25

2,2
0,25
3,125

23,75
1,25

()]

(&)

mil

ml
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Calciumldsung (c = 0,4 mmol/l)
CacCl, einer 100 mM-Stammlésung 20 pl
(Sigma-Aldrich 21115)
Myozyte stopping buffer 2 (5% BCS) 5 mi
Calciumldésung (c = 0,8 mmol/l)
CaCl, einer 100 mM-Stammlésung 80 pl
(Sigma-Aldrich 21115)

Myozyte stopping buffer 2 (5% BCS) 10 ml

Badlésung 10x (500ml)

NaCl (Roth 3957.1) 40,908 ¢
CsCI (Sigma-Aldrich C3032) 3,367 ¢
MgCl, (Merck 8.14733.0100) 0,476 ¢
HEPES (Roth 9105.4) 5,958 g

Die Substanzen werden in 500 ml bidestilliertem
Wasser gel6st. Der pH-Wert der Badlésung 10x
wird bei Raumtemperatur mittels NaOH auf 7
eingestellt. Glukose wird erst nach der Verdinnung

auf Badldsung 1x hinzugefugt.
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Badldsung 1x (500ml)

Badl6sung 10x 50 mi
bidestilliertes Wasser 450 ml
Glukose (Roth X997.2) 900 mg

Der pH-Wert der Badlésung 1x wird bei

Raumtemperatur mittels NaOH auf 7,4 eingestellt.
Die Badlésung wird nun bei einer Temperatur von
-4 Grad Celsius gelagert. CaCl, wird erst kurz vor

der Messung hinzugegeben.

Pipettenlésung ohne Aip (50 ml)

CsCI (Sigma-Aldrich C3032) 883 mg
BAPTA 4Cs (invitrogen B1212) 251 mg
DiBr BAPTA (invitrogen D1211) 39,3 mg
Mg-ATP (Sigma-Aldrich A9187) 126 mg
HEPES (Roth 9105.4) 238 mg
CaCl, (Merck 2382) 11 mg

Die aufgelisteten Substanzen werden in 50 ml
bidestilliertem Wasser geldst und anschlie3end
wird mit Hilfe von CsOH ein pH-Wert von

7,2 eingestellt. Die Pipettenldésung wird bei

-20 Grad Celsius gelagert.
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Pipettenlésung mit Aip (33,3 ml)

CsCI (Sigma-Aldrich C3032) 588,7 mg
BAPTA 4Cs (invitrogen B1212) 167,2 mg
DiBr BAPTA (invitrogen D1211) 26,2 mg
Mg-ATP (Sigma-Aldrich A9187) 84,4 mg
HEPES (Roth 9105.4) 158,7 mg
CacCl, (Merck 2382) 7,3 mg
AIP (Sigma-Aldrich A4308) 1 mg

Die Substanzen wurden ebenfalls in bidestilliertem
Wasser (33,3 ml) gelost und anschlie3end wurde
der pH-Wert mit CsOH auf 7,2 eingestellt. Die

Pipettenlésung wird jetzt bei -20 Grad Celsius gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1 Biometrische Daten

Die biometrischen Daten wurden wie oben erwdhnt (siehe 2.5 Isolation der Myozyten)

gewonnen.

Allgemein wurden zwei Gruppen unterschieden, zum einen die Gruppe der Versuchstiere,
die sieben Tage nach der Operation geopfert wurde, und zum anderen die Gruppe, die 35
Tage nach der Operation geopfert wurde. Innerhalb dieser beiden Gruppen wurde nochmals
zwischen den Wildtypen und den genetisch veranderten Versuchstieren unterschieden. Alle
aufgefiihrten Gruppen wurden spater auch fur die Patch-Clamp-Messungen verwendet.
Dabei zeigten alle in den Experimenten verwendeten TAC-Versuchstiere nach der Operation
deutliche Zeichen einer Herzhypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe der Sham-
Versuchstiere. Um das Ausmald der Herzhypertrophie zu bestimmen, wurde das
Herzgewicht-Kdrpergewicht-Verhaltnis ermittelt (siehe 2.7 Erhebung der biometrischen

Daten).
3.1.1 Kopergewicht

Das Kdrpergewicht wurde wie im Abschnitt 2.5 Isolation der Myozyten beschrieben bei allen

geopferten Versuchstieren bestimmt.

Versuchstiere Sham TAC T-TEST
7d-post-OP Wildtyp 18,74 £ 0,42 (n=16) 18,3 £ 0,48 (n=16) p=0,53; n. s.
35d-post-OP Wildtyp | 21,2 £ 0,33 (n=27) 20,9 £ 0,31 (n=25) p=0,44; n. s.

t-TEST

p<0,05; signifikant

p<0,05; signifikant

Tab. 1.1. Ergebnisse der Bestimmung des Kdérpergewichtes bei den Wildtyp-Versuchstieren.

Die Werte sind in (g) angegeben.
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Versuchstiere Sham TAC T-Test

7d-post-OP 23,58 £ 1,14 (n=9) 21,86 £ 0,97 (n=11) | p=0,26;n.s.
CaMKI18-Knockout

Tab. 1.2 Ergebnisse der Bestimmung des Ko&rpergewichtes bei den CaMKIIS Knockout
Versuchstieren. Die Werte sind in [g] angegeben.

3.1.2 Herzgewicht

Das Herzgewicht wurde wie im Abschnitt 2.5 Isolation der Myozyten beschrieben bei allen

geopferten Versuchstieren bestimmt.

Versuchstiere Sham TAC T-Test

7d-post-OP Wildtyp 139,31 + 2,34 (n=16) | 164,93 + 5,66 (n=16) | p<0,05; signifikant

35d-post-OP Wildtyp | 161,9 + 4 (n=27) 270,9 £ 12 (n=25) p<0,05; signifikant

t-Test p<0,05;signifikant p<0,05; signifikant

Tab. 1.3 Ergebnisse der Bestimmung des Herzgewichtes bei den Wildtyp-Versuchstieren. Die
Werte sind in [mg] angegeben.

Versuchstiere Sham TAC T-Test

7d-post-OP 183 £ 11,9 (n=9) 217,09 £ 11,9 (n=11) | p=0,06; n. s.
CaMKII8-Knockout

Tab. 1.4 Ergebnisse der Bestimmung des Herzgewichtes bei den CaMKII& Knockout-
Versuchstieren. Die Werte sind in [mg] angegeben.

3.1.3 Herzgewicht-Kérpergewicht-Verhaltnis

Das Herzgewicht-Kdorpergewicht-Verhaltnis (HG/KG-Verhaltnis) [mg/g] der Wildtyp-TAC-
Versuchstiere, die sieben Tage nach der Operation geopfert wurden, war deutlich hdher als
das HG/KG-Verhéltnis der Wildtyp-Sham-Versuchstiere, die ebenfalls sieben Tage nach der
Operation geopfert wurden (Abb. 3.1 A). Bei den Wildtyp-TAC-Versuchstieren betrug das
HG/KG-Verhdltnis 9,01 + 0,22 (n=16). Im Unterschied wozu die Wildtyp-Sham-Versuchstiere
ein HG/KG-Verhdltnis von durchschnittlich 7,46 + 0,13 (n=16) hatten. Vergleicht man die
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beiden Gruppen miteinander, dann stellt man fest, dass das HG/KG-Verhaltnis der Gruppe
der Wildtyp-TAC-Versuchstiere signifikant (p<0,05) gréRRer ist als das der Wildtyp-Sham-
Versuchstiere.

In der Gruppe der 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-Versuchstiere zeigte sich
in der Gruppe der TAC-Versuchstiere ein massiv erhdhtes HG/KG-Verhaltnis (Abb. 3.1 B).
Bei den TAC-Versuchstieren lag das HG/KG-Verhéltnis bei 13,07 £ 0,68 (n=25), wahrend es
bei den Sham-Versuchstieren bei 7,6 + 0,14 (n=27) lag. Der Unterschied zwischen beiden

Gruppen war auch hier signifikant (p<0,05).

A Wildtyp B  wildtyp
16 - 16 <0,05
14 + 14 4 T
o 12 - p<0,05 o 12 -
g’ 10 - | g’ 10 -
o & O 8
X 4 X .
O O
I 4 I 4
2 - n=16 2 1 n=25
0 - 0.
Sham 7d TAC 7d Sham 35d TAC 35d

Abb. 3.1 Vergleich des Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhaltnisses innerhalb der Gruppe der 7
bzw. 35 Tage nach Operation geopferten Wildtyp-Versuchstiere.

Zusatzlich wurden die Unterschiede bezlglich des HG/KG-Verhdltnisses zwischen den
sieben Tage und den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC- bzw. Sham-
Versuchstieren untersucht (Abb. 3.2).

Das HG/KG-Verhaltnis der 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC-
Versuchstiere war signifikant hoher (p<0,05) als dasjenige der sieben Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-TAC-Versuchstiere. Innerhalb der Gruppe der Wildtyp-Sham-
Versuchstiere bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,52) zwischen dem HG/KG-

Verhaltnis der sieben Tage und der 35 Tage nach der Operation geopferten Versuchstiere.
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A Wildtyp B Wildtyp
16 - p<0,05 16 1
14 | 14 |
= 12 - = 12
g 10 1 CE» 10 1 p=0,52; n. s.
E 8 E 8 - [ !
Y X .|
o ° o °
I 44 I 4-
27 27 n=16 n=27
0 - 0
TAC 7d TAC 35d Sham 7d  Sham 35d

Abb. 3.2 Vergleich des Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhéltnisses der 7 und der 35 Tage nach
Operation geopferten Wildtyp-Versuchstiere nach transverser Aortenkonstriktion bzw. der
Kontrollgruppe.

Zuletzt wurden die Unterschiede des HG/KG-Verhdltnisses innerhalb der Gruppe der
CaMKII6-Knockout Versuchstiere und im Vergleich mit den ebenfalls sieben Tage nach der

Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren untersucht (Abb. 3.3).
In der Gruppe der CaMKIId-Knockout Versuchstiere war das HG/KG-Verhéltnis der TAC-

Versuchstiere ebenfalls héher als das der Sham-Versuchstiere. Bei den TAC-Versuchstieren
betrug das HG/KG-Verhaltnis 9,98 + 0,49 (n=11) und bei den Sham-Versuchstieren betrug
es 7,75 + 0,34 (n=9). Dieser Unterschied war auch signifikant (p<0,05).

Sowohl der Unterschied zwischen den CaMKII&-Knockout TAC- und Sham-Versuchstieren
war signifikant (p<0,05) als auch der Unterschied zwischen den CaMKIId-Knockout TAC-
und den Wildtyp-TAC-Versuchstieren (grenzwertig signifikant mit p=0,05). Wohingegen der
Unterschied zwischen den CaMKIId-Knockout Sham-Versuchstieren und den Wildtyp-Sham-

Versuchstieren nicht signifikant (p>0,05) war.
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A CaMKII3-KO B CaMKIll8-KO C CaMKIIs-KO
vs. Wildtyp vs. Wildtyp

16 - 16 - 16 -
__ 14+ __ 14 141
(@) | <0,05 (@) | - (@) |
Bol [ 2 20l g 1 Bl pes

1 - 1 L 1 =0,35; n. s.

o o ° g
X 6- X 6- X 6-
Q 4 O 4 O 4/
T T T

2- 1n=9 n=11 21 In=11 21 |n=9 n=16

0 0 0

Sham 7d TAC 7d TAC 7d TAC 7d Sham 7d Sham 7d

Abb. 3.3 Vergleich des Herzgewicht/Kérpergewicht- Verhaltnisses der CaMKII5-Knockout
Versuchstiere sowie der CaMKII5-Knockout mit den Wildtyp-Versuchstieren nach transverser
Aortenkonstriktion bzw. innerhalb der Kontrollgruppe.

3.2 Ca®-Strom lber den L-Typ Ca**-Kanal

3.2.1 Einfluss der induzierten Hypertrophie auf den Ca?-Strom uber den L-Typ Ca*-

Kanal bei den 7 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren

Zunachst wurde die Gruppe der Wildtyp-Versuchstiere, die sieben Tage nach der Operation
geopfert wurden, gemessen (Abb. 3.4). Die Amplitude des Ca*-Stroms war bei den
Myozyten der Wildtyp-TAC-Versuchstiere deutlich erhéht im Vergleich zu den Myozyten der
Wildtyp-Sham-Versuchstiere. Die statistischen Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fur
wiederholte Messungen ergaben einen signifikanten Unterschied der beiden untersuchten
Gruppen (p<0,05).
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Abb. 3.4 Strom-Spannungsverhaltnisses des L-Typ Ca’*-Kanals bei den 7 Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Amplitudenbestimmung des Ca”*-Stroms uber den L-Typ Ca“*—Kanal der Wildttyp TAC- (n=6, z=13)
und der Wildtyp-Sham-Versuchstiere (n=6, z=11), die sieben Tage nach der Operation geopfert
wurden. Statistische Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben
einen signifikanten Unterschied (p<0,05).

3.2.2 Einfluss der akuten Inhibierung der CaMKII3 mittels AIP auf den Ca*-Strom
iber den L-Typ Ca?*-Kanal bei den 7 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-
Versuchstieren

Anschlielend wurde die Gruppe der sieben Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-
TAC- und Wildtyp-Sham-Versuchstiere mit dem Inhibitor der CaMKIId, dem AIP, gemessen.
Die Amplitude des Ca**-Stroms Uber den L-Typ Ca**-Kanal der Wildtyp-TAC- und der der
Wildtyp-Sham-Versuchstiere war unter dem Einfluss von AIP gleichwertig. Die statistischen
Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben keinen

signifikanten Unterschied der beiden Gruppen (p=0,59).

39



3 Ergebnisse

Beim Vergleich der gemessenen Werte des Ca**-Stroms (iber den L-Typ Ca**-Kanal bei den
sieben Tage nach der Operation geopferte Wildtyp-TAC- und Wildtyp-Sham-Versuchstieren
sowie den sieben Tage nach der Operation geopferte Wildtyp-TAC-Versuchstieren, deren
Myozyten mit AIP gemessen wurden, (Abb. 3.5) wurde anhand der 2-Wege-ANOVA fir
wiederholte Messungen ein signifikanter Unterschied der Gruppen der Wildtyp-TAC-
Versuchstiere, deren Myozyten mit bzw. ohne AIP gemessen wurden, festgestellt (p<0,05).
Hingegen bestand zwischen Gruppen der Wildtyp-TAC-Versuchstiere, deren Myozyten mit
AIP gemessen wurden, und den Wildtyp-Sham-Versuchstieren kein signifikanter Unterschied
(p=0,55).

2_
TR
=3
£ 2
-
S .
)
+ 1
Nm . . —e— Sham
O * —o— TAC
N —v— TAC +AIP
—a;[] —EID Lll EID allﬂ EID

Membranpotenzial (mV)

Abb. 3.5 Strom-Spannungsverhaltnis des L-Typ Ca’*-Kanals bei den 7 Tage nach der Operation
geopferten Wildtyp-Versuchstieren mit und ohne AIP. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Amplitudenbestimmung des Ca’*-Stroms Uber den L-Typ Ca®*-Kanal der sieben Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-TAC- (n=6, z=13), Wildtyp-Sham- (n=6, z=11) sowie derjenigen Wildtyp-
TAC-Versuchstiere (n=7, z=16), deren Myozyten mit AIP gemessen wurden. Statistische
Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben einen signifikanten
Unterschied (p<0,05) der Wildtyp-TAC- und der Wildtyp-Sham-Versuchstiere (*) sowie der Wildtyp-
TAC-Versuchstiere, deren Myozyten mit bzw. ohne AIP gemessen wurden (#).
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3.2.3 Einfluss der genetischen Inhibierung der CaMKII5 auf den Ca?-Strom iiber den
L-Typ Ca?'-Kanal bei den 7 Tage nach der Operation geopferten CaMKII5-Knockout-
Versuchstieren

Die Amplitude des Ca*'-Stroms iiber den L-Typ Ca?*-Kanal bei den CaMKII5-Knockout-TAC-
Versuchstieren, die sieben Tage nach der Operation geopfert wurden, unterschied sich nicht
von der Amplitude bei den CaMKIId-Knockout-Sham-Versuchstieren, die sieben Tage nach
der Operation geopfert wurden. Anhand der 2-Wege-ANOVA fiir wiederholte Messungen

wurde kein signifikanter Unterschied der Gruppen festgestellt (p=0,4).

Beim Vergleich der gemessenen Werte des Ca®*-Stroms uiber den L-Typ Ca-Kanal bei den
sieben Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC- und Widtyp-Sham-Versuchstieren
sowie den sieben Tage nach der Operation geopferte CaMKII®-Knockout TAC-
Versuchstieren (Abb. 3.6) zeigte sich anhand der 2-Wege-ANOVA fir wiederholte
Messungen ein signifikanter Unterschied (p<0,05) der Gruppen der Wildtyp-TAC-
Versuchstiere und der CaMKII&-Knockout-TAC-Versuchstiere. Hingegen wurde anhand der
2-Wege-ANOVA fur wiederholte Messungen kein signifikanter Unterschied (p=0,1) der
CaMKIId-Knockout-TAC-Versuchstiere und den Wildtyp-Sham-Versuchstieren festgestellt.
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Abb. 3.6 Strom-Spannungsverhéltnisses des L-Typ Ca’*-Kanals bei den 7 Tage nach der
Operation geopferten CaMKII&-Knockout- und Wildtyp-Versuchstiere. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Amplitudenbestimmung des Ca”*-Stroms tber den L-Typ Ca’*-Kanal der sieben Tage
nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC- (n=6, z=13), Wildtyp-Sham- (n=6, z=11) sowie der
CaMKIId-Knockout TAC-Versuchstiere (n=8, z=24). Statistische Untersuchungen mittels 2-Wege-
ANOVA fur wiederholte Messungen ergaben einen signifikanten Unterschied (p<0,05) der Wildtyp-
TAC- und der Wildtyp-Sham-Versuchstiere (*) sowie der Wildtyp-TAC-Versuchstiere und der
CaMKIId-Knockout TAC-Versuchstiere (#).

3.2.4 Einfluss der induzierten Hypertrophie auf den Ca*-Strom uber den L-Typ Ca*-

Kanal bei den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren

Die Amplitude des Ca®'-Stroms, die bei den Myozyten der Wildtyp-TAC-Versuchstiere
gemessen wurde, die 35 Tage nach der Operation geopfert wurden, war deutlich groRer als
die Amplitude des Ca?*-Stroms bei den Wildtyp-Sham-Versuchstieren, die 35 Tage nach der
Operation geopfert wurden (Abb. 3.7). Statistische Untersuchungen mittels des 2-Wege-
ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben fiir die Gruppen einen signifikanten Unterschied
(p<0,05).
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Abb. 3.7 Strom-Spannungsverhaltnisses des L-Typ Ca®-Kanals bei den 35 Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Amplitudenbestimmung des Ca**-Stroms uber den L-Typ Ca’*-Kanal der Wildtyp-TAC- (n=5, z=9) und
der Wildtyp-Sham-Versuchstiere (n=5, z=10), die 35 Tage nach der Operation geopfert wurden.
Statistische Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben einen
signifikanten Unterschied (p<0,05).

3.2.5 Einfluss der akuten Inhibierung der CaMKII5 mittels AIP auf den Ca*-Strom
iiber den L-Typ Ca*-Kanal bei den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-

Versuchstieren

Die Amplitude des Ca®'-Stroms, die bei den Myozyten der Wildtyp-TAC-Versuchstiere
gemessen wurde, die 35 Tage nach der Operation geopfert wurden und deren Myozyten mit
AIP gemessen wurden, unterschied sich nicht von der Amplitude des Ca**-Stroms, der bei
den Myozyten der Wildtyp-Sham-Versuchstiere gemessen wurde, die 35 Tage nach der
Operation geopfert wurden und deren Myozyten mit AIP gemessen wurden. Statistische
Untersuchungen mittels des 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben fur die

Gruppen keinen signifikanten Unterschied (p=0,9).
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Beim Vergleich der gemessenen Werte des Ca®*-Stroms iiber den L-Typ Ca-Kanal bei den
35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC- und Wildtyp-Sham-Versuchstieren
sowie den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC-Versuchstieren, deren
Myozyten mit AIP gemessen wurden (Abb. 3.8), zeigte sich anhand der 2-Wege-ANOVA fir
wiederholte Messungen ein signifikanter Unterschied (p<0,05) der Gruppen der Wildtyp-
TAC-Versuchstiere, deren Myozyten ohne AIP gemessen wurden, gegeniiber denen der
Wildtyp-TAC-Versuchstiere, deren Myozyten mit AIP gemessen wurde. Ebenso bestand
zwischen den Gruppen der Wildtyp-TAC-Versuchstiere, deren Myozyten mit AIP gemessen

wurden, und den Wildtyp-Sham-Versuchstieren ein signifikanter Unterschied (p<0,05).
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Abb. 3.8 Strom-Spannungsverhéltnis des L-Typ Ca’*-Kanals bei den 35 Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-Versuchstieren mit und ohne AIP. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Amplitudenbestimmung des Ca®*-Stroms Uber den L-Typ Ca®*-Kanal der 35 Tage nach der
Operation geopferten Wildtyp-TAC- (n=5, z=9), Wildtyp-Sham- (n=5, z=10) sowie derjenigen Wildtyp-
TAC-Versuchstiere (n=8, z=18), deren Myozyten mit AIP gemessen wurden. Statistische
Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben einen signifikanten
Unterschied (p<0,05) der Wildtyp-TAC- und der Wildtyp-Sham-Versuchstiere (*) sowie der Wildtyp-
TAC-Versuchstiere, deren Myozyten mit bzw. ohne AIP gemessen wurden (#).
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3 Ergebnisse

3.2.6 Vergleich des Einflusses der induzierten Hypertrophie auf den Ca**-Strom Uber
den L-Typ Ca*-Kanal bei den 7 Tage und den 35 Tage nach der Operation geopferten
Wildtyp-Versuchstieren

Beim Vergleich der gemessenen Werte des Ca**-Stroms (iber den L-Typ Ca-Kanal bei den 7
Tage und den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC-Versuchstieren zeigten
statistische Untersuchungen mittels des 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen einen

signifikanten Unterschied (p=0,26).
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Abb. 3.9 Strom-Spannungsverhaltnis des L-Typ Ca’*-Kanals bei den 7 und den 35 Tage nach
transverser Aortenkonstriktion geopferten Wildtyp-Versuchstieren. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Amplitudenbestimmung des Ca®*-Stroms tiber den L-Typ Ca®*-Kanal der 7 Tage (n=6,
z=13) und der 35 Tage (n=5, z=9) nach transverser Aortenkonstriktion geopferten Wildtyp-TAC-
Versuchstiere. Statistische Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen
ergaben keinen signifikanten Unterschied.
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3.2.7 Vergleich des Einflusses der genetischen Inhibierung und der akuten
Inhibierung der CaMKII5 auf den Ca**-Strom uber den L-Typ Ca**-Kanal bei den 7 Tage
nach der Operation geopferten CaMKII® Knockout- bzw. Wildtyp-Versuchstieren

Der Vergleich der gemessenen Werte des Ca**-Stroms (iber den L-Typ Ca-Kanal bei den
sieben Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-TAC-Versuchstieren, deren Myozyten
mit AIP gemessen wurden und der sieben Tage nach der Operation geopferten CaMKII5-
Knockout TAC-Versuchstiere (Abb. 3.10) zeigte keinen signifikanten Unterschied (p=0,79)
der Gruppen anhand des 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen.
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Abb. 3.10 Strom-Spannungsverhaltnis des L-Typ Ca*-Kanals bei den 7 Tage nach Operation
geopferten Wildtyp-Versuchstieren mit AIP und bei den 7 Tage nach Operation geopfteren
CaMKII5-Knockout Versuchstieren. Dargestellt sind die Mittelwerte der Amplitudenbestimmung des
Ca’*-Stroms tber den L-Typ Ca’*-Kanal der sieben Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-
TAC-Versuchstier, deren Myozyten mit AIP gemessen wurde, (n=7, z=11) sowie der sieben Tage
nach der Operation geopferten CaMKII5-Knockout TAC-Versuchstiere (n=8, z=24). Statistische
Untersuchungen mittels 2-Wege-ANOVA fir wiederholte Messungen ergaben keinen signifikanten
Unterschied (p=0,79).
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4. Diskussion

Die CaMKII spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung einer Hypertrophie sowie einer
Insuffizienz des Herzens. In diesem Zusammenhang beeinflusst die CaMKIl zahlreiche
Proteine, die an der elektromechanischen Kopplung beteiligt sind, wie zum Beispiel den L-

Typ Ca**-Kanal.

Die vorliegende Dissertation zeigt erstmalig, dass die Erhéhung des Ca?'-Einstroms iiber
den L-Typ Ca*-Kanal bei der nachlastinduzierten Herzhypertrophie durch die Inhibition der
CaMKIl mittels autocamtide 2 related peptide (AIP) sowie durch fehlende Expression der
CaMKII®, in Kardiomyozyten genetisch veranderter Versuchstiere normalisiert werden kann.
Die Ergebnisse suggerieren, dass eine verlangerte sowie haufigere Offnung des L-Typ Ca?*-
Kanals durch Phosphorylierung der porenbildenden a;-Untereinheit an Ser-1512 und Ser-
1570 und der B,,-Untereinheit an Thr-498 durch die CaMKIl bedingt wird. Somit tragt die
CaMKIl entscheidend zur veranderten Ca®*-Homdostase der Kardiomyozyten, einer
Verlangerung des Aktionspotentials sowie der Entstehung lebensbedrohlicher Arrhythmien

bei Herzinsuffizienz bei.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit vor dem Hintergrund der bislang

verdffentlichen Daten zum Themenkreis der CaMKII diskutiert.

4.1 Herzhypertrophie bei Zustand nach transverser Aortenkonstriktion

Die transverse Aortenkonstriktion ist ein anerkanntes Modell zur Induktion einer
nachlastinduzierten Herzhypertrophie. Mehrere Arbeitsgruppen konnten nach transverser
Aortenkonstiktion sowohl eine signifikante Hypertrophie des Herzens als auch Zeichen eines
damit einhergehenden beginnenden Herzversagens nachweisen. TOISCHER et al. (2010)
wiesen eine Hypertrophie des Herzens durch Nachlasterhdhung mittels transverser
Aortenkonstriktion bei Wildtyp-Versuchstieren sieben Tage nach der Operation anhand des
Verhéltnisses des linksventrikularen Gewichts zur Lange der Tibia und deren damit
verbunden schwerwiegenden linksventrikulare Dysfunktion nach. Auch LING et al. (2009)
wiesen sowohl zwei Wochen als auch sechs Wochen nach transverser Aortenkonstriktion
anhand eines erhohten Herzgewicht/Kdrpergewicht-Verhaltnisses eine signifikante
Hypertrophie des Herzens, zusatzliche Dysfunktion der Ventrikel sowie zunehmende kardiale

Fibrose nach.

Im Tiermodell mit CaMKIId-Knockout-Versuchstieren wurden von verschiedenen

Arbeitsgruppen unterschiedliche Ergebnisse erzielt: BACKS et al. (2009) zeigten, dass sich
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drei Wochen nach transverser Aortenkonstriktion keine signifikante Hypertrophie des
Herzens in Abwesenheit der CaMKII® entwickelt. Hingegen konnten TOISCHER et al. (2010)
sieben Tage nach transverser Aortenkonstriktion eine signifikant vermehrte perivaskulére
Fibrose bei CaMKII5-Knockout Versuchstieren im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen.
LING et al. (2009) zeigten zwei Wochen nach transverser Aortenkonstiktion eine signifikante
Hypertrophie des Herzens sowie eine Expression, der fur die Entwicklung einer Hypertrophie
entscheidenden Gene, bei CaMKII®-Knockout Versuchstieren. Jedoch bestand nach sechs
Wochen kein signifikanter Unterschied des Herzgewicht/Korpergewicht-Verhaltnisses in der

Gruppe der CaMKII®-Knockout Versuchstiere.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine signifikante Hypertrophie des Herzens
anhand des Herzgewicht/Kérpergewicht-Verhalnisses sowohl sieben als auch 35 Tage nach
transverser Aortenkonstriktion, wobei das Mafd der Hypertrophie 35 Tage nach Operation
signifikant groRer ist als sieben Tage nach Operation. In der Gruppe der Versuchstiere, in
denen die CaMKIId nicht exprimiert wurde, zeigten die biometrischen Daten eine Woche

nach transverser Aortenkonstriktion eine signifikante Hypertrophie der Herzen.

Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass Versuchstiere auf eine Nachlast-
induzierte Herzhypertrophie mittels transverser Aortenkonstriktion mit einer Aktivierung der
Splicevarianten CaMKII&, und CaMKII®. reagieren (COLOMER et al. 2003, TOISCHER et
al. 2010, ZHANG et al. 2003). Im umgekehrten Szenario filhrt die Uberexpression der
CaMKII®, im transgenen Mausmodell Uber Veradnderungen in der elektromechanischen
Kopplung zu einer massiven kardialen Hypertrophie und zu einer dilatativen
Kardiomyopathie (MAIER et al. 2003, ZHANG et al. 2003). Es ist demzufolge eindeutig, dass
der CaMKII eine essentielle Rolle bei der Entwicklung einer Herzhypertrohie und schlief3lich

einer Herzinsuffizienz zukommt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass sich im Tiermodell mittels
Nachlasterh6hung eine Hypertrophie des Herzens auch in Abwesenheit der CaMKII®
induzieren lasst. Naturlich spiegeln die Daten nur die friihe Phase der Entwicklung einer
Hypertrophie wider, da sie bereits sieben Tage nach transverser Aortenkonstriktion erhoben
worden sind. Trotzdem muss die Signaltransduktion in diesem Fall auf einem anderen Weg
geschehen. Als Alternativen kommen zum Beispiel die CaMKIly und die Proteinkinase D in
Frage. Beide weisen eine vermehrte Expression bzw. Aktivitdt nach Nachlasterhéhung auf
und kénnten das hypertrophe Wachstum des Herzens bedingen (COLOMER et al. 2003;
VEGA et al. 2004; BOSSUYT et al. 2008; HARRISON et al. 2006). Der genaue
Mechanismus ist jedoch unbekannt. Zusatzlich haben die Stéarke der aortalen Zigelung
sowie das Alter und das Geschlecht der Mause (und damit die Grof3e der Aorta) einen
grof3en Einfluss auf die Auspragung der kardialen Hypertrophie, was die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zwischen den Arbeitsgruppen vermindern kdnnte.
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Insgesamt zeigen jedoch langerandauernde Versuche mit CaMKII&-Knockout Versuchstieren
(BACKS et al. 2009; LING et al. 2009), dass die CaMKIId eine essentielle Rolle bei der
Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie und ventrikularer Dysfunktion bis hin zum
Herzversagen spielt, da drei bzw. sechs Wochen nach Nachlasterhéhung CaMKII6-Knockout
Versuchstiere keine signifikante Hypertrophie des Herzens, verminderte Zeichen einer

kardialen Dekompensation und schliel3lich geringere Sterberate aufweisen

4.2 Erhohter Ca?-Einstrom iber den L-Typ Ca*-Kanal bei Zustand

nach transverser Aortenkonstriktion

Die Nachlasterhbhung durch transverse Aortenkonstriktion fihrte bei den Wildtyp-
Versuchstieren zu einer signifikanten Erhéhung der Amplitude des Ca?*-Einstroms (iber den
L-Typ Ca®*-Kanal. Diese Ergebnisse fanden sich sowohl bei den sieben Tage als auch bei
den 35 Tage nach transverser Aortenkonstriktion geopferten Wildtyp-Versuchstieren im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch WANG et al. (2008) stellten in einem ahnlichen
Tiermodel eine Erhéhung der Amplitude des Ca?-Einstroms iber den L-Typ Ca®'-Kanal

mittels Nachlasterhdhung fest.

Zudem zeigte sich, dass der Ca*-Einstrom Uber den L-Typ Ca®*-Kanal nach transverser
Aortenkonstriktion bei den 7 und den 35 Tage nach der Operation geopferten Wildtyp-
Versuchstieren nicht signifikant unterschiedlich war. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
die Erhdhung des Ca**-Einstrom iiber den L-Typ Ca?*-Kanal bereits 7 Tage nach transverser
Aortenkonstriktion ein Maximum errreicht. WANG et al. (2008) konnten keine Verstarkung
des Ca*-Einstrom durch intrazellulére Dialyse aktiver CaMKII bei Zustand nach transverser

Aortenkonstriktion erzeugen.

Der Einfluss der CaMKIl auf den L-Typ Ca®*-Kanal wird Uber die Phosphorylierung der
porenbildenden a;-Untereinheit an Ser-1512 und Ser-1570 (BLAICH et al. 2010, HUDMON
et al. 2005) und der 3,,-Untereinheit an Thr-498 vermittelt (ABIRIA und COLBRAN 2010,
GRUETER et al. 2006; GRUETER et al. 2008; HULLIN et al. 2007; KOVAL et al. 2010).
Nicht nachgewiesen werden konnte, dass durch Nachlasterhéhung bei transverser
Aortenkonstriktion die Expression des L-Typ Ca?*-Kanals dahingehend beeinflusst wird, dass
mehr Kanalproteine in der Zellmembran zu finden sind (WANG et al. 2008). Somit kdnnte
bereits 7 Tage nach der Operation die gesamte Anzahl der L-Typ Ca?*-Kanale durch die
CaMKIl phosphoryliert und somit der maximale Effekt auf den Ca**-Einstrom erreicht worden

sein.

Denkbar wére jedoch auch, dass der Ca**-Einstrom {iber den L-Typ Ca®*-Kanal 35 Tage

nach transverser Aortenkonstriktion gro3er ist als sieben Tage nach der Operation, da auch

49



4 Diskussion

das Ausmalf3 der Hypertrophie 35 Tage nach transverser Aortenkonstriktion signifikant héher
ist als 7 Tage nach Operation. Interessanterweise ist die Amplitude des Ca**-Einstrom (iber
den L-Typ Ca?-Kanal bei den Wildtyp-Versuchstieren, die 35 Tage nach transverser
Aortenkonstriktion untersucht wurden, geringfligig niedriger als bei den sieben Tage nach
Operation untersuchten Wildtyp-Versuchstieren. Diese Tatsache konnte daraufhin hindeuten,
dass der bereits nach sieben Tagen verstarkte Ca®-Einstrom eine Art frilhen
Kompensationsmechanismus zur erhdhten Nachlast darstellt und wiederum an Bedeutung
verliert, wenn im Verlauf die Hypertrophie weiter zunimmt. Diese interessante Beobachtung
bedurfte zur Klarung jedoch weiterer Experimente, die jenseits des Fokus der aktuellen

Arbeit liegen.

4.3 Normalisierung des Ca?"-Einstrom uber den L-Typ Ca®*-Kanal

mittels AIP bzw. Generierung einer CaMKIId Knockout-Maus

In der Gruppe der sieben Tage nach transverser Aortenkonstriktion geopferten Wildtyp-
Versuchstiere konnte der Ca*-Einstrom {ber den L-Typ Ca®*-Kanal durch Inhibition der
CaMKIId mittels AIP normalisiert, das heif3t auf das Niveau der Kontrollgruppe gesenkt
werden. Vergleichbare Ergebnisse erzielten Wang et al. (2008) fur die akute Inhibition der

CaMKIId in einem vergleichbaren Mausmodel.

In der Gruppe der 35 Tage nach transverser Aortenkonstriktion geopferten Wildtyp-
Versuchstiere konnte der Ca**-Einstrom durch Anwendung des AIP nicht vollends auf das
Niveau der Kontrollgruppe gesenkt werden. Jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied
im Vergleich zu den Wildtyp-Versuchstieren, die ohne AIP gemessen wurden und ebenfalls
einer transversen Aortenkonstiktion unterzogen wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass
auch in der Gruppe der 35 Tage nach transverser Aortenkonstriktion eine signifikante

Senkung des Ca?*-Einstroms uiber den L-Typ Ca?**-Kanal durch AIP erreicht wurde.

Eine mdgliche Erklarung dafiir, dass der Ca**-Einstrom (iber den L-Typ Ca**-Kanal durch
AIP nicht vollends auf das Niveau der Kontrollgruppe gesenkt werden konnte, sind weitere
Einflusse auf den L-Typ Ca*-Kanal neben der CaMKll-abhéangigen Phosphorylierung der
porenbildenden a;-Untereinheit an Ser-1512 und Ser-1570 (BLAICH et al. 2010; HUDMON
et al. 2005) und der By,-Untereinheit an Thr-498 (ABIRIA und COLBRAN 2010; GRUETER
et al. 2006; GRUETER et al. 2008; HULLIN et al. 2007; KOVAL et al. 2010), beispielsweise
durch die Proteikinase A. Es konnte gezeigt werden, dass die Proteinkinase A die aj.-
Untereinheit des L-Typ Ca*'-Kanal an Ser-1928 (MITTERDOERFER et al. 1996; DE JONGH
et al. 1996) bzw. Ser-1700 und Ser-1704 (FULLER et al. 2010) sowie die B,-Untereinheit des
L-Typ Ca®*-Kanal an Ser- 459, Ser-478, Ser-479 und Ser-296 (BUNEMANN et al. 1999;

50



4 Diskussion

GERHARDSTEIN et al. 1999; HAASE et al. 1996; PANKONIEN et al. 2012) phosphoryliert.
Jedoch ist lediglich sicher, dass die B-adrenerge Stimulation die PKA aktiviert und
gleichzeitig zu einer haufigeren und langeren Offnung des L-Typ Ca®*-Kanals fiihrt sowie
dass die Proteikinase A den L-Typ Ca®*-Kanal an mehreren Stellen phosphoryliert. Der
Nachweis des exakten Signaltransduktionsweges und der Nachweis, dass die
Phosphorylierung der a;.- und der B,-Untereinheit durch die Proteinkinase A den Ca®**-

Einstrom verstarkt, fehlt.

Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass die Erhéhung des Ca**-Einstroms zum einen
durch Phosphorylierung der porenbildenden a;-Untereinheit und der ,,-Untereinheit durch
die CaMKII, zum anderen durch eine vermehrte Expression des L-Typ Ca**-Kanals zustande
kommt. Diese Mdglichkeit ist jedoch unwahrscheinlich, weil von anderen Arbeitsgruppen
nachgewiesen werden konnte, dass es im Rahmen einer Nachlasterhthung und Induktion
einer Herzinsuffizienz nicht zu einer vermehrten Expression des L-Typ Ca**-Kanals kommt
(WANG et al. 2008).

Insgesamt indizieren diese Ergebnisse, dass die Erhéhung des Ca®*-Einstroms uber den L-
Typ Ca**-Kanal durch die CaMKII5 verursacht wird, da der Ca**-Einstrom uiber den L-Typ
Ca**-Kanal durch die Inhibition der CaMKII5 normalisiert werden kann. Weiterhin zeigt die
akute Inhibition der CaMKII mittels AIP und die damit verbunde Normalisierung des Ca**-
Einstroms, dass der erhdhter Ca®*-Einstrom (ber den L-Typ Ca”*-Kanal durch
Phosphorylierung der B,a- bzw. ai.-Untereinheit des L-Typ Ca**-Kanals durch die CaMKII5
hervorgerufen wird. Zusatzlich schlieRen die Ergebnisse eine vermehrte Expression des L-
Typ Ca*-Kanals im Rahmen der Herzinsuffizienz aus, da eine Erhéhung des Ca**-Einstroms
in diesem Fall nicht akut sowie vollstandig durch die Inhibition der CaMKII mittels AIP

normalisiert werden konnte.

Die genetische Inhibierung der CaMKIIdc hatte ebenfalls eine Normalisierung der Amplitude

des Ca**-Einstroms (iber den L-Typ Ca**-Kanal auf das Niveau der Kontrollgruppe zur Folge.

Diese Ergebnisse bekraftigen, dass die verstarkte Amplitude des Ca?®*-Einstroms uiber den L-
Typ Ca**-Kanal unter den im Mausmodell erzeugten Bedingungen hauptséchlich durch die
Phosphorylierung der B,a- bzw. a;.-Untereinheit des L-Typ Ca**-Kanals durch die CaMKII5c
hervorgerufen wird. Zusétzlich verdeutlichen die Ergebnisse, dass bei fehlender Expression
der CaMKIIdc und Herzinsuffizienz kein weiterer Einfluss auf den L-Typ Ca?*-Kanal seitens
eines anderen Proteins oder gar eines gesamten Signaltransduktionsweges besteht, da sich

in diesem Fall eine Veranderung des Ca®*-Einstroms eingestellt hétte.

Des Weiteren konnte keine Veranderung des Ca?-Einstroms bei der Kontrollgruppe der
Wildtyp-und der CaMKII-Knockout-Versuchstiere festgestellt werden. Im Gegensatz dazu
stehen die Ergebnisse von XU et al. (2010), die eine Erhéhung des Ca**-Einstroms {iber den

L-Typ Ca®*-Kanal bei CaMKII-Knockout-Versuchstieren feststellten.
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Zusatzlich wurde festgestellt, dass zwischen dem Ca**-Einstrom bei den sieben Tage nach
transverser Aortenkonstriktion gemessenen CaMKIIdc-Knockout Versuchstieren und mit AIP
gemessenen Wildtyp-Versuchstieren kein signifikanter Unterschied besteht, was die
vollstdndige Inhibierung der CaMKIl durch das AIP in den Wildtyp-Versuchstieren

verdeutlicht.

4.4 Ausblick und klinische Relevanz

Der Ca*-Einstrom iiber den kardialen L-Typ Ca?'-Kanal ist ein wichtiger Bestandteil der
elektromechanische Kopplung und spielt eine Rolle bei der Entstehung von Arrhythmien,
wenn es zu einer dauerhaften Aktivierung durch die CaMKIl im Rahmen der Herzinsuffizienz

kommt.

Die CaMKII moduliert den Ca?*-Einstrom uiber den L-Typ Ca®*-Kanal durch Phosphorylierung
der a.- und B,a-Untereinheit und bewirkt dadurch eine erhéhte Amplitude und wie WANG et
al. (2008) zeigten, eine verzdgerte Inaktivierung des Ca?*-Einstroms. Insgesamt fiihrt dies zu
einem vermehrten Ca*-Einstrom in die Zelle und zur Verlangerung des Aktionspotentials
(TOISCHER et al. 2010), was als ein proarrhythmogener Mechanismus etabliert ist.
TOISCHER et al. (2010) konnten zeigen, dass es in der nachlastinduzierten
Herzhypertrophie zur Aktionspotentialverlangerung kommt, welche interessanterweise
analog zur vorliegenden Arbeit durch CaMKII-Inhibition normalisiert werden konnte. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen somit darauf hin, dass es der CaMKII-regulierte
L-Typ Ca*-Einstrom sein kénnte, der maRgeblich zur Aktionspotentialverlangerung beitragt.
Dieser Mechanismus kdnnte mdglicherweise ein neuer Ansatz zur Arrhythmietherapie sein,
insbesondere bei Patienten, die eine erhthte Nachlast haben, zum Beispiel durch den

arteriellen Hypertonus oder die Aortenstenose.

Eine intrazellulare Calcium-Uberladung und damit verbundene Neigung zu spontaner Ca*'-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Reticulums fiihren zu Nachdepolarisationen.
Zudem koénnen verzogerte Nachdepolarisation durch Inhibition der CaMKII verhindert werden
(WU et al 1999a).

WU et al. (2002) wiesen die Entstehung von friilhen Nachdepolarisationen durch CaMKII-
abhangige Verstarkung des Ca?*-Einstroms iber den L-Typ Ca?*-Kanal in einem transgenen
Tiermodel mit Uberexpression der CaMKIl und damit verbundener Kkardialer Hypertrophie
nach. Diese Tierversuche wiesen eine Neigung zu ventrikularen Arrhythmien auf.
ANDERSON et al. (1998) sowie WU et al. (1999b) zeigten, dass friihe Nachdepolarisationen
durch Inhibition der CaMKIl verhindert werden konnten. Insgesamt wirken sowohl friihe

Nachdepolarisationen als auch verzégerte Nachdepolarisationen proarrhythmogen.
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Anhand dieser Ausfiihrungen zeigt sich, dass die Inhibition der CaMKIl ein
vielversprechender Ansatz in der Therapie der terminalen Herzinsuffizienz ist. In dieser
Dissertation konnte erarbeitet werden, dass die Inhibition der CaMKIl zu einer
Normalisierung des Ca**-Einstroms (iber den L-Typ Ca-Kanal fiihrt sowie dass die akute
Inhibition mittels AIP gleichwertig ist wie die fehlende Expression der CaMKII. Somit kann im
Tiermodell eine vollstandige und wirksame Inhibition der CaMKIl pharmakologisch erreicht

werden.
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5. Zusammenfassung

In den vergangenen Jahren nahm die Bedeutung der Herzinsuffizienz aufgrund ihrer
betrachtlichen epidemiologischen Relevanz als auch der fir das Gesundheitssystem
entstehenden Kosten erheblich zu. Durch intensive Forschung stellte sich mehr und mehr
heraus, dass die Ca?-/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il bei Herzinsuffizienz sowohl in
ihrer Aktivitat als auch ihrer Expression erhéht ist. Die bedeutende Rolle der Ca*'-
/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il in der Herzinsuffizienz gilt als gesichert, wobei ihre

funktionelle Rolle noch nicht abschlieRend geklart ist.

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass durch transverser Aortenkonstriktion eine
Hypertrophie des Herzens induziert werden kann und es zu einer Verstarkung des L-Typ

Ca?"-Stroms kommt.

AulRerdem konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl durch akute
Inhibition mittels AIP als auch durch Generierung eines genetischen Knockouts die Erhéhung
des Ca**-Einstroms iiber den L-Typ Ca**-Kanal in die Zelle auf das Kontrollniveau gesenkt
werden kann. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Erhéhung des Ca**-Einstroms

ber den L-Typ Ca**-Kanal entscheidend durch die CaMKII vermittelt wird.

Zusammenfassend erscheint die Inhibition der Ca?*-/Calmodulin-abhangige Proteinkinase II
bei Herzinsuffizienz als eine vielversprechende pharmakologische Therapieoption und

weiterfhrende Forschung lohnenswert.
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