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Einleitung

1 Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist zum heutigen Zeitpunkt eine der am weitesten verbreiteten kardia-
len Erkrankungen (McMurray und Stewart 2000; Mosterd und Hoes 2007) . Laut der
Framingham-Studie erkrankt einer von finf Menschen im Laufe seines Lebens an dieser
kardialen Erkrankung (Lloyd-Jones et al. 2002). Aufgrund des demographischen Wandels
wird langfristig die Inzidenz der Herzinsuffizienz noch weiter zunehmen, da die Erkrankung
gerade in hoherem Alter eine erhohte Pravalenz zeigt (McMurray und Stewart 2000;
Mosterd und Hoes 2007).

Die Grundlagenforschung der Herzinsuffizienz in den letzten Jahrzehnte zeigte, dass fur
die Pathogenese der Herzinsuffizienz unter anderem eine Fehlregulation des Kalziumstoff-
wechsels mitverantwortlich ist (Neef und Maier 2013). Ursachlich hierflr scheint vor allem
eine Stoérung der Kalziumspeicherung und -Freisetzung aus dem SR zu sein. Daruber hin-
aus scheint der Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase (CaMKIl) eine groRRere Be-
deutung in der Entstehung der ischamischen und dilatativen Kardiomyopathie zuzukom-
men (Fischer et al. 2013).

Im Rahmen der Herzinsuffzienz kann es sowohl durch ein fortschreitendes Pumpversagen
des Herzens, als auch durch das Auftreten von kardialen Arrhythmien zum Exitus letalis
kommen. Studien zeigten, dass in ca. 50% der Falle die Todesursache der Patienten mit
einer Herzinsuffizienz kardiale Arrhythmien waren (Packer 1985; Farr und Basson 2004).
Ein Zusammenhang zwischen Herzinsuffizienz und einer erhéhten Neigung zu kardialen
Arrhythmien konnte bereits an diversen Tiermodellen gezeigt werden (u.a. Wu et al. 2002;
Khoo et al. 2006, Wagner et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit war es das Ziel, zu untersuchen, ob in einem allgemein akzep-
tierten Herzinsuffizenz-Modell (Maier et al. 2003; Zhang et al. 2003) vermehrt kardiale
Arrhythmien vorliegen und die hierfur potentiell ursachlichen Mechanismen zu untersu-
chen.

In diesem Zusammenhang war es ein Ziel, eine Verbindung zwischen den Ergebnissen
auf zellularer Ebene elektrophysiologisch in vitro und dem Organ in vivo zu schaffen. Da-

bei wurden isolierte Kardiomyozyten aus herzinsuffizienten transgenen Tieren auf zellula-
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rer Ebene, und unter vergleichbaren Bedingungen, herzinsuffiziente Tiere mittels in vivo
EKG-Registrierungen untersucht.

In der Einleitung werden zunachst die Grundlagen der Herzmuskelzelle dargestellt. Wei-
terhin wird die Entstehung des Aktionspotentials beschrieben und der Begriff der elektro-
mechanischen Kopplung erlautert. Darauf folgt eine Beschreibung des Kalziumstoffwech-
sels und der CaMKII, sowie der physiologische Funktion der CaMKIl im Rahmen der elek-
tromechanischen Kopplung.

AbschlieRend wird der Zusammenhang der CaMKII-Uberexpression mit der Herzinsuffizi-

enz erortert.

1.1 Die Herzmuskelzelle

Der Herzmuskel besteht, wie alle anderen Muskeln, aus vielen spezialisierten quergestreif-
ten Muskelzellen, den sogenannten Kardiomyozyten. Die Zellmembran dieser wird als
Sarkolemm, das Zytoplasma als Sarkoplasma und das endoplasmatische Retikulum einer
jeden Herzmuskelzelle als sarkoplasmatisches Retikulum (SR) bezeichnet.

Jeder Muskel kann durch Verkirzung Kraft erzeugen. Dabei ist der Grundstein dieser
Funktion die Bewegung der sogenannten Myofilamente gegeneinander. Die Myofilamente
selbst sind Proteine, welche den Hauptbestandteil einer jeden Muskelzelle bilden.

Damit es jedoch zu einer gerichteten Erregungsausbreitung und somit regelhaften Kon-
traktion kommen kann, werden die Kardiomyozyten an den Glanzstreifen Uber gap
junctions untereinander zu einem ,funktionellem Synzytium“ zusammengeschlossen
(Junqueira und Carneiro 1998).

Das Sarkolemm enthalt transversale Einstulpungen die sogenannten T-Tubuli. Aufgrund
der tiefen Einstiilpungen der T-Tubuli kann das elektrische Signal, das Aktionspotential, in
kUrzester Zeit in einer Verkirzung der Sarkomere umgesetzt werden. Dies verdeutlicht die
enorme Bedeutung der T-Tubuli fur die elektromechanische Kopplung.

Anzumerken ist, dass die Kardiomyozyten, wie jede andere Zelle auch, noch eine Reihe
von Zellorganellen wie zum Beispiel Lysosomen, Mitochondrien, sowie verschiedenste
Proteine anderer Funktion enthalten, welche fur die Aufrechterhaltung der Zellphysiologie
unerlasslich sind, auf die jedoch in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen wird (Bers
2001).

10
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1.2 Die elektromechanische Kopplung am Herzen

Das Aktionspotential (AP) ist das elektrische Signal, welches entsteht, wenn eine Herz-
muskelzelle stimuliert wird. Der Zusammenhang zwischen der elektrischen Antwort der
Zelle, im engeren Sinne dem Aktionspotential, und der mechanischen Antwort der Kon-

traktion, wird als elektromechanische Kopplung bezeichnet.
1.2.1 Das ventrikulare Aktionspotential

Das Ruhemembranpotential von Kardomyozyten liegt bei ungefahr - 85 mV und entspricht
in etwa dem Kalium Gleichgewichtspotential. Wird eine Zelle elektrisch angeregt so veran-
dert sich das Membranpotential. Als Folge dieser Veranderung des Membranpotentials
entsteht ein Aktionspotential. Dieses wird am Herzen in Finf Phasen (siehe Abb. 1.1) ein-
geteilt (Couchonnal und Anderson 2008). In Phase 0 werden, sobald ein gewisses
Schwellenpotential Uberschritten ist, spannungsabhangige Natrium-Kanale geoffnet.
Aufgrund der hohen Differenz zwischen intra- und extrazellularer Natriumkonzentration,
kommt es zu einem schnellen Natriumeinwartsstrom (Iy.). Dieser fuhrt zu einer weiteren
Depolarisation der Membran. Dies zeigt sich in dem sogennanten ,Overshoot®, zu Beginn
des Aktionspotentials (Bers 2001). Diese Phase wird auch als Depolarisations- oder Auf-
strichphase bezeichnet. Als nachstes 6ffnen sich transiente auswartsgleichrichte Kalium-
kanale (,transient outward current®, l,). Die spannungabhangigen Natrium-Kanale (Ina.) hin-
gegen werden nach bzw. noch in Phase 0 inaktiv. Die Offnung der |, wird als Phase 1 des
Aktionspotentials bezeichnet, dabei kommt es zu einer kurzen Repolarisation, durch die
Inaktivierung der Iya.

In der darauf folgenden Phase 2 kommt es als Folge jener Veranderung des Membranpo-
tentials, zur Offnung spannungsabhangiger L-Typ-Kalziumkanale (sogenannte ,Dihydropy-
ridin“- (DHP-) Rezeptoren). Kalzium stromt entlang seines elektrochemischen Gradienten
in die Zelle ein (lca). Dabei ist die Triebkraft fur den Kalziumeinstrom geringer als die des
Natriums, folglich ist der Kalziumeinstrom langsamer und dauert langer an. In dieser Pha-
se des AP sind zugleich auswartsgerichtete delayed rectifier-Kaliumkanale (Iks und lx) ge-
offnet und halten sich mit dem Kalziumeinstrom die Waage.

Jenes Phanomen entspricht dem Aktionspotentialplateau von 200 - 400 ms, je nach Herz-

frequenz und Spezies.
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In enger raumlicher Lage zu den L-Typ Kalziumkanalen liegen die sogenannten
Ryanodin-Rezeptoren (RyR2), welche als Kalzium Freisetzungs-Kanale des sarkroplas-
matischen Retikulums (SR) fungieren. Diese Kanale werden durch das von auf3en einstro-
mende Kalzium aktiviert und gedffnet. Als Folge jener Offnung resultiert ein kalziumgetrig-
gerter Kalzium-Ausstrom aus dem SR (Birkeland et al. 2005, Fabiato A und Fabiato F
1975). Die Kalziumkonzentration der Zelle steigt von 100 nM auf Werte von ca. 1 mM
(Bers 2001), dieser Anstieg fuhrt zur Aktivierung des Kontraktionszyklus in der Zelle
(Blinks 1986).

Aktionspotential

12

o

-3

auswartsge richteter Kaliumstrom

einwartsgerichteter Kalziumstrom

einwartsgerichteter Natriumstrom

Abb. 1.1 Der Ablauf des Aktionspotentials in Phasen.

Modifiziert nach Couchonnal und Anderson, Seite 153.

Damit die intrazellulare Kalziumkonzentration absinkt sind vor allem zwei Vorgange in der
Herzmuskelzelle von Bedeutung. Durch eine in der Membran des SR befindliche,
ATP-getriebene Kalziumpumpe (SR Ca?*-ATPase oder SERCA2a) kommt es zur aktiven
Aufnahme von Ca?*-lonen in das SR.

Dieser aktive Vorgang hat eine rasche Abnahme der Kalziumkonzentration zur Folge. Zum
anderen wird Kalzium Uber die Zellmembran in den Extrazellularraum beférdert. Dies ge-
schieht durch eine Ca2*-ATPase und einen Austausch-Carrier innerhalb der Zellmembran,
den sogennanten Natrium/Kalzium- Austauscher (NCX).

Dieser transportiert drei Na*-lonen entlang ihres elektrochemischen Gefalles in die Zelle

und im Austausch ein Ca2*-lon aus der Zelle hinaus. Die Triebkraft fir den Natriumein-
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strom, ist die niedrigere intrazellulare Natriumkonzentration. Dieser Gradient wird durch
die membranstandige Na*/K*-ATPase aufgebaut, welcher zugleich den Motor des sekun-
dar aktiven Kalziumtransportes in den Extrazellularraum darstellt. Somit wird die intrazellu-
lare Kalziumkonzentration wieder auf lhren Ausgangswert von ungefahr 100 nM abge-
senkt. In dieser Phase des AP nimmt zudem der Kaliumausstrom uber die delayed
rectifier-Kaliumkanale aufgrund des elektrochemischen Gradienten zu. Dies entspricht der
Phase 3 des Aktionspotentials der Repolarisationsphase (siehe Abb. 1.1).

Als Folge dessen wird das Membranpotential wieder auf Ruhewerte von - 85 mV absinken
(siehe Abb. 1.2).

Um das Membranpotential, bis zur Auslésung des nachsten Aktionspotentials auf Ruheni-
veau zu halten, sind in der Phase 4, der Phase des Ruhemembranpotentials des Aktions-
potentials, einwarts gleichgerichtete Kaliumkanale (inward rectifier channels) aktiv (Birke-
land et al. 2005; Bers 2008).

Abb. 1.2 Die elektromechanische Kopplung am Herzen. Kasten: Aktionspotential (schwarz, AP) in Relation
zur intrazellularen Kalziumkonzentration (blau,[Cali), so wie die Kontraktion der Zelle (rot gestrichelt). Systo-
lischer Ca?*-Einstrom und die daraus resultierende Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung (rote Pfeile), als Antwort
auf die zellulare Erregung durch das Aktionspotential. Diastolischer Riicktransport des Ca?* ins SR (griine
Pfeile).

Modifziert nach Beers 2002, Seite 200.
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1.3 Der Kalziumstoffwechsel der Herzmuskelzelle

In diesem Abschnitt werden die zytoplasmatischen Strukturen sowie dessen Proteine und
Signalwege, welche zur Regulation des Kalziumhaushalts beitragen, naher erlautert. Die-
ses detaillierte Bild der Regulation des Kalziumhaushalts ist notwendig, da die Kalzium-
konzentration innerhalb der Zelle eine enorme Bedeutung fur die Kontraktion und
Relaxation der Herzmuskelzelle hat. Zusammengefasst gilt, dass Kalzium das Bindeglied
zwischen elektrischer Zellerregung und mechanischer Kontraktion der Zelle darstellt. Im
Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit sei darlber hinaus darauf hingewiesen, dass
ein insuffizienter Kalziumhaushalt, der sich zum Beispiel in Form eines sogenannten Kalzi-
umlecks zeigen kann (siehe unten) flir das Entstehen von kardialen Arrhythmien verant-
wortlich sein kann (Maier et al. 2003).

Eine irregulare diastolische Freisetzung von Kalzium aus dem SR kann somit zu unregel-
mafigen lonenverscheibungen bis hin zu kardialen Arrhythmien fuhren. Dieser Problema-

tik wird, unter anderem, in der vorliegenden Arbeit nachgegangen

1.3.1 Die SR Ca?*-Aufnahme: Das Phospholamban und die sarkloplasmatische
CaZ?*-ATPase (SERCA2a)

Das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) ist ein wichtiger Kalziumspeicher der Kardiomyo-
zyten. Die Kontraktionskraft des Myokards ist von der Menge des wahrend der Systole
freigesetztem Kalziums abhangig, dies korreliert wiederum mit der Menge des im SR ge-
speicherten Kalziums. Das SR stellt somit ein bedeutendes Zellorganell fur den myokar-
dialen Kontraktionszyklus und den kardialen Rhythmus dar. Es ermdglicht die Kalziumauf-
nahme wahrend der Diastole und dessen Freisetzung wahrend der Systole. Uber eine
aktive sarkloplasmatische Ca2*-ATPase (SERCAZ2a) in der Membran des SR werden
Ca?*-lonen in das SR befordert und in den terminalen Zisternen am luminalen Calseque-
strin gespeichert (Bers 2001). Das Phospholamban (PLB), ein kleines Homopentamer,
welches sich an der Membran des Sakroplasmatischen Retikulums befindet, reguliert wie-
derum die Aktivitat der SERCAZ2a. Jenes geschieht, indem es im dephosphorielierten (mo-
nomeren) Zustand die SERCA2a, durch Herabsetzen ihrer Kalziumaffinitat sowie Erho-
hung der mittleren effektiven Konzentration flr Kalzium, inhibiert (Bers 2001). Wird das

PLB phosphoryliert geht es in eine pentamere Struktur Gber, womit die Affinitat zum regu-
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lierendem Protein sinkt. Es kommt zur Abdissoziation des PLB von der SR Ca2*-ATPase

und folglich zur Aktivitatssteigerung der SERCAZ2a.

Die Phosphorylierung des Phospholamban kann Uber verschiedene Mechanismen und an
verschiedenen Stellen des Proteins erfolgen. Kommt es, zum Beispiel physiologischerwei-
se durch Katecholamine, zu einer R-adrenergen Stimulation, so wird PLB (an Serin-16)
durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert. Des Weiteren kann die
Phosphorylierung auch Uber die Ca?*/Phospholipid-abhangige Proteinkinase C am Se-
rin-10 und Uber die Ca?*-Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKIl) an Threonin-17
erfolgen (Haghighi et al. 2014). Dies ist entscheidend fur die Muskelrelaxation wahrend

der Diastole und fur die Bereitstellung von Kalzium in der Systole.

1.3.2 Die SR Ca?*-Ausschiittung: Ryanodin-Rezeptoren (RyR2)

Die Offnung der SR Ca?-Freisetzungskanale (RyR2) Kanale wird durch eine steigende in-
trazellulare Kalziumkonzentration bedingt. Dies ist eine Besonderheit der Herzmuskelzelle
und wird als ,Ca?*-induced Ca?*-release” bezeichnet (Fabiato 1983). Dafiir sind im We-
sentlichen die intrazellular gerichteten Kalzium-Kanale des L-Tubulus (sogenannte Kalzi-
umstrom oder ,ICa“) verantwortlich. Die aus der Offnung dieser Kanale resultierende er-
hohte Kalziumkonzentration aktiviert den Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) der Herzmuskelzel-
le. Dieser Rezeptor ist ein Uber Ryanodin hemmbarer, sowie durch Koffein aktivierbarer
Rezeptor, der die Aktivitat der Ca2*-Freisetzungskanale des L-Tubulus reguliert. Wie be-
reits oben erwahnt, kann es im Rahmen eines sogenannten ,leckenden®
Ryanodin-Rezeptors zur spontanen, proarrhythmischen Ausschittung von Kalzium kom-
men. Ein moglicher Ausléser solch eines SR Ca®*-Lecks stellt, neben einer intrazellularen
KalziumUberladung, auch eine Phosphorylierung der RyR2 an spezifischen Aminosauren
dar. Hauptverantwortlich scheinen hierfur Ser-2808 (PKA-Phosphorylierungsstelle) sowie
Ser-2814 (CaMKII-Phosphorylierungsstelle) zu sein (siehe unten).

Dabei ist in humanen Kardiomyozyten die Menge des aus dem SR freigesetzten Kalziums
weitaus groRer (60-70%) als die durch die L-Typ Ca?*-Kanale freigesetzte Menge (30-
40%), je nach Spezies und Herzfrequenz (Bers 2001; Maier et al. 2000). Anzumerken ist

jedoch, dass die Bedeutung des aus dem longitudinalem System freigesetzten Kalzium in
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Mausemyozyten, welche in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, mit 90 % des sy-

stolischen Kalziumaufstrichs weitaus groR3er ist, als in humanen Myozyten.

1.4 Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKiIl)

Die CaMK ist eine vom Kalzium/Calmodulin-Komplex abhangige multifunktionelle
Serin/Threonin Proteinkinase. Sie lasst sich unter anderem in Kardiomyozyten, aber auch
in Neuronen nachweisen. Von den vier verschiedene Isoformen der CaMK: I, Il, Ill und 1V,
wird in dieser Arbeit das Augenmerk auf die Isoform I, welche die vorherrschende Form
der CaMK in der Herzmuskelzelle ist, gelegt (Braun und Schulman 1995; Maier und Bers
2007).

1.4.1 Struktur und Aktivierung der CaMKII

Nach heutigen Wissensstand, wird die CaMKII von vier Genen kodiert: a, B, y und . Bei
der CaMKIId liegen wiederum zwei Splicevarianten vor. Die Splicevariante CaMKIlIdc als
zytosolische Variante, und die CaMKII6B, welche die Zellkernvariante der CaMKII darstellt
(Rokita und Anderson 2012).

Anzumerken ist, dass in Kardiomyozyten die Isoform CaMKI1d, die dominierende Form ist.
Ein CaMKII-Monomer, wovon sechs bis zwolIf das radartige Holoenzym der CaMKII bilden,
besteht aus jeweils drei Domanen.

Die carboxyterminalen Enden dienen der Oligomersation und Enzymassoziation und befin-
den sich im Zentrum des Holoenzyms. Die aminoterminale, katalytische Domane der
CaMKII ragt aus dem radartigen Holenzym nach auRRen. Zwischen diesen beiden Doma-
nen befindet sich der zentral-regulatorische Anteil des Enzyms, welcher einerseits die
Bindunsgsregion des Calmodulins beinhaltet als auch eine autoinhibitorische Funktion
ausubt (Erickson 2014).

Das Calmodulin, welches durch die Bindung von vier Kalziumionen, bei steigender intra-
zellularer Kalziumkonzentration aktiviert wird, interagiert in der Folge mit der regulatori-
schen Domane der CaMKII. Als Folge dieser Interaktion wird der autoinhibitorische Anteil
inaktiviert und die aulen liegende katalytische Domane erhalt Zugang zu den Zielprotei-

nen.
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Somit ist die Kinase aktiviert und kann wiederum uber die Phosphorylierung des
Threonin-287, der benachbarten CaMKII, diese in eine aktive Form Uberfuhren (Zhang und
Brown 2004; Mattiazzi et al. 2015).

Das bedeutet das Holenzym wird durch die benachbarten CaMKII autophosphoryliert. Dies
fuhrt zu einer ca. 700 fachen Affinitatssteigerung fur Calmodulin (Braun und Schulman
1995; Meyer et al. 1992) wodurch der Calmodulin-Kinase Komplex bis zur vollstandigen
Aktivierung des Enzyms erhalten bleibt (Maier und Bers 2002).

Parallel dazu kommt es am Threonin-287 zu einer Autophosphorylierung, welche dazu
fuhrt, dass eine 20-80-prozentige Aktivierung des Enzyms auch bei Abdiffusion des
Calmodulin noch gewahrleistet ist (Maier und Bers 2002) (siehe Abb. 1.3).

A katalytische Regulatorische Assoziationsdoméne
Domiine Domiéne
A

B

<

- B

< ‘ e .

-o-aB &b <D BT <> i
Autoinhibition Ca?- abhingige Autophosphorylierung Aktivitit duch

Aktivierung Phosphorylierung

Abb.1.3 Struktur und Aktivierung der CaMKIl.

A: Das Monomer, welches aus drei Doméanen besteht: Die carboxyterminalen Enden (griiner Kreis), dienen
der Oligomerisation und bilden das radartige Holoenzym.

B: An der zentral-regulatorischen Domane bindet Ca/CaM (Calmodulin) und aktiviert die CaMKII. An Thr-287
erfolgt durch Autophosphorylierung benachbarter CaMKII-Monomere eine Aktivierung, welche eine 20-80-
prozentige Aktivitat bei Abdiffusion von Ca/CaM gewahrleistet.

Modifiziert nach Couchonnal und Anderson, 2008.
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Neuere Ergebnisse zeigen aullerdem, dass die CaMKIl an zwei Aminosauren in der regu-
latorischen Domane oxidiert und somit gleichfalls aktiviert werden kann (Erickson 2014).
Aulerdem kommt es im Zusammenhang mit akuten Hyperglykamien zu einer O-Glykosi-
lierung an SER-279, welche zu einer Ca*-Unabhangige Aktivierung der CaMKII fiihrt
(Erickson et al. 2013).

Eine weitere mogliche Ca?-Unabhéngige Aktivierung der CaMKIl erfolgt durch eine NO
vermittelte Nitrosylierung im Rahmen einer [3-adrenegen Stimulation (Gutierrez et al. 2013)
(siehe Abb. 1.4).

|regulatorische Domine |

Assoziationsdomine

Autoinhibition

ﬁi katalytische Domine

+Ca**/CaM
CaM

Direkte
Aktivierung

P Zielprotein

+ATP
+H,0,
+0-GlcNAc
+NO

Autonome
Aktivierung '

Abb. 1.4 Ubersicht der CaMKII-Aktivierung.
Modifiziert nach Erickson, 2014.

1.4.2 Inaktivierung der CaMKiII

Physiologischerweise wird die CaMKIl durch Dephosphorylierung deaktiviert. Dies ge-
schieht durch diverse Phosphatasen (Zhang und Brown 2004).
Des weiteren gibt es die Mdglichkeit, die Aktivitat des Enzyms wie in der vorliegenden Ar-

beit, durch diverse Pharmaka zu unterbinden.
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Hierbei verwendeten wir fur die Patch-Clamp Untersuchungen den spezifischen
CaMKII-Inhibitor AIP (autocamtide-2-related inhibitory Peptide P).

Ein Peptid, welches zwar die CaMKII-Aktivitat unterbindet jedoch keinen Einfluss auf wei-
tere Enzyme zu haben scheint. Zudem ist die inhibitorische Potenz des AIP unabhangig
vom Kalzium/Calmodulin-Komplex (Ishida et al. 1995).

In den EKG-Registrierungen verwendeten wir ein Methoxybenzenesulfonamid, KN-93.
Dieses wirkt jedoch im Gegensatz zu AIP Kalzium-Calmodulin-abhangig, indem es als
kompetitiver Antagonist an der regulatorischen Domane der CaMKII fungiert.

Jedoch konnten Studien zeigen, dass es zu einer suffizienten Inhibition der CaMKII fuhrt
(Maier und Bers 2002) und somit die Wirkung der CaMKII auf pathophysiologische Me-

chanismen unterbunden werden konnte (Anderson et al. 1998).

1.5 Pathophysiologische Vorgange bei Herzhypertrophie und

Herzinsuffizienz im Zusammenhang mit der CaMKIlI

Die kontraktile Dysfunktion, bedingt durch die Uberexpression der CaMKII&c, fiihrt zu einer
enormen kardialen Dilatation mit der Folge der Herzinsuffizienz (Zhang et al. 2003).
Weitere Arbeiten zeigten erganzend, dass nicht nur die Uberexpression der zytosolischen
Variante, sondern auch die Uberexpression der nukledren CaMKII8B zu einer, nicht ganz
so starken, aber dennoch vorhandenen kardialen Dilatation fuhrte (Zhang et al. 2002).
Diese Arbeiten widerlegten die urspruingliche These von Hoch et al. (1999) und Kirchhefer
et al. (1999), welche davon ausgingen, dass die Herzinsuffizienz per se zu einer erhdhten
CaMKII Aktivitat und Expression fihrt.

Die Autoren dieser Arbeiten stitzten dabei ihre Vermutung darauf, dass die kontraktile
Dysfunktion der Myozyten mit der Expression der CaMKII positiv korrelierte. Wie bereits im
vorherigen Abschnitt erwahnt zeigten jedoch Maier et al. (2003), dass die erhéhte CaMKII
Expression und Aktivitat zu einer Hyperphosphorylierung des RyR2 flhrt, welche wieder-
um in einem CaMKIlI-abhéngigem Ca?*-Leck des SR resultiert. Dieser Kalziumverlust flhrt
im weiteren Kontraktionszyklus zu einem vermindertem Ca?*-Transienten und folglich zu
einer verminderten Kontraktionskraft, welche sich letztendlich in einer kontraktilen

Dysfunktion und somit in der Herzinsuffizienz auf3ert (Maier et al. 2003).
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Die Herzinsuffizienz der transgenen CaMKII-Uberexprimierenden Tiere, zeigte sich nicht
nur auf zellulare Ebene, sondern auch am ganzen Organ, im Sinne einer kardialen Hyper-
trophie. Es konnte gezeigt werden, dass in den transgenen Tieren (TG) , der
Herz- zu Kdrpergewicht - Quotient fast doppelt so gro3 war wie in gleichaltrigen wildtyp
Tieren (WT), damit kann dieser Quotient als Mal} fur die Herzinsuffizienz herangezogen
werden (Maier et al. 2003; Zhang et al. 2003, siehe Abb. 1.5).

WT TG 6 Wochen alt TG 13 Wochen alt

Abb. 1.5 Vergleich von WT und TG Herzen bei CaMKII5c Uberexpression.
Modifiziert nach Zhang et al. , 2002

1.6 Der Einfluss der CaMKII auf die elektromechanische Kopplung

Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwahnt wird die CaMKII als Folge der steigenden in-
trazellularen Kalziumkonzentration aktiviert. Somit kann sie wiederum, in ihrer aktiven
Form, weitere Proteine durch Phosphorylierung in lhrer Aktivitdt modulieren (Hook und
Means 2001).

Zudem wurde gezeigt, dass die CaMKII direkt die transsarkolemmalen L-Typ Ca?*-Kanale
(Kohlhaas et al. 2006; Mattiazzi et al. 2015), sowie den Ryanodin-Rezeptor (Currie et al.
2004; Kohlhaas et al. 2006; Maier et al. 2003; Mattiazzi et al. 2015), aber auch die
SERCA2a Uber PLB (Desantiago et al. 2002; Vincent et al. 2014) durch Phosphorylierung
moduliert.

Im transgenen CaMKII Uberexprimierenden Tiermodell, welches fur die vorliegende Arbeit
verwendet wurde, fihrt die CaMKII zu einer Hyperphosphorylierung des RyR2.

Folglich kommt es zu einer vermehrten Offnung des RyR2, sowie einem vermehrten

Kalziumverlust aus dem SR wahrend der Diastole (siehe Abb. 1.6).
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Zusammenfassend bewirkt die Uberexpression der CaMKII. Ein Ca2*-Leck des SR und
somit eine kontraktilen Dysfunktion, da wahrend der Systole weniger Kalzium fur den Kon-
traktionszyklus bereit steht (Maier et al. 2003). Ob selbiges Kalziumleck allerdings auch
proarrhythmogen wirken kdnnte, ist bislang unklar und Gegenstand der vorliegenden Un-

tersuchung.

T-Tubulus

Abb. 1.6 Die elektromechanischen Kopplung in Zusammenhang mit der CaMKIlIdc:
Die CaMKIldc, wird durch den Anstieg der zytosolischen [Ca]i aktiviert. Diese phosphoryliert in der aktiven
Form ihre Zielproteine (hellblaue Pfeile). Als Folge wird der intrazellulérer

Kalziumstoffwechsel beeinflusst. Modifiziert nach Maier und Bers 2007.

1.7 Das Aktionspotential im Zusammenhang mit der CaMKII

Zusammenfassend gilt, dass die CaMKII durch ihre Aktivitat zu einem gesteigerten trans-
membrandsem Kalziumeinstrom (Kohlhaas et al. 2006) fuhrt, folglich nimmt die intrazellu-
lare Kalziumkonzentration zu. Als Folge dessen ergibt sich eine erhohte kalziuminduzierte
Kalziumfreisetzung aus dem SR, welche in einer Zunahme der Aktionspotentialdauer miin-
det. Unter physiologischen Bedingungen, wird die Amplitude des peak Ina, zu einem Pro-
zent durch den spaten Natriumeinstrom (late Ina) gebildet. Durch die CaMKIl kommt es zu
einer Erhdhung dieses Anteils (Wagner et al. 2006). Weiterfihrende Arbeiten konnten zei-
gen, dass im Rahmen von patholgischen Prozessen, wie zum Beispiel myokardialen

Ischamien der Anteil des late Ina bis zu 5 % des Aktionspotentialauftsrichs ausmacht. Als
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Folge kommt es zu einer erhohten NatriumUberladung der Zelle, mit dem Resultat einer
elektrischen Instabilitat und Zunahme der Aktionspotentialdauer (APD) (Sossalla et al.
2008). Durch die erhéhte CaMKII-Aktivitat kommt es zu einer Reduktion der auswartsge-
richteten Kaliumstrome. Bei mangelnder Kompensiationsmaoglichkeit ist das Resultat eine
positive Ladungsverschiebung in den intrazellularraum (Maier et al. 2003; Wu et al. 2002).
Die erhdhte CaMKII-Aktivitat und die Verlangerung der Aktionpotentialdauer wirken sich
als pradisponierende Faktoren fur die Entstehung von spaten Nachdepolarisationen (DAD)
und frihen Nachdepolarisationen (EAD) aus (Anderson et al. 1998). Der genaue Patho-
mechanismus hierfur ist bislang noch nicht geklart. Es wird diskutiert, ob fur die frihen
Nachdepolarisationen, der spate Natriumstrom (Burashnikov und Antzelevitch 2006;
Undrovinas et al. 2006) verantwortlich ist oder ob es im Rahmen des verlangerten Aktions-
potentials zu einer Reaktivierung des Kalziumeinstroms kommt (Wu et al. 1999; Wu et al.
2002; Zeng und Rudy 1995).

Als frihe Nachdepolarisationen gelten dabei Oszillationen im Membranpotential der Zelle,
welche in der Repolarisationsphase auftreten, die APD verlangern und kein neues Akti-
onspotential hervorrufen (Burashnikov und Antzelevitch 2006). Nach Uberschreitung eines
gewissen Schwellenwerts in der Repolarisationsphase des Aktionspotentials wird ein wei-
teres Aktionspotential ausgeldst, dieses wird als spates Aktionspotential (DAD) bezeich-
net. Hierzu fihren spontane Kalziumfreisetzungen aus dem SR, welche in einer Aktivie-
rung des Natrium-Kalziumaustauschers resultieren und in einem Natriumeinstrom in die
Zelle munden (Bers 2002). Diese spaten Nachdepolarisationen entsprechen Extrasystolen
im Elektrokardiogramm, welche wiederum ein pradisponierender Faktor fur kardiale Ar-

rhythmien sein kénnten (Burashnikov und Antzelevitch 2006, siehe Abb. 1.7).

Membranpotenial in mV

Zeit

Abb. 1.7 Frihe Nachdepolarisation (EAD) und spate Nachdepolarisation (DAD).
Modifiziert nach Bers 2001, Seite 98.
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1.8 Zielsetzung und Fragestellungen

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Bedeutung der CaMKIIdc fur die Entstehung von
Nachdepolarisationen in vivo und ventrikularen Arrhythmien in vitro im
Herzinsuffzienzmodell zu untersuchen. Zusatzlich ist es von besonderem Interesse, ob

eine CaMKIllI-Inhibition zu einem Ruckgang madglicher proarrhythmogener Ereignisse fuhrt.

Entsprechend wurden in allen Versuchsreihen transgene Tiere mit einer chronischen
CaMKII&c Uberexpression und folgender Herzinsuffizienz verwendet, die mit gleichaltrigen

gesunden wildtyp Tieren verglichen.

Es ergeben sich somit folgende Fragestellungen:

Chronische CaMKII5dc-Uberexpression im transgenen Mausmodell in vitro:

1. Gibt es einen Einfluss der transgenen CaMKII8c-Uberexpression im herzinsuffizien-
ten Mausmodell auf das Aktionspotential?

2. Sind die Veranderungen des Aktionspotentials CaMKIl-abhangig?

3. Lasst sich durch eine Inhibition der CaMKII die Aktionspotentialmorphologie norma-

lisieren?

Chronische CaMKII&c-Uberexpression im transgenen Mausmodell in vivo:
1. Gibt es einen Einfluss einer transgenen CaMKII8c-Uberexpression im herzinsuffizi-

enten Mausmodell auf die Haufigkeit von ventrikularen Arrhythmien?
2. Sind diese Arrhythmien CaMKII-abhangig?

3. Lasst sich durch eine CaMKII-Blockade dieser Effekt riickgéangig machen?
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2 Methoden

2.1 Herzmuskelzellisolation

2.1.1 Isolation von Herzmuskelzellen aus Mauseherzen

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden genehmigt (Aktenzeichen Az 33.9.42502-
04/088/06+ T15.06, Bezirksregierung Braunschweig) und sind unter Berticksichtigung des
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publikationsnummer 85-23,
1996 Uberarbeitet) durchgefuhrt worden.

In den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Tierexperimenten wurden WT und TG
CaMKII&c Mause verwendet.

Die transgenen Tiere Uberexprimierten die zytosolische Splicevariante der CaMKIldc
(Zhang et al. 2002; Maier et al. 2003; Wagner et al. 2006).

2.1.2 Versuchsaufbau zur Isolation von Kardiomyozyten aus Mausemyokard

Die Mauseherz-lsolation erfolgte an einer Perfusionsanlage nach Langendorff
(Langendorff 1895).

Um optimale Bedingungen fur das Verdauungsenzym sowie maoglichst physiologische Vor-
raussetzungen fur die koronare Perfusion zu erzeugen, wurde die Anlage vor Versuchsbe-
ginn zweimal mit der Isolationslésung (siehe Tab. 2.1) gespult und mithilfe eines Warme-
bades auf 37°C erwarmt. Die Praparierschale wurde anschlieRend mit 8 ml, die Isolations-
einrichtung mit 50 ml der Isolationslosung gefullt. Mithilfe einer gewichtsadaptierten Menge
des Narkotikums Isofluran (500-900 pl = 20 pl/g/KG, Eurim-Pharma Arzneimittel GmbH,
Deutschland) konnte das Versuchstier in einer luftdichten Kammer narkotisiert und an-
schlieBend durch einen zlgigen Genickbruch schmerzlos getétet werden. Darauffolgend

wurde der Thorax eroffnet und das Herz nach Absetzen der Gefalle entnommen und so-
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fort gewogen. Unter einem binokularen Mikroskop, wurde nach Darstellung der Aorta,
diese retrograd kandaliert.

Zur Fixierung der Hauptschlagader an der Kanlle wurde eine Bulldog-Klemme (FST #
18055-05 von Fine Science Tools) sowie ein 3,0 Polyesterfaden (Mersilene EH6483) ver-

wendet.

Abb. 2.1 Fixierung des Herzens an der Kanile mithilfe der Bulldog-Klemme.

Anschlieend konnte das isolierte Herz mit einer kalziumfreien Tyrode-L6sung (siehe Tab.
2.1) retrograd perfundiert werden. Dieser Schritt diente der Entfernung des noch in den
Koronararterien verbliebenen Blutes.

Im nachsten Schritt sollte die extrazellulare Matrix aufgeldst werden, um die einzelnen Zel -
len aus lhrem Synzytium zu I6sen. Im Rahmen dessen wurde das Herz erneut retrograd
perfundiert. Die Perfusion erfolgte mit einer Tyrode-Lésung mit einer herzgewichtadaptier-
ten Menge des Verdauungsenzyms Liberase (7,5 mg/ml Liberase 1, Roche Diagnostik,
Mannheim, Germany), Trypsin 0,6 % und 0,125 nM CaCl; (siehe Tab. 2.1).

Als Ergebnis des erfolgreichen Verdauungsvorgangs wurde das Herz transparenter und
nahm an Volumen zu. Ursachlich hierfur ist die Auflésung der extrazellularen Matrix.

Als Folge zeigte sich eine Beschleunigung der Perfusionsgeschwindigkeit, bis nach ca. 9
Minuten das Herz abgehangt und zerkleinert werden konnte. Anschlielend wurde das

Herz zerschnitten und in der Verdauungslésung belassen. Nach weiteren 5 Minuten konn-
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te das nun in seine zellularen Bestandteile aufgeloste Mauseherz durch einen Filter gege-
ben werden (Nylongaze Porendurchmesser von 200 ym) um die gréberen Uberstande zu
trennen und in ein 50 ml Falcon Réhrchen Uberfuhrt werden. Nachdem sich die Kardio-
myozyten am Boden des Réhrchens abgesetzt hatten, konnte der Uberstand der Verdau-
ungslosung abgetragen werden und der Kalziumaufbau schrittweise stattfinden.

Dabei wurde die Kalziumkonzentration der Zellldsung in vier Schritten mit jeweils 7 min In-
kubationszeit, von 0,125 mM uber 0,25 mM und 0,5 mM auf

1 mM [Ca)i erhdht. Die daraus entstandene Zellsuspension war nun bereit fur die Mes-

sung.

2.1.3 Erhebung biometrischer Daten

Nach der Isolation des Herzens wurde mithilfe einer Feinwaage (Sartorius) das Herzge-
wicht (in mg) bestimmt. Aus dem Kadavergewicht des Tieres, welches zum Herzgewicht
addiert wurde ergab sich das Korpergewicht. Somit konnte hieraus das Herz-zu Korperge -
wicht Verhaltnis des Versuchtieres bestimmt werden.

Das Herz-zu Koérpergewicht Verhaltnis der Mause, diente als Mal} des herzinsuffzinezas-
sozierten Remodellings, das mit einer Gewichtszunahme des erkrankten Herzens einher-
geht. Im Rahmen dieser Arbeit sollten TG CaMKIldc Mause untersucht werden, die ein er-

hdhtes Herz-zu Korpergewicht Verhaltnis als Ausdruck der Herzinsuffizienz vorwiesen.

Formel 2.1 Herzgewicht zu Kérpergewicht (mg/g)= Herzgewicht(mg) : (Kadavergewicht(g)+Herzgewicht(g))
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2.2 Messung von Aktionspotentialen an isolierten Kardiomyozyten

mittels Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ermoglicht es, Strome Uber die Membran intakter Zellen hinweg
zu messen. Neher und Sakmann haben diese Technik auf dem heutigen Stand weiterent-

wickelt.

2.2.1 Zum Prinzip der Whole-cell Voltage-Clamp-Technik

Die Aktivitat von lonenkanalen in der Zellmembran flhrt zu elektrischen Impulsen (Stro-
men und Spannungen), die mittels der Patch-Clamp-Technik gemessen werden kdnnen.
Dazu wird eine feine Glaspipette mit einem Uberdruck direkt an die Zelle herangefihrt. Im
Anschluss wird durch einen negativen Druck an der Pipette ein kleines Membranstick
(Patch) aus der Zellmembran angesaugt. Dabei muss der Widerstand, den die Glaspipette
mit der Zellmembran bildet, im Gigaohm-Bereich liegen (Hamill et. al 1981). Das so ent-
standene ,Giga-Seal” (aus dem englischen seal = Dichtung) fihrt wiederum dazu, dass
einzelne Kanale abgeschirmt werden kdnnen (on-cell-Konfiguration). Durch weiteres An-
saugen der Membran wird jenes Areal aus der Zelle entfernt (,rupture®). Es entsteht damit
eine Verbindung zwischen Pipette und Zellinnerem: die whole-cell-Konfiguration. Der Intra-
zellularraum und das Pipetteninnere bilden eine Einheit, welche durch einen sehr hohen
Abdichtungswiderstand von der AulRenldsung (Badldsung) isoliert ist. Dieses ermdglicht
es, die transmembranése Spannung (current-clamp-Konfiguration) beziehungweise Stro-

me (voltage-clamp-Konfiguration) uber die Zellmembran hinweg zu messen.

2.2.2 Elektrophysiologische Messung von Aktionspotentialen mittels
Patch-Clamp-Technik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Spannungen, sogenannte Aktionspotentiale,
unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik gemessen und aufgezeichnet.

Um unerwiinschte Bewegungen der Pipette zu verhindern, war ein schwingungsgedampf-
ter Tisch notwendig. Auf diesem befand sich ein inverses Mikroskop (Nikon Eclipse, To-

kyo), welches von einem geerdeten Faraday'schen Kafig umgeben war. Dieser Kafig ver-

27



Methoden

hinderte, dass elektromagnetische Schwingungen die Messungen beeintrachtigten. Des
Weiteren gehorte ein Verstarker (EPC 10 von HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH) zum
Messplatz. Dieser Verstarker bestand aus einem Vorverstarker, welcher die Spannung re-
gistrierte und zudem als Erdung der Badelektrode fungierte. Der Verstarker beinhaltete
gleichzeitig einen Hauptverstarker, der die Signale, die vom Vorverstarker ausgingen,
nochmals filterte und verstarkte.

Darlber hinaus bildete der Hauptverstarker die Verbindung zum PC. Dies beinhaltete den
AD/DA Wandler, der die analogen Signale in digitale umwandelte, sowie die Steuer- und
Stimulationseinheit.

Damit konnte eine Verbindung zwischen Computer und Verstarker hergestellt werden. Die
Verbindung zwischen Vorverstarker und Pipette wurde durch den Pipettenhalter, in wel-
chem sich ein chlorierter Silberdraht befand, hergestellt.

Ein Mikromanipulator diente zur Steuerung dieser Pipette und wurde Uber den Rechner
gesteuert, dies erfolgte mit Hilfe der Software POS2.1 und der Steuereinheit MIM4 von
HEKA Elektronics.

Der PC diente, sowohl der Steuerung der Pipette, als auch der Datenaufnahme und Spei-
cherung. Dabei wurde das HEKA EPC 10 Patch-Clamp-Setup (Heka Electronics Inc.,
Lambrecht, Germany) als Datenverarbeitende Software verwendet. Die Datenspeicherung
erfolgte mittels des Programms PATCHMASTER 2.0 von HEKA Elektronics.

Die Pipetten wurden mit einem Pipetten-Puller (DMZ Universal Puller, Zeitz Puller GmbH,
Muanchen) aus Glasfilamenten (350 pcs. borosilicate glass capillaries,1.2 mm O.D. X 0.94
mm |.D., World Precision Instruments, Sarasota, USA) vor jedem Versuch in ihre Form ge-
zogen (,pulling®). Zu beachten war es hierbei einen mdglichst optimalen Pipettenwider-
stand von ca. 3 MQ durch die Form der Pipette zu erlangen. Unmittelbar vor Benutzung
wurden die Pipetten mittels Einfullhilfen (Microfil / World Precision Instruments Inc., Sara-
sota, USA) mit zusatzlichem vorgeschalteten Filter (Filtropur / Sarstedt AG, Porengrdlie
0,2 um) befullt. Dies diente der Vermeidung von Verschmutzungen und Verstopfen der Pi-
pette.

Um Messungen bei 37 °C durchzufuhren bestand der Messplatz zusatzlich aus einer Hei-

zung, die gleichzeitig als Zulauf fur die verschiedenen Losungen fungierte.
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2.2.3 Versuchsdurchfiihrung und Versuchsprotokoll

Auf Superperfusionskammern, deren Glasboden zur Zellfixierung mit 1-2 pl des Proteins
Laminin (Gibco, Grand Island, NY) benetzt wurde, wurden ca. 500 ul der Zellésung
ausplatiert. Nach 15 Minuten Adhasionszeit im Inkubations-schrank (37°C bei 5% CO>),
wurde die Kammer in die Halterung auf dem Objektisch des Mikroskops eingesetzt. Die
Heizung, sowie die Absaugung wurden auf der Kammer justiert (sieche Abb. 2.2). Der
Zulauf mit der Superperfusionslosung (siehe Tab. 2.2.1) stellte den ersten Schritt des
Messprotokolls dar. Nach 10 Minuten war gewahrleistet, dass der nicht fixierte
Zelluberstand ausgewaschen war und die Messung begonnen werden konnte.

Die Badelektrode wurde hierfir an einer beliebigen Seite der Kammer in die Ldsung

getaucht und fixiert.

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der elektrophysiologischen Messung:

Kammer (2) mit beheiztem Zulauf (3) und Absaugung (1), Uber diese wird die Lésung zugefiihrt und abge-
saugt, so dass eine Superperfusion entsteht. Desweiteren Pipette mit chloriertem Silberdraht (4) und Bad-
elektrode (5).

Als nachstes wurde die Pipette mit der Pipettenlosung (siehe Tab. 2.2.2) befllt und fest in
die Halterung eingespannt. Um ein kontinuierliches Austreten der Pipettenlosung gewahr-
leisten zu kdnnen, sowie ein Verstopfen der Pipettendffnung zu vermeiden, wurde ein ge-
ringer Uberdruck auf die Pipette gegeben.

Mithilfe des Mikromanipulators wurde die Pipette in die Badldsung getaucht und der initiale
Pipettenwiderstand bestimmt.

Unter Sichtkontrolle wurde nun die Spitze an die gewunschte Kardiomyozyte herangefah-

ren. Diese Bewegung musste unmittelbar vor der Zelle gestoppt werden. Die weitere An-
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naherung an die Zielzelle erfolgte ab diesem Zeitpunkt unter Kontrolle des Messsignals.
Durch weiteres Heranfahren an die Zelloberflache erhdhte sich der Pipettenwiederstand
am Bildschirm. Durch Ablassen des Uberdruckes konnte das Gigaseal erzeugt werden.
Auf dem Bildschirm ergab sich als Resultat eine gerade Stromlinie, mit kleinen kapazitiven
Artefakten am Anfang und am Ende. Um diese Artefakte auszugleichen wurde in den on-
cell-Modus gewechselt. Um das Potential der ganzen Zelle abzuleiten musste ein leichter,
ruckartiger Unterdruck an der Pipette erfolgen.

Damit das Signal auch weiterhin korrekt abgeleitet wurde, war es jetzt von Néten, in den
whole-cell Modus zu wechseln.

Nach ungefahr drei Minuten, in denen ein ausreichender Austausch zwischen Pipettenflis -
sigkeit und Zytoplasma stattfand, konnte die Messung der Aktionspotentiale beginnen.
Dabei war es erforderlich, in den current-clamp Modus zu wechseln. In diesem Modus
konnte der Strom vorgegeben werden, so dass das Membranpotential bei allen Myozyten
in ungefahr dem gleichen Bereich (ca. -70 mV) lag.

Im Rahmen des Versuchsprotokolls wurden Aktionspotentiale bei 0,5 und 1 Hz gemessen.
Dabei musste ein Stimulationsimpuls, mit einer je nach Zelle variablen Amplitude und Dau-
er, generiert werden.

Es erfolgte jeweils die Aufzeichnung von 10 Aktionspotentialen in einer Messreihe an ein
und derselben Zelle. Infolge dessen, durfte es wahrend eines Messzyklus zu keiner Mani-
pulation bei der Stimulation oder an der Zelle selbst kommen.

Nach erfolgreicher Messung der Aktionspotentiale unter Normalbedingungen (Messlosung
ohne Zusatze) konnte daraufhin ein Messzyklus mit einer Messlosung mit Isoproterenol
(ISO) (siehe Tab. 2.2.1) erfolgen.

Hierzu wurde die Superfusion Normaltyrode beendet und durch eine Superfusion mit der
Isoproterenol-Losung ersetzt. Bei diesem Schritt waren 5 Minuten Inkubationszeit notwen-
dig um einen langsamen aber vollstandigen Austausch der Losung sicherzustellen. Nach
erfolgreichem Austausch der die Zelle umgebenden Lésung, konnte an der gleichen Zelle
ohne jegliche Manipulation am System, erneut Aktionspotentiale bei 0,5 und 1 Hz gemes-
sen werden.

Wichtig war es, bei der Messung unter Verwendung der Isoproterenol- Losung, dass die
Tyrode-Lésung vor Lichteinfluss geschuitzt wurde, da die in der Losung befindliche Ascor-

binsdure durch das Licht zerfallen und die Tyrode-Losung unbrauchbar gemacht hatte.
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Aufgrund dieser Tatsache fanden alle Messungen unter Verwendung der Isoproterenol-L6-
sung in einem abgedunkelten Raum bei Rotlicht statt.

Die Messung der Aktionspotentiale mit dem CaMKII-Inhibitor AIP musste jeweils an einer
neuen Zelle durchgeflihrt werden, da sich das AIP in der Pipettenlésung befand. Auch hier

erfolgte die Versuchsdurchfuhrung wie oben mit der Normaltyrode-Lésung beschrieben.

2.3 Datenauswertung

Die Verarbeitung der gemessenen Aktionspotentiale erfolgte zunachst direkt an der Mess-
anlage.

Die Daten wurden gesichtet und verwertbare Messungen ausgewahlt, dies erfolgte mit
dem schon zur Datenaufnahme verwendetem Programm. Die Messdaten wurden weiter,
mit Hilfe eines zusatzlichen Programms (ABF File Utility v2.1.75 by Justin Lee) konvertiert,
so dass diese nun in einer Excel-Datei dargestellt und gespeichert werden konnten.

Des Weiteren wurden die Aktionspotentiale durch das Programm gemittelt. Der Mittelwert,
der ein durchschnittliches Aktionspotential der Zelle darstellte, wurde in eine weitere Ex-
cel-Datei Uberflhrt. In dieser war es nun moglich alle Zeit- und Amplituden-Werte abzule-
sen.

Erneute Deplolarisationen des Membranpotentials, welche mindestens 10 % der Aktions-
potentialgesamtamplitude erreichte und noch vor Ende der vollstandigen Repolarisation
auftraten, wurden als EADs gewertet.

Entstand eine erneute Depolarisation hingegen nach vollstandiger Repolarisation und es
entstand hieraus ein erneutes, spontanes Aktionspotential, so wurde dies als DAD gewer-
tet.

2.4 EKG Messungen in vivo

Die in vivo Ableitungen der Mause-EKGs erfolgten in Kooperation mit der AG von Prof. Dr.
med. Sebastian Maier am Universitatsklinikum in Wirzburg. Es handelte sich dabei um
eine Methode zur Ableitung eines EKGs, im Rahmen derer ausschlieBlich TG Mause ver-
wendet wurden. Selbige wurden zunachst mit einer korpergewichtsadaptierten Menge ei-
ner 2,5 prozentigen Avertinldsung narkotisiert. Nach Uberpriifung der Reflexlosigkeit als

Zeichen der suffizienten Narkotisierung wurden zwei kleine Nadeln (Octopolar EP Cathe-
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ter 1.1F, Scisense), die mit zwei zu einem Spannungsdetektor (Powerlab 16/30; AD Instru-
ments ) fUhrenden Kabeln verbunden waren, in Hohe der linken bzw. rechten Axilla der
Mause vorsichtig subkutan platziert. Mittels eines Konvertierungsprogrammes (Chart
7.3.1, ADInstruments) lieRen sich die so gewonnenen Signale dann auf einem Computer
als Spannungen und somit als EKG-Signal (einem Aquivalent der 1. Ableitung im Stan-
dard-EKG) darstellen. In der Folge wurde dann ein ,Ruhe-EKG" abgeleitet, welches fur
mindestens 5 Minuten aufgezeichnet wurde.

Anschlieftend wurde den Mausen 2 mg/kg/KG ISO i.p. (intraperitoneal) gespritzt (gegebe-
nenfalls unter vorheriger intraperitonealer Injektion des CaMKII-Inhibitors KN-93 bzw. des-
sen inaktiver Kontrollsubstanz KN-92 (je 20 umol/L/kg)). Das EKG wurde dann fur weitere
20 Minuten aufgezeichnet und im Anschluss hinsichtlich etwaiger Arrhythmien in den
Gruppen ausgewertet. Es gilt zu betonen, dass die Untersuchungen mit den CaMKII-Inhi-
bitoren jeweils nach einer 24h-stundigen Ruhephase, in denen sich die Mause von der
vorherigen Untersuchung erholen konnten, an derselben Maus durchgefuhrt wurden, so-

dass die Wirkung des CaMKII-Inhibitors direkt an einer Maus demonstriert werden konnte.

2.5 Statistik

Die Daten wurden mithilfe des Standardfehlers des Mittelwerts (englisch Standard Error of
the mean, SEM) ausgewertet. Zudem wurde der Student’s t-test flr die Abbildung 3.3.2
und flr alle weiteren Abbildungen der Fisher 2-sided Exact Test angewendet. Die hierflr
verwendeten Programme waren SigmaPlot oder GraphPad Prism.

Als statistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 festgelegt.
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2.6 Losungen

Zu 2.1 Isolation von ventrikuldaren Zellen aus Mausemyokard

Verwendete Isolationslosungen sowie Verdauungsenzyme

Losung lon/ Substanz Konzentration
NaCl 113 mmol/l
KCI 4,7 mmol/l
. MgSQ, - 7 H.0O 1,2 mmol/| o
Tyrode-L6sung ™ Na,HPO, - 2 H20 0,6 mmol/l gelost in
ohne Kalzium HEPES 10 mmol/l ddH.0;
Glukose 5,5 mmol/l pH 7.4 bei RT
Taurine 30 mmol/l
KHCO:s 10 mmol/l
NaHCOs 12 mmol/l
KH2HPO4 - 2 H20 0,6 mmol/l
2,3 — butanedione 10 mmol/l
Phenol Rot 0,032 mmol/l
Tyrode-Losung CaCly 0,125 mmol/l gelst in
mit Kalzium Tyrode-L6ésung ohne
Kalzium;
pH 7,4 bei RT
Liberase 1 geldst in
Enzymlésung (Roche Diagnostics, 7,5 mg/mL Tyrode-Losung mit
Mannheim, Kalzium;
Germany ) pH 7,4 bei RT
Trypsin 0,6 %

Tab. 2.1 Die bei der Mauseherzisolation verwendeten Losungen
(ddH20 = zweifach destilliertes Wasser).
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Zu 2.2 Messung von Aktionspotentialen an isolierten Kardiomyozyten mittels
Patch-Clamp-Technik

Verwendete Badlosung sowie Losung fiir die Messung von Nachdepolarisationen

Losung lon/ Substanz Konzentration
NaCl 135 mmol/l
KCI 5,4 mmol/l
. MgCl 1 I/ elést in ddH20;
Badldsung S mmo g o
Na;HPO, - 2 H20 0,33 mmol/l pH 7,4 bei RT
HEPES 10 mmol/l
Glukose 10 mmol/l
CaClz 1 mmol/l
Isoproterenol- Isoproterenol 10° M geldst in Badldsung bei
. Ascorbinsaure 50 mgl/l RT
Iosung

Tab. 2.2.1 Die bei der Patch-Clamp-Technik verwendeten Badlésungen
(ddH20 = zweifach destilliertes Wasser).

Fur die Pipette verwendete Losungen:

Losung lon/Substanz Konzentration
K- Aspartatic Acid 120 mmol/I
KCI 8 mmol/l
. . NaCl 7 I/
Pipettenlosung ac mmolf bei RT;
MgCl, 1 mmol/l )
pH 7,2 mit KOH
Mg — ATP 5 mmol/l
HEPES 10 mmol/I
Pipettenlosung geldst in Pipettenlosung
mit AIP AIP 0,1 pmol/l bei RT

Tab. 2.2.2 Die bei der Patch-Clamp-Technik verwendeten Pipettenlésungen
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung des Herz- zu Korpergewicht Verhaltnisses von

transgenen CaMKII&c-uberexprimierenden Mausen

Das Herz- zu Kdrpergewicht Verhaltnis der CaMKIIdc-Mause zeigte sich im Gegensatz zu
dem der Wildtyp-Kontrolltiere um das ca. 1,7-fache groRer, obwohl die Tiere der Kontroll-
gruppe (Wildtyp) signifikant alter waren (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.1).

Folglich wiesen die transgenen Tiere, trotz des geringeren Lebensalters, ein erhdhtes
Herz- zu Kérpergewicht auf, welches auf die Assoziation von

CaMKII-Expression und Herzinsuffizienz-Entstehung hindeutete und mit Voruntersuchun-

gen Ubereinstimmte (u.a. Zhang et al. 2003).

WT CaMKIlI&c P
Herzgewicht
338118 436453 n.s.
(in mg)
Korpergewicht
. 28,4+1,7 26,0+1,9 n.s.
(ing)
Herzgewicht/
Korpergewicht 8,0+0,5 13,4+0,3 <0,05
(in mg/g)
Alter
18,71,3 14,5+0,8 <0,05
(in Wochen)

Tab. 3.1 Herz- zu Korpergewicht Verhaltnis. Die transgenen CaMKIIdc Mause (n=43) zeigten im Vergleich
zu den WT Mausen (n=26) signifikant erhdhte Werte des Herz- zu Kérpergewicht Verhaltnisses (in mg/g)

auf, dies deutete auf eine Herzhypertrophie in der Gruppe der transgenen Tiere hin (n.s. = nicht signifikant).

35



Ergebnisse
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Abb. 3.1 Herz- zu Kdpergewicht Verhaltnis von den WT Tieren zu den TG Mausen, im Vergleich dazu das
Alter der Tiere (* = p< 0,05).

3.2 Einfluss einer transgenen CaMKII&c-Uberexpression auf die

Aktionspotentialmorphologie von Kardiomyozyten

In diesem Teil der Versuchsreihe sollte verdeutlicht werden, dass eine
CaMKII&c-Uberexpression zu einer morphologischen Veranderung des Aktionspotentials
der Kardiomyozyten fuhrte (siehe Abb.3.2.1).

Aktionspotential WT und Aktionspotential TG

mV

TG CaMKII

00
100 mV

25 ms 25 ms

Abb. 3.2.1 Reprasentatives Aktionspotential einer wildtyp Kardiomyozyte (links) und reprasentatives Aktions-

potential einer transgenen Kardiomyozyte mit EAD (rechts).
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Bei den Messungen mit Stimulationsfrequenzen von 1 Hz (siehe Abb.3.2.2) zeigten sich
an den 15 untersuchten transgenen Tieren mit 30 Zellen und den 661 daraus abgeleiteten
Aktionspotentialen 55 frihe Nachdepolarisationen. Hingegen wurden in den 14 Kontroll-
herzen mit 24 untersuchten Zellen und 456 abgeleiteten Aktionspotentialen, lediglich 13
EADs registriert (p<0,05).

Frihe Nachdepolarisationen (EAD)

bei 1Hz

—_
o

o

pro 100 Aktionspotentiale

o

WT TG

Abb. 3.2.2 Inzidenz von friihen Nachdepolarisationen (EAD) bei transgenen und wildtyp Zellen im Vergleich
bei 1 Hz (* = p< 0,05).

Des Weiteren zeigte sich auch bei 0,5 Hz ein signifikanter Unterschied in der
EAD-Inzidenz der transgenen Tiere im Gegensatz zu den wildtyp Tieren. Es ergaben sich
bei 0,5 Hz 44 EADs in 227 AP aus 31 transgenen Tieren zu 4 EADs in 150 AP gemessen
aus 25 Wildtypherzen (p<0,05) (siehe Abb.3.2.6).

Aber auch in der grundlegenden Aktionspotentialstruktur unterschieden sich die transge-
nen Herzen vom Wildtyp. So wurde ein Anstieg der Zeit bis zum Erreichen der 90 %
Repolarisation (APD 90) in den CaMKIIdc-uberexprimierenden Zellen beobachtet. Die Zeit
bis zum Erreichen der APD 90 betrug im transgenen Modell 29,6 +/- 3,2 ms (0,5 Hz, 22
Myozyten) bzw. 26,7 +/- 2,8 ms (1 Hz, 26 Myozyten), zum Vergleich 18,7 +/- 2,8 ms

(0,5 Hz, 9 Myozyten, p<0,5) und 15,5 +/- 1,6 ms (1 Hz, 10 Myozyten) im Wildtyp (siehe
Abb. 3.2.3 und 3.2.4).
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APD 90 bei 0,5 Hz
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Abb. 3.2.3 Zeit bis zum Erreichen der 90 % Depolarisation bei 0,5 Hz, WT Tiere im Vergleich zu den TG
Tieren (* = p< 0,05).

APD 90 bei 1 Hz

T

30

25

20

WT TG
n=10 n=26

Abb. 3.2.4 Zeit bis zum Erreichen der 90 % Depolarisation bei 1 Hz, WT Tiere im Vergleich zu den TG
Tieren (* = p< 0,05).

Bei der Auswertung der Aktionspotentialdauer wurde in beiden Gruppen lediglich die APs
ohne EADs berlcksichtigt. Dies gewahrleistete, dass auch unabhangig von den frihen

Nachdepolarisationen, die Aktionspotentialdauer verglichen werden konnte.
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Die Aktionspotentialamplitude in den beiden Gruppen unterschied sich jedoch nicht signifi-
kant: 117,4 +/- 2,1 mV (0,5 Hz) und 119,5 +/- 2,7 mV (1 Hz) bei CaMKII-Uberexpression,
im Gegensatz zu 114,7 +/- 3,7 mV (0,5 Hz, p = 0,5) und 116,5 +/- 2,8 mV (1 Hz, p = 0,53)
im Wildtyp (siehe Abb. 3.2.5). Dies zeigte, dass bei den transgenen Myozyten, trotz glei-
cher Amplitude des Aktionspotentials, die Repolarisationsphase langer andauerte und so-

mit die gesamte Aktionspotentialdauer verlangert war (siehe Abb. 3.2.3 und 3.2.4).

Amplitude bei 0,5 Hz Amplitude bei 1 Hz
120 —
120
100
100
80 80
80
z % 60
40 40
20 20
0 O
WT TG WT TG
n=9 n=22 n=10 n=26

Abb. 3.2.5 Aktionspotentialamplitude bei 0,5 Hz und 1 Hz Herzmuskelzellen aus WT Tieren im Vergleich zu
den TG Tieren.

3.2.1 Effekte einer CaMKIIdc-Inhibition mittels AIP auf die Aktionspotentiale in

transgenen CaMKIl&c-liberexprimierenden Kardiomyozyten

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde Uberpruft, ob die Inhibition der CaMKIIdc einen
Einfluss auf die Inzidenz der frihen Nachdepolarisationen im transgenen Tiermodell hat.
Dabei zeigte sich durch die Inhibition der CaMKIIdc¢ mittels AIP eine signifikante Reduktion
der registrierten EADs (0 EADs in 140 AP aus 7 Zellen aus 7 Mausen).

Daraus lieR sich schlie3en, dass die CaMKIlIdc die Entstehung fruher Nachdepolarisation

trotz vorhandener Herzinsuffizienz mal3geblich begunstigt (siehe Abb. 3.2.6).
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Fruhe Nachdepolarisationen (EAD) bei 0,5 Hz

20
18
16
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pro 100 Aktionspotentiale
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n=25 n=31 n=7
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Abb. 3.2.6 Inzidenz von friilhen Nachdepolarisationen (EAD) bei transgenen und wildtyp Zellen im Vergleich,
sowie EAD-Inzidenz in TG Zellen unter AIP bei 0,5 Hz.
(*=p<0,05 TGvs. WT, #=p<0,06 TGvs. TG + AIP).

3.2.2 Die Auswirkung der CaMKII&c-Uberexpression auf das Auftreten von

spontanen Aktionspotentialen

In einem weiteren Versuchsteil sollte der Einfluss der CaMKII&c-Uberexpression auf das
Auftreten von spontanen verspateten Aktionspotentialen (DADs) untersucht werden. Da
sich unter ,nicht-stimulierten Standardbedingungen® bei 0,5 und 1 Hz jedoch keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen zeigten, was mutmallich an einer bekanntermal3en gerin-
geren SR Ca?*-Beladung in der transgenen Gruppe lag (Maier et al. 2003), entschieden
wir uns in einem nachsten Schritt das Auftreten von DADs unter ISO-Stimulation zu unter-
suchen. Die 1SO-Stimulation diente dazu, die SR Ca®"-Speicher in beiden Gruppen mit

Kalzium zu beladen, um so ein mogliches SR Ca?*-Leck aufzudecken.
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3.2.3 Die Auswirkung der CaMKII&c-Uberexpression auf das Auftreten von

spontanen Aktionspotentialen unter Isoproterenol

Aus anderen Arbeiten ist hervorgegangen, dass die CaMKIlI&c-Uberexpression zu ver-
mehrten Kalzium-Sparks flihrt was zu einer Verringerung des Kalziumgehaltes des SRs
fuhrt (Maier et al. 2003).

Dies lie® die Annahme zu, dass die freigesetzte Kalzium-Menge unter physiologischen
Bedingungen nicht ausreichend war, um zu der Entstehung von verzogerten
Aktionspotentialen zu fihren. Somit erfolgte eine weitere Messreihe der spontanen Akti-
onspotentiale unter ISO Einfluss, dessen Konzentration den pathophysiologischerweise
erhohten Katecholamin-Spiegel im Rahmen der Herzinsuffizienz glich.

Zu erwahnen ist, dass dass eine Vielzahl von Zellen bereits wahrend des Einwaschens
von Isoproterenol in den Zelltod gingen, was die Toxizitat von ISO unter diesen Bedingun-
gen verdeutlicht.

Trotz der Komplexitat dieses Versuchsprotokolls, war es mdglich, eine ausreichend grofte
Anzahl von Zellen zu messen, um statistisch verwertbare Aussagen zu treffen .

Wie in Abb. 3.2.8 gezeigt traten unter ISO-Einfluss in der transgenen Gruppe mit 23,6% si-
gnifikant haufiger DADs auf, als in der Gruppe der Herzen ohne CaMKIl-Uberexpression
mit 8,1% (p<0,05).

TG +108MISO

mV

+ 108 M 1so0

50

25 ms

Abb. 3.2.7 Reprasentative unter ISO-Einfluss gemessene Aktionspotentiale mit spontanem Aktionspotential

an einer Herzmuskelzelle aus einer CaMKIIdc transgenen Maus.
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Spéte Nachdepolarisationen und spontane Aktionspotentiale

20

pro 100 Aktionspotentiale

TG
n=6

Abb.3.2.8 Die Inzidenz von spontanen Aktionspotentialen unter Isoproterenolwirkung beim Wildtyp im Ver-

gleich zum transgenen Mausmodell (* = p< 0,05).

3.3 Die Auswirkung der CaMKII5c-Uberexpression auf das Auftreten

von kardialen Arrhythmien in vivo unter Isoproterenol

Gerade im lebenden Ganztier erschien der Einfluss von Isoproterenol als besonders be-
deutend. Somit wurde die Rolle der CaMKII&c-Uberexpression in vivo unter
Isoproterenoleinfluss als Erganzung in dieser Arbeit untersucht, um die auf zellularer Ebe-
ne erhobenen Daten auf ihre Ubertragbarkeit auf das gesamte Organ ,Herz“ zu priifen.

Far die in vivo Untersuchungen wurden herzinsuffiziente transgene Mause verwendet. Da-
bei erfolgte jeweils die gesamte Versuchsreihe (ISO, ISO + KN-92, ISO + KN-93, siehe
Abb. 3.3.1) an ein und demselben Tier an unterschiedlichen Versuchstagen. Bei den
transgenen Tieren liel3en sich unter alleinigem Isoproterenoleinflu, als auch nach Zugabe
von ISO zusammen mit KN-92, kardiale Arrhythmien aufzeichnen (siehe Abb. 3.3.1 mitte).
Diese sind jedoch nach Gabe des CaMKIIdc-Inhibitors KN-93 nicht mehr zu beobachten

gewesen (siehe Abb. 3.3.1 unten).
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Arrhythmien durch ISO induziert
N ol i A B A

E TG CaMKII3,
F .
Arrhythmien durch ISO induziert

e iy ¥ ¥y K
> | +KN-02
- (20uM/kg/KG)
E | +KN-93
-  (20uM/kg/KG)

5 sek.

Abb. 3.3.1 Originalregistrierung eines EKGs.

Oben: EKG des trangenen Tieres mit Isoproterenol-induzierten kardialen Arrhythmien.

Mitte: EKG des selben Tieres und Ausbleiben einer Inhibition der kardialen Arrhythmien durch KN-92.

Unten: EKG des selben transgenen Tieres und Inhibition der kardialen Arrhythmien durch Zugabe von KN-
93.

Keine der untersuchten 4 Mause, welche mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 behandelt wur-
den, zeigten kardiale Arrythmien. Hingegen wiesen alle EKGs (6 von 6) der nur mit ISO
behandelten transgenen Mause in den ersten zehn Minuten Arrhythmien auf (p<0,05 mit-
tels Fisher’s exact test). Zwar fuhrt die KN-92 Gabe auch zu einem tendenziellen Rick-
gang des Auftretens von Rhythmusstérungen, jedoch zeigten sich diese Zahlen nicht si-
gnifikant (siehe Abb. 3.3.2).
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Arrhythmien in vivo
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Abb. 3.3.2 Prozentualer Anteil von kardialen Arrhythmien bei den Versuchstieren unter alleiniger

Katecholamingabe und nach Injektion von KN-92 bzw. KN-93 (* = p< 0,05 mittels Fisher's exact test ).

Um zu gewahrleisten, dass trotz KN-92 bzw. KN-93 Gabe der Isoproterenol-Effekt nicht
moduliert wird, dient der Anstieg der Herzfrequenz nach Isoproterenolgabe als Marker fur
den erfolgreichen Katecholamineinfluss.

Die Herzfrequenz war in allen drei Gruppen nach Katecholamingabe nahezu gleich ange-
stiegen (siehe Abb. 3.3.3). Somit ist sichergestellt, dass nicht ein Ausbleiben der
ISO-Wirkung in der KN-93-Gruppe flr dessen antiarrhythmische Wirkung verantwortlich

ist.
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Abb. 3.3.3 Die Herzfrequenz der Tiere und deren Anstieg unter Isoproterenol, sowie der Effekt von KN-92

und KN-93 auf diese (*=p<0,05 vs. ohne ISO).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung der CaMKIlIdc fur die Entste-
hung von kardialen Arrhythmien in CaMKIIdc-Uberexprimierenden herzinsuffizienten Mau-
seherzen, die als ein Modell des insuffizienten Herzens fungieren.

Eine erhdhte CaMKIIdc-Aktivitat erzielt Veranderungen der Aktionspotentialmorpholgie
(siehe Kapitel 3.2) und der Ca?*-Beladung des SRs (Maier et al. 2003).

Hauptbefund dieser Arbeit ist jedoch, dass die Inhibition der CaMKII&c sowohl in vitro (sie-
he Kapitel 3.2.1) als auchin vivo (siehe Kapitel 3.3) zur Verringerung der
arrhythmieférdernden Ereignisse gefuhrt hat. Jener Effekt hebt die Bedeutung der
CaMKIIdc fur das Entstehen von kardialen Arrhythmien wahrend der Herzinsuffizienz her-
vor.

Die Inhibierung der CaMKIlI&c in vivo und damit die Reduzierung der Rhythmusstérungen
konnte damit einen neuen Ansatz in der Therapie von kardialen Arrhythmien im Zusam-
menhang mit der Herzinsuffzienz darstellen.

In diversen Arbeiten wurde schon gezeigt, dass die Uberexpression der CaMKII&¢c im Zu-
sammenhang mit der Herzinsuffizienz steht (Maier et al. 2003). Auch die Rolle der
CaMKIIdc an der Entstehung von kardialen Arrhythmien wurde bereits in anderen Arbeiten
vermutet (Wagner et al. 2006).

In den transgenen Tieren ist die CaMKIIdc-Aktivitat in etwa dreimal héher, als in vergleich-
baren wildtyp Mausen (Zhang et al. 2003). Dies entspricht annahernd dem Aktivitatsan-
stieg der CaMKIlIdc, welcher im menschlichen herzinsuffizienten Herzen beschrieben wur-
de (Kirchhefer et al. 1999 und Hoch et al. 1999). Bei den in dieser Arbeit verwendeten Ver-
suchstieren zeigte sich im transgenen Modell ein 1,7-fach groReres

Herz-zu Koérpergewicht Verhaltnis, welches auf eine kardiale Hypertrophie hindeutete (sie-
he Kapitel 3.1). Folglich kann die transgene CaMKII&c-Maus nicht nur als Modell fur erhdh-
te CaMKIlIdc Aktivitat, sondern auch als ein pathophysiologisches Modell der Herzinsuffizi-
enz betrachtet werden.

Jedoch wurde in keiner der vorherigen Arbeiten der Pathomechanismus welcher zu der
Entstehung von kardialen Arrhythmien bei CaMKII&c-Uberexpression zugrunde liegt, ge-
klart.
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Somit konnte sowohl die CaMKII8c -Uberexpression selbst, als auch die Herzinsuffizienz
der Tiere, als Ursache der beobachteten kardialen Arrhythmien angesehen werden (Wag-
ner et al. 2006).

Fir die Herzinsuffizienz als Ursache der Arrhythmien liel3e sich insbesondere anbringen,
dass es durch diese zu einer veranderten Expression von im Kalziumstoffwechsel invol-
vierten Proteinen fuhrt (Maier et al. 2003 und Wagner et al. 2006).

4.1 Die erhohte CaMKIIdc-Aktivitat fiihrt zu einer erhohten Inzidenz von

frihen Nachdepolarisationen in vitro

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die erhohte CaMKIIdc-Aktivitat in transgenen Tieren
zu einem gehauften Auftreten von Arrhythmien auf zellularer Ebene fuhrt.

In der Patch-Clamp Versuchsreihe konnten wir unter Standardbedingungen eine erhdhte
Inzidenz der EADs im transgenen Modell feststellen. Es zeigten sich bei 1 Hz in 8 % der
transgenen untersuchten Herzen EADs. Dagegen lie3en sich nur in ca. 3 % der wildtyp
Herzen EADs nachweisen (p<0,05, siehe Kapitel 3.2, Abb. 3.2.3). Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich auch, bei 0,5 Hz, dort wurde in 19 % der AP aus den transgenen Herzen
EADs registriert, demgegenuber sich im Wildtyp nur in 3 % EADs zeigten (siehe Kapitel
3.2). Dies deckt sich mit der Arbeit von Anderson et al. 1998, in der das Phdnomen der
frihen Nachdepolarisationen schon in ahnlicher Weise beschrieben worden ist.

In anderen Arbeiten wurde aufgezeigt, dass die CaMKIIdc-Uberexpression durch ihren
Einfluss auf den L-Typ Ca?-Kanal zu einer Verlangerung der Aktionspotentialdauer fiihrt
(Maier et al. 2003, Kohlhaas et al. 2006; Grandi et al. 2007). Die verlangerte Dauer des
Aktionspotentials schien eine entscheidende Wirkung fur die vermehrte Entstehung von
EADs in den transgenen Herzen zu haben (Anderson et al. 1998 und Wu et al. 2002). Da-
bei wird vermutet, dass ein reduzierter Kaliumausstrom und ein kontinuierlicher Kalzium-
und Natriumeinstrom, welche die Zelle Uber einen langeren Zeitraum depolarisieren, zu ei-
ner verlangerten Aktionspotentialdauer fuhrt (Thomsalli und Zipes 2004). Im ersten Teil
der vorliegenden Arbeit wurde aufgeziegt, dass sich eine verlangerte Aktionspotentialdau-
er in den CaMKIIdc-Uberexprimierenden Zellen bestatigen liel3. So zeigte die transgene
Gruppe eine signifikante Verlangerung der APD 90 bei 0,5 und 1 Hz (siehe Kapitel 3.2,
Abb. 3.2.4 und 3.2.5).
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In der Arbeit von Anderson et al. (1998) und Bers (2003), wurde zudem beschrieben, dass
das Auftreten von EADs durch die Verwendung von Kalziumantagonisten gesenkt werden
konnte. Die oben erwahnten Arbeiten zeigten bereits eine CaMKIl-abhangige Haufung von
EADs. Weiterhin blieb die Frage unzureichend geklart, ob die CaMKIlI&c-Uberexpression
oder die Herzinsuffizienz ursachlich fur die Entstehung von kardialen Arrhythmien war.
Einen spannenden Aspekt dazu zeigte die Arbeit von Mazur et al. (1999). In dieser fuhrte
die Inhibition der Calmodulinkinase zu einer Abnahme von Torsade-de-pointes Arrhythmi-
en. Wir vermuteten folglich, dass die frihen Nachdepolarisationen auf zellulare Ebene die
Ursache dieser in vivo gezeigten Arrhythmien darstellten.

In den Patch-Clamp Untersuchungen zeigten wir, dass es durch die Verwendung des
CaMKII-Inhibitors AIP zu einer signifikanten Verringerung der registrierten EADs kam. In
den mit AIP behandelten transgenen Kardiomyozyten konnten keine EADs mehr nachge-
wiesen werden (siehe Kapitel 3.2.1, Abb. 3.2.6).

Als moglichen Pathomechanismus konnten wir vor allem die Tatsache in Betracht ziehen,
dass die CaMKIId¢c modulierende Effekte auf den Kalzium-Strom des L-Typ-Ca?-Kanals
besitzt (Maier et al. 2003; Kohlhaas et al.2006), so dass eine Reduktion von kardialen Ar-
rhythmien in vitro und demzufolge dann auch in vivo, aus der Blockade der CaMKIIdc re-

sultiert.

4.2 Die erhohte CaMKIldc-Aktivitat fiihrt zu einer erhohten Inzidenz von

frihen und spaten Nachdepolarisationen in vitro

Wie zuvor beschrieben zeigten die Aktionspotentialmessungen unter Basalbedingungen
ein erhohtes Auftreten von arrhythmiefordernden Ereignissen, im Sinne von EADs bei den
TG-Tieren (siehe Kapitel 3.2.1, Abb. 3.2.6). Jedoch konnten kaum DADs und spontane
Aktionspotentiale unter Basalbedingungen beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.2). Diese
hatte man, aufgrund des in Zusammenhang mit der CaMKII-Uberexpression beschriebe-
nem Kalzium-Leaks des SRs, vermuten kdnnen (Maier et al. 2003; Kohlhaas et al. 2006;
Guo et al. 2006). Bedingt durch eine CaMKIl-abhangige Hyperphosphorylierung des RyR2
konnte im transgenen CaMKIIdc- Mausmodell ein Kalziumleck des SR nachgewiesen wer-

den, welches in einem erniedrigten SR-Kalziumgehalt mindet (Maier et al. 2003).
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Diese Kalzium-Sparks konnten bereits in anderen Arbeiten durch die Behandlung von Ka-
ninchenmyozyten mit dem Inhibitor AIP reduziert werden (Currie et al. 2004).

Um eine erhdhte Kalziumbeladung des SRs zu erzielen und somit diesen Effekt der
CaMKIl auf Aktionspotenialebene zu zeigen, wurden die Zellen in der vorliegenden Arbeit
unter dem Einfluss von Isoproterenol untersucht. Dies simuliert die bei der Herzinsuffizienz
gesteigerte Symphatikusaktivierung mit folglich erhéhten Katecholaminspiegeln. In Folge
der R-adrengen Stimulation werden durch Proteinkinasen (PKA) Proteine phosphoryliert,
welche malgeblich an der elektromechanischen Kopplung beteiligt sind (Bers 2002).

Die Anwendung von ISO (bei einer Konzentration von 108 M) fiihrte zu einer erhoéhten In-
zidenz von spaten Nachdepolarisationen und spontanen Aktionspotentialen in den trans-
genen Zellen hier zeigte sich in ca. 24 % DADs, wohingegen sich nur in ca. 8 % der WT
DADs registrieren lieften (p< 0,05, siehe Kapitel 3.2.3, Abb. 3.2.8).

Nach Wu et al. 1999 fuhrt die Verwendung von Isoproterenol zu einem einwartsgerichteten
Ausgleichstrom wahrend der Diastole. Weiterhin wird von jenen Autoren aufgezeigt, dass
der Natrium-Kalzium Austauscher flr diesen einwartsgerichteten Ausgleichstrom verant-
wortlich ist. Bewiesen wurde diese Vermutung durch den Ruckgang der Rhythmusstorun-
gen unter Verwendung von XIP (einem Inhibitor des NCX). Im weiteren Verlauf zeigten Wu
et al. (1999), dass die Kalziumfreisetzung durch das SR zur Entstehung von Arrhythmien
beitragt. Zudem fihrt die R-adrenerge Stimulation, durch die CaMKII vermittelt, zu einer
Phosphorylierung des RyR2 (Ferrero et al. 2007). Bereits andere Arbeitsgruppen fanden
heraus, dass das diastolische Kalziumleck durch Katecholamineinfluss CaMKIl-vermittelt
ist (Curran et al. 2007). Neuere Ergebnisse von Curran et al. (2014) zeigten zudem, dass
es nach R-adrenerger Stimulation mittels ISO, zu einer NO- vermittelten Aktivierung der
CaMKII und folglich zu vermehrten Kalzium-Sparks des SRs kommt.

Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe Uberein. Dort wur-
de gezeigt, dass die CaMKII&c-Uberexpression zu einer Zunahme des Kalzium-Leaks, im
Sinne von Kalzium Sparks fuhrt, welche unter Einfluss von KN-93 oder AIP beziehungs-
weise durch direkte Blockade des SR-Leaks mit Tetracain gesenkt werden konnten (Maier
et al. 2003; Kohlhaas et al. 2006; Sossalla et al. 2010; Fischer et al. 2013).

Weitere Ergebnisse der AG Maier zeigten, dass die Isoproterenolabhangige Zunahme des
Kalziumtransienten in den konfokalen Messungen der transgenen Zellen stark gemindert

war. Hingegen zeigten sowohl transgene als auch wildtyp Zellen eine ahnliche Zunahme
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der Relaxationsgeschwindigkeit unter 1ISO. Im Gegensatz dazu stieg der diastolische
Kalziumgehalt der transgenen Zellen aus CaMKIIdc Uberexprimierenden Mausen signifi-
kant bei Katecholaminzugabe, dies zeigte sich in einer verdoppelten Zunahme der
Kalzium-Sparks des Sarkoplasmatischen Retikulums, im Gegensatz zu den wildtyp Zellen
unter gleichen Bedingungen. Im Weiteren konnte in der Arbeit von Sag et al. (2009) die
Abnahme der Kalzium-Sparks unter CaMKII-Inhibition auf das Niveau der wildtyp Zellen
gezeigt werden. Um zu beweisen, dass die Abnahme der Kalzium-Sparks direkt von der
CaMKIlI-Inhibition und nicht von der Abnahme der Kalziumbeladung des SR abhangig war,
wurden die Zellen zusatzlich mit Koffein behandelt. Dabei zeigte sich eine Zunahme des
sarkoplasmatischen Kalziumgehalts, als Resultat konnte das Arrhythmie férdernde
Kalzium-Leak ursachlich auf die CaMKII zurlGickgeflhrt werden (Sag et al. 2009).

Dieses beschriebene Kalzium-Leak und die daraus resultierenden Kalzium-Sparks stellen
die Ursache, der auf der Aktionspotentialebene beschriebenen spaten Nachdepolarisatio-
nen dar. Folglich decken und erganzen sich die Erkenntnisse von Sag et al. 2009 mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

Auch in der Arbeit von Sag et al. 2009 gelang es erst unter Isoproterenolanwendung (10
’M) spate Kalzium-Leaks (LNSEs) aufzuzeigen, dies wiederum untermauert die in dieser
Arbeit erhobenen Daten auf Aktionspotentialebene. In beiden Arbeiten fuhrte der
B-adrenerge Einfluss bei den transgenen Zellen zu einem signifikanten Anstieg der
arrhythmieférdernden Ereignisse als

LSNEs beziehungsweise DADs.

4.3 Die erhohte CaMKII&dc-Aktivitat fiihrt zu einer Zunahme von

kardialen Arrhythmien bei transgenen Versuchstieren

Sowohl in dieser, als auch in anderen Arbeiten zeigten die transgenen herzinsuffiziente
Tiere eine erhdhte Inzidenz von kardialen Arrhythmien in vivo (Wagner et al. 2006). Es
musste allerdings noch der direkte Zusammenhang zur CaMKIId¢ hergestellt werden. So-
mit sollte aufgezeigt werden, ob die ventrikularen Arrhythmien primar von der erhdhten
CaMKIIdc-Aktivitat oder ursachlich durch die Herzinsuffizienz der transgenen Tiere bedingt
waren (Maier et al. 2003; Wagner et al. 2006; Sag et al 2007).
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Um dies nachzuweisen wurde den transgenen herzinsuffizienten Mausen der
CaMKIlIdc-Inhibitor KN-93 injiziert. Hier zeigte sich ein signifikanter Rlickgang der kardia-
len Arrhythmien, die zuvor in selbigen Versuchstieren in vivo mittels ISO erfasst wurden.
Kein einziges der mit KN-93 behandelten Versuchstiere zeigte kardiale Arrhythmien, wo-
hingegen alle Tiere unter ISO-Einfluss Herzrhythmusstorungen aufwiesen (p<0,05).

Wurde den Tieren jedoch das inaktive KN-92 injiziert, so zeigte sich kein Rickgang der
kardialen Arrhythmien (siehe Kapitel 3.3, Abb.3.3.1).

Dies zeigt, dass eine Inhibition der CaMKII-Aktivitat, zu einem signifikanten Rickgang der
kardialen Ereignisse fuhrt. Dies korreliert mit den Ergebnissen der in vitro Versuchsreihe
(siehe Kapitel 3.3).

4.4 Mogliche Bedeutung der CaMKIl fur die Entstehung von kardialen
Arrhythmien

Die CaMKII-Uberexpression fiihrt zu einer und Herzinsuffizienz (Maier et al. 2003). Zudem
zeigt sich bei CaMKII-Uberexpression ein vermehrtes Auftreten von kardialen Arrhythmien
(Wagner et al. 2006; Wu et al. 2002; Khoo et al. 2006; Said et al. 2008).

Demzufolge wirkt die Inhibition der CaMKII dem kardialen Remodelling, zum Beispiel nach
massivem [3-adrenergen Einfluss entgegen (Zhang et al. 2005).

In anderen Arbeiten konnte durch Verminderung des CaMKII-Aktivitatslevels das Auftreten
von kardialen Arrhythmien gesenkt werden (Wu et al. 2002; Khoo et al. 2006; Said et al.
2008; Said et al. 2011). In diesen Arbeiten wurde die Inzidenz von DADs durch die Ver-
wendung des Inhibitors KN-93 gesenkt.

Sag et al. (2009) zeigten, dass das Korrelat der Arrhythmien in transgenen
CaMKII-Uberxprimierenden Tieren dem sarkoplasmatische Kalzium-Leak entspricht. Die-
ses entspricht den DADs auf Aktionpotentialebene, welche sich im EKG als Arrhythmien
darstellen. Diese Arrhythmien konnten trotz vorhandener Herzinsuffizienz durch eine CaM-
Kll-Inhibition unterbunden werden (siehe Kapitel 3.3).

Dabei muss allerdings beachtet werden, dass die CaMKII physiologisch wichtige Funktio-
nen ausulbt, wie unter anderem die Erhaltung der Kontraktilitat wahrend der Azidose (Sag
et al. 2007; Mattiazzi et al. 2007; Desantiago et al. 2004).
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4.5 Mogliche klinische Bedeutung der CaMKIl-Inhibition

Die Herzinsuffizienz ist eine zunehmende Erkrankung unserer Zeit. Einer der wichtigsten
Grlnde fur die Letalitat dieser Erkrankung liegt im Auftreten von kardialen Arrhythmien im
Rahmen der Herzinsuffizienz (siehe Kapitel 1). Demzufolge ist die Erforschung der Ursa-
chen zur Entstehung dieser von deutlicher klinischer Relevanz. Es konnte gezeigt werden,
dass im Myokard von herzinsuffizienten Patienten eine erhdhte CaMKII-Aktivitat und
-Expression vorlag. In Untersuchungen aus humanen Zellen bei Vorhofflimmern konnte
eine Hyperphosphorylierung des RyR2 durch die CaMKIl ebenso wie ein
CaMKIlI-abhangiges Kalzium-Leak des SRs nachgewiesen werden (Neef et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die in anderen Arbeiten beschriebenen
Kalzium-Leaks des SR sich im Aktionspotential als DADs darstellen und den kardialen
Arrhythmien in vivo entsprechen. Am bedeutendsten ist jedoch der signifikante Ruckgang
all jener Ereignisse bei CaMKII-Inhibition (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.3).

Zu beachten ist dennoch, dass Neef et al. (2013) eine verminderte Erholungsfahigkeit von
CaMKIlIdc-Knockout Mausen im Rahmen der Azidose zeigten, diese war durch eine insuffi-
ziente SR-Kalzium-Ruckaufnahme bei fehlender CaMKII-Aktivitat bedingt.

Somit leistet die CaMKII einen essentiellen Beitrag zur Erhaltung der Inotropie im Rahmen
der Azidose, zum Beispiel bedingt durch einen Schockzustand. Dies muss beim therapeu-
tischen Uberlegungen in der Verwendung von CaMKII-Inhiboteren unbedingt beachtet
werden. In neueren Arbeiten zeigten Woods et al. (2016), dass es auch nach einem Herz-
stillstand mit anschlieRender Reperfusion, zu einer vermehrten Aktivierung der CaMKI|

kommt, welche letztendlich in einer kontraktilen Dysfunktion mindet.

Eine selektive Inhibition der CaMKII5 ¢ kbnnte somit perspektivisch ein neuer Ansatz fir
die Behandlung von kardialen Arrhythmien bei Patienten mit Herzinsuffizienz sein. Dabei
stellen die Erkenntnisse aus den Untersuchungen im Rahmen der Azidose mdogliche The-
rapielimtierungen dar. Zudem ist der Langzeiteffekt der CaMKII-Inhibiton auf die Herzmus-
kelzelle noch nicht hinreichend geklart. Insbesondere ist unklar, wie sich die langfristige
CaMKII-Inhibiton auf die Herzmuskelzelle auswirkt. Schlussendlich konnte jedoch die Inhi-
biton der CaMKII auf genetischer oder pharmakologischer Ebene einen neuen Therapie-
ansatz in der Behandlung von kardialen Arrhythmien im Rahmen der Herzinsuffizienz dar-

stellen.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass im Rahmen der Herzinsuffizienz vermehrt kardiale Ar-
rhythmien aufgrund einer erhdhten CaMKIIl Aktivitat, auftreten. Dabei sind diese direkt
CaMKIll-abhangig, da sie durch die Inhibition dieser multifunktionalen Proteinkinase rick-

laufig sind.

Daruber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die CaMKII auf zellularer
Ebene die Aktionspotentialstruktur in isolierten Kardiomyozyten beeinflusst. Dieser Ein-
fluss aulierte sich im Sinne einer Aktionspotentialverlangerung, sowie dem Auftreten von
fruihen Nachdepolarisationen und schlussendlich unter Katecholamineinfluss in der erhdh-

ten Inzidenz von spaten Nachdepolarisationen.

Die auf zellulare Ebene erhobenen Daten konnten auf transgene Tiere auf Organebene U-
bertragen werden. Hier aulRerte sich als Resultat der veranderten Aktionspotentialstruktur
in einem signifikant vermehrtem auftreten von kardialen Arrhythmien bei CaMKII-Uberex-
pression, im Gegensatz zu gleichaltrigen wildtyp Tieren. Durch die Inhibition der CaMKII
kam es, sowohl in vivo als auch in vitro, zu einem signifikanten Rlckgang der

Arrhythmieereignisse.

Somit konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von kardialen Arrhythmien ursachlich
durch die erhdhte CaMKII-Aktivitat zu Stande kommt und die These widerlegt werden,
dass allein die Herzinsuffizienz zu diesen fuhrt. Dies ist vor allem fir zuklnftige therapeuti-
sche Uberlegungen auf dem Gebiet der Arrhythmie- Therapie im Rahmen der Herzinsuffi-

zienz unbedingt zu beachten.
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