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1. Einleitung

In der folgenden Arbeit soll die Auswirkung eines herzspezifischen Knock-Outs des
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) -Proteins CASK
(calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase) auf die
Aktionspotentialmorphologie und spate Natriumstrome in Mauseherzmuskelzellen
untersucht werden. Die Rolle der CASK in der Herzmuskelzelle ist aktuell
Gegenstand ausgedehnter Forschung. In verschiedenen Arbeiten konnte bereits ein
Zusammenhang zwischen der CASK und der Proteinkinase CaMKIl
(Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 1) gezeigt werden. Die CaMKII ist seit
langerem im Fokus der Herzinsuffizienzforschung und wird mit vielen verschiedenen
pathologischen Vorgangen im insuffizienten Myokard in Verbindung gebracht. Diese
Arbeit soll Aufschluss dariber geben, ob die CASK auch im Herzmuskel eine
Funktion einnimmt und ob sie dies Uber eine Interaktion mit der CaMKII tut.
Diesbeziglich soll aulerdem eine Aussage dariber getroffen werden, ob die CASK
in der Entwicklung der Herzinsuffizienz von Relevanz ist und einen moglichen

therapeutischen Ansatzpunkt bietet.

1.1 Die Herzmuskelzelle

Der Herzmuskel setzt sich aus einzelnen parallel angeordneten, quergestreiften
Kardiomyozyten zusammen, die durch die sog. Glanzstreifen (Disci intercalares)
miteinander verbunden sind und so funktionelle Synzytien bilden (1). In den
Glanzstreifen lokalisiert sind zum einen die mechanischen Haftkontakte (Adharens-
Kontakte und Desmosomen), die die Zellen mechanisch miteinander verbinden, und
zum anderen die Gap junctions (Konnexone), welche zu einer chemischen und
elektrischen Kopplung der Zellen fuhren und so eine kontinuierliche
Erregungsausbreitung und synchrone Kontraktion ermdglichen.

Die Herzmuskelzelle des Menschen ist ca. 100 ym lang, hat einen Durchmesser von
ca. 15 ym und besitzt eine tubulare, haufig stark verzweigte Form. Die meisten
Herzmuskelzellen besitzen zwei Zellkerne und werden von einer Phospholipid-
Doppelschicht, dem sog. Sarkolemm, umgeben. Diese gewahrleistet eine raumliche
Trennung von Extra- und Intrazellularraum und erméglicht so die Aufrechterhaltung

unterschiedlicher lonenkonzentrationen in den einzelnen Kompartimenten. Des



Weiteren enthalt sie eine Vielzahl unterschiedlicher Transport-Proteine, die sowohl
einen aktiven, als auch einen passiven Austausch von Ilonen und
Stoffwechselprodukten ermdglichen (2). Charakteristisch fur die Kardiomyozyten
sind tiefe Einstllpungen des Sarkolemms in die Zelle, die sog. transversalen Tubuli
(T-Tubuli). Sie stehen in enger rdumlicher und funktioneller Verbindung mit dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR) der Zelle und sind essentiell fir die
elektromechanische Kopplung (s. Kapitel 1.1.4). Das SR besteht aus longitudinalen
Tubuli (L-Tubuli) und terminalen Zisternen und dient der Speicherung und
Freisetzung von Kalzium. Die raumliche Verbindung zwischen SR und T-Tubulus
wird auch als Diade bezeichnet, der zytosolische Raum dazwischen als diadischer
Spalt. Hier befinden sich die meisten L-Typ-Kalziumkanéale im Sarkolemm und auf
SR-Seite die Ryanodin-Rezeptoren.

Die charakteristische Querstreifung der Muskelfasern kommt durch die regelméaRige
Anordnung der sog. Myofibrillen zustande (3,4). Die kleinste funktionelle Untereinheit
dieser Myofibrillen ist das Sarkomer, welches sich hauptséchlich aus Aktin, Myosin
und Titin zusammensetzt und in Ruhe eine Lange von ca. 2 ym hat. Unter dem
Elektronenmikroskop kénnen die einzelnen Abschnitte eines Sarkomers genau
beschrieben werden. Ein Sarkomer wird durch zwei Z-Scheiben begrenzt, an denen
dinne Aktinflamente (7 nm) hangen, welche so quervernetzt werden. Die
Aktinfilamente (15 nm) sind ihrerseits mit dicken Myosinfilamenten verzahnt, welche
in der Mitte des Sarkomers durch eine sog. M-Scheibe quervernetzt sind. Der
Bereich um die Z-Scheiben, in dem sich nur Aktinfilamente befinden, wird I-Bande,
der Bereich zwischen den I-Bandern als A-Bande bezeichnet. Innerhalb der A-
Bande befindet sich die H-Zone, welche den Bereich beschreibt, in dem die
Myosinfilamente nicht von den Aktinfilamenten Uberlappt werden. Die Myofilamente
machen Uber 50% des Gesamtproteins der Muskelzelle aus. Weitere wichtige
Bestandteile der Herzmuskelzelle sind verschiedene Zellorganellen (u.a.
Mitochondrien, Golgi-Apparat, Lysosomen und das Zytoskelett) und eine Vielzahl von

Proteinen mit verschiedensten Funktionen.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des SR (5).

1.2 Das Aktionspotential

Am Anfang einer Herzkontraktion steht die elektrische Stimulation der
Herzmuskelzellen in Form eines Aktionspotentials (AP), welches meist aus dem
Sinusknoten stammt und sich lGber das Reizleitungssystem bis zum Arbeitsmyokard
ausbreitet. Das AP im ventrikularen Arbeitsmyokard des Menschen hat eine Dauer
von ca. 300ms, wahrend das AP einer ventrikularen Mauseherzmuskelzelle mit ca.
100ms deutlich kirrzer ausfallt. Weitere Unterschiede sollen weiter unten beschrieben
werden. Das Ruhemembranpotential der Herzmuskelzelle betragt ungefahr -80mVv
und wird hauptsachlich durch das Kalium-Gleichgewichtspotential bestimmt, da die

Zellmembran groftenteils nur fir Kalium-lonen (K*) Uber sog. einwarts



gleichgerichtete Kaliumkanéale (inward rectifier channels, Kir2.1) permeabel ist. Diese
Ruhephase wird auch als Phase IV bezeichnet (6).

Dies &andert sich in der ersten Phase des Aktionspotentials (auch als Phase 0 oder
Depolarisationsphase bezeichnet), in der spannungsabhangig einwarts gerichtete
Natriumkanéle (Navl1.5) offnen. Durch den gradientenbedingten Einstrom (Ina)
positiver Natriumionen (Na*) in die Zelle kommt es zu einer Membrandepolarisation
in den positiven Bereich bis ca. +30mV (auch overshoot genannt). Die Navl.5
schlieBen zeitabhangig nach wenigen Millisekunden und begrenzen so den Einstrom.
In Phase | (schnelle Repolarisationsphase) kommt es durch einen transienten K*-
Auswartsstrom (lo) Uber verschiedene Kaliumkanale (Kv4.2, Kv4.3 und Kv1.4) sowie
einem Chlorid-Einstrom zu einem leichten Abfall des Membranpotentials auf ca.
OmV. Die folgende Phase Il (Plateauphase) wird durch die Aktivierung
spannungsgesteuerter  Kalzium-Kandle  (L-Typ-Ca?*-Kanale,  Dihydropyridin-
Rezeptoren) bestimmt, wodurch es zu einem langsamen Kalziumeinstrom (lca) in die
Zelle kommt (7). Dieser wird durch einen Kaliumausstrom (Iks) Uber verzégert
korrigierende Kaliumkanale (delayed rectifier channels) kompensiert, wodurch sich
das Membranpotential relativ konstant halt. In Phase 1l (Repolarisationsphase)
nimmt die Offenwahrscheinlichkeit L-Typ-Ca?*-Kandle ab und das zytosolische
Kalzium wird aus dem Zytosol, ATP-abhangig in das SR und Gber membranstandige
Na*/Ca?* - Austauscher (NCX) in den Extrazellularraum eliminiert. Gleichzeitig
kommt es zu einem spannungsaktivierten Kaliumausstrom tber ultra-schnell (Ikur),
schnell (k) und langsam (lks) aktivierte K*-Kanale, was zu einer deutlichen
Repolarisation  fihrt. Die endgiltige Repolarisation auf Ho6he des
Ruhemembranpotentials erfolgt au3erdem Uber einen Kaliumeinstrom (Ik1) durch die

bereits 0.g. einwarts gleichgerichteten Kaliumkanale (8).



Phase |

Phase Il

Phase 0 Phase |l

Phase IV Phase IV

Abbildung 2 Phasen eines Aktionspotentials im Arbeitsmyokard

In dieser Arbeit wurden Kardiomyozyten von Mausen untersucht. Auch wenn diese
viele Parallelen zu menschlichen Kardiomyozyten aufweisen, soll hier noch einmal
auf die Grundlegenden Unterschiede eingegangen werden. Die Herzfrequenz ist bei
Mausen mit 500-700 Schlagen pro Minute (9) deutlich schneller als beim Menschen
(ca. 60-120 Schlage pro Minute). Dies setzt eine sehr viel klrzere
Aktionspotentialdauer (APD) voraus. Sie liegt bei ca. 100ms (10). Des Weiteren
unterscheidet sich die Morphologie der murinen Aktionspotentiale von denen des
menschlichen Arbeitsmyokards. So ist die Plateauphase (Phase Il) deutlich weniger
ausgepragt und die APD30 und APD50 sehr viel kiirzer (11). Dies ist vor allem durch
einen Unterschied der vorherrschenden lonenstrome in den M&auseherzzellen zu
erklaren. Wahrend beim Menschen die Phase Il (Repolarisationsphase) wie oben
beschrieben durch einen langsamen Kalziumeinstrom (lca) und einen
ausgleichenden Kaliumausstrom (Iks) bestimmt wird, kommt es bei der Maus durch
einen vermehrten Kaliumausstrom (lk siow 1+2) Uber schnell aktivierende und langsam
deaktivierende Kaliumkanéle (12) und einen verminderten Kalziumeinstrom L-Typ-

Kalziumkandle zu einer schnelleren Repolarisation (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3 Aktionspotentiale von Mensch und Maus und die dabei

vorherrschenden lonenstréme im Vergleich (13).

1.3 Die elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung (excitation-contraction coupling) beschreibt die
Umsetzung des elektrischen Impulses in Form eines Aktionspotentials in eine
mechanische Kraftentwicklung und die Kontraktion der Herzmuskelzelle.
Entscheidend fiir diese Umsetzung sind die Kalziumionen (Ca?*) als second
messenger. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts zeigte Sidney Ringer mit seinen
Experimenten an Froschherzen, dass in kalziumfreiem Medium keine

Muskelkontraktionen durch Aktionspotentiale ausgelést werden kénnen (14).
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Die Ubertragung von elektrischem Stimulus auf eine mechanische Antwort beginnt
mit dem Offnen der L-Typ-Kalziumkanale in der Plateauphase des Aktionspotentials
(siehe Kap. 1.2). Durch den Kalziumeinstrom kommt es zu einer starken Erhdhung
der Kalziumkonzentration im diadischen Spalt. Dadurch werden Ryanodinrezeptoren
(RyR) des SR aktiviert und es kommt zu einer Ca?*-induzierten Kalziumfreisetzung
aus dem SR (calcium-induced calcium release) (7). RyR und L-Typ-Kalziumkanéale
bilden dabei eine raumliche Einheit, die als ,Couplon® bezeichnet wird und in der
Lage ist, in kurzer Zeit groRe Mengen Ca?* in Form sog. ,Sparks” freizusetzen (15).
Die Kalziumkonzentration wird so von ca. 10" mol/l wahrend der Diastole auf etwa
10° mol/l systolisch erhoht, wobei das aus dem SR stammende Kalzium den
GroRteil ausmacht. Die stark erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration [Ca?*]; fiuhrt
ihrerseits zu einer Deaktivierung der L-Typ-Ca?*-Kanale. Ca?* bindet dann an
Troponin C, eine regulatorische Untereinheit des Aktins, welches in Ruhe die
Myosin-Bindungsstelle blockiert. Durch die Bindung von Ca?* wird diese freigegeben
und Myosin bindet nach Hydrolyse von ATP (Adenosintriphosphat) durch die Myosin-
ATPase an Aktin (4). Durch die Abgabe von ADP und Phosphat kommt es zu einem
Abkippen der Myosinkdpfe von 90° auf 45°, wodurch Aktin und Myosin um ungefahr
10 Nanometer ineinandergeschoben werden. Bei einer erneuten Bindung von ATP
an die Myosinkopfe, l6sen sich diese wieder vom Aktin und der Prozess beginnt von
vorn, vorausgesetzt Ca?* ist in ausreichend hoher Konzentration vorhanden
(Gleitfilamenttheorie (16)).
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ADP und | gebunden entwicklung
Aktm /
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Abbildung 4 Der Querbruckenzyklus (17).

Um eine Relaxation des Herzmuskels mdglich zu machen, ist die aktive Eliminierung
von Ca?* aus dem Zytosol notwendig. Die gréRte Rolle spielen hierbei zum einen die
im SR lokalisierte Ca?*-ATPase (Sarcoplasmic Endoplasmic  Reticulum
Calciumtransporting ATPase, SERCA), welche durch Phospholamban (PLB) reguliert
wird, und zum anderen der im Sarkolemm befindliche NCX. Je nach Spezies ist
dabei der Anteil an der Kalziumelimination unterschiedlich. Wahrend beim
Menschen, ahnlich wie beim Kaninchen, ca. 70% Uber die SERCA und 28% uber
den NCX eliminiert werden, sind es bei Maus und Ratte Gber 90% SERCA und nur
ca. 7% NCX (2,18). Weitere Systeme (auch als slow system bezeichnet), die eine
weniger groRe Rolle spielen, sind unter anderem die sarkolemmale Ca?*-ATPase

und die mitochondrialen Ca?*-Uniporter.
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Mitochoadnium

T-Tubulus _

Abbildung 5 Die elektromechanische Kopplung: Wie im Kasten dargestellt, kommt es
in Folge eines Aktionspotentials zu einer Ca?*-induzierten Ca?*-Freisetzung (rote
Pfeile). Dies fuhrt zum Eintreten der Plateauphase des Aktionspotentials und der
Aktivierung der Myofilamente. Die Ca?*-Eliminierung erfolgt tber die SERCA, den
NCX und weitere Transportsysteme (griine Pfeile) (19).

1.4 Natriumhaushalt der Herzmuskelzelle

Neben Kalzium, welches als second messenger eine Schlisselrolle in der
elektromechanischen Kopplung einnimmt (siehe Kapitel 1.3), ist der Natriumhaushalt
der Herzmuskelzelle von zentraler Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der
Zellfunktion. Natrium- und Kalziumstoffwechsel sind funktionell eng miteinander
verbunden, was an dieser Stelle naher erlautert werden soll.

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, ist der Einstrom von Natriumionen (Na*) in die
Zelle (Ina) Uber den sarkolemmalen Natriumkanal (Navl.5) entscheidend fur die
Depolarisationsphase. Der hierfir bendtigte Konzentrationsgradient wird vornehmlich

durch die sarkolemmale Na*-K*-ATPase (NKA) geschaffen, welche auch dafir sorgt,
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dass die K*-lonen im Zuge der Repolarisation entlang des Konzentrationsgradienten
nach extrazellular diffundieren. Der Natriumgradient ist aul3erdem fir eine Reihe
aktiver Transportmechanismen essenziell. In Bezug auf den Kalziumhaushalt ist hier
vor allem der NCX zu nennen, der, wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, den
Gradienten nutzt, um Ca?* aus der Zelle zu eliminieren. Diese Verbindung zwischen
Kalzium- und Natriumhaushalt ist aus pathophysiologischer Sicht von groR3er
Bedeutung. So ist im gesunden Myokard die positive Kraft-Frequenz-Beziehung mit
einem parallelen Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration ([Na*]i)
vergesellschaftet (20). Am insuffizienten Myokard ist [Na*]i in noch gréRerem Malde
erhoht, obwohl es hier zu einer negativen Kraft-Frequenz-Beziehung kommt (20,21).
Diese Natriumiberladung der Zelle ist sowohl auf eine erhthte Expression des
Natrium- / Wasserstoff-Austauschers (NHE) (22), als auch auf einen erhéhten spaten
Natriumeinstrom (Inajae) zuriickzufiihren. Uber den NCX kommt es im Zuge einer
Natriumiberladung und einer darauffolgenden Natriumextraktion zu einer
Kalziumuberladung der Zelle, welche zu einer diastolischen Dysfunktion im Sinne
einer verminderten diastolischen Relaxation fuhrt. Simultan zur Kalziumuberladung
der Zelle ist aufgrund einer verminderten SERCA-AKktivitat die Kalziumbeladung des
SR gestort. Hieraus ergibt sich die bereits erwéhnte negative Kraft-Frequenz-
Beziehung (23)

1.5 Der sarkolemmale Natriumkanal

Der sarkolemmale Natriumkanal leitet das Aktionspotential der Herzmuskelzelle
durch den konzentrationsabhangigen Natriumeinstrom (Ina) ein und ist damit ein
essentieller Teil der Erregungsausbildung und Fortleitung im Arbeitsmyokard.

Der sarkolemmale Natriumkanal ist ein Transmembranprotein, welches aus
mehreren Untereinheiten besteht. Die transmembrane a-Untereinheit, welche im
Herzen pradominant als Isoform Nav1.5 exprimiert wird, bildet hierbei die Pore durch
die der Ina zustande kommt, wéahrend die angehéngte 3-Untereinheit modulatorische

Eigenschaften besitzt.
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Abbildung 6 Aufbau von Navl1l.5 bestehend aus 4 homologen Domanen (I-1V) mit
jeweils 6 transmembranen alpha-Helices-Segmenten (S1-S6). S4 jeder Domane
dient als Spannungssensor, S5 und S6 bilden die lonendurchlassige Pore. Die sog.
IFM-Region fihrt durch Bindung in der Pore zur Inaktivierung des Kanals.
Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) und CaMKIl beeinflussen die
Kanalfunktion durch Phosphorylierung an verschiedenen Linker-Regionen
(modifiziert nach Bers 2001, Seite 69).

Navl.5, welche durch das SCN5A-Gen kodiert wird, besteht aus vier homologen
Domaéanen (I-IV), welche sich jeweils aus sechs transmembranen alpha-Helices-
Segmenten (S1-S6) zusammensetzen (Abbildung 6). S5 und S6 aller vier Domanen
bilden zusammen die lonen-durchlassige Pore wund regulieren durch ihre
extrazellulare Verbindung (P-Segment) die Selektivitdt und Leitfahigkeit des Kanals
(24,25). Das positiv geladene S4-Segment ist als Spannungssensor fur die
Kanalaktivierung wéhrend der Membran-Depolarisation zustandig (26). Wahrend der
Membran-Depolarisation kommt es zu einer Verschiebung des S4 nach aul3en, was
eine Konformationsanderung von S5 und S6 und eine konsekutive Offnung der Pore
zufolge hat (2). Die Inaktivierung des Kanals erfolgt indem ein Teil der intrazellularen
Verbindung (Linker) zwischen Doméne Il und IV, die sog. IFM-Region, an die Pore
bindet und sie verschliel3t. Der Kanal ist damit inaktiviert und kann nicht sofort wieder
aktiviert werden. Hierzu bendtigt es eine Repolarisation der Membran, was ein

Abdissoziieren des Linkers sowie eine erneute Verschiebung von S4 zufolge hat. Der
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Kanal ist dann geschlossen und erneut aktivierbar (27). Eine Mutation in S4 fihrt zu
einer verzogerten Inaktivierung des Kanals und folglich zu einem persistierenden
Natriumeinstrom, wie es beim Long-QT3-Syndrom der Fall ist (28).

Die bereits oben erwahnten [3-Untereinheiten (31-34) bestehen ihrerseits aus einem
zytoplasmatischen C-terminus, einem transmembranen Mittelteil und einem grol3en
extrazellularen N-Terminus und haben regulatorischen Einfluss auf die a-Untereinheit
(29). Neben der Membranspannung wird der sarkolemmale Natriumkanal durch eine
Vielzahl von intrazellularen Botenstoffen, lonen und physikalischen Faktoren
beeinflusst. Die cAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA) bewirkt Gber
Phosphorylierung eine Leitfahigkeitszunahme des Kanals (30) wahrend die
Proteinkinase C (PKC) ebenfalls dber Phosphorylierung an einer anderen
Linkerregion eine beschleunigte Inaktivierung und Reduktion des Natriumeinstroms
hervorruft (31). Calmodulin bindet Ca?*-abhangig am C-Terminus und fordert eine
verzogerte Inaktivierung des Kanals (32). WAGNER et al. konnten zudem eine
Phosphorylierung des Kanals durch die Kalzium/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase 1l (CaMKIl) nachweisen, welche mit einer Erhéhung des spéaten
Natriumeinstroms einhergeht (33).

Die gewebespezifische Expression der Untereinheiten sowie posttranslationale
Modifikationen haben weiteren Einfluss auf die Funktionsweise des Kanals. Durch
alternatives Splicing der mRNA der a-Untereinheit kommt es Uber den sog. unfolded
protein response (UPR) zu einer vermehrten Bildung funktionsunfahiger Proteine und
dadurch zu einer verminderten Anzahl funktionsfahiger Natrium-Kanale(34).

Zudem haben physikalische Faktoren wie Temperatur, Osmolaritat und mechanische
Zugkraft Einfluss auf den Natriumkanal.

Verschiedene Gifte und Pharmaka erzielen ihre Wirkung durch Interaktion mit dem
Natriumkanal. So bindet Tetrodotoxin (TTX) extrazellular zwischen S5 und S6 der
Doméane 1 und fihrt zu einer Blockierung des Kanals (35). Seeanemonentoxine
hemmen hingegen die Inaktivierung des Kanals und Lokalanasthetika fihren Uber

eine Bindung an S6 der Domane IV zu einer frihzeitigen Inaktivierung (36).
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1.6 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist eine der Haupttodesursachen der westlichen Welt (37). Sie
ist gekennzeichnet durch ein Pumpversagen des Herzens aufgrund kontraktiler
Dysfunktion und einem vermehrten Auftreten letaler Arrhythmien. Dies geht sowohl
mit makroskopischen Verédnderungen des Herzmuskels, als auch mit zahlreichen
Prozessen auf molekularer Ebene einher. Meist entwickelt sich die Herzinsuffizienz
im Rahmen einer erh6hten mechanischen Belastung des Herzens, wie es zum
Beispiel im Rahmen von Herzinfarkten bzw. Ischamien mit folgender Narbenbildung,
arteriellem Hypertonus oder Klappenerkrankungen der Fall ist. Am Beginn der
Herzinsuffizienz steht die Hypertrophie des gesunden Myokards, welche zunachst
die erhohte mechanische Belastung kompensiert, bei gleichzeitiger Zunahme des
umgebenden Bindegewebes und einer folgenden reduzierten Dehnbarkeit des
Herzens. Dieser Vorgang wird auch als kardiales ,remodeling“ bezeichnet. Die so
entstehende Uberbelastung der vitalen Kardiomyozyten fordert (iber verschiedene
Wege deren Apoptose und Zellnekrose. Auf3erdem kommt es reaktiv zu einer
veranderten Genexpression verschiedener Proteine, die grof3en Einfluss auf die
Homoostase und damit die Funktion der Zelle haben. Es ist bereits bekannt, dass es
im insuffizienten Myokard zu einer Stérung der Kalziumhomdostase und dartber zu
einer starken Beeintrachtigung der elektromechanischen Kopplung kommt. Dies wird
durch eine Vielzahl von Prozessen auf subzellularer Ebene verursacht. Im
insuffizienten Myokard ist die Konzentration der SERCA (38) und ihrem Inhibitor PLB
vermindert, wobei die SERCA-Reduktion Uberwiegt, was in einer verminderten
SERCA-Aktivitat und damit einem reduzierten Ca?*-Gehalt im SR und einer
verlangsamten Relaxation der Herzmuskelzelle resultiert (39). Zusétzlich kommt es
zu einer Herunterregulierung des RyR, welche jedoch mit einer stark erhdhten
Offnungswahrscheinlichkeit einhergeht. Die Folge ist eine verminderte Freisetzung
von Ca?*-lonen aus dem SR in der Systole bei gleichzeitig erhthtem Ca?*-Verlust
aus dem SR in der Diastole (Ca?*-Leck). Aufgrund der erhéhten [Ca?*]i wahrend der
Diastole kommt es Uber eine diastolische Aktivierung kontraktiler Proteine, zu einem
vermehrten Energieverbrauch und letztendlich zur diastolischen Dysfunktion.

Weiterhin konnte in vielen verschiedenen Studien eine Hochregulierung des NCX bei
Herzinsuffizienz gezeigt werden (40,41). Dies fuhrt zum einen zu einer erhdhten

Ca?*-Extraktion in der Diastole und damit zu einer weiteren Verminderung des Ca?*-
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Gehaltes im SR (42). Zum anderen wird eine erhdhte NCX-Aktivitdt mit dem
Auftreten von Arrhythmien in Verbindung gebracht (43).

1.7 Der spate Natriumeinstrom

Der spate Natriumeinstrom (Inalate) Wurde erstmals 1979 beschrieben (44) und eine
Erh6hung desselben wurde seitdem in verschiedenen pathologischen Zustanden des
Herzens wie Ischamie, Hypoxie, Herzinsuffizienz und Long-QT-Syndrom beobachtet
(45,46).

Normal late I, Increased late |y,
0 = TR A - 0 e W W R Y
: £
Sodium Late '}
Current Late
«— Peak «~— Peak

Abbildung 7 Anteil des spaten Natriumstroms unter physiologischen (links) und

pathologischen Bedingungen (rechts) (47).

Der Inajate macht im gesunden Myokard unter 1% des Ina aus, persistiert jedoch
aufgrund einer langeren Offenwahrscheinlichkeit und einer teilweise erneuten
Offnung der betreffenden Natriumkanale weit langer als der Natriumspitzenstrom
(Ina,peak) (48). Im erkrankten Myokard kann er zudem so stark erhéht sein, dass er
einen vergleichbaren, oder sogar grof3eren Anteil als Inapeak an der Gesamtmenge
der einstromenden Natrium-lonen ausmacht. Aufgrund dieser Eigenschaften
beeinflusst er sowohl die Morphologie und Lange des Aktionspotentials, als auch die
Natriumkonzentration in der Herzzelle. Die ist insbesondere wahrend der
Plateauphase des Aktionspotentials, in der bereits kleine Veréanderungen der
beteiligten lonenstréme grof3e Auswirkungen haben kdnnen, entscheidend. Ein
erhohter Inalate fUhrt so zu einer Verlangerung des Aktionspotentials und einer
hoheren [Na']i (49). Diese beiden Effekte sind entscheidend fir die Bedeutsamkeit

des Inajate iIm geschadigten Herzen. Eine Erhéhung von [Na*]i férdert wie schon in
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Kapitel 1.4 beschrieben den umgekehrten Transport von Natrium- und Kalziumionen
tber den NCX und fuhrt somit zu einer Erhohung des intrazellularen Kalziums [Ca?*]i
(Kalziumiberladung) (2). Dies addiert sich zu einer bereits bestehenden
Kalziumuberladung im geschadigten Myokard durch andere Prozesse wie eine
verminderte SERCA-AKktivitat. Der Austausch von einem Ca?*-lon gegen 3 Na*-lonen
Uber den NCX ist zudem elektrisch wirksam und kann Membranpotential-
Schwankungen bedingen. In Kombination mit der verlangerten
Membranpotentialdauer erhdht sich so die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten
friher (EADs) und spater Nachdepolarisationen (DADs) und damit gefahrlicher
Arrhythmien (50).

Einen wichtigen Anteil am erhohten Inajate im geschadigten Herzen kommt der
Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl) zu, welche durch
Phosphorylierung des  Natriumkanals Navl.5 entscheidend in dessen

Offnungseigenschaften eingreift.

Ischemia
Na/K-ATPase NHEl Tlately, €= Ranolazine
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Abbildung 8 Natriumutberladung der Herzmuskelzelle bei Ischamie und ihre Folgen
47).
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1.8 Die Kalzium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKII)

Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase 1l (CaMKIll) ist eine multifunktionale
Serin/Threonin-Proteinkinase und die haufigste Isoform der Kalzium/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinasen im Herzen. Sie wird durch Kalzium-gebundenes
Calmodulin aktiviert und phosphoryliert verschiedene zytosolische und nukleare
Proteine. Im Herzen existieren vornehmlich zwei Splicevarianten (CaMKIId¢c und
CaMKIlIds), wobei CaMKIIdc im Zytosol und CaMKIIds im Zellkern vorkommt (51).

1.8.1 Struktur der CaMKI|I

Das CaMKII-Holoenzym setzt sich aus zwei hexameren Ringen zusammen, welche
jeweils aus 6 Monomeren bestehen (52,53). Diese CaMKII-Monomere bestehen
jeweils aus einer am N-Terminus gelegenen Kkatalytischen Untereinheit, einer
mittleren regulatorischen Untereinheit und einer am C-Terminus gelegenen
assoziierenden Untereinheit. 6 Monomere lagern sich mit der assoziierenden
Untereinheit zu einer ringférmigen Struktur zusammen und bilden mit einem weiteren
Ring das CaMKII-Holoenzym. Die katalytischen und regulatorischen Untereinheiten

ragen dabei nach aulRen (54).
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Abbildung 9 Struktur der CaMKIl: (A) schematische Darstellung des CaMKII
Monomers, bestehend aus einer N-terminalen Kkatalytischen Domane, einer
regulatorischen Domane und einer C-terminalen assoziierenden Domane. (B)

Zusammenlagerung der assoziierenden Doméane zum CaMKII-Holoenzym (54).

1.8.2 Aktivierung der CaMKiII

Die Aktivierung der CaMKII erfolgt durch die Bindung von aktiviertem Calmodulin
(Ca?*/CaM) an die autoinhibitorische Doméane der regulatorischen Untereinheit und
hangt damit maRgeblich vom Ca?*-Gehalt der Zelle ab. Die daraus resultierende
Konformationséanderung fuhrt zur Freilegung der katalytischen Untereinheit, welche
nun andere Proteine phosphorylieren kann. Dabei werden u.a. benachbarte
Untereinheiten der CaMKIl selbst an Threonin 287 (siehe Abb. 9) phosphoryliert.
Dies fuhrt zu einer stark erhthten Affinitat von Ca?*/CaM zur autoinhibitorischen
Domane (55) und halt die CaMKII damit im aktiven Zustand. Zudem kann die CaMKI|
durch die Autophosphorylierung auch nach Abdissoziieren von Ca?*/CaM ca. 20-80%
ihrer Aktivitat erhalten (56,57). Die Aktivierung kann weiterhin durch ein erhdhtes
Angebot von Ca?* verstarkt werden, wie es zum Beispiel im Rahmen einer
verlangerten APD oder einer erhdhten Stimulationsfrequenz der Fall ist (58,59). Auch
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ein erhohter Inajlate Scheint die CaMKIl tUber den NCX zu aktivieren (60). Studien
konnten zudem zahlreiche weitere Aktivierungswege der CaMKIl nachweisen. So
wird die CaMKIl durch Oxidation an Methionin 281/282 (siehe Abb. 9) aktiviert (61),
wie es zum Beispiel bei erhéhtem oxidativem Stress und der Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies passiert. Auch hier kommt es zu einer Verlangerung der Aktivitat
durch Blockade der autoinhibitorischen Bindungsstelle (62).

Fur diese Arbeit besonders wichtig ist die Aktivierung der CaMKIl durch 3-adrenerge
Stimulation, welche Uber mehrere Wege funktioniert. 3-Agonisten fuhren lber eine
Aktivierung der Adenylatcyclase zu einer Erhéhung von cAMP und damit zu einer
Aktivierung der PKA. PKA phosphoryliert ihrerseits verschiedene Proteine wie den
sarkolemmalen Kalziumkanal, PLB und RyR, was zu einem erhohten
Kalziumtransienten und damit zu einer Aktivierung der CaMKII fuhrt.

Zusatzlich dazu kommt es PKA-unabhéngig zu einer Aktivierung der CaMKII durch
Stickstoffmonoxid (NO) (S-Nitrosylation) (63) sowie durch das cAMP aktivierbare
Austauscherprotein (Epac) (64). Epac wird direkt durch cAMP aktiviert und fuhrt Gber
PLC zu einer Produktion von DAG (diacyl glycerol) und IPs (inositide 1,4,5
trisphosphate) und nachfolgend CaMKIl-vermittelt Gber eine Aktivierung des RyR zu
einer Kalziumausschittung aus dem SR (65).

Ein weiterer Aktivierungsweg ist die O-gebundene Glykosylierung an S290 in Folge

erhohter Blutzuckerwerte (Diabetes Mellitus) (66).

1.8.3 Inaktivierung der CaMKI|

Proteinphosphatasen wie PP1 und wahrscheinlich PP2A dephosphorylieren die
CaMKII und inaktivieren diese so (67). AuRerdem fuhrt eine Phosphorylierung an
Threonin 306 und 307 ebenfalls zur Inaktivierung der CaMKII (68). Lu et al. konnten
bereits 2003 zeigen, dass Camguk (Homolog der CASK in Drosophila) in der Lage ist
Uber einer Autophosphorylierung an Thr306 (bzw. Thr305 in Saugetieren) die CaMKII
zu deaktivieren (69) (s. Kap. 1.8).

Pharmakologisch ist es moglich, die CaMKII gezielt durch verschiedene Substanzen
zu inhibieren. Neben KN62 und KN93, die kompetitiv die Bindung von CaM an die
CaMKIl hemmen, jedoch auch Auswirkungen auf bestimmte lonenkanale haben
(34,70), kann dabei insbesondere der Peptid-Inhibitor Autocamtide-2-related-
inhibitory-peptide (AIP) eingesetzt werden. Dieser hemmt CaMKIl sehr selektiv und
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mit hoher Affinitat (50-500mal héher als KN93) und scheint keine Auswirkung auf die
PKA, PKC oder lonenkanale zu haben (71).

1.8.4 Funktion der CaMKIl in der Herzmuskelzelle

Die CaMKIl ist eine multifunktionale Proteinkinase, die verschiedenste Proteine
durch Phosphorylierung beeinflusst. Sie interagiert mit vielen Schlisselproteinen des
Zellstoffwechsels und nimmt eine wichtige Rolle in der Kalzium- und
Natriumhomd@ostase sowie der elektromechanischen Kopplung ein. CaMKII kann
durch Phosphorylierung sowohl den Ca?*-Einstrom (Ica), die Ca?*-Ausschiittung aus
dem SR, als auch die Ca?*-Wiederaufnahme in das SR beeinflussen. So
phosphoryliert sie den L-Typ- Ca?*-Kanal an verschiedenen Positionen und fiihrt so
zu einer erhohten lca-Amplitude und einer langsameren Inaktivierung der Kanéle
(sog. lca-Faszilitation) (72). Des Weiteren beeinflusst die CaMKIl die
Offenwahrscheinlichkeit des RYR2 und erhoht so sowohl den systolischen Ca?*-
Ausstrom aus dem SR, als auch das diastolische Ca?*-Leck (72,73), was zu einer
erhohten zytosolischen Ca?*-Konzentration und einer Aktivierung des NCX fiihrt. Die
Wiederaufnahme von Ca?* in das SR wird durch eine Interaktion mit PLB von der
CaMKIl reguliert. PLB inhibiert die SERCA2a, was durch eine Phosphorylierung
durch die CaMKII unterbunden wird (74). Dadurch kommt es zu einer schnelleren
Wiederaufnahme von Ca?* in das SR. In diesem Zusammenhang wurde auch eine
verklrzte Relaxationszeit bei hohen Stimulationsfrequenzen (frequency-dependent
acceleration of relaxation, FDAR) beobachtet. Wahrend die Verbindung zwischen
PLB-Hemmung durch die CaMKIl und FDAR fraglich ist (75), scheint ein
Zusammenhang zwischen erhdhter CaMKII-Aktivitat und FDAR als gesichert.

Neben den oben genannten Effekten auf den Ca?*-Haushalt der Herzmuskelzelle,
interagiert die CaMKIl aulRerdem mit anderen sarkolemmalen lonenkanélen. So
konnten mehrere Studien einen direkten Zusammenhang zwischen CaMKII-Aktivitat
und Na*- Uberladung uber einen erhéhten spaten Natriumstrom nachweisen (33),
was eine Interaktion zwischen CaMKIIl und Na*-Kanal nahelegt. Des Weiteren ist
davon auszugehen, dass die CaMKIl verschiedenen K*-Kandle beeinflusst und
selber von diesen beeinflusst wird und so eine Auswirkung auf die verschiedenen
Komponenten des lwo (ltoslow und lio, fast) (76) sowie den Iks (77) und damit auf die

Repolarisation der Herzmuskelzelle hat.
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Abbildung 10 Aktivierung und Auswirkung der CaMKII in der Herzmuskelzelle (78).

1.8.5 Pathophysiologische Bedeutung der CaMKII

KIRCHHEFER et al. konnten bereits 1999 zeigen, dass die CaMKII im insuffizienten
Myokard eine erhdhte Expression und Aktivitdt aufweist und mit einer erhdhten
Kontraktilitatt des Herzmuskels einhergeht (79). Dies lie3 die Autoren zunachst
vermuten, dass es sich bei dieser CaMKII-Erhhung um einen
Kompensationsmechanismus handelt. Jedoch zeigten spatere
Uberexpressionsmodelle der CaMKIIdc mit transgenen Mausen, dass eine erhdhte
CaMKII-Aktivitat ihrerseits kardiale Hypertrophie und Herzinsuffizienz induziert und
mit einem gestorten Ca?*-Haushalt und einer Neigung zu Arrhythmien einhergeht
(72,80). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass ein CaMKII&c-spezifischer Knock-
Out Méause vor der Entwicklung von Herzinsuffizienz schitzt (81). Dies kann durch
die oben beschriebenen Effekte der CaMKII in der Herzmuskelzelle erklart werden.

Der erhohte Ica durch Phosphorylierung der L-Typ- Ca?*-Kandale in Kombination mit
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dem CaMKIll-induzierten Ca?*-Verlust aus dem SR (Ca?*-Leck) fiihren zu einer Ca?*-
Uberladung der Zelle, was, wie bereits oben beschrieben, mehrere Probleme nach
sich zieht. Zum einen bedingt die erhohte diastolische Ca?*-Konzentration eine
erhohte diastolische Kontraktilitat und fuhrt so zur diastolischen Dysfunktion.
AuRerdem beglnstigt die Ica-Faszilitation das Auftreten von frihen
Nachdepolarisationen (early afterdepolarizations, EADs) und fuhrt Gber eine erhéhte
Aktivitatt des NCX zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit fur spéate
Nachdepolarisationen (delayed afterdepolarizations, DADSs) (82).

Uber die oben beschriebene Interaktion der CaMKIl mit sarkolemmalen
lonenkanélen kommt es zusatzlich zu einer Verlangerung der APD, was wiederum
das Auftreten von EADS und damit von Arrhythmien beguinstigt (83). Die CaMKII
kann an verschiedenen Stellen Navl.5 phosphorylieren und bewirkt dariiber eine
verminderte Kanalverfiigbarkeit und vermehrte intermedidre Inaktivierung (84).
Zudem fuhrt die Phophorylierung von Nav1.5 durch CaMKIl zu einem erhdhten Ina Late
(85), was wiederum Uber den NCX zu einer Ca%*-Uberladung der Zelle fihrt (s. Kap.
1.6). Da eine erhohte [Ca?*]i wiederum eine Aktivierung der CaMKIl zu Folge hat,
kann hier von einer Art Teufelskreis gesprochen werden.

Eine erhohte CaMKII-Aktivitat scheint zudem Uber die Phosphorylierung des
mitochondrialen NCX die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu férdern
(86). ROS werden vermehrt in infarziertem und insuffizienten Myokard generiert und
werden Uber eine Beeintrachtigung der Ca?- und Na*-Homdoostase mit kontraktiler
Dysfunktion, elektrischer Instabilitat und Zelltod in Verbindung gebracht (87). Es ist
anzunehmen, dass die CaMKII eine wichtige Rolle in der Vermittlung dieser Effekte
spielt. ROS kodnnen uber Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit der
CaMKIl an Methionin 281/282 (siehe auch Kap. 1.7.2) diese aktivieren (61). Auch
hier besteht also eine Art Potenzierung, da CaMKIl durch ROS aktiviert wird und
selber zur Entstehung von ROS beitragt. Mehrere Studien konnte bereits zeigen,
dass ROS zu einer Erhdhung des InaLate und folglich zu einer Na*- und Ca*-
Uberladung mit den oben genannten Konsequenzen fihrt (88). WAGNER et al.
konnten dariber hinaus zeigen, dass das Fehlen von CaMKIl diese Effekte
signifikant vermindert, was die Annahme unterstltzt, dass CaMKII hier als eine Art
Mediator fungiert (89).
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Abbildung 11 Aktivierung der CaMKIIdc sowie Einfluss auf Kalziumhaushalt der
Herzmuskelzelle und Elektromechanische Kopplung (90): CaMKIIdc wird Uber
verschiedene pathophysiologische Stimuli wie erhOhte reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), erhohte intrazellulare Kalziumkonzentrationen oder Hyperglykamie, aktiviert.
Erhdhte CaMKII-Aktivitat fuhrt Uber Phosphorylierung zu einem erhéhten lca [1],
pradisponierend fir das vermehrte Auftreten von EADs, einem erhohten
diastolischem Kalziumleck uber RyR-Phosphorylierung [2] und einer erhdhten
SERCA2A-Aktivitat, was moglicherweise ebenfalls zu einem erhohten diastolischen
Kalziumleck fuhrt [3]. Ein erhdhtes diastolisches Kalziumleck aus dem SR hat das
Auftreten transienter Einwartsstrome und DADs zu Folge [4]. Phosphorylierung von
Nav1.5 fuhrt zu einem erhodhten spaten Natriumeinstrom und somit zum vermehrten
Auftreten von EADs und DADSs.

Aufgrund der vielseitigen Verbindungen einer erhdhten CaMKII-Aktivitdt und der
Entwicklung von HF und Arrhythmien, ist die CaMKII als therapeutisches Ziel immer
mehr in den Fokus der Wissenschaft gertickt. Damit einhergehend werden auch
alternative Wege die CaMKIl zu beeinflussen immer interessanter und sind heute

Gegenstand ausgedehnter Forschung. Ein mdglicher Kandidat in dieser Hinsicht ist
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die Ca?*/CaM-abhéngige Serin-Proteinkinase (CASK), welche im folgenden Kapitel

naher beschrieben werden soll.

1.9 Ca?*/CaM-abhéngige Serin-Proteinkinase (CASK)

Die CASK ist eine membranassoziierte Guanylatkinase (MAGUK) und gehdért damit
zu einer Gruppe von  Scaffolding-Proteinen, die  durch  mehrere
Proteinbindungsstellen groRe Proteinkomplexe an Zellekontakten zusammenbringen
und so durch raumliche N&ahe die Effizienz von Signaltransduktionen erheblich
steigern kénnen (91). MAGUKSs sind durch mindestens drei verschiedene Domanen
charakterisiert: eine N-terminale PDZ-Domane (PSD 95, Dlg, ZO-1), eine zentrale
SH3-Domane und eine C-terminale Guanylatkinase-Doméne. Die CASK besitzt als
LIN2 &hnliche MAGUK vom N zum C Terminus folgende Domaéanen: eine CaMKII
ahnliche Doméane mit autoinhibitorischem Anteil und einer CaM-Bindeeinheit (in
Drosophila ist diese Domane nur in der CASK-3 vorhanden), zwei L27 (Lin2 und
Lin7) Domé&nen, eine PDZ- und eine GuK- Domaéane (92). Sie wurde erstmals 1996 in
drei unabhéngigen Studien beschrieben (92-94) und ist seitdem Gegenstand
ausgedehnter Forschung. Obwohl die CASK ubiquitar im menschlichen Organismus
vorkommt, lag der Fokus der CASK-Forschung vor allem auf ihrer Rolle im zentralen
Nervensystem und dessen Entwicklung, wo sie gehéauft an synaptischen Membranen
lokalisiert ist. Mittlerweile ist eine Vielzahl von Funktionen der CASK beschrieben. In
Nervenzellen interagiert sie mit einer grofen Anzahl an Proteinen, mit denen sie
Signalkomplexe bildet, unter anderem Neurexine, Syndecane und SynCam und so
die Signaltransduktion zwischen Nervenzellen reguliert (95,96). Es konnte gezeigt
werden, dass die CASK uber ihre PDZ-Doméne den Transkriptionsfaktor TBR1
beeinflusst und eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Gehirns spielt (97). Dies
wird durch weitere Studien unterstitzt, die einen CASK-Defekt mit genetischen
Erkrankungen wie dem FG-Syndrom (Opitz-Kaveggia-Syndrom) in Verbindung
bringen (98). Ein kompletter CASK-Knock-Out in Mausen ist letal (99), was die
Relevanz der CASK insbesondere in der Entwicklung des Nervensystems
unterstreicht. Zusétzlich spielt CASK eine Rolle in der embryonalen Entwicklung der
Niere und der Auspragung von intestinalen Tumoren.

Interessanterweise wurde bereits in mehreren Arbeiten eine Interaktion zwischen
CASK und der oben bereits beschriebenen CaMKIl beobachtet. CASK nimmt dabei
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eine regulatorische Funktion ein und kann die CaMKII tber ihre CamKinase-Domane
an T306 phosphorylieren und dadurch (in Drosophila, entspricht T305 in Saugern)
hemmen (69,100). Wie bereits in Kapitel 1.7.3 beschrieben, fihrt eine
Phosphorylierung der CaMKIl an Thr306/307 bzw. Thr305/306 zu einer
Konformationsanderung der CaMKIl, welche die Wiederanlagerung von CaM und
damit die erneute Aktivierung der CaMKIl verhindert. Die fehlende Aktivierung durch
CaM bewirkt auf3erdem eine verminderte Autophosphorylierung der CaMKIl an
Thr287, was deren Aktivitat weiter einschrankt. Diesbeziiglich konnten Versuche in
Neuronen von Drosophila zeigen, dass eine CASK-Deletion mit einer gesteigerten
Autophosphorylierung von Thr287 einhergeht (s. Abb. 12) (69).

Neben der CaMKIl scheint CASK zudem mit der PKA zu interagieren. PKA
phosphoryliert CASK in Neuronen an S562 der PDZ-Doméne und an T724 der Guk-
Doméne und nimmt so Einfluss auf die Interaktion zwischen CASK und
Transkriptionsfaktor Thr-1 (101). Dies ist auch deshalb interessant, weil ein Grol3teil
der Interaktionen zwischen CASK und anderen Proteinen tber die ihre PDZ-Domane
vermittelt zu werden scheint (102-105) und sich eine Phosphorylierung durch die
PKA in dieser Doméane starke Auswirkungen auf die Funktionsweise der CASK

haben kdnnte.

A

O
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Abbildung 12 Hemmung der CaMKIl durch CASK (A) und struktureller Aufbau der
beiden CASK-Isoformen in Drosophila (B) (106).
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Die Rolle der CASK als Regulator der CaMKIl wurde bislang nur in Neuronen
nachgewiesen. Jedoch liegt die Vermutung nahe, dass es eine ahnliche Interaktion
zwischen CASK und CaMKIl auch in anderen Geweben, insbesondere den
Herzmuskelzellen, gibt. Wéare dies der Fall, konnte die CASK ein therapeutischer
Ansatzpunkt in der Regulierung der CaMKII-Atkivitat und damit der Behandlung von
Herzinsuffizienz und Arrhythmien sein.

Zusatzlich dazu konnten Eichel et al. eine direkte Interaktion zwischen CASK und
dem Navl.5 nachweisen. CASK scheint hierbei ausschlie3lich in der lateralen
Kardiomyozytenmembran (LM) lokalisiert zu sein und Einfluss im Sinne einer
Herunterregulierung des Navl.5 zu nehmen und so den schnellen Natriumeinstrom

INa zu vermindern (107).

1.10 Zielsetzung

Wie oben beschrieben, ist eine regulierende Funktion der CASK auf die CaMKII in
Herzmuskelzellen naheliegend. Ein CASK-Knock-Out mit Ausbleiben dieser
Regulierung misste folglich eine vermehrte Wirkung der CaMKII und somit eine
Verstarkung der oben beschriebenen CaMKII-Effekte (Kapitel 1.8.5) im Sinne einer
Erhdhung des Inalae, Mit folgender APD-Verlangerung, sowie eines vermehrten
Auftretens von EADs und DADs zu Folge haben. Um diese Hypothese zu evaluieren,
sollen zun&chst die Auswirkungen eines herzspezifischen CASK-Knock-Outs auf den
Inalate, SOWODI unter basalen Bedingungen, als auch unter Aktivierung der CaMKII-
Aktivitat mittels Isoprenalin Uber R-adrenerge Stimulation und unter erhéhter,
intrazellularer Kalziumkonzentration gemessen werden.

Um magliche Einwirkungen des Cre/LoxP-Rekombinasesystems auf die Physiologie
der Herzmuskelzellen auszuschliel3en, wurden als Kontrollgruppe die zur Zichtung
der Knock-Out-Maus verwendete Cre-Linie untersucht. Folglich bestehen die beiden
untersuchten Gruppen aus einer Knock-Out-Gruppe (CASKflox**/Cre”*) und einer
Cre-Kontrollgruppe (CASKflox’/Cre”*).

Zusatzlich zur Messung des spaten Natriumeinstroms in Ruhe und unter [3-
adrenerger Stimulation, soll die Aktionspotentialmorphologie in den beiden Gruppen
basal und unter Einwirkung von Isoprenalin untersucht und das Auftreten von EADs

und DADs evaluiert werden. Hierbei geht es vor allem um die Frage, ob eine
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maogliche Erhéhung des spaten Natriumstroms die vermuteten Effekte im Sinne einer
Aktionspotentialverlangerung und dem gehauften Auftreten von EADs und DADs hat.
Ausgehend von den dadurch erhobenen Ergebnissen sollen Ruckschlisse auf die
Rolle der CASK in der Entwicklung der Herzinsuffizienz und die Interaktion mit der

CaMKIll im Herzen gezogen werden.

Es ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

Messung der spaten Natriumstrome

1. Ist der spate Natriumstrom bei einem CASK-Knock-Out im Vergleich zur
Kontrollgruppe unter basalen Bedingungen erhdht?

2. Werden beobachtete Veranderungen des spaten Natriumstroms im CASK-
Knock-Out durch die Einwirkung von Isoprenalin oder hohe intrazellularer

Kalziumkonzentrationen verstarkt?

Messung der Aktionspotentiale:

1. Fudhrt ein CASK-Knock-Out unter basalen Bedingungen zu einer Verlangerung
der Aktionspotentialdauer mit einer Verzégerung der Depolarisation und / oder
Repolarisation?

2. Ist eine mogliche Verlangerung der Aktionspotentialdauer frequenzabhangig?
Welchen Einfluss hat eine Stimulation durch Isoprenalin auf die
Aktionspotentialmorphologie in den verschiedenen Genotypen?

4. Bewirkt Isoprenalin (Uber Aktivierung der CaMKIl) eine Verstarkung der unter
basalen Bedingungen beobachteten Unterschiede?

5. Treten im CASK-Knock-Out unter basalen Bedingungen und / oder unter

Stimulation mit Isoprenalin vermehrt EADs und DADs auf?
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2 Material und Methoden

2.1 Die CASK-Knock-Out Maus

Fir diese Arbeit wurden, wie oben bereits kurz beschrieben, transgene CASK-
Knock-Out Mause untersucht und mit den Ergebnissen in der Cre-Linie
(Kontrollgruppe) verglichen. Der kardiale CASK-Knock-Out wurde durch das sog.
Cre-Lox-Recombinase-System in Kombination mit dem alpha-myosin heavy chain
(alpha-MHC) Promotor hervorgerufen.

Die Cre-Rekombinase (cyclization recombination) des Bakteriophagen P1 katalysiert
die Rekombination zwischen zwei loxP-Erkennungssequenzen (locus of X-over of
P1) und kann so Genabschnitte, die durch loxP flankiert sind, gezielt ausschalten
(108). Da ein kongenitaler CASK-Knock-Out letal ist, war es noétig, eine Maus mit
einem herzspezifischen CASK-Knock-Out zu zichten. Um eine gewebespezifische
Gendeletion zu erreichen, missen zunadchst 2 Mauslinien geziichtet werden. Die
eine Mauslinie tragt das von loxP-flankierte (,gefloxte’) Zielgen (in diesem Fall CASK)
und wurde durch das Labor von Prof. Stidhof in Stanford bereitgestellt (CASKtm1sud,
(99)). Diese Mauslinie hat eine bis zu 66%ig reduzierte CASK-Expression. Die
andere Mauslinie exprimiert Cre, wobei dabei der an Cre gebundene Promotor so
ausgewahlt wird, dass Cre gewebespezifisch exprimiert wird. In diesem Fall handelt
es sich um den bereits erwdhnten alpha-MHC-Promotor (109). Werden nun die
gefloxten Zielmduse mit den Cre-exprimierenden Mausen verpaart, entstehen
Nachkommen, in denen das gefloxte Zielgen in allen Zellen, die die Cre-
Rekombinase exprimieren, ausgeschaltet wird.

Das Cre/LoxP-Rekombinationssystem ist mittlerweile eines der wichtigsten
Werkzeuge zur Herstellung gewebespezifischer Knock-Out Mause. Neuere Studien
zeigen jedoch, dass das Cre/LoxP-System auch fehleranfallig ist. So konnte bereits
gezeigt werden, dass in einigen Mauslinien Cre trotz gewebespezifischen Promotors
auch in anderen Geweben exprimiert wird und dadurch zur Entwicklung verféalschter
Phanotypen fihren kann. AuRerdem scheint es Unterschiede in der Expression von
Cre zu geben, je nachdem ob das Allel mutterlicherseits oder vaterlicherseits
weitervererbt wurde. Hierbei fihrte eine maternale Vererbung zu signifikant besseren

Expressionsmustern als eine paternale Vererbung. Aul3erdem scheint es in manchen
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Cre-Linien eine Variabilitat der Cre-Aktivitdt zu geben, was sich zusatzlich negativ
auf die Konsistenz der Messergebnisse auswirken kann (110).

Um eine mdoglichst homogene Mauspopulation mit vollstandigem CASK-Knock-Out
zu erhalten, wurde die Knock-Out-Linie mit CASK-flox-Mausen tber 4 Generationen
zurick gekreuzt, bevor sie fur die Experimente verwendet wurden. Die
Genotypisierung erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Alle Experimente wurden der Ortlichen Tierschutzbehdrde angezeigt und in
Ubereinstimmung mit dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals®
(Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National
Research Council, 1996) durchgefunhrt.

2.2 Isolation ventrikularer Mausekardiomyozyten

Zu Beginn der Isolation wurden die Mause gewogen und das genaue Alter notiert.
Danach wurden sie unter einer Glasglocke mit Isofluran (Abbott GmbH & Co KG),
welches abhangig vom Korpergewicht der Maus dosiert wurde, narkotisiert.
Nachdem die Mause klare Anzeichen einer vollstdandigen Narkose zeigten, wurde
ihnen umgehend das Genick gebrochen. Hiernach erfolgte die Freilegung des
Herzens. Zunachst wurde ein V-férmiger Schnitt vom Nabel in Richtung der oberen
Extremitaten bis zum Rippenbogen durchgefiihrt. Es folgte die Darstellung des
Diaphragmas und die Erweiterung der Schnitte bis zur Axilla, wodurch die ventrale
Thoraxwand nach kranial geklappt und das Herz dargestellt werden konnte. Das
Herz wurde dann durch ein scharfes Absetzen der groRen Gefalle mobilisiert und
verbliebenes Blut durch Druck und Spllung aus den Herzhoéhlen entfernt. Im
nachsten Schritt folgte die Bestimmung des Herzgewichts auf einer Feinwaage
(Hersteller: Sartorius). Der am Herzen verbliebene Aortenstumpf wurde dann unter
einem Binokular (Olympus SZ51) auf eine 18G-Kanule aufgefadelt und mit einem
Prolene-Faden und einer Klemme fixiert. Es erfolgte die retrograde Perfusion des
Herzens zur Uberpriifung der Dichtigkeit und um die Koronarien von Restblut zu
saubern. Anschlie@end wurde das kanulierte Herz an eine Langendorff-
Perfusionsanlage (s. Abb. 13) angeschlossen, welche zuvor mit der
Perfusionslésung (s. Tab. 1 Isolationstyrode) retrograd gespult und auf 36,5 °C
temperiert wurde. Die Perfusion und Verdauung erfolgten mit einer enzymhaltigen
Losung (s. Tab. 2.1 Enzymlosung) bei ebenfalls 36,5 °C und einem Fluss von 3

mL/min fUr 7 bis 8 Minuten. Zeigte das Herz eine milchglasartige Verfarbung, wurde
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es von der Perfusionsanlage entfernt und die Ventrikel von den Vorhéfen getrennt.
Die Ventrikel wurden dann in 2,5 mL Enzymlésung zerkleinert und durch vorsichtiges
Vermengen weiter verdaut. Der Vorgang wurde mit einer Stopplosung (s. Tab 1
Stopplosung) beendet, sobald keine groReren Gewebestiicke mehr zu erkennen
waren. Durch die Filtration durch eine Nylongaze mit einem Porendurchmesser von
200 pm wurden zusatzlich groRere Zellverbande entfernt und die Zelllbsung danach
in einem 50 ml Falconrohrchen aufgefangen. Im letzten Schritt der Zellisolation
wurde ein Kalzium-Aufbau durchgefihrt, um die Zellen an die Kalziumkonzentration
der spater verwendeten Badldsung zu gewdhnen. Zunachst wurde die Zellldsung fur
7 bis 10 Minuten stehen gelassen, damit sich die Zellen absetzen und ein Zellpellet
bilden konnten. Dann wurde die Uberstehende Zellsuspension abpipettiert und mit
dem Kalzium-Aufbau begonnen. Hierbei wurden in 4 Schritten Kalziumlésungen in
aufsteigender Konzentration (0,1 mmol/L, 0,2 mmol/L, 0,4 mmol/L und 0,8 mmol/L)
auf die Zellen gegeben und nach 7 Minuten der verbliebene Uberstand entfernt.
Nach der Uberfihrung in die 0,8 mmol/L Lésung wurde die Zellsuspension dann auf

die Messkammern verteilt.

Pumpe

Temperierte
Blasenfalle

Warmebad
-~ 1 / mit Pumpe

Pufferlésung
Enzym -
Lésung

Temperierte
Verdaukammer

Abbildung 13 Schematische Darstellung der Langendorff-Perfusionsanlage.
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Substanz

Konzentration

NacCl 113 mmol/L

KCI 4,7 mmol/L

KH2POa4 0,6 mmol/L

Naz:HPO4 x 2H20 0,6 mmol/L

MgSO4 x 7H20 1,2 mmol/L

. Phenol-red 0,032 mmol/L Geldst in ddH20;

Isolationstyrode _

NaHCOs 12 mmol/L pH 7,42 bei 36,5 °C

KHCO3 10 mmol/L

HEPES 10 mmol/L

Taurine 30 mmol/L

Glucose 5,5 mmol/L

BDM (Stock) 10 mmol/L

Liberase 0,05 g/L

Trypsin (10fach, | 0,4 Vol% Gel6st in Tyrode;
Enzyml6dsung .

2,5%) pH 7,42 bei 36,5 °C

CaClz 0,0125 mmol/L

BCS ca. 10 Vol% Gelost in Tyrode;
Stoppldésung _

CaClz 0,0125 mmol/L pH 7,42 bei 36,5 °C

Tabelle 1 Losungen zur Isolation der Mausekardiomyozyten

Kalziumaufbau

CaClz 0,1 mM
CaClz 0,2 mM
CaClz 0,4 mM
CaClz 0,8 mM

Tabelle 2 Kalziumaufbau
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2.2 Die Patch-Clamp-Technik

2.2.1 Geschichte

Der Patch-Clamp-Methode zu Grunde liegt die Technik der Spannungsklemme,
welche erstmals 1939 beschrieben wurde (111). Cole und Curtis verwendeten zu
Beginn Nervenzellen von Riesenkalmaren, welche extrem grol3 werden kénnen und
somit leicht mit den damals herstellbaren Elektroden zu punktieren waren. Mit der
Entwicklung kleinerer Mikro-Pipetten wurde es in den folgenden Jahren mdglich,
auch kleinere Strukturen wie Muskelzellen zu untersuchen (112).

Die ebene erwdhnte Spannungsklemme basiert auf der Idee, dass die Spannung
Uber einer Zellmembran vorgegeben werden kann. Unterscheidet sich die
vorgegebene Spannung vom Ruhemembranpotential der Zelle, entsteht ein Strom
Uber die Zellmembran, der die Spannung wieder an das Ruhemembranpotential
annahert. Soll die vorgegebene Spannung also konstant bleiben, muss ein Strom
appliziert werden, der dem Strom Uber die Membran entspricht. Dies lasst
Ruckschlisse  auf die  flie3enden Strome  waéhrend  verschiedener
Membranspannungen zu. Eines der gréf3ten Probleme hierbei war das durch die
relativ groBen Pipetten verursachte Membranleck, welches Messungen Kleinerer
Strome, oder gar Strome durch einzelne lonenkanéale, aufgrund der auftretenden
Storstrome unmdglich machte. Das Verlangen nach immer genaueren Messungen
veranlasste Erwin Neher und Bert Sakmann die so genannte Patch-Clamp-Technik
zu entwickeln. 1976 gelang es ihnen dadurch erstmals mittels einer Mikroelektrode
Strome einzelner lonenkanale aufzuzeichnen (113). Fur die Entwicklung der Patch-
Clamp-Technik erhielten Neher und Sakmann 1992 den Nobelpreis fur Physiologie

und Medizin.

2.2.2 Die Technik

Die Patch-Clamp-Technik zielt darauf ab, durch die Isolation eines méglichst kleinen
Areals der Zellmembran, eine sehr genaue Messung einzelner lonenstrome tber die
Membran zu ermdglichen. Um dies zu erreichen, sind Mikropipetten mit einem
Spitzen-Durchmesser von 1-5 pm notwendig, welche mittels eines Mikromanipulators
an die zu untersuchende Zelle herangefihrt werden. Unter leichtem Unterdruck wird

die Zellmembran dann an die Mikropipette herangezogen. Das Areal, welches von
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der Pipetten6ffnung umschlossen wird, ist der sog. Membran-Patch. Ziel ist es eine
maoglichst stabile Verbindung zwischen Membran und Pipette zu schaffen, um den
Patch elektrisch zu isolieren und so Storstrome und Lecks zu minimieren. Ein
ebenfalls von Neher und Sakmann etablierter Begriff ist das Giga-Seal. Es handelt
sich dabei um eine sehr stabile Verbindung zwischen Pipette und Zellmembran, die
mit einem Widerstand tUber einem Giga-Ohm gemessen wird. Die Konfiguration sollte
zu jeder Messung angestrebt werden. Ist sie erreicht, gibt es verschieden
Moglichkeiten weiter zu verfahren und Messungen durchzufihren. Der
Ausgangszustand, in dem das Giga-Seal besteht und die Membran nicht von der
Pipette durchstol3en wurde, wird On-Cell- oder Cell-attached-Modus genannt (Abb.
14 B). In diesem Modus ist es lediglich moglich, das Membranpotential fur den
isolierten Patch vorzugeben, also den Patch auf ein bestimmtes Membranpotential
zu ,klemmen’.

Um einen direkten elektrischen Zugang in die Zelle zu erhalten, kann der
Membranpatch durch einen ruckartigen Sog Uber die Pipette oder einen elektrischen
Puls zerstort und die Zellmembran durchbrochen werden. Im besten Falle bleibt
dabei die Verbindung zwischen Pipettenglas und Membran vollstandig bestehen und
es entsteht eine abgeschlossene Verbindung zwischen Zytosol und Pipettenldsung,
welche sowohl den Flussigkeitsaustausch als auch gegebenenfalls die Applikation
von Pharmaka erlaubt. Dieser Zustand wird whole-cell-Modus genannt (Abb. 14 C)
und wurde sowohl fir die Messungen der Aktionspotentiale, als auch der spaten
Natriumstrome, in dieser Doktorarbeit verwendet. Im whole-cell-Modus ist es mdglich
die  Membranspannung fur die gesamte  Zellmembran  vorzugeben
(Spannungsklemme) oder Spannungsverlaufe durch Applikation eines konstanten
Stroms (current-clamp mode) zu messen.

Zwei weitere fortgeschrittene Mess-Konfigurationen sind die inside-out*- und
,outside-out‘-Konfiguration, welche der Vollstandigkeit halber kurz erklart werden
sollen, jedoch in dieser wissenschaftlichen Arbeit keine Rolle gespielt haben. Die
.inside-out“-Konfiguration wird erreicht, indem nach Erreichen des ,on-cell*-Modus
die Pipette ruckartig von der Zelle gezogen wird (Abb. 14 D). Dabei wird der
Membranpatch aus der Zelle gerissen, verbleibt aber an der Pipettendffnung. Die
ehemals intrazellulare Membranseite des Patches zeigt nun nach auf3en in die
Badlésung, deshalb der Begriff ,inside-out® (Abb. 14 F). Die ,outside-out"-
Konfiguration geht aus der ,whole-cell*-Konfiguration hervor, indem die im Zytosol
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befindliche Pipettenspitze langsam von der Zelle weggezogen wird. (Abb. 14 E)
Hierbei entsteht eine Art Membranrohr, welches an einem bestimmten Punkt abreil3t
und sich verschlie3t. Es bildet sich dadurch ein neuer Membranpatch an der
Pipettendffnung. Die urspringlich intrazellulare Membranseite ist nun der
Pipettentffnung zugewandt, die extrazellulare Membranseite zeigt in die Badlésung
der Messkammer (Abb. 14 G). Beide Konfigurationen erlauben Messung von
Spannungsverlaufen und Stromen Uber dem generierten Membranpatch und damit

sehr genaue Messungen, die sich auf wenige bis einzelne lonenkanéle beschranken.
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Abbildung 14 Konfigurationsmdglichkeiten in der Patch-Clamp-Technik.
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2.3 Versuchsaufbau

2.3.1 Messstand

Herzstick des Messstandes ist das Mikroskop (Abb. 15 A) (Nikon Eclipse, Tokyo),
welches auf einem schwingungsdampfenden Tisch (Abb. 15 B) angebracht ist. Es
handelt sich hierbei um ein sog. invertiertes Mikroskop, was bedeutet, dass sich die
Objektive des Mikroskops unter der Messkammer befinden. Dies hat den grofR3en
Vorteil, dass die Zellen, die naturlicherweise auf den Boden der Messkammer sinken
und dort am Laminin haften, ohne Verzerrungen und Verunreinigung durch die
Badl6ésung beobachtet werden kénnen. Das in dieser Arbeit verwendete Mikroskop
kann Strukturen in bis zu 400facher Vergrof3erung darstellen, was eine prazise Arbeit
mit den untersuchten Zellen erméglichte.

Der Objekttisch (Abb. 15 C) oberhalb der Objektive ist sowohl in horizontaler, als
auch in vertikaler Ebene, Uber Drehregler frei beweglich und bewerkstelligt eine
genaue Ausrichtung der Messkammer zum Objektiv.

Neben dem Mikroskop befindet sich der Mikromanipulator inklusive Pipettenhalter
(Abb. 15 D). Dieser wird Uber einen Joystick aul3erhalb des Messtands vom
Untersucher bedient und ermdglicht die nétigen punktgenauen Bewegungen der
Messpipette. Zusétzlich ist der Pipettenhalter Uber ein luftdichtes Schlauchsystem
und einen ebenfalls auRerhalb des Messtands befindlichen Dreiwegehahn mit 2
Spritzen verbunden, welche zur Druckeinstellung innerhalb der Pipette dienen. Auf
der anderen Seite des Mikroskops ist die Zulaufvorrichtung fur die Badlésung mit
integriertem Heizmodul angebracht. Die Badldsung lauft hierbei aus 50-ml-Spritzen
Uber einen Flussregler und das Heizmodul (Abb. 15 E) in die Messkammer und wird
auf der anderen Seite durch ein weiteres Schlauchsystem mittels Vakuumpumpe
abgesaugt.

Der gesamte oben beschriebene Versuchsaufbau ist von einem Faraday-Kafig
umgeben, welcher den Messstand von elektromagnetischen Stérungen abschirmt
und der Uber den aul3erhalb des Messtands befindlichen Verstarker geerdet ist. Die
oben erwdhnten Schlauchsysteme, sowie alle nétigen Leitungen sind zudem
mechanisch Uber den Faraday-Kéafig am schwingungsdampfenden Tisch fixiert, um
jegliche Stérungen durch mechanische Schwingungen zu vermeiden. AulRerhalb des
Messstands befindet sich der Patch-Clamp-Verstarker vom Typ EPC 10 (HEKA
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Elektronik Dr. Schulze GmbH) mit integriertem AD/DA-Wandler sowie ein PC zur
Bedienung, Datenerhebung und Speicherung.

Abbildung 15 Der fir diese Arbeit verwendete Patch-Clamp-Messstand.

2.3.2 Messkammern und Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Messkammern aus Hartplastik wurden in den
technischen Werkstatten der Universitatsmedizin Géttingen hergestellt und im Labor
mit einem Deckglas beklebt. Dieses wurde vor dem Beflllen der Messkammer mit
2,5 pl Laminin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) bestrichen. Das Laminin dient der

mechanischen Fixierung der Zellen auf dem Deckglas. Je nach Zelldichte wurden
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250-400 ul Zellsuspension in die Zellkammer plattiert und dann fir 10 Minuten ruhen

gelassen, um ein Absinken und Fixieren der Zellen zu erreichen.

2.3.3 LOsungen

Bei der Messung der Aktionspotentiale und spaten Natriumstréme wurden jeweils
eine Bad- und eine Pipettenlésung verwendet, welche sich im Falle der Badlésung
nur geringfligig unterschieden, im Falle der Pipettenlésung jedoch groRere
Unterschiede aufwiesen.

Badl6sungen: Die Badlésungen entsprachen hierbei in ihrer Zusammensetzung in
etwa dem Extrazellularraum in vivo, um ein moglichst physiologisches Milieu fir die
isolierten Kardiomyozyten zu schaffen. Sie wurden jeweils am Versuchstag frisch aus
einem 10fach Stock angesetzt und bei 37°C auf einen pH-Wert von 7,4 mit NaOH

eingestellt

Pipettenldsungen: Die Pipettenldsung wiederum wurde in ihrer Zusammensetzung
der des Intrazellularraums angepasst, um nach der Ruptur des Patches und der
Vermengung von Pipettenlésung und Intrazellurarflissigkeit negative Auswirkungen
aufgrund von lonen- und Osmolaritatsunterschieden wie Schwellung oder
Schrumpfung der Zelle zu verhindern. Alle verwendeten Pipettenlésungen stammten
hierbei aus einem einzigen Ansatz. Sie wurden bei -20°C je 500 pl Portionen

gelagert und am Versuchstag aufgetaut.

Losung Substanz Konzentration
K-Aspartic Acid 122 mmol/L
NacCl 10 mmol/L Geldst in ddH20;
KCI 8 mmol/L pH 7,2 mit KOH
Pipettenlésung
MgCl2 1 mmol/L bei RT
Mg-ATP 5 mmol/L Lagerung bei -20°C
HEPES 10 mmol/L
NaCl 140 mmol/L Gelost in ddH:0;
KCI 4 mmol/L
Badl6sung pH 7,4 mit NaOH
MgCl2 1 mmol/L

bei 37°C

Glucose 10 mmol/L
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CaCl2

1 mmol/L

HEPES

5 mmol/L

Tabelle 3 Losungen zur Messung von Aktionspotentialen

Lagerung bei 4°C

Substanz Konzentration
CsCl 95 mmol/L
Cs-Glutamate 40 mmol/L
NaCl 10 mmol/L
MgCl2 0.92 mmol/L
EGTA 1 mmol/L Gel6st in ddH20;
_ Mg-ATP 5 mmol/L pH 7.2 mit CsOH
Pipettenlosung : :
Li-GTP 0.3 mmol/L bei RT
CaCl> 0.36 mmol/L Lagerung bei -20°C
Niflumic Acid 0.03 mmol/L
Nifedipin 0.02 mmol/L
Strophanthidin 0.004 mmol/L
HEPES 5 mmol/L
NacCl 135 mmol/L
Tetramethylammoni
_ 5 mmol/L Geldst in ddH20;
um chloride (TMAC)
pH 7.4 mit CsOH
BadlGsung CsCl 4 mmol/L .
bei 37°C
MgCl2 2 mmol/L .
Lagerung bei 4°C
Glucose 10 mmol/L
HEPES 10 mmol/L

Tabelle 4 Losungen zur Messung von spaten Natriumstromen

2.3.4 Pipetten und Elektroden

Die Herstellung der Patchpipetten erfolgte aus Glasskapillaren der Firma Precision

Instruments (AuRendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 1,2 mm, Lange 76 mm)

mit Hilfen eines Pipettenziehgerates (DMZ-Universal

Puller, Zeitz-Puller). Die
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Pipetten wurden in den Puller eingespannt und in einem zweizeitigen Verfahren
gezogen und hitzepoliert. Durch die Parameter Hitze, Wartezeit und Zugkraft konnte
die Geometrie der hergestellten Pipetten modifiziert werden, um optimale
Messergebnisse zu erreichen. Hierbei musste sowohl in Betracht gezogen werden,
dass groRe Pipettendurchmesser mit einem geringeren Pipettenwiderstand
einhergehen und so das Aufzeichnen von Stromen erleichtern, gleichzeitig jedoch
dadurch die Verschlusseigenschaften zwischen Pipette und Zellmembran
beeintrachtigt werden, was zu einem erschwerten Erreichen eines Gigaseals und
vermehrten Leckstromen fiuhren kann. Bei dieser Versuchsreihe wurde ein
Pipettenwiderstand von 1,5 - 2,5 MQ fiir die Messungen der spaten Natriumstrome
und ein etwas hoherer Pipettenwiderstand von 2,0 — 3,5 MQ fur die Messungen der
Aktionspotentiale angestrebt.

Das Beflllen der Pipetten mit der Pipettenlésung erfolgte mit einer Einfallhilfe
(Microfil, World Precision Insruments Inc.) mit vorgeschaltetem Filter (Filteropur /
Sarstedt AG, Porengrof’e 0,2 pm) zur Vermeidung von Verschmutzungen und
Verstopfung der Pipette.

Die Messelektrode (Pipettenelektrode) bestand aus einem chlorierten Silberdraht,
der sich wahrend der Messung innerhalb der Pipette befand. Die Referenzelektrode
(Badelektrode) bestand aus einem chlorierten Silberquader und befand sich in der

Badl6sung.

2.4 Versuchsdurchfihrung

Zu Beginn wurde die Versuchskammer mit den bereits plattierten und durch Laminin
fixierten Zellen auf dem beweglichen Objekttisch platziert und die Badelektrode in die
Badlosung getaucht und fixiert. Da alle Experimente unter einer physiologischen
Temperatur von 37°C durchgefuhrt werden sollten, wurde danach die
Zulaufvorrichtung fur die erwéarmte Badlosung und die Absaugung an der
Messkammer angebracht. Hier war insbesondere darauf zu achten, einen
kontinuierlichen Fluss der Badlosung zu erreichen, ohne dass sich der
Flissigkeitsstand in der Messkammer lber die Mal3e verandert. War dies erreicht,
wurde die Pipette mit Pipettenlésung beflllt und luftdicht Gber die Pipettenelektrode
in die Pipettenhalterung eingespannt. Uber das Schlauchsystem und die damit

verbundene Spritze wurde dann ein leichter Uberdruck und damit ein geringer
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Ausfluss aus der Pipettenspitze erzeugt, um eine Verunreinigung wahrend des
Einfahrens in die Badlésung zu verhindern. Der leichte Uberdruck ermoglichte
aulBerdem ein genaueres Anndhern an die zu messende Zelle, ohne diese
versehentlich mit der Pipettenspitze zu verletzen. War die Pipette in die Badlésung
eingebracht, erfolgte zunachst ein Nullabgleich des Potentials. Dies diente zur
Kompensation des sog. liquid junction potential (Diffusionspotential), welches durch
den Austausch von lonen zwischen Pipettenlésung und Badlésung entsteht und zu
Potentialschwankungen fiilhren kann. Durch Applikation biphasischer Testpulse
wurde dann der Widerstand zwischen Pipetten- und Badelektrode bestimmt und
notiert. Anschlieend wurde eine geeignete Zelle ausgesucht, wobei insbesondere
darauf geachtet wurde, dass die Zellen eine mittlere Gré3e mit glatter Oberflache
und regelmaRiger Querstreifung aufwiesen. UnregelmalRig kontrahierende Zellen
oder Zellen, die bereits Zeichen der Zelllyse wie Vakuolisierung oder Auftreibungen
aufwiesen, wurden nicht bertcksichtigt. War eine geeignete Zelle gefunden, wurde
die Pipette zunachst mit Hilfe des Mikromanipulators Uber der Zelle positioniert und
langsam an die Zelle angenahert. Uber das Patch-Clamp-Programm war es moglich,
den Widerstand zwischen beiden Elektroden kontinuierlich mit zu verfolgen. Ein
rapides Ansteigen des Widerstandes sprach fur einen sehr geringen Abstand
zwischen Pipettentffnung und Zelle. Nun wurde der zu Beginn des Versuchs
angelegte Uberdruck abgelassen. Haufig reichte dies bereits um ein Anlegen der
Zellmembran an die Pipette und das Ausbilden eines Gigaseals (s. Patch-Clamp-
Technik) zu erreichen. War dies noch nicht der Fall, konnte durch Aufbau eines
leichten Unterdrucks Uber das Schlauchsystem ein weiteres Anlegen der Zelle

versucht werden.
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Abbildung 16 Heranfahren der Pipette an eine geeignete Herzmuskelzelle unter dem

Mikroskop.

Nach Erreichen des Gigaseals und damit dem Zustand der on-cell-Konfiguration
wurde die Zellmembran durch kurzes Erzeugen eines gréReren Unterdrucks
durchbrochen und so eine Verbindung zwischen Pipettenlésung und
Intrazellularfllissigkeit hergestellt. Die dadurch entstandene whole-cell-Konfiguration
ermdglichte nun das Messen von Strémen und Spannungen Uber der gesamten
Zelloberflache. Uber den Patch-Master wurde zunachst in den whole-cell -Modus
gewechselt. Dies geht mit einem Abgleich kapazitiver Stréme und einer Aktivierung
einer kontinuierlichen Serienwiderstandskompensation einher. Der Serienwiderstand
(r-series) setzt sich aus Pipettenwiderstand, Zellwiderstand und Widerstand der
Badl6ésung zusammen und sollte relativ gering sein. Die Kompensation des Stroms
bewirkt eine zum  applizierten  Strom  proportionale  Erhdhung  der
Kommandospannung. Dies verhindert einen Abfall der Sollspannung aufgrund des
Serienwiderstands und somit eine Verfalschung der Messwerte. Es folgte eine
Wartezeit von 5 Minuten, um einen ausreichenden Austausch zwischen
Pipettenlosung und Intrazellularflissigkeit zu gewéhrleisten. AuRerdem konnte in
dieser Zeit beobachtet werden, ob die Zelle die Punktierung gut Uberstanden hatte
und Uber einen langeren Zeitraum hinsichtlich ihres Ruhemembranpotentials stabil
blieb. War dies der Fall, konnte nun mit der Messung begonnen werden. Der Ablauf
zwischen Aktionspotential- und Ina,late-Messung unterschied sich dabei geringfugig.
Die Messung der spaten Natriumstrome erfolgte im voltage-clamp-Modus. Hierbei
wurde die Zelle auf ein Ruhemembranpotential von -120 mV geklemmt und
beobachtet, ob sie auch unter der Spannungsklemme stabil blieb. War dies der Fall,
wurde anschlieRend ein standardisiertes Strom-Spannungs-Protokoll ausgefuhrt.
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Zur Messung der Aktionspotentiale wurde Uber den Patch-Master in den current
clamp-Modus geschaltet. In diesem Modus wird ein konstanter Strom (Stromklemme)
appliziert, um die Zelle auf ein bestimmtes Ruhemembranpotential zu bringen. Ist
das Ruhemembranpotential erreicht, kann durch kurze Impulse eine
Membranpotentialschwankung in Form eines Aktionspotentials erreicht und registriert

werden.

2.5 Messprotokolle

Messung der spaten Natriumstrome: Nachdem die Zelle auf ein
Ruhemembranpotential von -120 mV im whole-cell -Modus geklemmt wurde, erfolgte
eine Depolarisierung fir 5 ms auf 50 mV, gefolgt von einer Einstellung des
Membranpotentials auf -20 mV tber 250 ms. Danach erfolgte die Normalisierung auf
-120 mV. Dieser Ablauf wurde fur jede Messung 10mal mit einer Frequenz von 2 Hz

wiederholt.

Aktionspotentialmessung: Wie schon in Kapitel 2.4 beschrieben, wurde das
Messprotokoll fur Aktionspotentiale im current-clamp-Modus durchgefiihrt. Hierbei
wurde eine Spannung von maximal -100 pA vorgegeben, um ein stabiles
Ruhemembranpotential von ca. -70 - -80 mV zu erreichen. Dann wurde die Zelle mit
Rechteckimpulsen von 1-6 ms Dauer und einer Amplitude von 1000 pA stimuliert. Es
wurde in vier verschiedenen Frequenzen (0,5 Hz, 1 Hz, 2 Hz und 3 Hz) gemessen

und die Daten mit einer Rate von 4 kHz aufgezeichnet.

2.6 Pharmakologische Intervention mit Isoprenalin

Das verwendete Isoprenalin wurde fir jeden Tag frisch angesetzt. Dabei wurde
zunéachst eine Grundlosung (ASC-Tyrode) bestehend aus 50 mg Ascorbinséaure, 5 pl
HCL (rauchend=32%) und einem Liter Calcium-freier Badlésung mit Glucose
angesetzt. Es erfolgte dann die Herstellung einer 10 mM Isoprenalin-Stock-L6sung,
indem 24,77 mg Isoprenalin (Molekulargewicht 247,7 g/mol), welches bei -80 Grad
Celsius gelagert wurde, in 10 ml ASC-L6sung geldst wurden. Im letzten Schritt wurde
durch weiteres Verdiunnen eine 1M Isoprenalin-Losung hergestellt. Alle Versuche mit
Isoprenalin  erfolgten hierbei in einer abgedunkelten Messkammer mit
lichtgeschitzten Infusionssystemen, um eine lichtbedingte Abschwachung der

Isoprenalinwirkung zu verhindern.
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2.7 Datenerfassung und Auswertung

Die Rohdaten der gemessenen Aktionspotentiale und spaten Natriumstréme wurden
zundchst auf dem mit dem Verstarker verbundenen PC mit der Software
Patchmaster (HEKA Elektronik, Dr. Schulze GmbH) gespeichert. Es erfolgte die
Ubertragung der Messungen in ACS-Dateien, welche dann als Text-Datei in das
Programm LabChart tbertragen und ausgewertet wurden. Die durch LabChart
errechneten Mittelwerte wurden dann in Excel-Tabellen gespeichert. Die statistische
Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte mit dem Programm GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA)

2.7.1 Auswertung der spaten Natriumstrome

Fur die spaten Natriumstrome wurden die Rohdaten wie oben beschrieben mit der
Software Patchmaster (HEKA Elektronik, Dr. Schulze GmbH) in eine Excel-
Arbeitsmappe exportiert. Hier wurde das Integral der Datenkurve im Zeitraum
zwischen 50 und 450 ms berechnet. Der bei 1000 ms gemessene Natriumstrom
wurde als Leckstrom vom Gesamtstrom subtrahiert. Um Schwankungen in der
ZellgréRe auszugleichen, wurde zudem das Ergebnis auf die Membrankapazitét (Cm)

normalisiert.

2.7.2 Auswertung der Aktionspotentiale

Die Aktionspotentiale wurden hinsichtlich folgender Werte ausgewertet: Maximale
Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax), Amplitude und Aktionspotentialdauer. Die
Aktionspotentialdauer wurde hierbei in 30%, 50%, 80% und 90%-Repolarisation der
Aktionspotentialamplitude unterteilt (APDso%, APDsow, APDsow und APDgox). Das

Ruhemembranpotential jeder gemessenen Zelle wurde dokumentiert.

AuRRerdem wurden die Nachdepolarisationen in LabChart ausgezahlt, um eine
Aussage uber die Wahrscheinlichkeit von Arrhythmien treffen zu konnen. Die
Nachdepolarisationen wurden in frihe (EADs) und spate Nachdepolarisationen
(DADs) unterteilt. Zu den EADs wurden dabei alle Nachdepolarisationen gezahlt, die

vor einer vollstandigen Repolarisation auftraten, alle anderen Nachdepolarisationen
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wurden den DADs zugeordnet, hierbei wurden jedoch nur jene DADs berlcksichtigt,

die in der Lage waren ein vollstandiges Aktionspotential auszuldsen.
2.7.3 Statistische Auswertung der erhobenen Daten

Alle Daten dieser Arbeit werden als arithmetisches Mittel + Standardfehler des
Mittelwertes (S.E.M) dargestellt. Der Standardfehler (S.E.M.) wurde durch folgende

Formel errechnet:

o2 o
S.E.M. \/; “E

(o = Standardabweichung; 6% = Varianz; n = Anzahl der Beobachtungen)

Die statistische Analyse sowie die graphische Darstellung erfolgte mit der Software
Graphpad Prism. Je nach Anzahl und Zusammenhang der zu vergleichenden
Gruppen erfolgte die statistische Analyse mittels Fisher's exact test fur kategoriale
Variablen, Ein-Weg-ANOVA mit Mehrfachvergleich (Newman-Keuls Multiple
Comparison Test) oder Zwei-Wege-ANOVA. Ein P-Wert von p<0,05 wurde dabei als
statistisch signifikant angesehen.

3 Ergebnisse

3.1 Einfluss eines CASK-Knock-Outs auf die Herz- und Zellgréf3e und
die Uberlebenszeit

Die beiden untersuchten Mauselinien zeigten wahrend der Haltung keine
Unterschiede in Verhalten, Nahrungsaufnahme oder kérperlicher Aktivitat.

Ein CASK-Knock-Out hatte keinen Einfluss auf das Verhéltnis von Herzgewicht zu
Korpergewicht. Wie in Abbildung 17 dargestellt, war sowohl das Herzgewicht als
auch das Korpergewicht in der Cre-Kontrollgruppe (CASKflox”/Cre’*) signifikant
hoher als in CASK-Knock-Out-Gruppe (CASKflox**/Cre’*). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppen von Prof. Sudhoff (99), die bereits ein signifikant
niedrigeres Korpergewicht in der Knock-In-Gruppe (CASKflox/WT) beobachteten.
Das Herzgewicht-Kérpergewicht-Verhaltnis zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen und betrug 7.10 £ 0.18 mg/g in der Knock-Out-Gruppe und
7.405 % 0.44 mg/g in der Cre-Kontrollgruppe (p=n.s.).
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Abbildung 17 Graphische Darstellung der Mittelwerte fur Korpergewicht (A),
Herzgewicht (B) und des Verhaltnisses von Herz- zu Kérpergewicht (HG/KG in mg/g)
(C) bei CASK-Knock-Out-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Um mogliche Hypertrophie-Effekte eines CASK-Knock-Outs auf zellularer Ebene zu
beurteilen, wurde die Membrankapazitat der Zellen (Cm) im Whole-cell-Modus vor
jeder Messung bestimmt. Sie ist proportional zur Oberflache der Zellmembran (1 pF
= 1 um?) und liefert so indirekt ein MaR fur die ZellgroRe.

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, unterschieden sich die Membrankapazitaten in
den beiden untersuchten Mauslinien nicht. Die Membrankapazitat betrug in der
Knock-Out-Gruppe 181.9 £+ 9.11 pF, in der Kontrollgruppe 201.0 = 9.82 pF
(CASKflox’/Cre™).
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Abbildung 18 Die Membrankapazitat (in pF) als Mal3 fur die Zellgrof3e war in der
CASK-Knock-Out-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verandert.

Auch in der Uberlebenszeit lieR sich kein Unterschied zwischen den Gruppen
feststellen. Abbildung 19 zeigt das Uberleben der beiden Genotypen ber die ersten
30 Wochen nach Geburt.
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Anzahl der lebenden Mause
CASKflox-/Cre”* 41 41 34 22 19 12
CASKflox**/Cre”* 56 55 52 28 14 12

Abbildung 19 Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung des Uberlebens der untersuchten

Genotypen Uber einen Zeitraum von 180 Tagen ab der Geburt.

3.2 Effekte eines CASK-Knock-Outs auf den spaten Natriumstrom

3.2.1 Effekte unter basalen Messbedingungen

Unter basalen Bedingungen konnte ein signifikant erhdhter Inaate in der Knock-Out-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Hierbei betrug das
errechnete Integral zwischen 50 und 450 ms in der Knock-Out-Gruppe
(CASKflox**/Cre”*) -103.8 + 8.53 Ams/F (n=11), in der Kontrollgruppe -53.11 + 9.80
Ams/F fur CASKflox”/Cre”* (n=12) (p<0.05, 1Way-ANOVA). Abbildung 20 zeigt
Originalregistrierungen der spaten Natriumstrome in den Gruppen im Vergleich. In
Abbildung 21 sind die Mittelwerte des errechneten Integrals der einzelnen
Genotypen graphisch dargestellt.



51

100 ms

S o e

S o R i idiic.al

0.5A/F

CASKflox'-/Cre*
— CASKflox**/Cre’*

Abbildung 20 Reprasentative Originalabbildungen der spaten Natriumstrome unter
basalen Messbedingungen in den getesteten Genotypen. Die Knock-Out-Gruppe
(Schwarz) zeigt hierbei ein signifikant grof3eres Integral als die Kontrollgruppe
(Grau).
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Abbildung 21 Darstellung der Mittelwerte flr das errechnete Intergral des spaten
Natriumstroms. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und
Knock-Out-Gruppe (p<0.05, 1WayANOVA).
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3.2.2 Effekte unter der Einwirkung von Isoprenalin

Unter der Einwirkung von Isoprenalin kam es in beiden untersuchten Gruppen zu
einer signifikanten Erh6hung des errechneten Integrals zwischen 50 und 450 ms. Es
konnte jedoch, anders als unter basalen Messbedingungen, kein signifikanter
Unterschied zwischen der Knock-Out-Gruppe mit -149.4 + 9.31 Ams/F (n=12) und
der Kontrollgruppe (-142.0 = 15.98 Ams/F, n=12) festgestellt werden (p=n.s.).
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Abbildung 22 Graphik A und B zeigen Originalabbildungen der spéaten
Natriumstrome unter basalen Bedingungen im Vergleich mit Isoprenalin-Messungen.
C zeigt die Originalabbildungen der Isoprenalin-Messungen und D die Mittelwerte

des errechneten Integrals unter Einwirkung von Isoprenalin im Vergleich (p=n.s.).
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3.2.3 Effekte unter hoher intrazellularer Kalziumkonzentration

Um die Effekte eines CASK-Knock-Outs auf den spaten Natriumeinstrom unter einer
direkten CaMKII-Aktivierung durch Kalziumionen (siehe Kapitel 1.8.2) zu
untersuchen, wurden zusatzlich spéate Natriumstréme bei hoher intrazellularer
Kalziumkonzentration (100nM bzw. 500nM) in den beiden Genotypen gemessen.
Hierbei zeigte sich bereits unter niedriger, intrazellularer Kalziumkonzentration ein
erhohter spater Natriumstrom in der Knock-Out-Gruppe. Jedoch war der Unterschied
nicht  signifikant. Dies anderte  sich  unter  hohen, intrazellularen
Kalziumkonzentrationen. In beiden Gruppen kam es zu einer signifikanten Zunahme
des spaten Natriumeinstroms unter hoher, intrazellularer Kalziumkonzentration.
Zudem zeigte sich ein signifikant erhoéhtes Integral fur den spaten Natriumstrom in
der Knock-Out-Gruppe im Vergleich zur Cre-Kontrollgruppe. Das errechnete Integral
betrug, wie in Abbildung 24 dargestellt, -145.0 + 7.83 Ams/F (n=9) in der Knock-
Out-Gruppe im Vergleich zu -120.0 £ 7.26 Ams/F (n=11) in der Kontrollgruppe
(p<0.05). Abbildung 23 zeigt Originalregistrierungen der spaten Natriumstréme

unter niedriger und hoher Kalziumkonzentration im Vergleich.
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Abbildung 23 Reprasentative Originalabbildungen der spéaten Natriumstréme bei
niedriger (100nM) und hoher (500nM) intrazellularer Kalziumkonzentration. Graphik
A zeigt beide Genotypen unter niedriger Kalziumkonzentration im Vergleich. Graphik
B und C zeigen die Veranderung des spaten Natriumeinstroms unter hoher

Kalziumkonzentration innerhalb der Genotypen. Graphik D zeigt beide Genotypen
unter hoher Kalziumkonzentration im Vergleich.
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Abbildung 24 Abgebildet sind die Mittelwerte des errechneten Integrals des spaten
Natriumstroms bei niedriger, sowie hoher, intrazellularer Kalziumkonzentration.
Hierbei zeigte sich ein signifikant erhéhtes Integral in beiden Genotypen unter hoher
intrazellularer Kalziumkonzentration. Zudem ist der spate Natriumstrom unter hoher
intrazellularer Kalziumkonzentration in der Knock-Out-Gruppe im Vergleich zur Cre-

Kontrollgruppe signifikant erhght (p<0.05).

3.3 Effekte eines CASK-Knock-Outs auf die Aktionspotentialmorphologie

Hinsichtlich der Aktionspotentialmorphologie wurden die maximale
Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax), die Repolarisationsdauer bei 30%, 50% und 80%
(APDso%, APDsow und APDsow) sowie die Haufigkeit spontan auftretender
Nachdepolarisationen unter basalen Bedingungen und unter der Einwirkung von
Isoprenalin untersucht. Im Folgenden sollen nur die Werte fir die Vmax, die APDso%
und die APDso% im Detail erwdhnt und graphisch dargestellt werden. Alle weiteren

erhobenen Daten werden am Ende des Kapitels tabellarisch aufgelistet.
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3.3.1 Effekte unter basalen Messbedingungen
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Abbildung 25 Originalregistrierungen der Aktionspotentiale unter basalen

Messbedingungen und die gemittelte APDso% Uber die verschiedenen Frequenzen.

Abbildung 25 zeigt reprasentative Originalaufzeichnungen der Knock-Outgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigten sich tendenziell verlangerte
Repolarisationszeiten in der Knock-Out-Gruppe, jedoch waren diese nicht signifikant
unterschiedlich zu den Werten in der Kontrollgruppe. Die Werte fir die APDso%
betrugen in der Kontrollgruppe 13.04 + 1.3 ms (n=16) und 15.25 + 1.59 ms (n=15) in
der Knock-Out-Gruppe (p=n.s.).

Die gemittelte APDsow betrug fir die Kontrollgruppe 55.46 ms + 7.25 ms (n=16) und
fur die Knock-Out-Gruppe 60.32 + 7.23 ms (n=15) (p=n.s.).

Auch die Auswertung der maximalen Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax) ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. So lieferten die Knock-Out-
Gruppe und die Kontrollgruppe mit 117.04 + 1.25 V/s (CASKflox**/Cre’*, n=18) bzw.
117.67 £ 1.08 V/s (CASKflox’/Cre”*, n=19) nahezu identische Werte. Abbildung 26
zeigt die hier angegeben Mittelwerte fur die Vmax bei einer Frequenz von 1 Hz und

den Vergleich Uber die verschiedenen registrierten Frequenzen.
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Abbildung 26 Maximale Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax) bei einer Frequenz von 1

Hz und Uber die vier ermittelten Frequenzen.

3.3.2 Effekte unter der Einwirkung von Isoprenalin

Unter Einwirkung von Isoprenalin kam es in den untersuchten Genotypen zu einer
Verlangerung der Repolarisationszeit im Vergleich zur Messung unter basalen
Bedingungen, wobei die Verlangerung sowohl in der Knock-Outgruppe als auch in
der Kontrollgruppe signifikant war (p<0.05 fur 1 Hz).

Abbildung 28 zeigt den Vergleich der Isoprenalin-Werte Uber die ermittelten
Frequenzen. Hierbei zeigte sich sowohl fur die APDso%, als auch fir die APDso% in
einer Zwei-Wege-Varianzanalyse der Isoprenalinwerte Uber die vier gemessenen
Frequenzen ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (2WayANOVA,
p<0.05). Die Posthoc-Analyse der einzelnen Frequenzen ergab jedoch keinen
signifikanten Unterschied, was auf die niedrige Anzahl an Messungen
zurUckzufiahren ist. Die gemittelte APDso% unter Isoprenalin betrug 17.9 £ 2.29 ms
(n=20) in der Knock-Out-Gruppe und 14.24 + 1.23 ms (n=20) in der Kontrollgruppe.
Die APDso% hingegen ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. Die Mittelwerte der APDso% unter Isoprenalin-Einwirkung betrugen 80.91 +
3.74 ms in der Knock-Out-Gruppe (n=20) und 85.05 * 4.37 ms in der Cre-
Kontrollgruppe (n=20).

Abbildung 27 zeigt exemplarische Originalaufzeichnungen der Aktionspotentiale mit
und ohne Isoprenalin im Vergleich und die Isoprenalin-Originalabbildungen

Ubereinander abgebildet.
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Abbildung 27 Exemplarische Originalaufzeichnungen der Aktionspotentiale unter

basalen Messbedingungen (A) unter Einwirkung von Isoprenalin (B).
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Abbildung 28 Vergleich der Isoprenalin-Werte Gber die ermittelten Frequenzen.
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Die Auswertung der maximalen Aufstrichgeschwindigkeit unter Einwirkung von
Isoprenalin ergab eine signifikante Erh6hung der Vmax in der Knock-Out-Gruppe
(p<0.05 1WayANOVA). Auch in der Kontrollgruppe kam es zu einer Erh6hung der
Vmayx, jedoch war diese nicht signifikant. Die Mittelwerte bei einer Frequenz von 1Hz
betrugen 121.86 £+ 1.36 V/s (n=19) in der Knock-Out-Gruppe und 120.16 + 1.38 V/s
(n=19) in der Kontrollgruppe. Abbildung 29 zeigt die Auswirkung von Isoprenalin auf
die Vmax in den einzelnen Gruppen (A und B), den Vergleich zwischen den
Genotypen unter Isoprenalin (C), sowie die errechneten Mittelwerte bei einer

Frequenz von 1 Hz (D).

A B
125+ 0<0.05 125+ —
~~ ~~
2 120 R{\k—{ 2 120
b b
X X
] ]
E 1154 £ 1159 CASKflox-/Cre”*+|
- ox™/Cre” "+Iso
> =%~ CASKflox**/Cre”*+Iso >
—=— CASKflox**/Cre”* -a~ CASKflox”-/Cre”*
110 L} L) L} L) 110 L} L) L} L)
0,5Hz 1Hz 2Hz 3Hz 0,5Hz 1Hz 2Hz 3Hz
C D :‘E
125+ 3 S
2 %
1300 % :lg £ 8
Q) i 1 c 2 & 3
S 1204 ) —_ P % g g
b . » 125{ 8 3 ]
X S i i3 g
120+
E 115 CASKflox/Cre”*+Iso = = 2
(S T,
> =% CASKflox*'*/Cre”*+lso > 115 :
110 110

T T T T
0,5Hz 1Hz 2Hz 3Hz Isoprenalin

Abbildung 29 Verédnderung der Vmax unter Einwirkung von Isoprenalin in den
einzelnen Genotypen (A= CASKflox**/Cre”*, B= CASKflox”/Cre’*) und der Vergleich
der Isoprenalin-Daten (C). Abbildung D veranschaulicht die Mittelwerte der Vmax bei

einer Frequenz von 1 Hz unter Isoprenalin.
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3.3.3 Nachdepolarisationen

Die Auszéhlung der Nachdepolarisationen ergab unter basalen Messbedingungen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. Sowohl frihe
Nachdepolarisationen (EADs) als auch spate Nachdepolarisationen (DADS) traten
nur in einem sehr geringen Prozentsatz der Zellen oder gar nicht auf. Unter der
Einwirkung von Isoprenalin kam es zu einem vermehrten Auftreten von EADs und
DADs. Abbildung 30 zeigt jeweils eine reprasentative Originalabbildung eines EADs
und eines DADs und den Vergleich zwischen basalen Messbedingungen und der

Einwirkung von Isoprenalin.
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Abbildung 30 Originalabbildung eines EADs (A) und eines DADs (B). C und D
zeigen den Anteil an Zellen (rot), in denen EADs (C) bzw. DADs (D) unter basalen

Messbedingungen und unter Isoprenalin auftraten.
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Es ist zu erkennen, dass es unter Isoprenalin zu einem signifikant hoheren Auftreten
von frihen Nachdepolarisationen in der Cre-Kontrollgruppe und der Knock-
Outgruppe kommt. Aul3erdem kam es unter Isoprenalin zu einem deutlichen Anstieg
der auftretenden spaten Nachdepolarisationen, wobei hier die Kontrollgruppe mit
15,7% den hoheren Anteil an Zellen mit DADs aufwies. In der Knock-Out-Gruppe

traten DADs in 10% der Zellen auf.

Knock-Out Kontrolle Knock-Out+lso | Kontrolle+lso
|
Ruhemembran- -77.19+2.13 -75.64 + 1.55 -78.94+2.21 -77,57 £1.95

potential mV mV mV mV
Vmax 117.04+1.25V/s | 117.67 +£1.08V/s | 121.86+1.36 V/s | 120.16 + 1.38 V/s
Amplitude 125.5+ 1.69 mV 127.1 £ 0.97 mV 128.1 + 1.45 mV 124.8 +1.21 mV
APD30% 11.01 £ 0.86 ms 9.4 +0.68 ms 11.29+ 1.2 ms 8.95+0.75ms
APDso9 15.25+1.59 ms 13.04 + 1.3 ms 179+ 2.29 ms 14.24 + 1.32 ms
APDsgo% 60.32 +7.23 ms 55.46 + 7.25 ms 80.91 +3.74 ms 85.05 +4.37 ms
APDgo% 76.99 + 7.05 ms 83.46 + 8.2 ms 101.3 £ 3.55ms 107.0 £ 4.54 ms

I ——
Tabelle 5 Tabellarische Auflistung der erhobenen Mittelwerte + S.E.M bei einer

Stimulationsfrequenz von 1 Hz unter basalen Messbedingungen und unter

Stimulation mit Isoprenalin.
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4 Diskussion

Um eine Aussage uber die Auswirkungen eines CASK-Kock-Outs auf die
Elektrophysiologie im Herzen und eine mdgliche Verbindung zur CaMKIl treffen zu
konnen, wurden in dieser Arbeit spate Natriumstrome und Aktionspotentiale mittels
Patch-Clamp-Technik in Herzmuskelzellen von CASK-Knock-Out-Mausen und einer
Kontrollgruppe gemessen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen eines
herzspezifischen CASK-Knock-Out bereits unter basalen Messbedingungen zu
einem signifikant héheren spéaten Natriumeinstrom kommt. Dies war auch in den
Messungen des spaten Natriumeinstroms unter Stimulation der CaMKII-Aktivitat
mittels hoher, intrazellularer Kalziumkonzentration der Fall.

Unter basalen Messbedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Aktionspotentialmorphologie. So waren sowohl die Aktionspotentialdauer (APDszo%,
APDso% und APDsox), die maximale Aufstrichgeschwindigkeit (Vmax), als auch das
gemessene Ruhemembranpotential in beiden Messgruppen vergleichbar. Zudem
zeigte sich unter basalen Bedingungen kein Unterschied im Auftreten von frihen und
spaten Nachdepolarisationen (EADs und DADSs). Unter 3-adrenerger Stimulation mit
Isoprenalin konnte eine verlangerte friihe Repolarisation des Aktionspotentials in der
Knock-Out-Gruppe (APDso% und APDso%) beobachtet werden. Zudem kam es sowohl
in der Knock-Out-Gruppe als auch in der Kontrollgruppe zu einem signifikanten
Anstieg von EADs und DADs, jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse noch einmal im Einzelnen betrachtet und

diskutiert werden.

4.1 Einfluss eines CASK-Knock-Outs auf die Herz- und Zellgré3e und
die Uberlebenszeit

Wie bereits in Kapitel 1.4 beschrieben, fiihrt eine Uberexpression der CaMKII zu
Hypertrophie und die CaMKIl ist ihrerseits in hypertrophen Herzen Uberexprimiert
(80). Um maogliche Hypertrophie-Effekte eines CASK-Knock-Outs mit folgender
CaMKII-Aktivierung auf den Phé&notyp zu evaluieren, wurde das Verhalten der Mause

beobachtet, die Herz- und Kdrpergewichte der Mause gemessen und das Verhaltnis
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von Herz- zu Kdrpergewicht bestimmt. Hierbei zeigten sich keine Unterschiede im
Verhalten oder Nahrungsaufnahme zwischen Knock-Out- und Kontrollgruppe. Die
Kontrollgruppe hatte jedoch ein signifikant hoheres Herz- und Kdrpergewicht, wobei
es keinen signifikanten Unterschied im HG/KG-Verhéltnis zwischen den beiden
Gruppen gab.

ATASOY et al. haben bereits eine signifikante Reduktion des Herz- und
Korpergewichts in Flox-Knock-In-Mausen beschrieben (99). Es ist demnach davon
auszugehen, dass der Flox-Knock-In in der CASK-Knock-Out-Gruppe fur die
Reduktion des Korper- und Herzgewichts verantwortlich ist. Da sich das Herzgewicht
in der Knock-Out-Gruppe proportional zum Korpergewicht &nderte, gibt es keinen
Hinweis auf einen maglichen Hypertrophie-Effekt des CASK-Knock-Out.

Auf zellularer Ebene wurde die Membrankapazitat als indirektes MaR3 fur die
ZellgréRe bestimmt. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Knock-
Out-Gruppe und Kontrollgruppe. Hierbei ist einschrankend zu erwéahnen, dass beim
Aussuchen der Zellen wéhrend der Patch-Clamp-Messungen darauf geachtet wurde,
Zellen vergleichbarer Grof3e zu messen. Die Auswertung der Membrankapazitat der
gemessenen Zellen stellt also keinen reprasentativen Querschnitt aller Herzzellen in
den Genotypen dar, sondern dient vielmehr dazu, vergleichbare Messergebnisse zu

erzielen.

4.2 Auswirkungen eines CASK-Knock-Outs auf den spaten Natriumstrom

Wie bereits in Kap. 1.7.4 beschrieben, besteht ein klarer Zusammenhang zwischen
CaMKII-Aktivitat und der Auspragung des spaten Natriumstroms (33,89). Dieser ist in
verschiedenen pathologischen Zustédnden des Herzens vergrofRert und beeinflusst
die Aktionspotentialdauer sowie den Natriumhaushalt der Zelle. Um eine Aussage
Uber eine mogliche Auswirkung der CASK auf den spaten Natriumstrom machen zu
kénnen, wurden in dieser Arbeit spate Natriumstrome unter basalen Bedingungen,
unter der Einwirkung von Isoprenalin und bei hoher, intrazellularer
Kalziumkonzentration gemessen. Interessanterweise zeigte sich bereits in den
Messungen unter basalen Bedingungen ein signifikant erhéhter spater Natriumstrom
in der Knock-Out-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies ist ein klares Indiz
dafur, dass CASK einen regulierenden Einfluss auf den spéaten Natriumstrom hat.

Eichel et. al konnten bereits zeigen, dass CASK direkt mit dem Navl1.5 interagiert.

Zudem scheint CASK nur an der lateralen Membran der Kardiomyozyten (LM) mit
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Navl.5 zu interagieren, jedoch nicht an den Glanzstreifen, und dort einen
repressiven Effekt auf die Oberflachenexprimierung des Nav1.5 zu haben. So wurde
gezeigt, dass ein CASK-Knock-Out zu einem erhohten Natriumeinstrom durch
erhéhte Navl1.5-Exprimierung an der LM fuhrt (107). Diese Beobachtung kdnnte
Grund fur den bereits unter basalen Bedingungen erhdhten spaten Natriumeinstrom,
als simultane Erh6hung, bei ebenfalls erhhtem Gesamt-Natriumeinstrom, sein. Eine
zweite Moglichkeit ist ein erhdhter spater Natriumeinstrom aufgrund einer erhféhten
CaMKII-Aktivitat (s. Kapitel 1.8.5).

Unter der Einwirkung von Isoprenalin kam es in beiden Gruppen zu einer
signifikanten Steigerung des spaten Natriumstroms. Dies deckt sich mit friheren
Publikationen (114,115).

Uberraschenderweise gab es dabei aber keinen signifikanten Unterschied zwischen
Knock-Out- und Kontrollgruppe. Der unter basalen Bedingungen erhohte spéate
Natriumstrom in der Knock-Out-Gruppe scheint sich durch 3-adrenerge Stimulation
nicht im gleichen Ausmal® zu verstarken, wie in der Kontrollgruppe. Dies lasst
zunachst vermuten, dass unter Isoprenalin-Einwirkung nicht die Interaktion zwischen
CASK und CaMKII fur die Auspragung des spaten Natriumstroms verantwortlich ist,
da ein CASK-Knock-Out in diesem Fall mit einem noch deutlicher erhdhten InaLate
einhergehen misste. Wang et al. konnten bereits zeigen, dass die 3-adrenergen
Effekte der CaMKII vor allem bei einer relativ langen 3-adrenergen Stimulation (Uber
24h) entscheidend sind und eine CaMKII-Inhibition nur wenig Auswirkungen auf [3-
adrenerge Effekte bei kurzzeitiger Stimulation hat. Vielmehr scheint bei akuter 13-
adrenerger Stimulation der cAMP/PKA-Signalweg unabh&angig von der CaMKII
entscheidend zu sein (116). Dies konnte erklaren, warum unter Isoprenalin-
Einwirkung kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt
werden konnte. Ein hauptséchlich Gber cAMP/PKA vermittelter erhohter spéater
Natriumeinstrom mit nachrangiger Beteiligung der CaMKIl kdnnte die unter basalen
Bedingungen gemessenen CASK-Knock-Out-Effekte verschleiern.

Eine weitere Erklarung fur den fehlenden Unterschied bei [3-adrenerger Stimulation
kbnnte die in Kap. 1.9 beschriebene Interaktion zwischen PKA und CASK sein.
Bislang konnten zwei Phosphorylierungsstellen von PKA an CASK beschrieben
werden (101), wobei vor allem die Phosophorylierung an Thr724 zu einer erhdhten
nukleédren Funktion von CASK zu flhren scheint. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen,

dass PKA, als eher aktivierende Kinase (im Sinne einer fight-or-flight-Reaktion mit
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Erh6hung des intrazellularen Kalziumspiegels und Aktivierung der CaMKIl), bislang
unbekannten regulatorischen Effekt auf CASK im Herzen hat und regulatorische
Effekte der CASK auf die CaMKIl insbesondere bei akuter 3-adrenerger Stimulation
vermindert.

Um eine selektive CaMKII-Aktivierung ohne zeitgleiche PKA-Aktivierung zu
erreichen, wurden zuséatzlich spate Natriumstrome bei einer hohen intrazellularen
Kalziumkonzentration gemessen. Eine erhohte zytosolische Kalziumkonzentration
fuhrt nachweislich zu einer direkten Aktivierung der CaMKIl (55). In den fir diese
Arbeit durchgefuhrten Messungen unter 500nM intrazellularer Kalziumkonzentration
konnte ein signifikant erhdhter spéater Natriumstrom in beiden Gruppen festgestellt
werden. Zudem kam es zu einem signifikant héheren Anstieg des spaten
Natriumstroms in der CASK-Kock-Out-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Dies erhartet den Verdacht, dass die CASK einen regulierenden Effekt auf einen

erhohten spaten Natriumstrom im Rahmen einer CaMKII-Aktivierung hat.

Aufgrund seiner Auswirkung auf das Na*/Ca?*-Verhéltnis beeinflusst ein erhohter
INnajlate  die  Repolarisationseigenschaften der Herzzelle und damit die
Aktionspotentialmorphologie (119). Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine
Blockade des Inajate mittels TTX zu einer signifikanten Aktionspotentialverkiirzung
fuhrt und das Auftreten frilher Nachdepolarisationen verhindert (120). Andersherum
scheint ein erhohter Inalate Mit einer erhfhten Beat-to-Beat-Variabilitdt und einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von EADs einherzugehen (46).

Folgend sollen daher die Messergebnisse der Aktionspotentiale unter basalen
Bedingungen sowie unter Isoprenalin-Einwirkung diskutiert und ein moglicher

Zusammenhang zum erhéhten spaten Natriumeinstrom erortert werden.

4.3 Effekte eines CASK-Knock-Outs auf die Aktionspotentialmorphologie

Die Messung der Aktionspotentiale ergab unter basalen Bedingungen keine
signifikanten Unterschiede in den Repolarisationszeiten oder der Vmax zwischen der
Knock-Out-Gruppe und der Kontrollgruppe. Eine Uberexpression bzw. erhohte
Aktivitat der CaMKII ist mit einer verlangerten Repolarisationszeit und dartber mit
einem vermehrten Auftreten von Arrhythmien vergesellschaftet (80). Als Grinde
hierfir werden zum einen die Auswirkung der CaMKIl auf den NCX (89), zum

anderen die Interaktion mit dem sarkolemmalen Natriumkanal in Betracht gezogen
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(33). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass eine chronische CaMKII-Inhibition mit
einer verkirzten APD infolge eines erhéhten lw einhergeht (121). Eine verminderte
Hemmung der CaMKIl infolge eines CASK-Knock-Outs konnte somit tUber oben
genannte Mechanismen ebenfalls zu einer Verlangerung der Repolarisationszeit und
zu einem vermehrten Auftreten von DADs und EADs filhren. Dass dies unter
basalen Messbedingungen nicht der Fall war, ist vorerst nicht unbedingt
verwunderlich, da die oben angesprochene, durch eine erhthte CaMKII-Aktivitat
hervorgerufene Aktionspotentialverlangerung bisher nur in Uberexpressions- und
Herzinsuffizienzmodellen beobachtet wurde und die CaMKII unter Ruhebedingungen
bzw. im gesunden Herzen eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheint (81).
Die bereits unter basalen Messbedingungen beobachtete Erh6hung des spaten
Natriumeinstroms in der Knock-Out-Gruppe scheint hier nicht ausgepragt genug zu
sein, um zu einer signifikanten Veranderung in der Repolarisationszeit zu fuhren.

Um den Effekt eines CASK-Knock-Outs auf die Aktionspotentialmorphologie unter
Aktivierung der CaMKII zu untersuchen, wurden ebenfalls Messungen mit Isoprenalin
durchgefiihrt. Hierbei kam es zu einer signifikanten Verlangerung der
Aktionspotentiale in beiden Gruppen und dariber hinaus zu einer deutlich
verlangerten APDso» und APDsow in der Knock-Out-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe, was eine Auswirkung des CASK-Knock-Out auf die
repolarisationsrelevanten lonenstréme, insbesondere des Ica. und des Ina bzw. Ina,late
nahelegt. Uberraschenderweise traf dies jedoch nur auf die frilhe Repolarisation zu.
So zeigten die APDso%w und APDgox keinen klaren Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. Fir diese Beobachtung gibt es mehrere mogliche Erklarungen.

Isoprenalin fuhrt wie in Kap. 1.7.2 beschrieben tber eine B-adrenerge Stimulation zu
einer Aktivierung der CaMKIl, welche direkten Einfluss auf die Aktionspotential-
bestimmenden lonenstrome durch Phosphorylierung verschiedener
Schliusselproteine hat. So fiihrt eine Uberexpression von CaMKIl zu einem erhohten
lca und Ina. AulRerdem reguliert die CaMKIl KCNQ1 wahrend chronischer [3-
adrenerger Stimulation und inhibiert so Iks (77). WAGNER et al. konnten zeigen,
dass eine CaMKII-Uberexpression zu einer Reduktion von Itorast und einer Erhéhung
von lItosiow fUhrt (122). Folglich kommt es durch eine CaMKII-Aktivierung bzw.
Uberexpression zu einer Verlangerung des Aktionspotentials und somit auch zu einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von EADs (123). Wie bereits

beschrieben, ist die 3-adrenerge Stimulation durch Isoprenalin jedoch PKA-vermittelt.
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Die Aktivierung der PKA flhrt ihrerseits zu einer Modulation der lonenstrome durch
Phosphorylierung verschiedener Schlisselproteine des Zellstoffwechsels. XIE et al.
konnten eine Voribergehende Verlangerung der APD durch eine Erhdhung des lca
mit nachfolgender Verminderung der APD durch einen erhdhten Iks feststellen.
Zudem scheint die PKA zusatzlich Uber eine Phosphorylierung von PLM und einen
erhohten Inak die APD weiter zu reduzieren (114). PRIORI und CORR beschrieben in
ihrer Arbeit eine Verlangerung der APD unter 1-10 nM ISO-Konzentration, wahrend
sie unter 100 NM bis 1 mM Konzentration eine Verkirzung der APD beobachteten
(124). Hierbei ist einschrankend zu erwahnen, dass es sich dabei nicht um Mause-,
sondern um Kaninchenherzmuskelzellen handelte. Es ist mittlerweile bekannt, dass
es klare Unterschiede in der Aktionspotentialmorphologie und der Gewichtung
einzelner lonen Stréme zwischen den einzelnen Spezies gibt und ein direkter
Vergleich daher schwierig ist (13).

Es ist vorstellbar, dass die durch Isoprenalin hervorgerufene erhéhte CaMKII- und
PKA-AKktivitdt zunachst Uber einen erhohten Ica und einen verminderten Itofast ZU
einer Verlangerung der frihen Repolarisationszeit fihrt und dass dieser Effekt durch
ein  CASK-Knock-Out und einer damit einhergehenden fehlenden CaMKII-
Regulierung verstarkt wird. Gleichzeitig scheint dieser Effekt in der spéaten
Repolarisationsphase nicht mehr zu bestehen. Dies konnte mit den oben
beschriebenen Einflissen der PKA auf den Iks und den Inak zusammenhéangen,
welche eine weitere AP-Prolongierung verhindern.

An dieser Stelle ist aul3erdem anzumerken, dass die spaten Repolarisationszeiten,
insbesondere die APDso%, innerhalb der Gruppen teilweise stark schwankten, ohne
dass dies auf objektive Parameter wie applizierter Strom, Ruhemembranpotential
oder ZellgroRe zurtickzufihren war. Ein Grund dafir kénnte sein, dass bei der
Zellisolation das gesamte Mauseherz perfundiert wurde. Folglich waren
Herzmuskelzellen aus allen Teilen und Wandschichten des Herzens vertreten. Eine
elektrophysiologische Heterogenitat in ventrikularen Herzmuskelzellen wurde bereits
in mehreren Arbeiten beschrieben, wobei es sowohl klare Unterschiede zwischen
Zellen aus Epi-, Myo- und Endokard (125), als auch zwischen basalen und apikalen
Zellen einer Wandschicht gibt (126). Diese Heterogenitat der Zellen kdnnte zu einem
Verfalschen der Messergebnisse beigetragen und mogliche CASK-Knock-Out-

Effekte auf die spate Repolarisation verschleiert haben.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass aufgrund der vielschichtigen Interaktion
zwischen CASK, CaMKIl und PKA eine klare Aussage Uber die Ursache fir die
verlangerte frihen Repolarisationszeit in der Knock-Out-Gruppe bei gleichbleibender
spater Repolarisationszeit schwierig ist. Zieht man in Betracht, dass die in dieser
Arbeit gemessenen spaten Natriumstrome keinen signifikanten Unterschied unter
ISO-Einwirkung zeigten, ist davon auszugehen, dass InaLae zumindest unter [3-
adrenerger Stimulation in gesunden Herzmuskelzellen nicht der entscheidende
Faktor fir die beobachtete Verlangerung der frihen Repolarisation ist. Vielmehr ist
anzunehmen, dass die durch die CaMKIl und PKA beeinflussten Calcium- und
Kalium-Stréme hier maf3geblich sind.

Die Auszéhlung der auftretenden Nachdepolarisationen lieferte keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Knock-Out-Gruppe und der Kontrollgruppe. Wahrend unter
basalen Messbedingungen nur sehr vereinzelt Nachdepolarisationen auftraten, kam
es unter Isoprenalin zu einem signifikanten Anstieg der Haufigkeit. Dieses Ergebnis
deckt sich mit Daten anderer Arbeiten mit Isoprenalin. Die [3-adrenerge Stimulation
durch Isoprenalin fuhrt zum einen Uber eine IcaL-Faszilitation zu einem verstarkten
INcx, was das Auftreten von EADs beginstigt (127). AulRerdem fihrt eine
intrazellulare Anreicherung von Ca?* infolge R-adrenerger Stimulation zu einem
vermehrten Auftreten von DADs (128). Viele Arbeiten konnten zudem den
Zusammenhang zwischen einer erhéhten CaMKII-Aktivitdt und einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von EADs und DADs beweisen (33,72,129).
Interessanterweise konnte in den fir diese Arbeit durchgefiihrten Experimenten
keine erhdhte Arrhythmie-Rate im CASK-Knock-Out beobachtet werden. Dies kdnnte
an der bereits beschriebenen Dominanz des PKA-Signhalwegs im Rahmen einer
akuten [3-adrenergen Stimulation liegen. Erst eine chronische CaMKII-Aktivierung
z.B. im Rahmen einer Herzinsuffizienz wirde dann signifikante Unterschiede im
CASK-Knock-Out aufgrund der gréReren Gewichtung der CaMKIl zeigen und hatte
gof. eine deutlichere APD-Verlangerung sowie eine erhohte

Arrhythmiewahrscheinlichkeit zur Folge.

4.4 Limitationen dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein CASK-Knock-Out in
Mauseherzzellen zu einer signifikanten Erhdhung des spaten Natriumstroms fuhrt.

Wie die Messungen der spaten Natriumstrome unter Isoprenalin gezeigt haben,
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scheint Isoprenalin als Aktivator der CaMKIl zu unspezifisch zu sein, um eine klare
Aussage Uber die Wirkung eines CASK-Knock-Out auf die CaMKII-Aktivitat zu
treffen. Die Messung der spaten Natriumstréme durch den Einsatz einer hohen
intrazellularen  Kalziumkonzentration konnte hingegen die unter basalen
Messbedingungen erhobenen Ergebnisse, dass ein CASK-Knock-Out zu einem
signifikant erhdhten spéaten Natriumstrom fuhrt, bestatigen und legt zudem den
Verdacht nahe, dass die CASK einen regulatorischen Effekt auf die CaMKIl hat. Es
ware nun von Vorteil, wenn eine spezifische CaMKII-Stimulation durch hohe
Kalziumkonzentrationen auch bei der Aktionspotentialmessung zum Einsatz kommen
konnte. Dies ist jedoch aufgrund der Tatsache, dass eine Manipulation der
intrazellularen lonenzusammensetzung zu einer extremen Veranderung der
Aktionspotentialmorphologie fuhrt und damit die Messergebnisse deutlich
verfalschen wuirde, nicht mdglich. Hier ware eine neue Versuchsreihe in einem
Herzinsuffizienzmodell mit erhdhter CaMKII-Aktivitat und herabgesetzter PKA-
Aktivitat sinnvoll.

Hinsichtlich der oben beschriebenen transmuralen Heterogenitat der untersuchten
Zellen und der mdglichen Auswirkungen auf die Aktionspotentialdauer waére
aulRerdem eine gewebespezifischere Untersuchung von Vorteil. Dies ist aufgrund der
Grolle der Mauseherzen und der Komplexitat der Datengewinnung mittels Patch-
Clamp-Technik im Rahmen dieser Arbeit nur schwer umsetzbar. Um eine
Unterscheidung zwischen einzelnen Zelltypen zu realisieren, ware ein sehr viel

langerer Messzeitraum mit einer h6heren Anzahl durchgefiihrter Messungen notig.

4.5 Ausblick

Die Rolle der CASK im Herzen, insbesondere in Bezug auf eine mogliche Interaktion
mit der CaMKIl und einer daraus resultierenden Funktion in der Entwicklung der
Herzinsuffizienz, ist aktuell noch in weiten Teilen unbekannt. Die im Rahmen dieser
Arbeit angestellten Patch-Clamp-Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass
die CASK einen wichtigen Einfluss auf den Natriumhaushalt der Herzzellen hat und
dies mdoglicherweise Uber die Interaktion mit der CaMKIl stattfindet. Zeitgleiche
Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe zeigen zudem, dass ein CASK-Knock-Out
weitreichende Auswirkungen auf den Kalziumstoffwechsel der Herzzelle hat und

zudem vermehrt im insuffizienten Myokard des Menschen gebildet wird. AulRerdem
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konnten Untersuchungen mittels Co-Immunoprézipitation eine Interaktion zwischen
CASK und CaMKIl und CASK und dem sarkolemmalen Natriumkanal (Navl.5)
nachweisen (die Ergebnisse wurden erstmals im Rahmen des ESC 2015 in London
vorgestellt und sind bislang nicht publiziert) (Mustroph et al. 2015, ESC Abstract).
Hinsichtlich der in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente ware der nachste Schritt
eine Wiederholung derselben unter pathologischen Bedingungen, wie sie zum
Beispiel nach TAC-Operation der Fall sind. Es ist bereits bekannt, dass es in TAC-
operierten Mauseherzen zu einer deutlichen CaMKII-Aktivitatssteigerung kommt
(130). Eine Versuchsreihe, die TAC-operierte CASK-Knock-Out-Mause mit einer
TAC-operierten Kontrollgruppe vergleicht, kénnte deshalb weiteren Einblick in die
Relevanz der CASK unter pathologischen Bedingungen und im Rahmen einer
CaMKII-Aktivitatssteigerung liefern. Eine andere Mdglichkeit ware die Zuchtung einer
Mauslinie, die CaMKIl Uberexprimiert und in der zuséatzlich ein CASK-Knock-Out
herbeigefuhrt wird.  Dieser Ansatz ware insbesondere in Hinblick auf die
Fragestellung, ob die CASK hauptsachlich tber eine CaMKII-Interaktion in den
Stoffwechsel der Zelle eingreift, noch spezifischer als der zuvor genannte Ansatz mit
voroperierten TAC-Mausen.

AulRRerdem sollte die direkte Interaktion zwischen CASK und dem sarkolemmalen
Natriumkanal (Navl1.5) genauer betrachtet werden, um zwischen CASK-Effekten
Uber eine CaMKII-Regulierung und direkten CASK-Effekten unterscheiden zu
kénnen. Hier ware eine Wiederholung der durchgefiuhrten Experimente unter Einsatz
des CaMKIl-Inhibitors AIP hilfreich. Eine andere Moglichkeit ware die Zichtung einer
Mauslinie mit simultanem CaMKIl- und CASK-Knock-Out mit einer reinen CASK-

Knock-Out-Linie als Kontrollgruppe.

4.6 CASK als moglicher therapeutischer Ansatz

Die Relevanz des spaten Natriumstroms in der Pathologie der Herzinsuffizienz ist gut
erforscht und mit Ranolazin existiert mittlerweile auch schon ein spezifischer Inhibitor
des spaten Natriumstroms, der bei der Herzinsuffizienzbehandlung zum Einsatz
kommt. Die CASK scheint ihrerseits einen regulierenden Effekt auf den spéten
Natriumstrom zu haben und wéare somit ein weiterer mdglicher Ansatzpunkt in der
Herzinsuffizienztherapie. Durch eine Hochregulierung der CASK-Aktivitat konnte eine
Aktivitatssteigerung der CaMKIl und die Erh6hung des spaten Natriumstroms im

Rahmen der Herzinsuffizienz eingeschrédnkt und so die im Einleitungsteil
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beschriebenen pathologischen Prozesse frihzeitig unterbunden werden. Eine 2014
publizierte Arbeit konnte zeigen, dass das Diabetes-Medikament Exendin-4 Uber
Stimulation des Glucagon-like Peptide-1 Rezeptors zu einer erhfhten Expression
von CASK fuhrt (131). Berlcksichtigt man die Tatsache, dass Exenatide als
Medikament bereits klinische Anwendung findet und zudem ein Patientenkollektiv
betrifft, das ein erhOhtes kardiovaskulares Risiko aufweist, wére eine zusatzliche
kardioprotektive Wirkung durch CASK-Stimulation von grol3er Kklinischer Relevanz.
Interessanterweise wurde Exenatide bereits mit gewissen kardioprotektiven
Eigenschaften in Zusammenhang gebracht. So scheint eine akute Exenatide-
Exposition einen positiven Effekt auf die Hamodynamik bei Herzinsuffizienz von Typ
2 Diabetikern zu haben (132) und Myokardschaden im Rahmen einer Infarzierung zu
vermindern (133). Eine langere Exenatide-Behandlung nach Herzinfarkt scheint sich
aulBerdem positiv auf InfarktgréRe und Outcome auszuwirken (134). Die genauen
Prozesse hinter diesen Eigenschaften sind weitgehend unbekannt, jedoch kdnnte
CASK mit ihrer Verbindung zur CaMKII-Aktivitat einen Ansatzpunkt liefern.
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5 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten lassen vermuten, dass die CASK eine wichtige
modulierende Funktion in der Homoostase der Herzmuskelzelle einnimmt und dies
u.a. durch Einwirkung auf die CaMKIl tut. Wahrend ihr Einfluss auf die
Aktionspotentialmorphologie nicht eindeutig charakterisiert werden konnte,
verdeutlichen die erhobenen Daten, dass die CASK einen Effekt auf den spaten
Natriumstrom und damit auf den lonenhaushalt der Herzmuskelzelle hat. Dies kénnte
insbesondere unter pathologischen Bedingungen, wie sie bei der Herzinsuffizienz
auftreten, von grolRer Bedeutung sein. Weiterfuhrende Experimente sind nétig, um
die genauen Auswirkungen der CASK im Myokard zu eruieren. Die CaMKII ist an
vielen pathologischen Prozessen im geschadigten Myokard beteiligt und der
modulierende Charakter der CASK in diesem Zusammenhang kdnnte in Zukunft

einen vielversprechenden Therapieansatz liefern.
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