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1. Einleitung

1. Einleitung

Schlafbezogene  Atemstérungen  (SBAS) sind eine  weit  verbreitete
Erkrankungsgruppe, welche aufgrund potenziell schwerwiegender Komorbiditaten
eine besonders hohe soziookonomische Bedeutung aufweist. Ca. 24% der
Bevdlkerung Uber 65 Jahren leidet an einem obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom
(OSAS) (1). Aktuell sind weltweit etwa eine Milliarde Menschen betroffen (2, 3), wobel
die Pravalenz aufgrund des demographischen Wandels in den kommenden
Jahrzehnten weiter steigen wird (4). Eine besonders haufige Komorbiditat der
obstruktiven Schlafapnoe stellt neben der Herzinsuffizienz das Vorhofflimmern dar,
welches einen negativen Einfluss auf Hospitalisierung, Morbiditat und Mortalitat
aufweist (5). Leider gestaltet sich die Behandlung der Folgeerkrankungen im Moment
sehr schwierig und ist oft mit vielen Nebenwirkungen verbunden. Deshalb ist die
Entwicklung neuer Praventions- und Behandlungsstrategien sowie neuer
diagnostischer Mdglichkeiten von grol3er Relevanz. Hierfur sind jedoch genaue
Kenntnisse Uber den zugrundeliegenden Pathomechanismus essentiell. Lebek et al.
lieferten als Grundlage fur diese Arbeit den Nachweis einer gesteigerten Aktivitat der
Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase 1l (CaMKIl) in Vorhofbiopsien von
Patienten mit SBAS, was zur Entstehung von Arrhythmien bei SBAS beitragt (6).

Die erhdhte CaMKIll-abhangige Phosphorylierung der Natriumkanale flhrt zu einer
Veranderung der kardialen Natriumstrome (7). Dazu zahlt auch ein erhdhter
verzogerter Natriumeinstrom. Dieser vermehrte lonen-Einstrom kann eine Storung der
intrazellularen Natrium- und Kalziumhomoostase induzieren und so die Ursache fur
eine verlangerte Aktionspotenzialdauer darstellen. Der erhbhte verzbgerte
Natriumeinstrom kann dabei auf verschiedenen Wegen zellulare proarrhythmische
Trigger hervorrufen, die zu verfrihten (EAD, early afterdepolarisation) und verzégerten
(DAD, delayed afterdepolarisation) Nachdepolarisationen fiihren und die Entstehung
von Vorhofflimmern begunstigen (6).

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe eines neuartigen SBAS-Mausmodells die
CaMKIl-abhangige Regulation des kardialen Natriumhaushalts untersucht, um
Ruckschlisse auf den Pathomechanismus der Entstehung von kardialen

Erkrankungen bei SBAS ziehen zu kénnen.



1. Einleitung

1.1 Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom

Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist eine der haufigsten respiratorischen
Erkrankungen mit einer erhéhten Mortalitét (8), bei der es wahrend des Schlafes durch
einen pharyngealen Kollaps zu einer Verengung des oberen Atemwegs um mehr als
90% kommt (9). Das anschlie3ende Erwachen aus der Schlafphase ist so kurz, dass
es von den Patienten meist nicht wahrgenommen wird. Das obstruktive Schlafapnoe-
Syndrom betrifft 5-15% der weltweiten Bevolkerung mit einem Anstieg parallel zum
Alter der Patienten (10). Neueste Studien beziffern die weltweite Prévalenz des
obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom auf ca. eine Milliarde betroffener Menschen
zwischen dem 30. und 65. Lebensjahr (2), wobei M&nner zwei- bis dreimal haufiger
als Frauen betroffen sind (11). Die Pravalenz steigt jedoch auch bei Frauen,
maoglicherweise durch eine Umverteilung des Fettgewebes, nach der Menopause
deutlich an (12). In den kommenden Jahrzehnten wird eine massive Zunahme dieses
Krankheitsbildes erwartet, da aufgrund des demographischen Wandels die
Bevdlkerung einerseits alter wird, andererseits durch den ungesunden Lebensstil die
Pravalenz von Adipositas und somit des wichtigsten Risikofaktors fiir eine obstruktive
Schlafapnoe deutlich steigen wird (4). Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehéren
neben Adipositas und dem mannlichen Geschlecht auch das Alter, Rauchen sowie die
Verengung des oberen Atemwegs durch kraniofaziale Veranderungen oder durch eine
Zungengrundverlagerung (13-15). Ebenso spielen genetische Faktoren bei der
Entwicklung einer obstruktiven Schlafapnoe eine Rolle (16). Zur Verstarkung des
obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms fihren aul3erdem eine vermehrte rostrale
Flissigkeitsverschiebung, eine Steigerung des Halsumfangs und aufgrund der

geringeren Belastbarkeit eine verminderte korperliche Aktivitat (15, 17).

Pathophysiologisch kommt es bei einer obstruktiven Schlafapnoe durch den Verlust
der Muskelspannung im Schlaf aufgrund von anatomischen oder funktionellen
Veranderungen zu einer Verengung oder sogar zu einem Kollaps der oberen
Atemwege. Als Folge der intermittierenden Hypoxie und Hyperkapnie sowie der
folgenden Reoxygenierung wird die intrazellulare Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) deutlich gesteigert, was wiederum die Entstehung von verschiedensten
kardiovaskularen Pathologien beginstigt (18-20). Das Ausmal} der Radikalbildung ist
dabei abhangig von der Schwere und der Dauer der obstruktiven Schlafapnoe (zum
Beispiel gemessen anhand des Apnoe-Hypopnoe-Indexes) (21). Zudem fihrt das
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1. Einleitung

Schlafapnoe-Syndrom zur vermehrten nachtlichen Aktivierung des sympathischen
Nervensystems (22). Das wiederum hat neben dem erhdhten Katecholaminspiegel
wahrend des Erwachens aus der Schlafphase eine vermehrte Reninbildung mit
konsekutiv erhdhtem Angiotensin II- und Aldosteron-Level zur Folge, was langfristig
ebenfalls Gber die erhdhte Bildung der ROS die pathologischen Prozesse fordert (23—
25).

Die obstruktive Schlafapnoe wird von der zentralen Schlafapnoe unterschieden, deren
Ursache fir die Atemaussetzer im zentralen Nervensystem liegt. Im Gegensatz zur
obstruktiven Form kdnnen hierbei keine Atemanstrengungen gegen einen erhdhten
Widerstand in den Apnoephasen detektiert werden, da es zu keiner mechanischen
Verlegung der Atemwege kommt, sondern der Atemantrieb ganzlich fehlt. Die
Pravalenz ist im Vergleich zur obstruktiven Form der Schlafapnoe jedoch weitaus
geringer (26). Die Diagnose eines obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms wird mithilfe
der Polysomnographie als Goldstandard gestellt (27). Sie umfasst
neurophysiologische, kardiale und respiratorische Messungen. Bei der
Atemwegsverlegung kann man dabei eine Apnoe von einer Hypopnoe unterscheiden
(s. Abbildung 1). Eine obstruktive Apnoe ist definiert als ein Verschluss von mehr als
90% des oberen Atemwegs. In den polysomnographischen Messungen z&hlt ein
respiratorisches Ereignis Uber einen Zeitraum von mindestens 10 Sekunden ohne
Atemfluss als Apnoe (28). Ein unvollstandiger Verschluss dagegen fihrt zur
Hypopnoe, welche als eine Reduktion der Ventilation um mehr als 30% und einem
Abfall der Sauerstoffsattigung um > 3% vom Ausgangswert sowie einem kurzzeitigen
Erwachen definiert ist (29). Aus den gemessenen Apnoen und Hypopnoen innerhalb
einer Stunde lasst sich anschlieRend der Apnoe-Hypopnoe-Index (AHI) berechnen,
anhand dessen die Schwere des Schlafapnoe-Syndroms beurteilt werden kann. Eine
Schlafapnoe wird bei einem AHI >5/h diagnostiziert. Ein AHI von >5 — 15/h stellt eine
leichte, ein AHI von >15 — 30/h eine mittelgradige und ein AHI >30/h eine schwere
Schlafapnoe dar (15). Neben mindestens 5 obstruktiven respiratorischen Ereignissen
pro Schlafstunde muss zur Diagnosestellung eines obstruktiven Schlafapnoe-
Syndroms jedoch zusatzlich wenigstens ein fur die Erkrankung charakteristisches
klinisches Symptom vorliegen. Dazu zahlen Schnarchen und Atemaussetzer,

ausgepragte Tagesmudigkeit, unerholsamer Schlaf, vermehrter né&chtlicher
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Speichelfluss, morgendlicher Kopfschmerz sowie Husten bzw. Keuchen beim
Erwachen (9, 10).

Atemfluss

Zunge

nasaler
Atemweg

weicher Gaumen

Uvula

Hypopnoe

Abbildung 1 - Partielle bzw. vollstandige Verlegung der Atemwege bei Hypopnoe und Apnoe. Modifiziert
nach (28).

Bei mehr als 50% der Patienten mit einem obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom konnten
kardiovaskuléare oder metabolische Auffalligkeiten beobachtet werden (30). Zu diesen
gehoren Erkrankungen wie die Hypertension, Arrhythmien, Schlaganfalle, koronare
Herzerkrankungen und Atherosklerose als Ursachen einer (berdurchschnittlich
erhohten kardiovaskularen Mortalitat. Auch die Préavalenz von endothelialen und
metabolischen Dysfunktionen wie ein Diabetes mellitus oder die Hyperlipiddmie ist bei
Patienten mit einer obstruktiven Schlafapnoe erhoht (15, 31-34), wobei ein deutlicher
geschlechtsbezogener Unterschied beobachtet werden konnte (35, 36). Zudem leiden
die Patienten neben den Erkrankungen der verschiedenen Organsysteme unter einer
enorm eingeschréankten Lebensqualitat, die beispielsweise in einer verminderten
Konzentrationsfahigkeit oder in einer erhdhten Rate an Verkehrsunfallen infolge der

ausgepragten Tagesmaudigkeit erkennbar wird (37).
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Die seit Uber 40 Jahren vorrangige Behandlung bei Patienten mit einem schweren
Schlafapnoe-Syndrom ist die CPAP-Therapie (Continuous Positive Airway Pressure)
(38). Dabei wird durch einen kontinuierlichen positiven Druck der Kollaps des oberen
Atemwegs verhindert. Die Effekte der CPAP-Therapie in Form einer
Symptomreduktion und Steigerung der Lebensqualitdt durch die verminderte
Tagesmudigkeit treten bereits nach wenigen Tagen ein, sind aber stark abhangig von
der Compliance des Patienten (39). Einige Studien deuten darauf hin, dass eine
CPAP-Therapie die Pravalenz von schweren kardiovaskularen Erkrankungen wie
Arrhythmien, Schlaganfallen oder Herzinfarkten reduzieren kann (40-42). Jedoch
kann das Auftreten von kardialen Pathologien im Langzeitverlauf durch die CPAP-
Therapie kaum verhindert werden (43, 44). Das konnte auch an der mangelnden
Compliance in Bezug auf die CPAP-Therapie liegen. Dieses haufige Nicht-Einhalten
des Therapieplans konnte bei kardiovaskular belasteten Patienten in einer
Langzeitstudie nachgewiesen werden (45). Deshalb ist im Rahmen einer multimodalen
Therapie eine Gewichtsreduktion und ein gesunder Lebensstil bei einer erfolgreichen
Behandlung der obstruktiven Schlafapnoe und der Vermeidung von
Folgeerkrankungen unumganglich (46, 47). Ebenso gibt es orale Hilfsmittel in Form
einer mandibularen Mundspange (Mandibular Advancement Devices, MAD), die den
oberen Atemweg in der Nacht stabilisieren und so die Kollapsneigung verhindern soll.
Dessen Wirkung ist jedoch weniger effektiv als die CPAP-Therapie (48). In schweren
Fallen kann auch eine Operation zur VergréRerung des oropharyngealen Raums (49)
oder ein bariatrischer Eingriff als therapeutischer Ansatz indiziert sein. Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom einen grof3en
Risikofaktor fir eine Operation darstellt, da in Zusammenhang mit der Erkrankung eine
erhbhte Anzahl an postoperativen Thromboembolien, eine verlangerte
Hospitalisierung und eine erhéhte intraoperative Todesrate beobachtet werden konnte
(50).

10



1. Einleitung

1.2 Klinischer Zusammenhang zwischen der obstruktiven

Schlafapnoe und kardialen Pathologien

Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom ist mit einer Vielzahl von Erkrankungen
assoziiert. Zu den haufigsten kardialen Komorbiditaten zéhlen das Vorhofflimmern und
die Herzinsuffizienz, welche ich im folgenden Abschnitt naher erlautern méchte.

1.2.1 Obstruktive Schlafapnoe und Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist definiert durch eine schnelle und unregelmafiige Aktivitat der
Vorhofe, wodurch keine suffiziente Kontraktion und somit eine reduzierte kardiale
Pumpfunktion zustande kommt. Durch die inadaquate atrioventrikulare
Erregungsuberleitung entstehen zudem haufig Tachyarrhythmien, welche die
Pumpfunktion weiter verschlechtern. Aul3erdem ist das Risiko einer Thrombusbildung
durch die Verlangsamung des Blutflusses in den Vorhéfen deutlich erhéht, was
schlussendlich einen Schlaganfall zur Folge haben kann (51). Je nach Bestandigkeit
der Rhythmusstérung wird das Vorhofflimmern in unterschiedliche klinische Stadien
eingeteilt. Das paroxysmale Vorhofflimmern ist durch eine spontane Konvertierung in
den Sinusrhythmus innerhalb von maximal 7 Tagen gekennzeichnet. Persistierendes
Vorhofflimmern dagegen muss aufgrund seiner Persistenz zur Wiederherstellung des
Sinusrhythmus medikamentds oder elektrisch mittels einer Kardioversion therapiert
werden. Sind sowohl medikamentdse als auch elektrische Behandlungsversuche
frustran, spricht man von einem permanenten Vorhoffimmern (51). Mit einer
weltweiten Pravalenz von etwa 2% gehort das Vorhofflimmern zu den haufigsten
Herzrhythmusstorungen, wobei die Haufigkeit der Erkrankung mit dem Alter deutlich
zunimmt (52). Klinisch kann sich die Erkrankung von asymptomatisch bis hin zu
schweren hamodynamischen Beeintrachtigungen wie Leistungsminderung, schwerer
Hypo- oder Hypertonie und einer pulmonalvendsen Stauung sehr variabel
prasentieren. Neben einer arteriellen Hypertonie und dem Alter zéhlen unter anderem
auch die Herzinsuffizienz und ein Diabetes mellitus zu den haufigsten Risikofaktoren
fur die Entstehung von thromboembolischen Komplikationen eines Vorhofflimmerns
(51). Im Rahmen der Therapie spielt neben der Rhythmuskontrolle daher vor allem die

Thromboembolieprophylaxe eine zentrale Rolle.
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Vorhofflimmern ist mit einer Pravalenz von 5% die haufigste Arrhythmie bei Patienten
mit einer schlafbezogenen Atemstérung (53-55). In der Pathophysiologie des
Vorhoffimmerns bei Patienten mit einer obstruktiven Schlafapnoe spielen die
hamodynamischen Veranderungen wahrend den Apnoephasen eine entscheidende
Rolle. Der Wechsel zwischen Hypoxie und Reoxygenierung fuhrt durch die vermehrte
Bildung von ROS zu einem erhéhten oxidativen Stress, welcher den strukturellen und
elektrischen Umbau des Herzens unterstitzt. Dartber hinaus beglnstigen kleinste
Abweichung in der kardialen Physiologie wie ein Anstieg des verzégerten
Natriumeinstroms die zellulare Arrhythmogenese (56), die ich im Verlauf dieser Arbeit
weiter ertrtern mochte. Die Hypoxamie und Hyperkapnie fiihren aul3erdem zu
Tachykardien und Hypertension, was einen erhéhten Sauerstoffoedarf des Myokards
trotz des geringeren Sauerstoffangebots zur Folge hat. So kodnnen sich
Myokardschaden mit Fibrosierungen bilden, die wiederum die Entwicklung eines
Vorhofflimmern weiterhin begtinstigen (57). Zudem bewirkt der negative intrathorakale
Druck uber eine vermehrte vagale Stimulation eine Verkirzung der effektiven atrialen
Refraktarzeit, was die Entwicklung des Vorhofflimmerns weiter fordert (58). Die
schlafbezogene Atemstérung kann also den Beginn eines Vorhofflimmerns induzieren
und, vor allem bei Vorliegen von weiteren kardiovaskularen Risikofaktoren wie einer
Herzinsuffizienz oder einer koronaren Herzerkrankung (59), zu dessen Persistenz
beitragen (60). So konnten Mehra et al. zeigen, dass Patienten mit einer schweren
obstruktiven Schlafapnoe ein vierfach hoheres Risiko aufweisen, Vorhofflimmern zu
entwickeln als Patienten ohne die nachtliche Atemstérung (53). Kanagala et al.
beobachteten zudem, dass es bei Patienten mit obstruktiver Schlafapnoe und
gleichzeitiger Rhythmusstérung nach einer Kardioversion oder Ablation h&ufiger zu
einem Rezidiv kommt (61). Auch der Erfolg einer medikamentdsen antiarrhythmischen
Therapie ist bei Patienten mit einer schweren obstruktiven Schlafapnoe reduziert (62).
Deshalb ist auch aufgrund des bereits erlauterten mangelnden Erfolgs einer
standardisierten CPAP-Therapie hinsichtlich der kardialen Pathogenese vor allem im
Langzeitverlauf die Entwicklung neuer therapeutischer Ansétze von grol3er

Bedeutung.
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1. Einleitung

1.2.2 Obstruktive Schlafapnoe und Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz kennzeichnet sich durch die verminderte Fahigkeit des Herzens,
Organe mit ausreichend Blut und Sauerstoff zu versorgen. In der Folge treten
Symptome wie Leistungsminderung und Dyspnoe auf (51). In den westlichen Landern
sind ca. 2% der Erwachsenen an einer Herzinsuffizienz erkrankt, wobei die Pravalenz
bei Menschen tber 70 Jahren bis auf 10% ansteigt (63). Trotz kontinuierlich besser
werdender Diagnose- und Behandlungsmdglichkeiten ist die Prognose einer
Herzinsuffizienz infaust. Knapp die Halfte aller Patienten verstirbt innerhalb der ersten
funf Jahre nach Diagnosestellung (64). Es gibt viele verschiedene Ursachen fir eine
Stérung der Pumpfunktion. Zu diesen zahlen neben Herzrhythmusstérungen und
ischAmischen Herzerkrankungen unter anderem auch die arterielle Hypertonie und
Herzklappenvitien. Diese fuhren durch eine erhdhte Druck- bzw. Volumenbelastung
Uber die Dilatation der Ventrikel zur Herzinsuffizienz (51). Infolgedessen kommt es zu
einem strukturellen Umbau des Myokards (sog. Remodeling), welcher die Entstehung
einer kardialen Dysfunktion und das Risiko fur die Entwicklung von Arrhythmien weiter
begilnstigt. Dabei spielen besonders der Natrium- und Kalziumstoffwechsel der

Kardiomyozyten eine zentrale Rolle.

Es konnte beobachtet werden, dass vor allem Patienten mit einer schweren
Herzinsuffizienz eine hohe Pravalenz fir ein obstruktives Schlafapnoe-Syndrom
aufweisen (65, 66). Die obstruktive Schlafapnoe fuhrt Gber die intermittierende Hypoxie
zu einem vermehrten inflammatorischen und oxidativen Stress sowie zur erhdhten
sympathischen Aktivitdt mit Steigerung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) (15). Aus der arteriellen Hypertonie kann eine erhdhte systolische
linksventrikulare Dysfunktion resultieren, die die Pathogenese der Herzinsuffizienz
weiter begunstigt. Auch fuhrt Angiotensin Il Gber die Stimulation der NADPH-Oxidase
zur vermehrten Bildung von ROS (25, 67). Erganzend zeigten Zhou und Tian, dass die
vermehrte Anwesenheit der ROS die Progression der Erkrankung weiter vorantreibt
(68). Rao et al. konnte auf3erdem beobachten, dass es bei Patienten mit einer
obstruktiven Schlafapnoe und einer Herzinsuffizienz zur signifikanten Zunahme
schwerer Symptome wie Kurzatmigkeit, Mudigkeit, chronische Odeme und einer
Reduktion der Lebensqualitat kommt (69).
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1.3 Grundlagen der kardialen Physiologie

Um die Pathogenese kardialer Erkrankungen im Rahmen des Schlafapnoe-Syndroms
besser zu verstehen und aufbauend auf diesen Erkenntnissen neue Wege der
Diagnostik und Behandlung entwickeln zu kénnen, ist das Verstandnis der kardialen

Physiologie von essentieller Bedeutung.

1.3.1 Die Herzmuskelzelle

Das Myokard besteht aus Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten), die sich in Ketten zu
Herzmuskelfasern anordnen und so die funktionelle Grundlage des Herzens bilden.
Jeder Kardiomyozyt wird ringsum von einer Zellmembran, dem Sarkolemm, begrenzt.
In der Phospholipid-Doppelschicht des Sarkolemms befinden sich zahlreiche Proteine,
die unter anderem als Kanale oder lonenpumpen beim Ubertritt von Molekulen in die
Zelle oder aus dieser hinaus eine wichtige Rolle bei der Signalibermittelung zwischen
Intra- und Extrazellularraum spielen. Die Verbindung zwischen den einzelnen Zellen
ist mikroskopisch als Discus intercalaris (,Glanzstreifen“) sichtbar. Zum einen
verknipfen diese Disci die Kardiomyozyten (ber Desmosomen mechanisch
miteinander, zum anderen haben sie aber auch eine wichtige funktionelle Aufgabe.
Uber sogenannte Gap junctions verbinden sie alle Kardiomyozyten zu einem
funktionellen System und ermdglichen so eine gezielte Erregungsausbreitung Gber das
gesamte Myokard, welche fur die anschlielRende synchrone Kontraktion entscheidend
ist (70).

Jeder Kardiomyozyt setzt sich in etwa gleichen Teilen aus Aktin- und Myosinfilamenten
zusammen, welche die Grundlage des kontraktilen Apparats bilden. Mikroskopisch
l&sst sich ein Bandenmuster erkennen, weshalb die Herzmuskulatur eine besondere
Art der quergestreiften Muskulatur darstellt. Die kleinste Untereinheit des kontraktilen
Systems bilden die Sarkomere (s. Abbildung 2). Jedes Sarkomer wiederum besteht
aus einer dunklen A-Bande und jeweils einer halben benachbarten hellen [-Bande. An
den Seiten wird das Sarkomer durch die Z-Streifen begrenzt. Die I-Bande enthalt die
Aktinfilamente, die in den Z-Streifen verankert sind. Die A-Bande setzt sich aus den
von Aktinfilamenten umschlungenen Myosinfilamente zusammen. Jedoch liegen in der
Mitte der A-Bande auch Myosinfilamente ohne Aktinverankerungen vor, was
lichtmikroskopisch als Aufhellung sichtbar ist und als H-Bande bezeichnet wird. In der

H-Bande kann man zudem eine M-Linie erkennen, die durch eine Verdrillung der
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Myosinfilamente untereinander entsteht. Durch die parallele Anordnung sind die
Filamente gegeneinander beweglich und ermdéglichen wéahrend der Kontraktion eine

Verschiebung ineinander (71).

Sarkomer Sarkomes
N " 18ande A-Banca I-8ande
I-Bande A-Bande I-Bande - > e
O — | re—— > H-8ande
H-Bande .
Myosin Myosin

Aktin

A A e —— T

Z-Streifen M-Linie Z-Streifen Z-Streiten M-Linia 2-Streifen

Abbildung 2 - Aufbau eines Sarkomers

A: Schematische Darstellung eines Sarkomers. Modifiziert nach (71).

B: Elektronenmikroskopische Darstellung eines Sarkomers. Modifiziert nach (72).

1.3.2 Elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung beschreibt den Vorgang, bei dem die elektrische
Stimulation in Form des Aktionspotenzials in eine mechanische Kontraktion der
Kardiomyozyten umgesetzt wird (s. Abbildung 3). Zu Beginn des Aktionspotenzials
offnen sich spannungsabhéngige Natriumkandle und es kommt zu einem
Nettoeinstrom positiver Ladungen, welcher zur Depolarisation der Zellmembran fihrt
(schneller Aufstrich des Aktionspotenzials). Daraufhin kommt es zur Offnung
spannungsabhangiger L-Typ Kalziumkanale (sog. Dihydropyridin-Rezeptoren),
welche einen Einstrom von Kalziumionen bewirken und so die nachfolgende
Plateauphase des Aktionspotenzials begiinstigen. Uber die Bindung an Ryanodin-
Rezeptoren Typ 2 (RyR2) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) triggern die
Kalziumionen eine Entleerung des intrazellularen Kalziumspeichers (73). Dieser
Vorgang wird auch als kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung bezeichnet (74). Dadurch
steigt die Kalziumkonzentration in der Zelle schlagartig an. Die Kalziumabgabe aus
dem SR wird durch die zellulare Ultrastruktur vereinfacht, da spannungsabhangige
Kalziumkandle und RyR2 durch Einstilpungen der Zellmembran (T-Tubuli) nahe

beieinander liegen. Die freien Kalziumionen dienen als sekundarer Botenstoff, indem
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sie an das Myofilamentprotein Troponin C binden und die Verkirzung der Sarkomere
einleiten. Troponin C bildet einen Komplex mit Tropomyosin, das an die Aktinfilamente
angelagert ist (75). Durch die Kalziumbindung kommt es zu einer
Konformationsénderung dieses Komplexes mit nachfolgender Freilegung der Myosin-
Bindungsstellen an den Aktinflamenten. Myosin, welches ATP gebunden hat, kann
nun eine Verbindung mit dem Aktinfilament knipfen. Das ATP wird dabei in ADP und
ein anorganisches Phosphat hydrolysiert und somit die Energie fur die anschlie3ende
Kontraktion bereitgestellt. Die Myosinkodpfe knicken nach der Abgabe des Phosphat-
lons ab und verschieben die Aktinfilamente ineinander, was zur Verklrzung des
Sarkomers fiuhrt. Durch eine erneute ATP-Bindung am Myosin kann der Myosinkopf
wieder vom Aktinfilament abdissoziieren und steht fir einen neuen Querbrickenzyklus

zur Verfugung (70).

Um in der anschlieRenden Diastole die Relaxation der Myofilamente zu erreichen,
muss die zytosolische Kalziumkonzentration wieder auf das Ausgangshiveau
absinken. Dabei spielt die sarkoplasmatische Kalzium-ATPase (SERCA2a) und deren
Regulation durch das Peptid Phospholamban (PLB) eine zentrale Rolle. Sie
transportiert freie Kalziumionen unter ATP-Verbrauch aus dem Zytosol wieder zurtick
in das sarkoplasmatische Retikulum (73). Zuséatzlich werden die Kalziumionen durch
den membranstandigen Natrium/Kalzium-Austauscher (NCX) im Austausch mit drei
Natriumionen je Kalziumion entlang des elektrochemischen Gradienten aus der Zelle
befordert. Dabei wird der physiologische Gradient durch die Natrium/Kalium-ATPase
aufrechterhalten. Ein kleiner Teil der Kalziumionen wird auch durch membranstandige
Kalzium-ATPasen aus dem Zytosol in den Extrazellularraum eliminiert oder von
Mitochondrien aufgenommen und in diesen gespeichert (73). Die vollstdndige
Repolarisation der Zelle gelingt Gber spannungsabhangige Kaliumkanale, die durch
den auswarts gerichteten Kaliumstrom das negative Ruhemembranpotenzial der Zelle

wiederherstellen (70).
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Abbildung 3 - Elektromechanische Kopplung in Herzmuskelzellen. Modifiziert nach (73).
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1.4 Reaktive Sauerstoffspezies

Da der menschliche Organismus permanent mit schadlichen Mikroorganismen
konfrontiert wird, hat er ein System zu deren Bekdmpfung entwickelt. Darin spielen
ROS eine entscheidende Rolle. ROS konnen in physiologischem Mal3e direkt durch
spezielle Enzyme wie Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidasen (NADPH-
Oxidasen, NOX) oder der Xanthinoxidase gebildet werden (76). So kann die Isoform
NOX2, welche in der Zellmembran lokalisiert ist und unter physiologischen
Bedingungen keine ROS bildet, durch unterschiedliche Stimuli aktiviert werden. Zu
diesen zahlen mechanischer Stress und Angiotensin I, welche beispielsweise im
Rahmen einer Herzinsuffizienz vermehrt auftreten (77). Der Grol3teil der ROS entsteht
jedoch als Nebenprodukt der Zellatmung bei der oxidativen Phosphorylierung in den
Mitochondrien (78, 79). Eine Ubermafige mitochondriale Aktivitat fuhrt Gber die
Entkopplung des Elektronentransports der Atmungskette zur vermehrten ROS-
Produktion, welche wiederum zu vielen myokardialen Dysfunktionen beitragt (80).
Generell ist die ROS-Konzentration aufgrund der kurzen Halbwertszeit, ihrer schnellen
Beseitigung und der limitierten Diffusionsfahigkeit am hdchsten in der unmittelbaren
Umgebung der ROS-produzierenden Quelle. Bei einer vermehrten Synthese der ROS
kénnen sich jedoch weitreichende Folgen lber die lokale Begrenzung hinaus ergeben
(81, 82). Die intrazellularen Folgen sind zudem selbstverstarkend, da es durch die
vermehrte Anwesenheit der Radikale zur ROS-induzierten ROS-Freisetzung aus den

Mitochondrien kommen kann (83).

Es gibt viele verschiedene ROS, wobei das Superoxid-Anion (O2- ), das Hydroxyl-
Radikal (OH-) und das Wasserstoffperoxid-Molekil (H202) zu den wichtigsten z&hlen.
Zu Beginn der ROS-Bildung wird ein Elektron auf das Sauerstoffmolekul Ubertragen.
Das entstandene Superoxid-Anion wird durch die Superoxid-Dismutase nach
Aufnahme eines weiteren Elektrons und zweier Wasserstoffprotonen in
Wasserstoffperoxid umgewandelt. Durch ein weiteres Elektron und Wasserstoffatom
entsteht ein Hydroxyl-Radikal (s. Abbildung 4) (76, 79). Um die schadlichen
Auswirkungen der Radikale zu kontrollieren, werden diese unter anderem in
Peroxisomen abgebaut. Mithilfe von katalysierenden Enzymen werden sie dabei in
Sauerstoff und Wasser umgesetzt. AulRerdem nutzt der menschliche Organismus
Antioxidantien wie Glutathion oder Vitamin C zum Schutz vor einer tibermafigen ROS-
Schadigung.
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e e + 2H* e +H* e + H*
02 #, 02.7#’ Hzoz% HO- #, H2O

H20
Abbildung 4 - Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies

In physiologischen Konzentrationen tragen ROS Uber die von ihnen ausgeldsten
Redoxreaktionen zur Regulation vieler Enzyme und Signalwege bei. Ein Beispiel ist
die Auswirkung der ROS wahrend der Dehnung der kardialen Myofilamente. Die
Dehnung aktiviert NADPH-Oxidasen, welche eine der wichtigsten direkten ROS-
Quellen im kardiovaskularen System darstellen. Die durch den mechanischen Reiz
lokal aktivierte NOX produziert ROS, was wiederum in einer regional begrenzten
Aktivierung des RyR2 mundet. Die anschlielende Kalziumfreisetzung aus dem SR
unterstitzt die feine Abstimmung der Kontraktion (84). Somit ist es offensichtlich, dass
bereits kleinste Veranderungen der ROS-Konzentration grof3e Auswirkungen auf den
kardialen Exzitations-Kontraktionszyklus nehmen kdénnen. Es ist zudem bekannt, dass
ROS auf vielfaltige Weise in die Regulation des kardialen Natrium- und
Kalziumhaushaltes eingreifen konnen (85-87). Dazu zahlen neben direkten
Modifikationen wie beispielsweise der Oxidation von Kanalproteinen auch indirekte
Modifikationen wie die Oxidation von Kinasen oder Phosphatasen, welche die Funktion
der Kanalproteine regulieren. Direkte Modifikationen finden sich haufig in unmittelbarer
Néhe zur ROS-produzierenden Quelle, wohingegen indirekte Effekte durch aktivierte
Proteinkinasen in der gesamten Zelle auftreten kdnnen (81, 82). Eine direkte
Modifikation ist beispielsweise die bereits erwéhnte Oxidation des RyR2. Im Rahmen
einer Ubermé&Rigen Aktivierung konnte dabei gezeigt werden, dass ROS uber dessen
Modifikation ein erhdhtes SR Kalziumleck in insuffizienten Kardiomyozyten induzieren
(88). Der erhohte Ausstrom von Kalziumionen in das Zytoplasma kann die
Pathogenese der Herzinsuffizienz weiter vorantreiben, da durch das SR Kalziumleck
eine erhohte diastolische Kalziumkonzentration vorliegt. Die Reduktion des SR
Kalziumgehalt fihrt so zu einer verminderten Kontraktionsfahigkeit der
Kardiomyozyten in der Systole (89). Ein wichtiges Beispiel fur eine indirekte
Modifikation stellt die Aktivierung der CaMKIl durch die ROS dar, welche ich im
folgenden Kapitel naher erlautern mochte.
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1.5 Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il

Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il ist eine multifunktionelle
Serin/Threonin-Proteinkinase mit einer weit verbreiteten Expression in Muskeln,
Nerven und immunologischem Gewebe. Als kardiale Stresskinase ist sie wesentlich
an der Regulation der myokardialen Natrium- und Kalziumhomoostase beteiligt. Es
gibt verschiedene CaMKIl-Isoformen. Alle CaMKIll-Isoformen scheinen ahnliche
regulatorische Mechanismen und Proteinziele zu haben, unterscheiden sich jedoch in
ihrer Gewebeverteilung. So werden die a- und B-Isoform beispielsweise hauptsachlich
im Gehirn exprimiert. Die CaMKIId ist die vorherrschende Variante im Herzen (90),
wobei diese Isoform auch im Gehirn an wichtigen Signalwegen beteiligt ist (91). Wie
jede Kinase moduliert sie die Aktivitat ihrer Zielstrukturen Gber deren

Phosphorylierung.

1.5.1 Struktur der CaMKII

Die CaMKII ist ein dodekameres Holoenzym bestehend aus zwei Ringen mit jeweils 6
Monomeren. Jedes der Monomere besteht aus einer N-terminalen katalytischen
Doméane, einer mittig gelegenen regulatorischen Domane und einer
Assoziationsdomane am C-Terminus (s. Abbildung 5) (92, 93). Uber die
Assoziationsdomane lagern sich die 6 Monomere zu einer ringférmigen Struktur
zusammen (s. Abbildung 6), wobei zwei dieser Hexamere das vollstandige Enzym
bilden (94). Wie auch andere Kinasen besitzt die katalytische Domane der CaMKII

eine Bindungstasche fur das ATP um dessen Hydrolyse zu erleichtern (95).

Autoinhibition

=
|

Katalytische Doméne Regulatorische Doméane Assoziationsdomane | —C

| [ .
Met 281/282 Thr287 CaM-Bindung

Abbildung 5 - Struktur eines CaMKII-Monomers. Modifiziert nach (93)

20



1. Einleitung

Abbildung 6 - Ringstruktur der CaMKII. Modifiziert nach (93)

Die Verbindung zwischen der Assoziationsdomé&ne und der regulatorischen Domane
enthadlt eine variable Region mit verschiedenen Aminosauresequenzen je nach
Splicevariante. Ein bedeutendes Beispiel ist neben der CaMKIIdc-Variante auch die
Splicevariante CaMKIIdb, welche eine Kernlokalisationssequenz enthalt (96). Die
Anwesenheit dieser Kernlokalisationssequenz bei einer mehrheitlichen Anzahl der
CaMKIl Monomere bewirkt einen Uberwiegenden Aufenthalt des gesamten
Holoenzyms im Zellkern. Der CaMKII&c-Variante dagegen fehlt diese Sequenz,
weshalb sie sich hauptsachlich im Zytoplasma befindet. Dort spielt sie unter anderem
bei der Regulation der Membranerregbarkeit und der Homdostase des intrazelluléaren

Natrium- und Kalziumhaushalts eine wichtige Rolle (97, 98).

1.5.2 Funktionen der CaMKII

Die CaMKIl verbindet die Regulation vieler physiologischer Schlisselfunktionen im
Herzen. Dazu gehdren neben der Kopplung von Erregung und Kontraktion auch die
Modulation der Herzfrequenz. Wie bei vielen Enzymen bestimmt auch bei diesem
Schlisselprotein die Struktur dessen Funktion. Ihre Hauptaufgabe ist wie bei anderen
Kinasen die Erniedrigung der Aktivierungsenergie und somit die Katalyse einer
chemischen Reaktion, bei der das endstandige Phosphat eines ATPs (y-Phosphat) auf
ein Serin oder Threonin des Zielproteins Ubertragen wird (95). Die CaMKII katalysiert
bevorzugt die Phosphorylierung innerhalb einer sog. RXXS/T-Modifikation. R steht
dabei fur die Aminosaure Arginin, X kann eine beliebige Aminoséaure sein. Das S stellt
die Aminosaure Serin und das T die Aminosaure Threonin dar (99). Somit kann die
RXXS/T-Sequenz als Leitstruktur dienen, um potenzielle Stellen fur eine CaMKII-
Modifikation zu identifizieren.

Die Phosphorylierung ist ein grundlegender Mechanismus in vielen biologischen

Systemen, um die Funktion oder die Reaktionsgeschwindigkeit von verschiedenen
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Molekilen wie Proteinen oder Lipiden in kiirzester Zeit zu veréandern. Die CaMKII ist
ein Schlusselregulator im intrazellularen Natriumhaushalt der Kardiomyozyten, da sie
einen erheblichen Einfluss auf die kardialen spannungsgesteuerten Natriumkanale
und den verzogerten Natriumeinstrom ausubt (7, 100, 101). Auch im Kalziumzyklus
der Herzmuskelzellen spielt das Enzym eine zentrale Rolle. Es moduliert den
Kalziumeinstrom, die Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und
die Kalziumwiederaufnahme ins SR (102-104). Diese Veranderungen kdnnen tber die
Phosphorylierung und damit Aktivitatssteigerung von kalziumregulierenden Proteinen
wie beispielsweise dem RyR2 oder der SERCAZ2a erreicht werden (103, 105, 106).
Jede Phosphorylierung durch die CaMKII ist mithilfe von speziellen Protein-
Phosphatasen reversibel. Phosphatasen sind Enzyme, welche die Abspaltung des
zusatzlichen Phosphatgruppe katalysieren.

1.5.3 Regulation der CaMKII

Es gibt mehrere maogliche Aktivierungswege der CaMKII. Unter Ruhebedingungen
(d.h. bei einem niedrigen Redoxpotenzial und niedriger intrazellularer
Kalziumkonzentration) ist die CaMKIl weitgehend enzymatisch inaktiv, da die
katalytische Doméane mit der autoinhibitorischen Region am N-Terminus der
regulatorischen Domane verbunden ist. Das Enzym wird aktiviert, sobald es durch eine
Erhéhung des intrazellularen Kalziumgehalts zu einer vermehrten Bindung von
Kalziumionen an Calmodulin, einem ubiquitar vorhandenem intrazellularen
Kalziumbindungsprotein, kommt (95). Der Kalzium/Calmodulin-Komplex (Ca/CaM)
bindet an die Kalzium/Calmodulin-Bindungsregion, welche sich am C-Terminus der
regulatorischen Domane der CaMKII befindet (s. Abbildung 7). Durch das Ablésen des

Kalzium/Calmodulin-Komplexes geht die CaMKII wieder in ihre inaktive Form Uber.

I

[ R, )
. - @gbfaf \\

— Regulatorische Domine 4 Of{a;%\\_,_

® (=Y \\. @ O \\
THe 287 Met 281/282 CalCaM > S8,
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¥ Aq,

N— Katalytische Domane

ATP

N*{ Katalytische Domane

Abbildung 7 - Aktivierung der CaMKII durch Kalzium/Calmodulin-Bindung. Modifiziert nach (93)
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Wenn der Kalzium/Calmodulin-Komplex jedoch langer an die CaMKII gebunden ist,
bewirkt das eine Autophosphorylierung der CaMKIl am Threonin (Thr) 287 der
regulatorischen Doméne (s. Abbildung 8). Diese Autophosphorylierung verstarkt die
Aktivitat der CaMKIl Gber zwei Prozesse. Erstens erhoht sie die Affinitat der CaMKI|
fur den Kalzium/Calmodulin-Komplex um das 1000-fache (sog. ,Calmodulin-
trapping®). Zweitens bleibt die am Thr 287 autophosphorylierte CaMKII selbst nach der
Dissoziation des Kalzium/Calmodulin-Komplexes weiterhin enzymatisch aktiv, da der
Phosphatrest am Thr 287 eine effektive Reassoziation der katalytischen Doméane mit
der autoinhibitorischen Region der regulatorischen Doméane verhindert (90, 95). Die
Inaktivierung der CaMKII nach der Autophosphorylierung kann dann jedoch tber eine

Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen erfolgen (107).

Eine Kalzium/Calmodulin-unabhangige Aktivierung kann auch durch die Oxidation der
Methionine (Met) 281/282 durch ROS zustande kommen (s. Abbildung 8) (24). Das
Resultat dieser Oxidation ist vergleichbar mit der Phosphorylierung am Thr 287.
Ebenso wie bei der Autophosphorylierung schitzt die Oxidation des Met 281/282 vor
der Reassoziation der katalytischen Domane mit der autoinhibitorischen Region auch
im Kalzium/Calmodulin-ungebundenem Zustand, was zur Kalzium/Calmodulin-
unabhéangigen Aktivitat der CaMKII fuhrt (95). Interessanterweise konnte die Oxidation
die Sensitivitat der CaMKII fur eine Kalzium/Calmodulin-Aktivierung zudem weiter
erhohen, was eine vermehrte Aktivitdt der CaMKIl bei erhéhten ROS-Bedingungen
bewirkt, selbst wenn die intrazellulare Kalziumkonzentration dabei unveréandert ist
(108). Auch ein vermehrtes Aufkommen an ROS kann also zu einer

Kalzium/Calmodulin-unabhangigen Aktivitat der CaMKII fuhren (95).

Neben der Kalzium/Calmodulin-gesteuerten und den beiden Kalzium/Calmodulin-
unabhangigen Aktivierungswegen gibt es aber auch eine Vielzahl von modulierenden
Einflussen auf die CaMKII. Dazu z&hlt beispielsweise die Aktivierung der CaMKIl
infolge einer R-adrenergen Stimulation (109), welche bei Patienten mit SBAS durch
das wiederkehrende Erwachen aus der Schlafphase beginstigt wird. Ein weiterer
Aktivierungsmechanismus unter den Konditionen einer schlafbezogenen Atemstérung
ist ein erhdhter transmuraler Druckgradient mit gesteigerter atrialer Wandspannung,
der zur erhéhten Nachlast fuhrt. Eine mdgliche Ursache kdnnten dabei die erhdhten

intrathorakalen Drticke aufgrund der SBAS sein (6). Durch das Erwachen aus dem
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Schlaf sowie den zyklischen Wechsel von Hypoxamie und Reoxygenierung kommt es
zu stark schwankenden thorakalen Druckverhéltnissen bei SBAS (58, 110, 111).

— Regulatorische Doméane
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Abbildung 8 — Kalzium/Calmodulin-unabhangige Aktivierung der CaMKIl. Modifiziert nach (93)

Die CaMKII kann auch die Anfalligkeit fir das Auftreten von Arrhythmien steigern. So
induziert eine exzessive CaMKII-Aktivitat beispielsweise Signalwege der Apoptose,
welche in Form von vermehrten Umbauprozessen und Fibrosierungen in Erscheinung
treten (112, 113). Damit kann sie durch die Beteiligung an strukturellen Veranderungen
das Auftreten von Arrhythmien beginstigen. Zudem ist die CaMKIl an vielen
inflammatorischen Prozessen beteiligt. Die Fahigkeit des Enzyms, unterschiedliche
entzindliche Signalwege zu aktivieren und durch diese aktiviert zu werden, legt nahe,
dass die CaMKIl eine wichtige molekulare  Verbindung zwischen
Entziindungsreaktionen und der Entstehung von Herzrhythmusstorungen spielt (114).
Die CaMKII spielt aber auch in der Regulation der zellularen lonenhomoostase eine
entscheidende Rolle. Vor allem auf den Kalzium- und Natriumhaushalt hat die

Ubermalige Aktivierung der CaMKIl weitreichende Folgen.
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1.5.4 CaMKIll-abhangige Dysregulation der zellularen Kalziumhomdoostase

Die CaMKII kann die spannungsabhangigen L-Typ Kalziumkanale am Thr498 der Bza-
Untereinheit phosphorylieren, was eine verlangerte Offnung bewirkt und so zu einem
vermehrten Einstrom von Kalziumionen fiahrt (115, 116). Die zytosolische
Kalziumkonzentration ist der wichtigste Faktor der Offnungswahrscheinlichkeit der
kardialen Ryanodin-Rezeptoren am SR. Uber die physiologische Kopplung werden die
RyR2 durch Kalziumionen aktiviert, was zu deren Offnung und nachfolgend einer
erheblichen Kalziumfreisetzung ins Zytosol fiihrt. Auch an dieser Stelle kann die
CaMKIl durch eine Phosphorylierung des RyR2 und somit einer Steigerung der
diastolischen Offnungswahrscheinlichkeit in die Kalziumhoméostase eingreifen (95).
Durch die spontanen Kalziumfreisetzungen aus dem SR (,Kalziumsparks®) wahrend
der Diastole entsteht ein gesteigertes sarkoplasmatisches Kalziumleck, was zu einer
reduzierten Kalziumkonzentration im SR fuhrt (95). Bei der anschlieRenden
Kalziumeliminierung in das SR wiederum spielt die SERCA2a eine grofRe Rolle.
Deshalb werden Kalziumsparks als wichtiges Surrogat von DADs und getriggerten
Arrhythmien betrachtet (56, 117, 118). Auch wird durch den vorherrschenden
Kalziumiberschuss die CaMKIl Uber die vermehrte Bindung von Kalzium an
Calmodulin verstarkt aktiviert (56, 103). Wahrend EADs noch vor einer vollstéandigen
Repolarisation erscheinen und daher eine Verlangerung des Aktionspotenzials zur
Folge haben, treten DADs erst nach der vollstindigen Repolarisation der Zelle
aufgrund des erhdhten intrazellularen Kalziumgehalts auf. Sowohl EADs als auch

DADs sind ein Trigger fur die Genese von Arrhythmien (104).
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1.5.5 CaMKIll-abhangige Dysregulation der zellularen Natriumhomadostase

Spannungsgesteuerte Natriumkanéle (Nav) spielen eine Giberaus wichtige Rolle in der
Erregungsweiterleitung des Herzens. Unter physiologischen Bedingungen werden sie
innerhalb von wenigen Millisekunden nach ihrer Aktivierung wieder inaktiviert. Der
vorherrschende Natriumkanal im Herzen ist die Isoform Navl.5 (119). Er hat den
grofdten Anteil am initialen Natriumspitzenstrom, welcher als steilen Aufstrich des
Aktionspotenzials erkennbar wird. Wie die anderen spannungsabhangigen
lonenkanéale werden auch Navl.5-Kanéle sehr schnell aktiviert, aber ebenso rasch
wieder inaktiviert. Unter bestimmten pathologischen Bedingungen kann es jedoch
nach dem Natriumspitzenstrom zu einem zwar geringeren, aber kontinuierlichen
Natriumeinstrom wahrend des gesamten Aktionspotenzials kommen, welcher als
verzogerter oder auch spater Natriumeinstrom bezeichnet wird (120, 121). Obwohl die
Amplitude des verzbgerten Natriumeinstroms im Vergleich zum anfanglichen
Natriumspitzenstrom relativ gering ist, wird der Strom infolge seiner langen Persistenz
und der spaten Inaktivierung der Natriumkanale vor allem unter pathophysiologischen
Konditionen aulerst relevant (122, 123).

Glynn et. al konnten zeigen, dass die Regulation des Nav1.5 durch die CaMKIl tber
eine Phosphorylierung am Ser571 erfolgt (101). Eine pathologisch erhdhte Aktivitat
der CaMKII kann folglich zu verschiedenen Pathologien wie Arrhythmien, kardialen
Umbauprozessen und anderen Erkrankungen fihren, welche unter anderem durch
den gesteigerten verzégerten Natriumstrom unterstiitzt werden (101, 122). Dieser
erhbhte verzogerte Natriumeinstrom kann eine gesteigerte intrazellulare
Natriumkonzentration (Natrium-Overload) induzieren (117, 121). Die gesteigerte
Natriumkonzentration wiederum kann zur Erh6hung des Membranpotentials und damit
zur Aktivierung von spannungsabhangigen L-Typ Kalziumkanalen fihren. Ebenso
kann ein Anstieg des verzogerten Natriumeinstroms und eine damit einhergehenden
verlangerte Aktionspotenzialdauer auch direkt zu proarrhythmischen Ereignissen wie
EADs fuhren (120, 124, 125). Durch die erhdhte intrazellulare Natriumkonzentration
wird der reverse mode des Natrium/Kalzium-Austauschers aktiviert, der zum
Natriumexport aus der Zelle und Kalziumeinstrom fuhrt (122, 126, 127). Das wiederum
kann zum proarrhythmischen Kalziumiberschuss fihren (126, 128). In der weiteren
Konsequenz wird bei einem diastolischen Kalziumtberschuss die CaMKIl vermehrt

aktiviert, was zu einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit der RyR2 fihrt. Das
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daraus resultierende Kalziumleck beginstigt wiederum die Entstehung von DADs.
Ebenso wird die Aktivitat des NCX durch den diastolischen Kalziumuberschuss erhéht,
um die Kalziumionen aus der Zelle zu transportieren (6, 122). Diese Mechanismen
verdeutlichen den engen Zusammenhang zwischen dem Natrium- und

Kalziumhaushalt in den Kardiomyozyten.

Neben der Phosphorylierung der Kanéle durch Proteinkinasen koénnen die
spannungsabhangigen Natriumkanéle durch freien ROS direkt oxidiert und damit
aktiviert werden. Einige voneinander unabhangige Studien konnten beobachten, dass
vor allem die Zunahme des verzdgerten Natriumeinstroms unter den Konditionen einer
erhohten ROS-Generierung grofRe Auswirkungen im Hinblick auf die arrhythmogene
Aktivitat und die kontraktile Dysfunktion hat. So fuhrt eine ROS-induzierte Erhéhung
des verzogerten Natriumeinstroms zu einer Verlangerung des Aktionspotenzials und
zur Induktion von EADs (85, 117). Ebenso kann die Aktivitat der Natrium/Kalium-
ATPase durch freie ROS deutlich vermindert werden, was einen zellularen
Natriumiberschuss zur Folge hat (129). Im Gegenzug kann ein gestorter
lonenhaushalt zur weiteren Progression kardialer Erkrankungen fiihren. So bewirkt ein
erhohter verzogerter Natriumeinstrom eine vermehrte ROS-Produktion, was wiederum
die vermehrte Aktivierung der CaMKII mit allen bereits genannten proarrhythmogenen
Konsequenzen zur Folge hat (88). Auch fihrt die erhdhte intrazellulare
Natriumkonzentration Uber die vermehrte Bildung von ROS zur verminderten
Aufnahme von Kalziumionen in die Mitochondrien (130). Neben einem gesteigerten
Natriumgehalt kann auch die erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration eine

vermehrte mitochondriale ROS-Generierung induzieren (131).
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Abbildung 9 - Auswirkungen einer erhéhten CaMKII-Aktivierung (95)

Erklarung zu Abbildung 9: Die CaMKII wird durch eine Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration oder aufgrund der Oxidation durch reaktive Sauerstoffspezies
verstarkt aktiviert. Daraufhin phosphoryliert sie L-Typ Kalziumkanéle (Cavl.2), welche
dadurch eine erhohte Offnungswahrscheinlichkeit aufweisen und so (ber eine
Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration zu EADs fuhren. Auch die
Phosphorylierung von Natriumkanalen (Navl.5) fuhrt zur einer gesteigerten
Offnungswahrscheinlichkeit und infolgedessen zur Erhéhung des verzogerten
Natriumeinstroms, welcher ebenfalls EADs beglnstigt. Die CaMKIl-abhangige
Phosphorylierung des RyR2 erhdht das SR Kalziumleck und somit die intrazellulare
Kalziumkonzentration, was wiederum die Aktivitat des Natrium/Kalzium-Austauschers
steigert und deshalb Gber den vermehrten Natriumeinstrom auch die Entstehung von
DADs fordert.

Bisher ist allerdings unklar, welche Natriumkanal-lsoformen am wichtigsten fir die
Entstehung des verzdgerten Natriumeinstroms sind. Bei Patienten mit SBAS konnte
beobachtet werden, dass die Expression des Nav1.5 im Vergleich zu Patienten ohne
SBAS vermindert ist. Im Zusammenhang damit konnte auch eine Reduktion des
initialen Natriumspitzenstroms beobachtet werden. Interessanterweise war der
verzogerte Natriumeinstroms in den Kardiomyozyten bei Patienten mit SBAS ebenso
wie die CaMKII-Aktivitat jedoch signifikant erhoht (6). Das weist darauf hin, dass neben
dem dominanten Navl1l.5 vor allem bei der Entstehung des verzbgerten

Natriumeinstroms unter pathologischen Konditionen auch andere, bisher weniger
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erforschte Natriumkanal-Isoformen CaMKII-abhangig eine bedeutsame Rolle spielen.
Dabei ruckte vor allem der Natriumkanal Nav1.8 in letzter Zeit in den Fokus der
Wissenschaft. So konnten Lebek et. al. kiirzlich zeigen, dass in atrialen Biopsien von
Patienten mit SBAS neben der Erh6hung des verzégerten Natriumeinstroms auch die
Expression des SCN10A-Gens, welches fir den Navl1.8 kodiert, deutlich gesteigert ist
(132). Diese Hypothese unterstiitzend wiesen Macri et al. sowie Maier et al. bereits die
Assoziation einiger Varianten des SCN10A-Gens mit einem verzdgerten
Natriumeinstrom nach (133, 134). Auch Dybkova et al. zeigen, dass dieser
Natriumkanal unter pathologischen Konditionen am erhdhten verzdgerten

Natriumeinstroms beteiligt ist (122).

Erstmals wurde der Nav1.8 in sensorischen Neuronen von kleinem bis mittlerem
Durchmesser beobachtet, welche die Schmerzwahrnehmung vermitteln (135). Die
MRNA des Nav1.8 konnte jedoch auch sowohl in atrialen als auch in ventrikularen
Kardiomyozyten von Mausen (136, 137), ebenso wie in humanem Gewebe
nachgewiesen werden, wobei die Expression im Vorhof deutlich héher als im Ventrikel
zu sein scheint (137, 138). Verschiedene Genome-wide association-Studien lieferten
erste Hinweise auf die Beteiligung der Nav1.8-Kanéle bei der atrialen Erregungsleitung
(139, 140). So wurde gezeigt, dass der Nav1.8 die kardiale Erregungsleitung Uber
einen Einfluss auf das PR- und QRS-Intervall modulieren kann (141). Casini et al.
beobachteten, dass der Nav1.8 unter physiologischen Bedingungen keine grofl3e Rolle
in der kardialen Elektrophysiologie zu spielen scheint (142). Das andert sich jedoch
deutlich unter pathologischen Bedingungen, da der Natriumkanal Uber seinen Einfluss
auf den verzdgerten Natriumeinstrom eine tragende Rolle bei der Aktionspotenzial-
Verlangerung spielen kann. So kénnte er die Ursache flr potenzielle proarrhythmische
Trigger wie der erhohten Wahrscheinlichkeit fir EADs und DADs beispielsweise im
Rahmen einer Herzinsuffizienz darstellen (122). Weiterhin wurde festgestellt, dass
verschiedene Varianten des Nav1.8 mit der Entstehung von Vorhofflimmerns assoziiert
sind (143). Auch der Zusammenhang von SCN10A-Polymorphismen mit der
Veranderung der Herzfrequenz und dem Arrhythmie-Risiko wurde demonstriert (140,
144). Des Weiteren konnten mehrere Studien an isolierten Kardiomyozyten von
Mausen mit einem genetischen Knock-out des Nav1.8 einen geringeren verzogerten
Natriumeinstrom sowie eine signifikante Verkirzung des Aktionspotenzials im

Vergleich zu Wildtyp Mausen nachweisen (136, 137, 145). Durch eine
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pharmakologische Nav1.8-Blockade waren proarrhythmische Ereignisse reversibel,
weshalb die Inhibitoren als neuer medikamentdser Ansatz eine wichtige Rolle in der
Therapie der Herzinsuffizienz spielen kdnnten (145, 146). Vor allem der selektive
Nav1.8-Inhibitor PF-01247324 scheint ein potenzieller Kandidat fir weitere
praklinische Studien in vivo zu sein, da er eine hohe orale Bioverfugbarkeit aufweist
(146). Weiterhin konnte dieser Inhibitor bei humanen atrialen Kardiomyozyten eine
deutliche Reduktion von EADs, DADs und spontanen Aktionspotenzialen erzielen
(137). Auch der gesteigerte verzogerte Natriumeinstrom sowie die Inzidenz von
Arrhythmien konnte in atrialen Biopsien von Patienten mit SBAS durch eine Inhibition
des Nav1.8 mittels PF-01247324 signifikant reduziert werden (132). Ein besonderer
Vorteil von PF-01247324 ist seine aul3ert hohe Selektivitat fur den Nav1.8. Selbst in
sehr hohen Konzentrationen nimmt die Substanz kaum Einfluss auf andere
Natriumkanéle (146).

Richtungsweisend konnten Bengel et al. kirzlich erstmals nachweisen, dass ein
Zusammenhang zwischen der CaMKII und dem Nav1.8 besteht. So zeigte sich, dass
Mause mit einer transgenen Uberexpression der CaMKII einen erhohten verzégerten
Natriumeinstrom aufweisen, welcher sowohl durch die pharmakologische Blockade
des Navl.8 als auch durch dessen genetische Ablation deutlich reduziert werden
konnte (147). Im Rahmen dieser Studie wurde auch bei isolierten Kardiomyozyten von
Patienten mit einer Herzinsuffizienz gezeigt, dass sowohl eine Nav1.8-Blockade als
auch eine CaMKIlI-Inhibition den verzdgerten Natriumeinstrom signifikant reduziert.
Die gleichzeitige Blockade beider Ziele dagegen erzielte im Vergleich zur alleinigen
CaMKIlI-Inhibition keine weitere Reduktion des verzdgerten Natriumeinstroms. Ebenso
konnte nach der Navl1.8-Blockade beobachtet werden, dass das erhohte SR
Kalziumleck infolge einer tberm&Rigen CaMKII-Aktivitat reduziert wurde (147).
Grundlegend fur diese Dissertation zeigten Lebek et. al dartiber hinaus vor kurzem
eine signifikante Korrelation zwischen der myokardialen Expression der mRNA des
SCN10A-Gens und der Schwere der Atemstérung bei Patienten mit SBAS (132).
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1.6 Fragestellung der Dissertation

Aufgrund der hohen klinischen Bedeutung schlafbezogener Atemstdrungen im Kontext
von Vorhofflimmern und Herzinsuffizienz ist das Verstandnis der genauen
pathophysiologischen Veranderungen unerlasslich, um neue therapeutische Wege zu
identifizieren. Es existieren zwar bereits experimentelle Studien an murinen und
humanen Kardiomyozyten rund um den Zusammenhang zwischen schlafbezogenen
Atemstorungen und ihren kardiovaskuléaren Folgeerkrankungen, jedoch haben diese
Studien Limitationen. Bei der Untersuchung von Patientenproben mussten sich die
Studien mit einer Vielzahl an Komorbiditaten als mogliche Confounder
auseinandersetzen. Somit waren die beobachteten Effekte nur bedingt auf die
schlafbezogene Atemstorung zurtckzufihren. Weitere Studien mit SBAS-
Mausmodellen waren limitiert durch eine Induktion der SBAS unter Anasthesie oder
die Verwendung von New Zealand Obese Mausen, welche durch ihr erhéhtes Gewicht

neben SBAS eine Vielzahl von weiteren Erkrankungen aufweisen (148, 149).

Im Rahmen meiner Promotion habe ich mithilfe eines neuartigen SBAS-Mausmodells
unter Ausschluss potenziell beeinflussender Komorbiditaten den intrazellularen ROS-
Gehalt bei Mausen mit einer Obstruktion der oberen Atemwege untersucht, um einen
mdglichen Anhalt auf eine vermehrte oxidative CaMKII-Aktivierung zu erforschen.
Zudem habe ich den Natriumstoffwechsel unter Einfluss der CaMKIl und dabei
insbesondere die Rolle des neuronalen Natriumkanals Nav1.8 bei SBAS analysiert. In

der vorliegenden Arbeit wurden dabei folgende Fragestellungen Uberprift:

1. Zeigen Kardiomyozyten von Ma&usen mit einer obstruktiven SBAS eine
gesteigerte Produktion von mitochondrialen bzw. zellularen reaktiven
Sauerstoffradikalen?

2. Besteht eine CaMKIll-abhéngige Verbindung zwischen der obstruktiven SBAS
und der HoOhe der intrazellularen Natriumkonzentration in isolierten
Kardiomyozyten?

3. Welche CaMKIll-abhé&ngigen Auswirkungen hat eine obstruktive SBAS auf den
Kontraktionszyklus der isolierten Kardiomyozyten?

4. Lassen sich die CaMKIll-abhangigen Verédnderungen der zellularen
Natriumkonzentration und im Kontraktionszyklus durch eine gezielte Nav1.8-

Inhibition verhindern?
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2. Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit basiert auf einem neuartigen Mausmodell, welches sich von
bisherigen tierexperimentellen Anséatzen unterscheidet (111, 148, 149). Dieses
ermdglicht die Untersuchung der oben genannten Fragestellungen im Rahmen einer
obstruktiven SBAS ohne Beeinflussung von etwaigen Komorbiditaten. Die Isolation der
Kardiomyozyten sowie die anschlieBenden konfokal- und
epifluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen erfolgten acht Wochen nach der
SBAS-Induktion.

2.1 Versuchstiere

Alle Tierexperimente wurden von der zustandigen Tierschutzkommission im Rahmen
des Tierversuchsantrags ,perkMitoCa“ (Regierung von Unterfranken, Bayern, AZ 55.2-
2532-2-5-12) genehmigt und unter Bericksichtigung der Guide for the care and use of
Laboratory Animals (150) durchgefuhrt. Die Haltung und Zucht der Tiere erfolgte im
Zentralen  Tierlaboratorium des  Universitatsklinikums  Regensburg unter
Standardbedingungen (Temperatur 23 * 2 °C, Luftfeuchtigkeit: 55 + 5 %, Hell-Dunkel-
Intervall: 12h, Futter und Wasser ad libitum).

In den Versuch wurden ausschlie3lich mannliche Mause mit C57BL/6-Hintergrund im
Alter von 8-12 Wochen eingeschlossen. Untersucht wurden die Fragestellungen an
Wildtyp (WT) Méausen sowie an Mausen mit einem herzspezifischen CaMKII5-Knock-
out (CaMKII57).

2.1.1 Operationsablauf

Um die Verengung der Atemwege zu imitieren und damit eine SBAS zu induzieren,
wurde den 8-12 Wochen alten Mausen 100 pl Polytetrafluorethylen (PTFE, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) mit einer Partikelgrof3e von 35 um und einer Dichte von
2,1 g/ml in das pharynxnahe Bindegewebe der Zunge injiziert (151).
Polytetrafluorethylen ist ein inertes Kunststoffpolymer (s. Abbildung 10), welches sich
in der plastischen Chirurgie und auch der Urologie beispielsweise bei der Behandlung
des primaren vesikoureteralen Rickflusses etabliert hat (152).
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Abbildung 10 - Strukturformel von PTFE (©Sigma Aldrich)

Far die Intervention wurden 50 mg der Substanz mit 100 pl Glycerol (50% wi/v, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in Lésung gebracht. Somit enthielt das Gesamtvolumen
eine Menge von 24 pl reinem PTFE. Die Operation erfolgte an 18 Wildtyp- und 10
CaMKIId Knock-out Tieren, wobei 13 Wildtyp- und 11 CaMKII&”- Mause als Kontrollen
in den Versuch aufgenommen wurden. Die PTFE-Injektion wurde durch meine
Betreuer Prof. Dr. Simon Lebek und Dr. Philipp Hegner, Assistenzérzte der Klinik und

Poliklinik far Innere Medizin Il am Universitatsklinikum Regensburg, durchgefihrt.

Vor Operationsbeginn wurden die Mause nach Bestimmung des Korpergewichts durch
eine intraperitoneale Injektion von Buprenorphin (0,1 mg/kg Koérpergewicht [KG])
analgesiert. AnschlieBend erfolgte die Anasthesie durch eine intraperitoneale Gabe
von Medetomidin (0,5 mg/kg KG), Midazolam (5 mg/kg KG) sowie Fentanyl (0,05
mg/kg KG). Nach dem Wirkeintritt wurden die M&use in Rickenlage auf einer
Heizplatte fixiert und die Kdrpertemperatur kontinuierlich mit einer rektalen Sonde
kontrolliert (s. Abbildung 11). Zusatzlich wurde auch die Anasthesie wahrend der
gesamten Intervention Uberwacht. Die murine Zunge wurde mithilfe einer kleinen
Krokodil-Klemme so weit wie moglich aus der Mundhohle mobilisiert, um einen
optimalen Zugang zum Zungengrund zu erlangen (s. Abbildung 12). Dort wurde durch
eine 27G-Kanule 100 pl der zuvor beschriebenen Losung injiziert (s. Abbildung 13).
Um eine moglichst ausgewogene VergréR3erung der Zunge zu erzielen, wurde anstatt
eines einzigen grol3en Bolus viele kleinere Depots an dorsalen und ventralen Stellen
der Zunge angelegt. AnschlieBend wurde die Zunahme des Zungendiameters
stichprobenartig sonographisch bestétigt (151). Das Ziel war es, eine vergleichbare
Verengung des oberen Atemweges wie bei New Zealand Obese — Mausen zu
erreichen. Diese zeigten in vorangegangenen Studien ein signifikantes Auftreten von

spontanen Apnoen (148). Nach der Operation wurde die Anasthesie mithilfe einer
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intraperitonealen Injektion von Atipamezol (2,5 mg/kg KG) und Flumazenil (0,5 mg/kg
KG) antagonisiert. Zusatzlich erhielten die Tiere erneut Buprenorphin (0,1 mg/kg KG).
Fir jeden Operationstag wurde die gleiche Anzahl an unbehandelten
Wurfgeschwistern als Kontrollmause in den Versuch aufgenommen, wobei die
Zuteilung zu Operations- und Kontrollgruppe kurz vor Interventionsbeginn per Zufall

erfolgte.

Postoperativ wurde taglich eine visuelle Kontrolle durchgefuhrt. Dabei wurden die
Zunge, die Fellpflege, die Nahrungsaufnahme, die Bewegungen und die Interaktion
mit anderen Mausen analysiert. Alle Beobachtungen wurden in einem separaten
Laborbuch festgehalten. Falls eine Maus ein abnormes Verhalten prasentierte, wurde

sie im Sinne des Tieres von ihren Leiden erlost.

Abbildung 12 - Mobilisierung der Zunge
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Abbildung 13 - Injektion eines PTFE-Depots am ventralen Zungengrund

2.1.2 Sonographische Kontrolle des Zungendiameters

Die ZungengroRe wurde bereits wahrend der PTFE-Injektion sonographisch
kontrolliert. Daftr wurde die Zunge der in Ruckenlage auf der Heizplatte fixierten Maus
mithilfe einer Krokodil-Klemme gegriffen. Anschlie3end wurde eine kleine Menge an
Ultraschall-Gel auf der murinen Kehle und dem Unterkiefer verteilt. Die Nasenlocher
durften dabei nicht mit dem Gel bedeckt werden, um eine mégliche Atembehinderung
zu vermeiden. AnschlieRend erfolgte die Anlage eines 30 MHz Frequenz-Transducer
(Vevo 3100-System von VisualSonics, Toronto, Kanada) in medianer Position auf der
murinen Kehle und der dorso-ventrale Zungendurchmesser in sagittaler Ebene konnte
gemessen werden. In regelmafigen Abstanden wurde der Ultraschallkopf zuséatzlich
um 90° im Uhrzeigersinn gedreht, um auch den lateralen Zungendurchmesser in
transversaler Ebene zu erfassen (151). Die Aufnahmen erfolgten mit einer
Bildwiederholfrequenz von 56 Aufzeichnungen pro Sekunde (Gain 30 dB). Fur die
optimale BildvergréRerung wurde eine Tiefe von 10,00 mm und eine Weite von 15,36
mm gewahlt (151). Da die Voreinstellung von VisualSonics genutzt wurden war keine
zusatzliche Kalibrierung erforderlich. Unter vorsichtiger Mobilisierung der Zunge
mithilfe der Krokodil-Klemme wurde die Zungenbeweglichkeit im Vergleich zu den
anderen pharyngealen Strukturen sonographisch verglichen. Dabei konnte die
Zungenoberflache leicht vom angrenzenden Pharynxgewebe differenziert und der
Zungendurchmesser gut beurteilt werden. Alle Messungen wurden auf die gleiche,
standardisierte Weise sowohl vor als auch nach der PTFE-Injektion vollzogen. Um
untersucherabhangige Unterschiede zu vermeiden, wurden alle Aufzeichnungen von

derselben Person durchgefihrt.
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Die Messung der Zungen nach erfolgter PTFE-Injektion ergab eine signifikante
Zunahme des sagittalen Diameters von 2,75 = 0,16 mm bei den Kontrolltieren auf 3,67
+ 0,20 mm bei Mausen nach der PTFE-Injektion (n = 31, p = 0,002) (151). Auch der
transversale Durchmesser der Zunge vergrof3erte sich in gleicher Weise, woraus sich
eine VergroRerung der Zunge von 9,23 + 0,41 mm? auf 19,90 + 0,86 mm? errechnete
(n =5, p<0,001) (151). Um zu kontrollieren, ob die PTFE-Depots auch 8 Wochen
nach der Intervention noch in der Zunge vorhanden waren, wurden die
sonographischen Messungen nach diesem Zeitraum und somit kurz vor der Isolation
der Kardiomyozyten wiederholt. Wie in Abbildung 14 ersichtlich lag auch nach dieser
Zeit weiterhin eine signifikante VergroRerung des Zungendurchmessers im Vergleich
zu den Kontrollmausen vor (n = 10, p = 0,04) (151).

a) post injection

pre injection

b) 6 :
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injection injection weeks

Abbildung 14 - Sonographische Messung und Vergleich des sagittalen Zungendurchmessers (151)

36



2. Material und Methoden

2.2 Ganzkorperplethysmographie

Zwei Wochen nach der PTFE-Injektion wurde die Atemtatigkeit aller Mause durch eine
Ganzkorperplethysmographie (Buxco Electronics, Harvard Bioscience, Holliston, MA,
USA) aufgezeichnet und hinsichtlich der inspiratorischen Flusslimitationen (IFLs)
analysiert (FinePointe Software, Version 2.4.6.9414). Aul3erdem wurde erneut das
Kdrpergewicht der Tiere bestimmt, um die Entwicklung der operierten Tiere im

Vergleich zu den Kontrollméausen zu beobachten.

2.2.1 Aufbau des Buxco Setups

Die Mause wurden in die luftdicht verschlieBbare Plethysmographie-Kammer
(Durchmesser 9 cm, Hohe 8 cm) gesetzt, welche einen Anschluss fur die
Ganzkorperplethysmographie (Buxco), eine Offnung fiir die Flussigkeitszufuhr und
einen Luftauslass enthielt (Luftabsaugung 0,2 Liter pro Minute, Buxco Bias Flow
Regulator) (s. Abbildung 15). AuBerdem enthielt jede Druckmesskammer wahrend der

achtstiindigen Messung ausreichend Futter. Das Gerat wurde entsprechend der

Herstellerangaben regelmafig kalibriert.

Abbildung 15 - Aufbau der Plethysmographie-Vorrichtung (Buxco-Setup)
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2.2.2 Durchfuhrung der Ganzkdrperplethysmographien

Da Mause nachtaktive Tiere sind, wurden die Aufnahmen (Messfrequenz 1 kHz) am
Tag, also dem Zeitraum mit der hochsten Schlafdauer im murinen Ruhezyklus (153),
Uber 8 Stunden durchgefuhrt. Um den Tieren einen ungestorten Schlaf zu
ermdglichen, wurden die Druckmesskammern vor visuellen Stérfaktoren abgeschirmt,
jedoch immer darauf geachtet, dass weiterhin genligend Licht zu den Mausen
durchdrang. Auch wurden Vorkehrungen getroffen, um die akustischen Stérungen auf

ein Minimum zu reduzieren.

2.2.3 Auswertung der Ganzkorperplethysmographien

Mithilfe der FinePointe Software konnte die Anzahl der inspiratorischen
Flusslimitationen pro Stunde gemessen werden. Dabei wurde fir jeden Atemzug das
Verhaltnis aus inspiratorischer Zeit und Tidalvolumen berechnet. Ein Atemzug wurde
als flusslimitiert betrachtet, wenn das Verhdltnis mindestens um 2,576
Standardabweichungen im Vergleich zum Mittelwert der letzten 100 Atemziige erhdht
war, was einem 99%igen Konfidenzintervall entspricht. Die Abweichung kommt
entweder durch eine Verlangerung der Inspirationsdauer, durch eine Verringerung des
Tidalvolumen oder durch die Kombination beider Falle zustande. Der Cut-off Wert
wurde nach einer umfassenden manuellen Auswertung der Plethysmographien
gewahlt. Zusatzlich wurde zur Vermeidung von falsch positiven Erfassungen der Fluss
nur als flusslimitiert betrachtet, wenn sein inspiratorischer Spitzenfluss mindestens
2,576 Standardabweichungen niedriger war als der mittlere inspiratorische
Spitzenfluss der letzten 100 Atemzige. Die absolute Frequenz (pro Stunde) und die
proportionale Frequenz (in Prozent) der inspiratorischen Flusslimitationen wurde als
die normalisierte Anzahl entweder zum gesamten Beobachtungszeitraum oder zur

Anzahl aller Atemziige berechnet.
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2.3 Isolation muriner Kardiomyozyten

Acht Wochen nach der PTFE-Injektion erfolgte die getrennte Isolation der atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten. Zunachst wurden die Mause erneut gewogen, um das
Gewicht der operierten Tiere mit dem der Kontrollmause zu vergleichen und eine
Mangelerndhrung nach der Intervention ausschlielen zu kodnnen. Anschliel3end
erfolgte die Totung durch eine zervikale Dislokation, welche von einem erfahrenen
Labormitarbeiter vollzogen wurde. Daraufhin wurde die Maus zlgig in Rickenlage
fixiert und das Abdomen unterhalb des Zwerchfells durch eine Querinzision eréffnet.
Nach Darstellung des Diaphragmas konnte der Schnitt Y-férmig tGber den Thorax in
Richtung Axilla erweitert werden. Nachfolgend wurde die ventrale Thoraxwand nach
kranial umgeklappt und so das Herz dargestellt. Nachdem die Aorta ascendens kurz
vor dem Arcus aortae durchtrennt wurde, konnte das Herz mobilisiert und entnommen
werden. Das Herz wurde auB3erhalb des Thorax vorsichtig komprimiert und gespiilt,
um das verbliebene Blut aus den Herzhghlen zu entfernen und eine Thrombenbildung
zu verhindern. Anschlieend wurde das Herzgewichts mittels einer Feinwaage

(Sartorius Analytic) gemessen und dokumentiert.

Da das Herz am Ende des Aorta ascendens abgetrennt worden war, verblieb ein gut
sichtbarer Aortenstumpf. Dieser wurde unter Sichtkontrolle an einem Binokular
(Olympus SZ51) mit einer 18G-Nadel, welche zuvor mit Isolationstyrode entliftet
wurde, kantliert und diese Position mit einem doppelten Maschinenknoten eines
Prolene-Fadens (Ethicon Vicryl® Polyglactin 910) sowie einer kleinen Klemme fixiert.
Nun konnte das Herz retrograd tber die kurz oberhalb der Koronarabgange liegende
Kanale perfundiert werden und so sowohl die Dichtheit der Verbindung zwischen Aorta
ascendens und Kanule tberpruft als auch das lbrige Blut aus den Koronararterien
ausgewaschen werden, um thrombotische Verschlisse zu unterbinden. Anschliel3end
wurde die Kanule mit dem befestigten Herzen an eine Langendorff-Perfusionsanlage
(s. Abbildung 16) angeschlossen. Diese wurde vor Beginn der Isolation mit der
Perfusionslésung (s. Tabelle 1) retrograd durchspilt und mithilfe einer durch ein
Wasserbad beheizten Blasenfalle stabil auf einer Temperatur von ca. 36,5°C gehalten.
Auch der Fluss der enzymhaltigen Lésung, welche Liberase™ (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) und Trypsin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) enthielt (s. Tabelle 2), wurde durch die Blasenfalle temperiert. Der Verdau
erfolgte mit einer Flussgeschwindigkeit von 3-3,5 ml/min fir 8:30 Minuten. Mit
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fortschreitender Verdauungszeit konnte eine milchglasartige Verfarbung des Herzens

beobachtet werden. Wahrend des Verdaus wurden die murine Leber, Lungen, Nieren

und Gehirn entnommen, gewogen und zu spateren Forschungszwecken bei -80°C

aufbewahrt. Ebenso wurde die Tibialange als MalR fur die murine Entwicklung

dokumentiert.

Schlauchpumpe

Enzyml6sung

Heizung

Blasenfalle

Warmekammer

Abbildung 16 - Schematische Darstellung der Langendorff-Perfusionsanlage. Modifiziert nach (154)

Substanz Konzentration
NacCl 113 mmol/l
KCI 4,7 mmol/|
KH2PO4 0,6 mmol/I
Naz2HPO4 * 2H20 0,6 mmol/l
MgSOa4 * 7H20 1,2 mmol/l| gel6st in ddH20;
Isolationstyrode |[NaHCO3 12 mmol/l eirrl);eZt’gll?iiwi?L;%H;
KHCO3 10 mmol/l| Lagerung bei 4 °C
HEPES 10 mmol/l
Taurin 30 mmol/l
Glucose 5,5 mmol/I
2,3-Butanedionmonoxim 10 mmol/l

Tabelle 1 — Isolationstyrode, ddH20 = zweifach destilliertes Wasser
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Substanz Volumen
Isolationstyrode 15 ml
Liberase™ 105 pl = 525 pg
Enzymldsung _ _
Trypsin 2,5% (Gibco) 64 ul
CaClz2 10 mM 18,8 pl

Tabelle 2 — Enzymldsung

Nach Ablauf der Zeit wurde das Herz von der Kanile genommen und die Vorhofe unter
Sichtkontrolle durch das Binokular von den Ventrikeln getrennt. Beide Herzanteile
wurden separat in ca. 2,5 ml der Enzymlésung durch vorsichtige gegenlaufige
Zugbewegungen mit zwei Pinzetten zerkleinert. Im nachsten Schritt wurden durch das
langsame Auf- und Abpipettieren einzelne Kardiomyozyten aus dem Zellverband
geldst. Anschliel3end konnte der Verdau durch eine Stoppldsung mit 10% BCS (bovine
calf serum, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) (s. Tabelle 3) beendet werden. Die
Zellsuspension wurde daraufhin durch eine Nylongaze mit einem Porendurchmesser
von 200 pm in ein 15 ml Falconréhrchen geleitet, um grof3ere unverdaute Zellverb&nde

herauszufiltern.

Substanz Volumen
Isolationstyrode 2,25 ml
Stoppldésung 1 Bovine calf serum (BCS) 0,25 ml
CaClz 10 mM 3,125 ul

Tabelle 3 - Stopplosung 1

Im letzten Schritt der Isolation wurden die Zellen durch einen langsamen Anstieg
stufenweise an die spatere Kalziummesskonzentration von 1 mmol/l gewdhnt, um eine
Schéadigung der Kardiomyozyten durch einen zu schnellen Kalziumanstieg zu
vermeiden. Zuerst konnten die vitalen Kardiomyozyten in einer 7-minutigen
manipulationsfreien Zeit absinken, damit sich ein Zellpellet bildete. Nach Ablauf der
Zeit wurde der Uberstand der Suspension abpipettiert, verworfen und die erste Losung
des Kalziumaufbaus mit einer Kalziumkonzentration von 0,1 mmol/l (s. Tabelle 4)
hinzugegeben. Das Kalzium wurde dabei in einer leicht modifizierten Stopplésung
gelost (s. Tabelle 5). AnschlieRend wurde eine erneute Sedimentationszeit von 7
Minuten eingehalten. In den 3 folgenden Aufbauschritten wurde dieser Vorgang mit

einer kontinuierlich ansteigenden Kalziumkonzentration (0,2 mmol/l, 0,4 mmol/l und
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0,8 mmol/l) wiederholt. Die endgiltige Kalziummesskonzentration von 1 mmol/l wurde
erst bei der Inkubation der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff erreicht. Die restlichen,
nicht in den Versuch eingeschlossenen Myokardzellen, wurden ebenfalls bei -80 °C

fur spatere Western Blot Experimente aufbewahrt.

Schritt CaCl2 Volumen Volumen CaClz 100
Konzentration | CaCl> 100 mM mM
1 0,1 mM 10 ul
Kalzium 2 0,2 mM 20 yl Je\(veils auf 10.ml
Aufbaulésung Zielvolumen in
3 0,4 mM 40 pl| stopplosung 2 gelost
4 0,8 mM 80 pl
Tabelle 4 - Kalzium Aufbauldsung
Substanz Volumen
Isolationstyrode 47,5 ml
Stoppldésung 2 .
Bovine calf serum (BCS) 2,5 ml

Tabelle 5 - Stoppldsung 2
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2.4 Konfokalmikroskopie

Um die Produktion von ROS in den Kardiomyozyten der operierten Tiere mit dem der
Kontrolltiere vergleichen zu konnen, wurde die Konfokalmikroskopie als

Analysetechnik gewahlt.

2.4.1 Grundlagen

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie wird bei der konfokalen
Lasermikroskopie nur eine bestimmte Schnittebene der Zelle betrachtet. Es kommt
also nicht zur Uberlagerung der Bildinformationen durch das Licht aus den
benachbarten Ebenen. Das gesamte Setup des Konfokalmikroskops besteht aus einer
Lichtquelle, dem Mikroskop, einem Scan-Modul, einem Photomultiplier, einem
Steuerungsmodul und einem Rechner mit der entsprechenden Software. Die
punktgenaue Fokussierung und Abbildung in horizontaler Schnittebene wird durch ein
technisch sehr aufwandiges Konstrukt bestehend aus Linsen und Lochblenden
(Pinhole) erreicht, welche das Licht auRerhalb der fokussierten Ebene ausblendet (s.
Abbildung 17). Als Lichtquelle ist ein Laser besonders gut geeignet, da er Licht mit
hoher Intensitat auf einen kleinen Punkt konzentriert. So kann die punktgenaue
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes zu einem Zeitpunkt erfolgen. Bei der Messung
werden Line-Scans mit einer festgelegten Lange von 35,6 um (512 Pixel) durch die
Zelle gelegt. Durch einen Laserscan wird zunachst nur ein Bildpunkt generiert. Die
emittierten Fluoreszenzsignale werden Uber einen variablen dichroitischen Spiegel an
den Photomultiplier Ubermittelt, der die Informationen in elektrische Spannung
Ubersetzt und verstarkt an den Computer weiterleitet. Das gesamte Bild entsteht,
indem der Laser die Zelle Stiick fur Stiick abtastet und der Rechner die Rasterung im
zeitlichen Verlauf aufzeichnet. Da der Photomultiplier nur Grauwerte erfasst, werden
die Bilder zur besseren Darstellung kiinstlich angefarbt. Dies sowie die Steuerung der
Anlage und die Erfassung der Daten erfolgte automatisiert durch die Software LSM

Pascal (Carl Zeiss Microlmaging GmBH, Jena, Deutschland).
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Variabler
~<d] } dichroitischer
‘ T Spiegel

Photomultiplier

1
Lasereingang Qﬁl

488/555nm S Durchgeleiteter
B Strahl

Ausgangsstrahl
zum Mikroskop

Abbildung 17 - Schematischer Aufbau des Konfokalmikroskops (Zeiss LSM 700). Modifiziert nach (155).
Bildquelle: Carl Zeiss

2.4.2 Versuchsdurchfuhrung

Die getrennte Isolation atrialer und ventrikularer Kardiomyozyten sowie der
Kalziumaufbau erfolgte wie Dbereits beschrieben. Die Untersuchung der
Kardiomyozyten erfolgte in speziell gefertigten Messkammern. Um die
Kardiomyozyten am Objekttrager zu fixieren, wurde die beflllbare Oberseite der
Messkammer gleichm&Rig mit 3,5 pl Laminin (L2020-1MG, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) beschichtet. Dabei handelt es sich um ein Glykoprotein, das als
physiologischer Bestandteil der Basalmembran eine wichtige Rolle bei der
Zelladhasion spielt und wahrend den Messungen als Klebereiweil3 fungierte. Nach
dem letzten Kalziumaufbauschritt wurden nun jeweils 400 pl der Zellsuspension in die
Messkammern Uberfuhrt. AnschlieBend konnten die Zellen in einer 15-minitigen
manipulationsfreien Zeit sedimentieren und an das Laminin anhaften, bevor die

Inkubation mit dem Farbstoff begann.

Nach der 15-mindtigen Sedimentationszeit wurden die Zellen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff im Inkubator bei 37 °C in einem lichtundurchlassigen Behélter
inkubiert. Die ROS im Zytoplasma der Zelle wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
CellRox™ Orange (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) detektiert. Bei
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diesem Farbstoff handelt es sich um ein membrangéngiges Reagenz, dass in seinem
reduzierten Zustand kaum fluoreszierende Eigenschaften aufweist. Sein
Absorptionsmaximum befindet sich bei A = 545 nm. Nachdem der Farbstoff die
Zellmembran Uberwunden hat, wird er durch ROS im Zytoplasma der Zelle oxidiert und
entfaltet nun bei einer Anregungswellenldnge von 555 nm, die somit sehr dicht am
Absorptionsmaximum liegt, seine fluoreszierenden Eigenschaften (s. Abbildung 18).
Am Messtag wurden 2 pl des gelieferten Farbstoffcups mit 1 pl Pluronic F-127 (20%
w/v in DMSO) und 1 ml Normaltyrode zu einem Farbstoffgemisch mit einer
Konzentration von 5 uM CellRox™ Orange vermengt. AnschlieRend wurden 250 pl
des Farbstoffes auf die Zellen pipettiert und es erfolgte eine 30-mindtige Inkubation bei
37 °C. Nach der Inkubation wurde der Gberschissige Farbstoff aus der Messkammer
entfernt und 400 pl Normaltyrode hinzugegeben. Nachdem die Kammer in die
Messvorrichtung am Konfokalmikroskop eingespannt wurde, erfolgte die Messung der

zellularen ROS.

Neben der Detektion der zellularen ROS wurde auch die Menge der mitochondrialen
ROS gemessen. Daflir wurde der Farbstoff MitoSox™ Red (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) mit einem Absorptionsmaximum bei A = 510 nm verwendet.
Dieses Fluoreszenzagens permeiert nach Zelleintritt spezifisch in die Mitochondrien
und entfaltet dort ebenfalls nach der Oxidation durch Superoxidionen seine
fluoreszierenden Eigenschaften bei einer Anregungswellenlange von 488 nm (s.
Abbildung 19). Vorab wurde der Farbstoff mit 13 ul DMSO vermischt, in lichtgeschutzte
Eppendorf-Cups zu je 2 pl aliquotiert und bei -20°C gelagert. Am jeweiligen Messtag
wurde 1 pl der Lésung mit 1 pl Pluronic F-127 (20% w/v in DMSO) und 1 ml
Normaltyrode angesetzt. Danach konnten 250 pl des Farbstoffgemisches mit der
Konzentration von 5 uM auf die Zellen pipettiert werden und die Zellen ebenfalls bei
37 °C fur 10 Minuten inkubieren, ehe die Messungen am Mikroskop begannen.
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Abbildung 18 - Relative Absorption/Emission von CellRox™ Orange (Tabellenwerte von Thermofisher

Fluorescence Spectralviewer (156))
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Abbildung 19 - Relative Absorption/Emission von MitoSox™ Red (Tabellenwerte von Thermofisher

Fluorescence Spectralviewer (156))

Zunachst wurde jeweils zum Zeitpunkt O ein basales Bild der Zelle erzeugt. Der
gemessene Fluoreszenzwert galt als zugrundeliegender Ausgangswert. AnschlieRend
wurde Uber einen Zeitraum von 10 Minuten alle 60 Sekunden eine Messung der

Fluoreszenzintensitat durchgefuhrt. In den Zeitraumen zwischen den einzelnen
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Aufnahmen erfolgte die elektrische Stimulation der Zellen bei 1 Hz (20 V fur 4 ms),
welche wahrend der Bildaufzeichnung kurzzeitig pausiert wurde, um eine stérungsfreie
Erfassung der gesamten Zelle zu gewahrleisten. Bei den Messungen wurde ein 40x
Objektiv (Olimmersion) verwendet. Um die Fluoreszenzintensitaten der einzelnen
Messungen miteinander vergleichen zu kénnen, wurden neben der Beladung auch die
Aufnahmeeinstellungen am Mikroskop standardmafig immer gleich angewendet. Fir

die Bildaufnahmen wurden die folgenden Einstellungen verwendet.
Aufnahmeeinstellungen CellRox™ Orange:

Lasertransmission = 2,0 (in Prozent)
Pinhole 3,97 AU (Airy Units), entspricht einer Schichtdicke von 3,5 pm
Signalverstarkung: Maser Gain = 550

Auflésung = 512x512 Pixel bei 16 Bit Tiefe, mit maximaler
Aufnahmegeschwindigkeit

Aufnahmeeinstellungen MitoSox™ Red:

Lasertransmission = 4,0 (in Prozent)
Pinhole 3,97 AU (Airy Units), entspricht einer Schichtdicke von 3,1 pm
Signalverstarkung: Maser Gain = 650

Auflésung = 512x512 Pixel bei 16 Bit Tiefe, mit maximaler
Aufnahmegeschwindigkeit

2.4.3 Auswertung

Mithilfe des Programms ImageJ konnte die Intensitdt des detektierten Signals
ausgewertet werden. Dafur wurde ein Polygon um die gemessene Zelle gezeichnet.
In diesem Polygon wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat als Zahlenwert ohne
Einheit gemessen. Der Vorgang wurde fiur alle detektierten Bilder einer Messreihe
wiederholt. Die Fluoreszenzintensitat ~ wurde anschliel3end auf  die
Hintergrundfluoreszenz normalisiert. Danach erfolgte die Ubertragung der
Fluoreszenzwerte in Microsoft Office Excel. Die graphische Darstellung der relativen
Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zum basalen
Fluoreszenzwert Uber die Zeit (ROS-Produktion) und der Vergleich der

Interventionsgruppe mit der Kontrollgruppe erfolgte mithilfe von GraphPad Prism 9.3.
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2.5 Epifluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung des kardialen Natriumhaushalts unter Einfluss der CaMKII sowie
die Bedeutung des Natriumkanals Nav1.8 wurden an einem Epifluoreszenzsystem
(lonOptix Corporation, Westwood, MA, USA) mit einem inversen Mikroskop und Ol-

Immersionsobjektiv unter 40-facher Vergrol3erung durchgefihrt.

2.5.1 Grundlagen

Der Aufbau eines Epifluoreszenzmikroskops ahnelt dem eines Auflichtmikroskops (s.
Abbildung 20). Der Objekttrager wird jedoch nicht von unten durchstrahlt, sondern
durch die Uber der Messkammer gelegene Lichtquelle beleuchtet. Die Wellenlange,
welche fir die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs notwendig ist, wird mithilfe von
optischen Filtern isoliert und auf die Zelle geleitet, woraufhin das Fluorochrom zu

fluoreszieren beginnt.

Photomultiplier

Emissionsfilter

Dichroitischer Spiegel

e
. ) Myozytenkamera
@ Lichtquelle

Dichroitischer Spiegel

Anregungsfilter

Messkammer [ ]

!
Q

Rotlichtquelle

Abbildung 20 - Schematischer Aufbau des Epifluoreszenzmikroskops

In der Messkammer wird bei einer 40-fachen Vergréf3erung eine intakte und
rhythmisch schlagende Herzmuskelzelle eingestellt. Das UV-Licht passiert einen
rotierenden Spiegel (Hyperswitch), der sich mit einer Frequenz von 250 Hz dreht.

Dieser wird nur bei ratiometrischen Farbstoffen bendétigt, um schnell zwischen zwel
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verschiedenen Wellenldngenbereichen alternieren zu kénnen. Das UV-Licht wird so
Uber zwei verschiedene Filter gelenkt. Ein Filter l&sst nur Licht mit einer Wellenlange
von 340 + 5 nm passieren, der andere nur Licht mit einer Wellenl&ange von 380 £ 5 nm.
Anschliel3end gelangt das Licht dieser beiden Wellenlangen Uber ein Spiegelsystem
wieder in einen gleichmaRigen Lichtleiter, welcher das Anregungslicht (in der
Abbildung blau) bildet. Danach wird das Anregungslicht durch einen Spiegel auf die
fokussierte Zelle weitergeleitet. Bei dem Spiegel handelt es sich um einen
dichroitischen Spiegel (370DCLP), welcher selektiv die beiden Lichtwellenlange
reflektiert, gleichzeitig aber Licht mit einer anderen Wellenlange passieren lasst.
Nachdem das Licht Uber einen weiteren dichroitischen Spiegel (400DCLP) auf die
Zelle trifft und das natriumgebundene SBFI in der Zelle mit einer Frequenz von 250 Hz
abwechselnd mit den beiden Wellenlangen angeregt wird, emittiert das Fluorochrom
die Lichtenergie bei den zwei bestimmten, fur den Farbstoff typischen Emissions-
Wellenlangen. Das emittierte Fluoreszenzlicht (in der Abbildung griin) gelangt getrennt
vom Exzitationslicht Uber weitere dichroitische Spiegel und Filter zu einer auch als
Photomultiplier bekannten Photoelektronenvervielfachungsrohre, welcher das
empfangene Lichtsignal wie beim Konfokalmikroskop verstarkt und in eine elektrische
Spannung umwandelt. AnschlieBend wird die Spannung vom Fluoreszenz-System
Interface in digitale Daten konvertiert und an den Computer zur Aufzeichnung
weitergeleitet. Zusatzlich werden die Kardiomyozyten von unten mit einer
Rotlichtquelle durchleuchtet, um die Kontraktion mit der Myozytenkamera
aufzuzeichnen (in der Abbildung rot). Ein eingebauter dichroitischer Spiegel
(685DCLP) trennt dabei das Rotlicht von dem Fluoreszenzlicht. So wird sichergestellt,
dass die Natriumfluoreszenzmessungen durch das zusatzliche Licht nicht gestort
werden. Samtliche Aufzeichnungen der Signale sowie die Ansteuerung der Gerate
erfolgt durch die Software lonWizard 6.4 (lonOptix Corporation, Westwood, MA, USA).

Eine wichtige Struktureigenschaft der Fluoreszenzfarbstoffe sind die aromatischen
Ringstrukturen mit delokalisierten Elektronen, welche leicht mit ihrer Umgebung
wechselwirken kénnen. Trifft nun das Anregungslicht auf das Fluorochrom, werden
Photonen absorbiert und die Elektronen werden auf ein hdheres Energieniveau
angehoben. Dieses hohe Energieniveau ist jedoch sehr instabil, sodass die Elektronen
ihrem Bestreben nach innerhalb von Nanosekunden wieder auf ihr anfangliches

Energieniveau herabfallen. Dabei wird die Uberschissige Energie als Lichtenergie
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emittiert. Deshalb ist das Emissionslicht im Vergleich zum Anregungslicht
energiedrmer und besitzt folglich eine gréRere Wellenlange. Die Differenz der
Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionslicht wird als Stokes-Verschiebung
bezeichnet (157).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Natriumfluoreszenzfarbstoff SBFI (sodium-
binding benzofuran isophthalate) verwendet. SBFI ist in seiner freien Form unfahig die
Zellmembran zu durchdringen, da es einen polaren Charakter aufweist. Der
Acetoxymethylester-Rest (AM) veréndert die Eigenschaft von SBFI hin zu einer
hoheren Lipophilie. Somit kann es die Zellmembran der Kardiomyozyten entlang des
Konzentrationsgradienten per Diffusion leichter Gberwinden. Angelangt im Zytosol wird
der Acetoxymethyl-Anhang durch unspezifische zytosolische Esterasen als
Acetoxymethanol abgespalten und die Carboxylgruppen des Farbstoffes freigelegt.
Der bei einem intrazellularen pH von 7,2 polare Farbstoff ist jetzt nicht mehr in der
Lage, die Zelle zu verlassen oder durch Lipiddoppelschichten weiter in andere

Zellkompartimente zu permeieren (s. Abbildung 21).

Calh Diffusion SBFI-AM &=

Acetoxy-
methanol

or‘\fj) ANHS +
Lcu\) powy
o
SBFI-AM Esterase s :>
" SBFI

.

Kardiomyozyt

Abbildung 21 - Strukturformel SBFI-AM (©Thermo Fisher Scientific) und Beladung eines Kardiomyozyt.
Modifiziert nach (158)

SBFI bindet selektiv an intrazellulare Natriumionen und bildet mit ihnen einen
Chelatkomplex. Das hat eine Verschiebung der Spitzenanregungs- und
Spitzenemissionswellenlangen mit einer Veranderung der
epifluoreszenzmikroskopisch gemessenen Emissionsintensitaten zur Folge. Nur als
Komplex mit Natriumionen entfaltet SBFI seine gesamte fluoreszierende Eigenschatt,

wohingegen SBFI-Molekile mit leeren Natriumbindungsstellen einen deutlich
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geringeren fluoreszierenden Charakter besitzen. Auch die kaum vorhandene
Eigenfluoreszenz der Zellen kann davon abgegrenzt werden. Nach der lonenbindung
verschiebt sich das Extinktionsmaximum wie bei anderen Fluoreszenzfarbstoffen in
Richtung einer kirzeren Wellenlange (s. Abbildung 22). Im Fall von SBFI gibt es zwel
Extinktionsmaxima, welche bei 340 nm und 380 nm liegen. Aus beiden lasst sich nun
das Verhéltnis (340/380 nm), die sog. Ratio, bilden, weshalb SBFI auch als
ratiometrischer Farbstoff bezeichnet wird. Die Bildung des Verhéltnisses hat den
Vorteil, dass die einzelnen Fluoreszenzintensitaten, die stark von der
Farbstoffkonzentration abhangen, das Gesamtergebnis bei schwankenden

Konzentrationen nicht verfalschen.
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Laser SBFI ohne Natrium
1007 @
80+ ==+ Absorption
— Emission
60 -

rel. Absorption/Emission
(% von max)

Wellenlange

Laser SBFI mit Natrium
g 100 - ‘éq‘
E 804 :‘E 1‘. -=-- Absorption
Ex I — Emission
i m L
e E 6049/ : 1
-
= g 40 - \
S < ¥
LT

2 20- \
3 .;
B 0 . EEE—

300 400 500 600 700 800

Wellenlange

Abbildung 22 - Relative Absorption/Emission von SBFI in Abhangigkeit zur Natriumbindung
(Tabellenwerte von Thermofisher Fluorescence Spectraviewer (156))

Wahrend es nach der Natriumbindung von SBFI bei der Anregungswellenlange von
340 nm zu einer deutlichen Zunahme der Fluoreszenzemission kommt, andert sich die
Emissionsintensitat bei der Anregungswellenlange von 380 nm nur sehr wenig (s.
Abbildung 23).
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Fluoreszenzanregung

T T T
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Abbildung 23 - Abhangigkeit der SBFI-Fluoreszenz von der Natriumkonzentration und der Wellenlange
(©Thermofisher Scientific)

Mit zunehmender Natriumkonzentration vergro3ert sich somit das Verhéaltnis der
Emissionsintensitaten (Fzso/Fsso0) bei unverandertem Emissionsmaximum bei 505 nm.
Diese Eigenschaft erlaubt eine quantitative Aussage Uber die intrazellulare
Natriumkonzentration, da sich die Emissionsintensitditen in eine exakte
lonenkonzentration umrechnen lassen. Die Grundlage dafur bildet eine zuvor

durchgefuhrte Kalibrierung.

2.5.2 Versuchsaufbau

SBFI wurde als Acetoxymethylester SBFI-AM (Invitrogen S-1264, MG 1127,07 g/mol,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) in Pulverform (50 ug) geliefert. Um
eine geldste Farbetinktur zu erhalten, musste das Pulver mit 44,4 ul Dimethylsulfoxid
(DMSO, MG 78,13 g/mol, Carl Roth) angesetzt werden. Da der Farbstoff auf3erst
lichtempfindlich ist, geschah die Auflésung des Pulvers in einer Dunkelkammer. Die
erhaltene Vorratslosung wurde bis zum Gebrauch lichtgeschitzt bei -20°C gelagert.
Fur jeden Messtag wurden 5 pl der Vorratslosung mit einer Konzentration von 1 mmol/I
mit 1 pl einer 20-prozentigen Lésung von Pluronic F-127 (Thermo Fisher Scientific,
20% wi/v in DMSO) in lichtundurchlassigen Eppendorf-Cups mit 494 ul Normaltyrode
(s. Tabelle 6) vermischt. Die Zugabe von Pluronic F-127 war notwendig, um eine
Mizellenbildung zu induzieren, da der Farbstoff sehr schlecht fettléslich ist und ohne
die Zugabe des Detergens die Beladung der Zellen kaum mdglich ware. Jedes
Eppendorfgefald enthielt somit 500 pl des endgiltigen Farbstoffes mit einer

Konzentration von 10 pumol/l (s. Tabelle 7).
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Substanz Konzentration
NaCl 140 mmol/l
KCl 4 mmol/ gelost in ddH20;
MgCl2 1 mmol/l| pH 7,4 bei 37 °C
Normaltyrode ) _
HEPES 5 mmol/l | eingestellt mit NaOH;
Glucose 10 mmol/l Lagerung bei 4 °C
CaClz 1 mmol/l
Tabelle 6 — Normaltyrode
Substanz Volumen
) SBFI AM in DMSO 1 mM 5 Ul Gelost in Normaltyrode;
Beladungslésung ] H 7.4 bei 37 °C
SBFI AM 10 uM | Pluronic-F127 1ul pH 7,4 bel :
(20% wiv in DMSO) M1 Zielvolumen 0,5 ml

Tabelle 7 - Beladungslosung SBFI-AM

Die getrennte Isolation atrialer und ventrikularer Kardiomyozyten sowie der
Kalziumaufbau erfolgte wie Dbereits beschrieben. Nach dem letzten
Kalziumaufbauschritt wurden nun jeweils 400 upl der Zellsuspension in die
Messkammern dberfuhrt. Im Rahmen der Farbstoffinkubation erfolgte der letzte
Aufbauschritt zu einer Kalziumkonzentration von 1 mmol/l. Nach Ablauf der 15-
mindtigen Sedimentationszeit wurde die Messkammer vorsichtig geleert und 250 pl
des Farbstoffes hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Messkammern fir 90
Minuten lichtundurchlassig abgedeckt, um eine optimale Inkubation des Fluorochroms
zu erzielen. Nach Ablauf der Zeit wurde der Uberschissige und nicht von der Zelle

aufgenommene Farbstoff mit Normaltyrode ausgewaschen.

Die Blockade des Navl.8-Kanals wurde durch den selektiven Inhibitor PF-01247324
(PZ0274-25MG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) erzielt (s. Abbildung 24). Zur
Herstellung der Messkonzentration wurden 10 pl der 10 mM Stammldsung in 100 mi
Normaltyrode pipettiert und gut vermischt. Somit enthielt die Messloésung eine

Konzentration von 1 uM des Navl1.8-Inhibitors (s. Tabelle 8).
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Abbildung 24 - Strukturformel PF-01247324 (146)

Substanz Volumen

o PF-01247324 10 mM 10 pl
Eglgfg;,]?g;zlzslung Messung mit 500 pl

. UM | Normaltyrode 100 ml

Tabelle 8 - Beladungslésung PF-01247324

Nachdem die Kardiomyozyten 90 Minuten mit dem Farbstoff SBFI-AM inkubiert
wurden, wurde die SBFI-haltige Losung aus der Messkammer entfernt und mit 500 pl
Normaltyrode ersetzt (entweder mit oder ohne PF-01247324). Daraufhin folgte eine
erneute Inkubationszeit von 15 Minuten. AnschlieBend wurde ohne weiteren
Zwischenschritt  mit  der  epifluoreszenzmikroskopischen = Messung  der
Natriumkonzentration begonnen. Nach der Inkubation des Farbstoffs und ggf. des
Navl.8-Inhibitors wurde die Messkammer auf dem Objekttisch platziert. Oberhalb des
Mikroskops befand sich das Superperfusionssystem, welches einen kontinuierlichen
Zufluss von Normaltyrode (s. Tabelle 6) bei einer Zulaufgeschwindigkeit von 83 mi/h
und einer Temperatur von 37°C gewabhrleistete. Zusatzlich wurde am Rand der
Messkammer eine Absaugvorrichtung installiert, welche an eine Pumpe
angeschlossen war. Die Saugkraft der Pumpe wurde so gewahlt, dass ein
gleichméaRiger Zulauf sowie Ablauf der Normaltyrode erfolgte und ein konstanter
Badspiegel in der Messkammer  vorlag. AulBerdem  wurde  eine
Feldstimulationselektrode in der Kammer platziert, welche an einen elektrischen
Stimulator (MyoPacer, lonOptix Corporation, Westwood, MA, USA) angeschlossen

war. So konnten die Stimulationsfrequenzen je nach Bedarf gewahlt werden. Fir alle
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Versuche wurde die gleiche Grundeinstellung gewahlt. Diese umfasste eine Spannung

von 20 V sowie eine Stimulationsdauer von 4 ms.

2.5.3 Versuchsdurchfuhrung

Zu Beginn jeder Messung wurden die Kardiomyozyten mit einer Frequenz von 1 Hz fur
ca. 5 Minuten stimuliert, um sich aquilibrieren zu kénnen. Unter Verwendung eines
Immersionsdls (40x Objektiv) wurde eine Zelle ausgewahlt, die sich regelméRig und
synchron zu der Stimulation verkirzte. AnschlieRend begann die Messung bei der
angelegten Stimulationsfrequenz von 1 Hz, bis sich das Verhaltnis der beiden
fluoreszierten Lichtsignale in einen stabilen Zustand (,steady state®) eingependelt
hatte. Im nachsten Schritt wurde der Versuch mit einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz
und folgend mit einer Frequenz von 4 Hz wiederholt (s. Abbildung 25). Am Ende
erfolgte die Aufnahme der Hintergrundfluoreszenz, indem eine leere Stelle neben der

gemessenen Zelle fokussiert wurde.
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Abbildung 25 - Messung des Fluoreszenzsignals bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen

Pro Messkammer wurden nach diesem Protokoll drei bis vier Zellen gemessen. Um zu
verhindern, dass die Zellen mit dem Nav1.8-Inhibitor stets am Ende gemessen wurden,
wurden zwei Messprotokolle verfasst (s. Abbildung 26). Dabei wurde auch die
Reihenfolge der Messungen von Vorhofzellen (VH) und Ventrikelzellen (VEK)

verandert. So konnte die Abfolge der Messungen von Kontroll- und Inhibitorgruppe
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variiert werden, um ein Zustandekommen von potenziell zeitabhangigen

Unterschieden zu verhindern.

Messprotokoall 1 Messprotokoll 2
Minute Ereignis Minute Ereignis
0 VEK 1 Farbstoff 0 VEK 1 Farbstoff
45 VH 1 Farbstoff 415 VH 1 Farbstoff
90 - VEK 1 mit PF beladen 75 VEK 2 Farbstoff
- Kontrollkammer chne 90 VEK 1 messen
SBFI messen 120 VH 2 Farbstoff
105 - VEK 2 Farbstoff 135 VH 1 messen
- VEK 1 mit PF messen 165 VEK 2 mit PF beladen
135 - VH 1 mit PF beladen 180 VEK 2 mit PF messen
150 - VH 2 Farbstoff 210 VH 2 mit PF beladen
- VH 1 mit PF messen 225 VH 2 mit PF messen
195 VEK 2 messen 270 Kontrollkammer ohne SBFI
240 VH 2 messen messen

Abbildung 26 - Messprotokoll 1 und 2

Neben der Fluoreszenzintensitat wurde auch das lichtmikroskopische Bild der Zelle
durch die Myozytenkamera aufgenommen und in das Computerprogramm lonWizard
Ubertragen. Dieses war in der Lage, die Sarkomerverkirzung sowie die anschlieRende
diastolische Relaxation zu messen und als Funktion der Zeit zu speichern. Bei allen
Versuchen wurden atriale und ventrikulare Kardiomyozyten getrennt voneinander

betrachtet.
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2.5.4 Auswertung

Mithilfe des Programmes lonWizard 6.4 (lonOptix Corporation, Westwood, MA, USA)
erfolgte die Analyse der gemessenen Natriumtransienten und Kontraktionskurven im
ausgewahlten Zellabschnitt (s. Abbildung 27). Im ersten Schritt wurde die jeweils
gemessene Hintergrundfluoreszenz von den Natriumfluoreszenzkurven abgezogen.
Anschlieend wurde bei jeder Stimulationsfrequenz der Steady State-Bereich
ausgewahlt und die Signale von circa zehn Stimulationen gemittelt. Die automatisch
berechneten Parameter beschreiben sowohl die Amplitude der Kontraktionskurve fur
jede Stimulationsfrequenz als auch die Relaxationskinetik wahrend der

Sarkomerverkirzung. Auch die diastolische Sarkomerlange konnte bestimmt werden.

4
j
e
3\
1
|

Sarkomerlange [pm]
__ E =
—

——
-

— Zeit[s]

Systolisches Minimum [pum]

v
Diastolisches Maximum [um]

Abbildung 27 - Analyse der Kontraktionskurve

Als Mal} fur die Relaxationsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten wurde die Zeit nach
erfolgter Kontraktion bis zum Erreichen von 80% der diastolischen Sarkomerlange
gemessen (RT80).
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2.6 Natriumkalibrierung

Ziel der Kalibrierungsmessungen war das Erstellen einer Eichgerade. Anhand der
Eichgerade konnten die epifluoreszenzmikroskopisch ermittelten SBFI-Ratiowerte

(Fs40/F3s0) in eine tatséchliche Natriumkonzentration umgerechnet werden.

2.6.1 Versuchsaufbau

Fur die Kalibrierung wurden neben der Normaltyrode noch drei weitere Lésungen mit
unterschiedlichen Natriumkonzentrationen bendtigt. Dafir wurde initial eine

natriumhaltige (s. Tabelle 9) und eine kaliumhaltige Kalibrierungslésung (s. Tabelle 10)

hergestellt.
Substanz |Konzentration
NaCl 30 mmol/I
Na-Gluconat 115 mmol/l| gel6st in ddH20;
natriumhaltige pH 7,2 bei 37 °C;
Kalibrierungslosung HEPES 10 mmol/ eingestellt mit TRIS;
EGTA 2 mmol/l| Lagerung bei 4 °C
Glucose 10 mmol/l

Tabelle 9 - Natriumhaltige Kalibrierungslésung

Substanz |Konzentration
KCI 30 mmol/l
K-Gluconat 115 mmol/l| gel6st in ddH20;
kaliumhaltige pH 7,2 bei 37 °C;
Kalibrierungslosung HEPES 10 mmol/ eingestellt mit TRIS;
EGTA 2 mmol/l| Lagerung bei 4 °C
Glucose 10 mmol/l

Tabelle 10 - Kaliumhaltige Kalibrierungslosung

Beide Messlosungen wurden auf einen physiologischen intrazellularen pH von 7,2 bei
37 °C mit TRIS-Base (Trishydroxymethylaminomethan, Puffersubstanz) eingestellt.
Anschlie3end konnten drei Kalibrierungslésungen mit einer Natriumkonzentration von
0 mmol/l, 10 mmol/l und 20 mmol/l nach einem fest definierten Schema aus den beiden

zuvor angesetzten Lésungen hergestellt werden (s. Tabelle 11).
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o Natriumlésung | Kaliumlésung | Gesamtvolumen
[Na*] in (mmol/l) (ml) (ml) (ml)
0 0 500
10 34,5 465,5 500
20 69,0 431,0

Tabelle 11 - Pipettierschema der Kalibrierungslésungen

Zu 100 ml der 0 [Na*] - Lésungen wurde das Natriumionophor Gramicidin D (10 pmol/l,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) hinzugefugt. Die 10 [Na*] - und 20 [Na'] -
Losungen enthielten ebenfalls Gramicidin D (10 pmol/l) sowie zusétzlich den
Natrium/Kalium-ATPase-Inhibitor Strophantidin (100 pumol/l, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA). Das Antibiotikum Gramicidin D sorgte Uber eine Porenbildung in der
Zellmembran fur die ungehinderte Passage der Natriumionen. Somit glich sich der
intrazellulare und extrazellulare Natriumgehalt an. Die Zugabe des Natrium/Kalium-
ATPase-Inhibitors Strophanthidin war n6tig, damit die einstrémenden Natriumionen

nicht sofort wieder durch die Natrium/Kalium-ATPase aus der Zelle entfernt wurden.

2.6.2 Versuchsdurchfuhrung

Die Kalibrierungslésungen wurden in aufsteigender Reihenfolge auf die mit SBFI-
beladenen Kardiomyozyten gegeben. Bei einer kontinuierlichen Stimulationsfrequenz
von 1 Hz und einer Superperfusion von 83 ml/h wurde die SBFI-Ratio fur mindestens
20 Minuten bis zum Eintritt des stationaren Zustandes gemessen (s. Abbildung 28).
Um potenzielle Verzerrungen zu verhindern, wurden die Kalibrierungsmessungen
regelmanRig wiederholt. Somit lieBen sich etwaige Veranderungen der &aufReren
Bedingungen, wie etwa Verédnderungen der Intensitat der Lichtquelle Gber die Zeit,

bertcksichtigen.
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Ratio unter Normaltyrode

Ratio unter 0 Na — Kalibrierungslésung
Ratio unter 10 Na — Kalibrierungslosung
Ratio unter 20 Na — Kalibrierungslosung
Hintergrundfluoreszenz

[ I = L R

Abbildung 28 - Kalibrierungsmessung

2.6.3 Berechnung der absoluten Natriumkonzentration

Auch von diesen gemessenen Fluoreszenzverhaltnissen wurden wie oben
beschrieben die Hintergrundfluoreszenzwerte abgezogen. Mithilfe einer linearen
Regression wurde die Eichkurve erstellt, an der fir jede gemessene SBFI-Ratio die
entsprechende Natriumkonzentration abgelesen bzw. Uber die Funktion der
Geradengleichung berechnet werden konnte. Die Eigenschaften des ratiometrischen
Farbstoffes erlaubten eine quantitative Aussage Uber die Natriumkonzentration in
mmol/l. Nach Umstellung der Funktion der Regressionsgeraden konnte die

Natriumkonzentration aus den aufgezeichneten Fluoreszenzwerten errechnet werden.
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2.7 Datenauswertung und Statistik

Fur die Datenauswertung wurden die Programme ImageJ (Version 1.53f51),
lonWizard 6.4 und Microsoft Office Excel 2016 verwendet. Die statistische Auswertung
und die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des Programms
GraphPad Prism 10.1 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Alle dargestellten
Daten wurden als Mittelwert £+ SEM (Standardfehler des Mittelwertes) prasentiert. Die
Berechnung des Standardfehlers erfolgte mit folgender Formel:

sim= | -9
- 5==

0? = Varianz, o = Standardabweichung, n = StichprobengroRe

Mithilfe von statistischen Tests wurde Uberprift, ob Unterschiede zwischen den
Gruppen zufallig zustande kamen oder tatsachlich durch biologische Prozesse bedingt
waren. In allen Vergleichen steht die Versuchszahlangabe ,n“ fur die Anzahl der in den
Versuch eingeschlossenen Tiere. Zwei Gruppen wurden mittels eines ungepaarten
Student t-Tests verglichen. Durch die einseitige Varianzanalyse (Ein Weg ANOVA,
post-hoc korrigiert nach Holm-Sidak) konnten mehrere Gruppen miteinander
verglichen werden. Durch einen Zwei Wege ANOVA mit post hoc Korrektur nach Holm-
Sidak konnten zwei Genotypen (WT versus CaMKII3”) mit unterschiedlichen
Interventionen (Vehikel versus PF-Inkubation) verglichen werden. Ein RM Zwei Wege
ANOVA mit post hoc Korrektur nach Holm-Sidak wurde fir den Vergleich der zwei
Genotypen an zwei verschiedenen Zeitpunkten verwendet. Die Korrelation von zwei
Variablen wurde mithilfe einer linearen Regressionsanalyse getestet. Als statistisch
signifikant wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. Dies bedeutet, dass als signifikant
betrachtete Unterschiede mit einer Wahrscheinlichkeit von < 5% zufallig zustande

kamen.
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3. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der ROS in atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten bei Mausen mit einer schlafbezogenen Atemstdrung im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren. Dabei wurden sowohl mitochondriale als auch
zellulare ROS mithilfe konfokalmikroskopischer Analysen tber einen Zeitraum von 10
Minuten untersucht. In allen durchgeflihrten Experimenten wurden dabei die
Messergebnisse von Wildtyp PTFE-Mausen mit den Effekten bei Kontrolltieren ohne
PTFE-Injektion verglichen. Durchschnittlich betrug die Zahl der betrachteten atrialen
und ventrikularen Kardiomyozyten pro Maus jeweils n = 3 Zellen.

Zur Beantwortung der Fragestellungen, ob M&use mit einer obstruktiven SBAS
Veranderungen im intrazellularen Natriumgehalt aufweisen und inwiefern ein Knock-
out der CaMKII® bzw. die pharmakologische Inhibition des Navl1.8 Einfluss auf die
Natriumhomdoostase nehmen, wurde mittels epifluoreszenzmikroskopischer
Messungen die intrazellulare Natriumkonzentration von isolierten atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten getrennt analysiert. Zudem wurde dabei auch die
Relaxationskinetik der Zellen aufgezeichnet, um Unterschiede in der Dauer der
Relaxation nach der Sarkomerverkirzung zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
zu erfassen. AuRerdem wurde jede Messung mit der Schwere der obstruktiven
Atemstorung der analysierten Maus korreliert.

Die konfokalmikroskopischen Fluoreszenzergebnisse werden als Verhdltnis der
gemessenen Fluoreszenzintensitat normalisiert auf den Ausgangswert (F/Fo)
beschrieben. Epifluoreszenzintensitaten sind als ,SBFI-Ratio“ (Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitat bei 340 nm und 380 nm, Fs0/F3s0) angegeben. Alle
Zahlenangaben sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

aufgefinhrt.
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3.1 Murine Veradnderungen im Rahmen des Mausmodells einer

obstruktiven SBAS

Sowohl bei PTFE-Mausen als auch bei den Kontrolltieren ohne Intervention wurde die
GroBRe der Zunge durch eine stichprobenartige  Sonographie des
Zungendurchmessers ermittelt. Zudem wurde bei jeder in den Versuch
eingeschlossenen Maus eine Ganzkoérperplethysmographie durchgefuhrt. Auf3erdem

wurde von jeder Maus eine Vielzahl weiterer Organdaten hinsichtlich ihrer Entwicklung

ermittelt.

3.1.1 Gesteigerte Frequenz an inspiratorischen Flusslimitationen

Zwei Wochen nach der PTFE-Injektion wurde bei allen Tieren eine
Ganzkorperplethysmographie  durchgefuhrt.  Dabei  erfolgte die  Detektion
inspiratorischer Flusslimitationen anhand des Boxflusses in der
Plethysmographiekammer. In Abbildung 29 ist die Originalregistrierung einer solchen
Restriktion des Atemflusses im Vergleich zur Atemtatigkeit einer gesunden Maus ohne

Atemwegsobstruktion dargestellt.

Kontrolle Inspiration Expiration

Boxfluss

Inspiration  Expiration

wmwmm P |

1s 100 ms

Boxfluss
(0.2 ml/s)

Abbildung 29 - Originalregistrierung einer inspiratorischen Flusslimitation (IFL)
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Der Vergleich der inspiratorischen Flusslimitationen pro Stunde ergab eine signifikante

Zunahme der Atemflussbegrenzung bei PTFE-Mausen von 18,73 + 5,90 IFL/h auf

49,89 + 6,72 IFL/h (n = 29, p = 0,005, Student t-Test).
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Abbildung 30 - Frequenz der inspiratorischen Flusslimitationen pro Stunde
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3.1.2 Kontrolle der murinen Entwicklung

Um ausschlieRen zu kdnnen, dass potenzielle Unterschiede zwischen den Gruppen
aufgrund einer mangelhaften korperlichen Entwicklung nach der PTFE-Injektion
zustande kommen, wurden mehrere Parameter der Mause miteinander verglichen.
Dazu zahlte primar die Zunahme des Korpergewichts innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 8 Wochen nach der Intervention. Zur statistischen
Begutachtung wurde hierfur ein RM Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc
Korrektur verwendet (pzeitraum < 0,001, pintervention = 0,205, pzeitraum x Intervention = 0,019,
Psubjekt < 0,001). Dabei zeigte sich wie in Abbildung 31 dargestellt ein ahnlicher
signifikanter Anstieg des Gewichts der nicht-operierten Kontrollmause von 27,60 +
0,44 g auf 30,78 £+ 0,50 g (n = 24, p < 0,001) im Vergleich zur Erhéhung des
Korpergewichts bei PTFE-Mausen von 27,38 + 0,42 g auf 29,45 + 0,44 g (n =28, p <
0,001).
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Abbildung 31 - Zunahme des Kdrpergewichts nach 8 Wochen
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Neben dem Korpergewicht wurde auch die Tibialange nach deren Isolation bestimmt
und in Bezug auf das Korpergewicht (KG) der Mause betrachtet. Dabei war keine
signifikante Differenz zwischen der Kontrollgruppe (1,70 + 0,03 g/mm, n = 24) und der
Interventionsgruppe (1,63 = 0,01 g/mm, n = 28) zu erkennen (p = 0,919, Student t-
Test).
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Abbildung 32 - Kérpergewicht (g) normalisiert auf die Tibialange (mm) der jeweiligen Maus

Beim Vergleich der Parameter zwischen den Genotyp-Gruppen konnte ebenfalls kein

Unterschied zwischen Wildtyp- und CaMKII57- Mausen beobachtet werden.
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3.2 Detektion der reaktiven Sauerstoffspezies

Neben der Ermittlung der Menge und Produktion der ROS in den Mitochondrien
wurden auch die ROS im Zytoplasma der Kardiomyozyten von PTFE-Mausen

untersucht und mit den Messungen bei den Kontrolltieren verglichen.

3.2.1 Erhohter Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies in Mitochondrien von PTFE

Mausen

Um die Menge der ROS in den Mitochondrien genauer zu untersuchen, wurden die
isolierten atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen getrennt
voneinander mit dem Farbstoff MitoSox™ Red inkubiert und die Fluoreszenzintensitat
des durch die ROS aktivierten Farbstoffes mithilfe der konfokalen Mikroskopie
detektiert. In Abbildung 33 ist eine Originalregistrierung zu sehen. Dargestellt ist
beispielhaft sowohl das basale Ausgangsbild als auch das abschlie3ende
Fluoreszenzsignal eines Kardiomyozyten nach einem Zeitraum von 10 Minuten von
jeder Versuchsgruppe. Dabei ist das typische mitochondriale Beladungsmuster
deutlich zu erkennen, welches durch eine streifen- bzw. paketférmige Anreicherung
des Farbstoffes gekennzeichnet ist.
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Abbildung 33 - Originalregistrierung einer Messung von reaktiven Sauerstoffspezies in Mitochondrien
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Bei der Detektion der ROS in den Mitochondrien wurden Messungen Uber 10 Minuten
durchgefiihrt, wobei alle 60 Sekunden eine konfokale Aufnahme erfolgte. Die
Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenzintensitadten wurden auf den Ausgangswert
normalisiert (F/Fo) und fir jede Aufnahme gegen die Zeit aufgetragen. Mithilfe einer
linearen Regression konnte die Steigungsgerade hinsichtlich des Anstiegs des
Fluoreszenzsignals fur atriale und ventrikulare Analysen ermittelt werden (Abbildung
34). Dabei konnte eine deutlich gesteigerte ROS-Produktion in atrialen
Kardiomyozyten von PTFE-Tieren festgestellt werden (p < 0,001, r> = 0,578, n = 7
Mause), welche sich signifikant erhdht gegeniber der ROS-Produktion bei
Kontrolltieren prasentierte (p < 0,001, r? = 0,540, n = 7 Mause). Auch in ventrikularen
Kardiomyozyten zeigte sich eine gesteigerte ROS-Produktion bei PTFE-Tieren (p <
0,001, r> = 0,656, n = 7 Mause) im Gegensatz zu den Kontrollméausen (p < 0,001, r? =
0,456, n = 7 Mause).
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Abbildung 34 - Fluoreszenzanstieg bei den Messungen der mitochondrialen Sauerstoffradikale Gber 10
Minuten
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3. Ergebnisse

Anschlie3end wurden die mittleren Fluoreszenzwerte der Aufnahmen nach 10 Minuten
gegen die der basalen Bilder aufgetragen und mithilfe eines Zwei Wege ANOVA mit
Holm-Sidak post hoc Korrektur miteinander verglichen (pzellart = 0,031, Pintervention =
0,001, pinterakion = 0,586). Dabei zeigte sich ein Anstieg der atrialen
Fluoreszenzintensitat von 1,15 + 0,02 bei Kontrolltieren auf 1,27 + 0,04 bei PTFE-
Mausen nach 10 Minuten (p = 0,013, n = 7 vs. 7 Mause). Auch in ventrikularen
Kardiomyozyten konnte eine Erh6hung des Fluoreszenzsignals von 1,10 + 0,02 auf
1,19 + 0,02 bei Mausen mit einer PTFE-Injektion registriert werden (p = 0,038, n =7

vs. 7 Mause).

0.013 0.038
1.5
¢ e PTFE
§o)
g 144 . e Kontrolle
=
x 1.3 _}
(@)
2
§ 1.2+ :: ... % °
= o
~ 11-
L °e °
°
1.0 T T
LN A\
O{QO ‘6&@
A AQ’(\

Abbildung 35 - Fluoreszenzanstieg der Messungen von mitochondrialen ROS nach 10 Minuten
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Abschliel3end erfolgte die Berechnung des Anstieges der Fluoreszenzintensitat von
MitoSox™ Red pro Minute. Dabei wurde die Differenz des auf den Basalwert
normalisierten Fluoreszenzwert durch die Zeitdauer von 10 Minuten dividiert
[(AF/Fo)/10] und die statistische Analyse erneut mithilfe eines Zwei Wege ANOVA mit
Holm-Sidak post hoc Korrektur durchgefuhrt (pzetat = 0,031, pinterventon = 0,001,
Pinterakion = 0,586). Auch hierbei zeigte sich wie in Abbildung 36 zu sehen ist eine
deutlich gesteigerte Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei atrialen Kardiomyozyten
von 0,015 + 0,002 pro Minute bei Kontrolltieren auf 0,027 + 0,004 pro Minute bei PTFE-
Mausen (p = 0,013, n =7 vs. 7 Mause), was auf eine gesteigerte mitochondriale ROS-
Produktion hindeutet. Dies zeigte sich auch bei den ventrikularen Zellen, bei welchen
sich der Anstieg der Fluoreszenzwerte von 0,010 + 0,002 auf 0,019 + 0,002 pro Minute
bei Mausen mit der obstruktiven Atemstérung erhdhte (p = 0,038, n = 7 vs. 7 Mause).
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Abbildung 36 - Anstieg der Fluoreszenzintensitat von MitoSox™ Red pro Minute in atrialen und

ventrikularen Kardiomyozyten
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3. Ergebnisse

3.2.2 Erh6hter Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies im Zytoplasma von PTFE

Mausen

Zur Bestimmung der Menge an ROS im Zytoplasma wurden atriale und ventrikulare
Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen mit dem Farbstoff CellRox™ Orange inkubiert
und die Fluoreszenzintensitat ebenfalls mithilfe des Konfokalmikroskops bestimmt. In
Abbildung 37 ist eine Originalregistrierung dargestellt. Dabei ist neben dem basalen
Ausgangsbild auch das Fluoreszenzsignal nach 10 Minuten fur jede

Interventionsgruppe zu sehen.
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Abbildung 37 - Originalregistrierung einer Messung von reaktiven Sauerstoffspezies im Zytoplasma

72



3. Ergebnisse

Zur Erfassung der Fluoreszenzintensitdt wurden wieder Messungen Uber einen
Zeitraum von 10 Minuten mit einer Frequenz von einem Bild pro Minute aufgezeichnet.
Die Auftragung der Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenzsignale normalisiert auf
deren Ausgangswert sind gegen die Zeit in Abbildung 38 dargestellt. Auch bei diesen
Analysen wurde durch eine lineare Regression die Steigungsgerade ermittelt. Dabei
konnte erneut eine gesteigerte ROS-Produktion in atrialen Kardiomyozyten von PTFE-
Mausen festgestellt werden (p < 0,001, r> = 0,666, n = 7 Mause), welche sich erhoht
gegeniber der ROS-Produktion bei Kontrolltieren prasentierte (p < 0,001, r? = 0,327,
n = 7 Mause). Auch in ventrikularen Zellen zeigte sich eine erhohte ROS-Produktion
bei PTFE-Tieren (p < 0,001, r> = 0,839, n = 7 Mause) im Gegensatz zu den
Kontrollmausen (p < 0,001, r? = 0,461, n = 7 Mause).
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Abbildung 38 - Fluoreszenzanstieg bei den Messungen der zellularen Sauerstoffradikale uber 10
Minuten
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3. Ergebnisse

Im Anschluss wurden die mittleren Fluoreszenzwerte nach 10 Minuten gegen die
Ausgangswerte aufgetragen und mithilfe eines Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak
post hoc Korrektur gegentuibergestellt (pzeliart = 0,186, pintervention < 0,001, Pinteraktion =
0,914). Auch bei den Messungen der zellularen ROS zeigte sich eine deutliche
Zunahme der atrialen Fluoreszenzintensitdt nach 10 Minuten von 1,08 £ 0,01 bei
Kontrolltieren auf 1,16 + 0,02 bei PTFE-Mausen (p = 0,001, n =7 vs. 7 Mause). Ebenso
war das Fluoreszenzsignal in ventrikularen Kardiomyozyten von 1,06 + 0,01 auf 1,14
+ 0,01 bei Mausen nach einer PTFE-Intervention signifikant erhdht (p = 0,001, n =7

vs. 7 Mause).
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Abbildung 39 - Fluoreszenzanstieg der Messungen von zellularen ROS nach 10 Minuten
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3. Ergebnisse

Zur finalen Berechnung des Fluoreszenzanstiegs im Zytoplasma pro Minute wurde
ebenfalls die Differenz des auf den Basalwert normalisierten Fluoreszenzwert durch
die Zeitdauer von 10 Minuten dividiert [(AF/Fo)/10] und die statistische Analyse erneut
mithilfe eines Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur durchgefuhrt
(pzellart = 0,186, Pintervention < 0,001, Pinterakion = 0,914).. Dabei présentierte sich eine
signifikant gesteigerte Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei atrialen Zellen von
0,008 = 0,001 bei den Kontrolltieren auf 0,016 + 0,002 bei PTFE-M&ausen je Minute (p
=0,001, n =7 vs. 7 Mause). Gleichermal3en war auch in ventrikularen Kardiomyozyten
von Tieren mit einer schlafbezogenen Atemstérung ein deutlich erhéhter Anstieg der
Fluoreszenzwerte von 0,006 + 0,001 auf 0,014 + 0,001 pro Minute zu beobachten (p
= 0,001, n =7 vs. 7 Mause).
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Abbildung 40 - Anstieg der Fluoreszenzintensitat von CellRox™ Orange pro Minute in atrialen und

ventrikularen Kardiomyozyten
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3. Ergebnisse

3.3 Messung des intrazellularen Natriumgehalts

Um die intrazellulare Natriumkonzentration der Kardiomyozyten von PTFE-M&usen mit
dem Natriumgehalt von Kontroll-Mausen vergleichen zu koénnen, wurde unter
Verwendung des natriumsensitiven Fluoreszenzfarbstoffes SBFI-AM die intrazellulare
Natriumkonzentration gemessen, wobei einige Kardiomyozyten zusatzlich mit dem
selektiven Nav1.8-Inhibitor PF-01247324 inkubiert wurden. Alle Kardiomyozyten von
PTFE-Mé&ausen, die nicht mit dem Nav1.8-Inhibitor behandelt wurden, werden im
Folgenden als Vehikel (Veh) bezeichnet. Die Messungen am Epifluoreszenzmikroskop
ergaben das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei den zwei Extinktionsmaxima
von 340 nm und 380 nm (sog. SBFI-Ratio). In Abbildung 41 ist jeweils eine

reprasentative Originalregistrierung von den verschiedenen Versuchsgruppen

dargestellt.
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Abbildung 41 - Originalregistrierungen der epifluoreszenzmikroskopischen Messungen
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3.3.1 CaMKlIll-abhéngige Erhéhung des Natriumhaushalts bei PTFE-Mausen

Bei der Analyse der SBFI-Ratio von Wildtyp Mausen, welche mithilfe eines Zwei Wege
ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur durchgefiihrt wurde (pintervention < 0,001,
Peehandiung = 0,010, pinterakion = 0,059), zeigte sich unter einer elektrischen
Feldstimulation mit einer Frequenz von 1 Hz signifikant erhbhte Werte in atrialen
Kardiomyozyten bei den Mausen nach einer PTFE-Injektion von 1,26 + 0,01 im
Vergleich zu Kontrolltieren mit einer SBFI-Ratio von 1,17 + 0,01 (p < 0,001, n = 10 vs.
5 Méause). Nach Zugabe des Nav1.8-Inhibitors zu den Kardiomyozyten der PTFE-Tiere
konnte wie in Abbildung 42 zu sehen ist eine deutliche Reduktion der SBFI-Ratio auf
1,20 £ 0,01 beobachtet werden (p < 0,001, n = 10 Mause), wohingegen sich die
Fluoreszenzintensitat bei den Zellen der Kontrolltiere nach der Zugabe von PF-
01247324 nicht veranderte (SBFI-Ratio 1,16 + 0,01, p = 0,663, n =5 Mause). Bei den
Kardiomyozyten von CaMKII5”’- Mausen nach PTFE-Injektion dagegen prasentierte
sich in der Analyse des Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
(pinterventon = 0,122, psehandung = 0,422, Pinterakion = 0,579) unter einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz kein signifikanter Anstieg der atrialen SBFI-Ratio von
1,18 + 0,01 im Vergleich zur Fluoreszenz-Ratio von CaMKII5"- Mausen ohne PTFE-
Behandlung von 1,17 £ 0,01 (p = 0,716, n = 10 vs. 10 Mause). Die Zugabe des Nav1.8-
Inhibitors hatte dabei sowohl auf die Zellen von operierten CaMKII53"-- Mausen (SBFI-
Ratio 1,18 £ 0,02, p = 0,861, n = 9 Mause) als auch auf die der nicht-operierten
Kontrollen (SBFI-Ratio 1,15 + 0,01, p = 0,702, n = 10 Mause) keine signifikante

Auswirkung auf die Fluoreszenzintensitat.
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Abbildung 42 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&’- Mausen bei einer

Stimulationsfrequenz von 1 Hz

Ahnliche Ergebnisse konnten auch bei den Untersuchungen der ventrikularen
Kardiomyozyten mithilfe des Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
festgestellt werden (pintervention < 0,001, psehandiung = 0,046, Pinteraktion = 0,062). Die PTFE-
M&ause wiesen mit einer SBFI-Ratio von 1,26 + 0,01 erneut eine deutlich hdhere
Natriumkonzentration im Vergleich zu den Wildtyp Kontrolltieren mit einer SBFI-Ratio
von 1,16 + 0,02 auf (p < 0,001, n = 5 vs. 10 Mause). Unter PF-01247324 sank das
SBFI-Verhaltnis bei PTFE-Mausen ebenfalls signifikant auf 1,20 +£ 0,01 (p = 0,002, n =
10 Méause). Bei den Kontrolltieren ohne PTFE-Injektion hatte die Navl.8-Inhibition

keine Auswirkung auf die Fluoreszenzintensitat (1,16 + 0,01, p = 0,931, n = 5 Mause).

78



3. Ergebnisse

Auch die CaMKII57- Kardiomyozyten wurden mit einem Zwei Wege ANOVA mit Holm-
Sidak post hoc Korrektur Gberpruft (pintervention = 0,799, psehandiung = 0,280, Pinteraktion =
0,761). In den Zellen der M&ause mit einer genetischen Ablation der CaMKIId konnte
mit einem SBFI-Verhéaltnis sowohl bei den Tieren mit als auch ohne PTFE-Injektion
von 1,18 + 0,01 kein Unterschied detektiert werden (p = 0,971, n = 10 vs. 10 Mause).
Die Zugabe von PF-01247324 zu den Kardiomyozyten von PTFE-M&ausen hatte eine
vernachlassigbare Reduktion der Fluoreszenzintensitat auf 1,17 + 0,01 zur Folge (p =
0,828, n = 9 Mause). Auch bei den Zellen der CaMKII3”- Kontrolltiere konnte nach der
PF-Inkubation mit einer SBFI-Ratio von 1,16 + 0,01 keine signifikante Veranderung
detektiert werden (p = 0,687, n = 10 Mause). Alle in Abbildung 43 dargestellten Werte

wurden ebenfalls bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz erfasst.
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Abbildung 43 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- M&usen bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz

Diese Ergebnisse konnten wie in Abbildung 44 ersichtlich ist in &hnlicher Weise auch
bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz in den atrialen Kardiomyozyten beobachtet
werden. Fir die statistische Analyse wurde der Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak
post hoc Korrektur verwendet (Pintervention < 0,001, psehandiung = 0,017, Pinteraktion = 0,055).
So stieg die SBFI-Ratio in Vorhofzellen von Wildtyp Mausen von 1,19 + 0,01 bei
Kontrolltieren auf 1,27 + 0,01 bei PTFE-Mausen (p < 0,001, n = 5 vs. 10 Mause),
wohingegen die SBFI-Ratio in den Zellen der PTFE-behandelten Wildtyp Tiere nach
Inkubation mit PF-01247324 auf 1,21 + 0,01 sank (p < 0,001, n = 10 Mause). Die
Zugabe des Nav1.8-Inhibitors zu Kardiomyozyten der Kontrolltiere zeigte eine

vernachlassigbare Verdnderung des Fluoreszenzverhéltnisses auf 1,18 + 0,01 (p =
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0,787, n = 5 Mause). Auch die CaMKII3”- Daten wurden mithilfe eines Zwei Wege
ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur betrachtet (pintervention = 0,339, psehandiung =
0,367, pinterakion = 0,484). In atrialen Kardiomyozyten von PTFE-Mausen mit einem
Knock-out der CaMKIId wurde eine SBFI-Ratio von 1,19 + 0,01 gemessen, wobei die
nicht-operierten Kontrolltiere eine &ahnliche Fluoreszenzintensitat von 1,18 + 0,01
aufwiesen (p = 0,978, n = 10 vs. 10 Mause). Auch unter PF-01247324 zeigten sich bei
einer SBFI-Ratio von 1,18 + 0,02 keine Auswirkung auf den fluoreszenzmikroskopisch
gemessenen Natriumgehalt der PTFE-Mause (p = 0,978, n = 9 Mause). Die SBFI-
Ratio der CaMKII3™"- Kontrollen nach der pharmakologischen Intervention mit PF-
01247324 lag bei 1,16 £ 0,01 (p = 0,583, n = 10 Mause).
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Abbildung 44 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII& /- Mausen bei einer
Stimulationsfrequenz von 2 Hz

Auch die ventrikularen Kardiomyozyten wurden mit einem Zwei Wege ANOVA mit
Holm-Sidak post hoc Korrektur analysiert (pinterventon < 0,001, psehandiung = 0,070,
Pinteraktion = 0,105). Bei den Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen zeigte sich unter einer
Stimulationsfrequenz von 2 Hz ein &ahnlicher Anstieg der SBFI-Ratio in den
Kardiomyozyten von PTFE-Tieren auf 1,27 £ 0,01 im Vergleich zu gesunden Mausen
mit einem Fluoreszenzverhaltnis von 1,18 + 0,02 (p < 0,001, n =5 vs. 10 Mause). Nach
Zugabe des Nav1.8-Inhibitors kam es zu einer signifikanten Reduktion der Fluoreszenz
auf 1,22 £ 0,01 (p = 0,005, n = 10 Mause). Die gemessene Fluoreszenzintensitat bei
den Kardiomyozyten der Kontrolltiere zeigte nach Inkubation mit PF keine
Veranderung im Vergleich zur Vehikelgruppe (SBFI-Ratio 1,18 + 0,01, p = 0,891, n =

5 Mause).
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Ahnliche Ergebnisse wie in den vorangegangenen Messungen konnten bei den
Analysen der ventrikularen Zellen der Tiere mit einem Knock-out der CaMKII, welche
erneut mithilfe des Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
durchgefthrt wurden (pintervention = 0,729, psehandiung = 0,229, Pinteraktion = 0,651), unter
der Stimulationsfrequenz von 2 Hz beobachtet werden. Dabei wiesen die CaMKII57-
Mause nach PTFE-Injektion eine SBFI-Ratio von 1,20 + 0,01 auf, welche in der
gleichen Hohe auch bei den gesunden CaMKII®’- Kontrollen gemessen werden
konnte (1,20 £ 0,01, p = 0,939, n = 10 vs. 10 Mause). Zudem wurde wie in Abbildung
45 zu sehen ist nach der Inkubation mit PF-01247324 erneut keine nennenswerte
Auswirkung auf die Fluoreszenzintensitat beobachtet (SBFI-Ratio 1,19 + 0,01, p =
0,836, n = 9 Mause). Auch auf die Kardiomyozyten der gesunden CaMKII&"-
Kontrolltiere hatte die Navl1.8-Blockade keine relevanten Auswirkungen (SBFI-Ratio
1,18 £ 0,01, p = 0,555, n = 10 Mause).
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Abbildung 45 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII5-- Mausen bei einer
Stimulationsfrequenz von 2 Hz.
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Auch bei den Messungen in atrialen Kardiomyozyten unter einer Stimulationsfrequenz
von 4 Hz, welche mit einem Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
untersucht wurden (pintervention = 0,003, psehandiung = 0,033, Pinterakiion = 0,049), zeigte sich
die Erhdhung des Natriumgehalts bei PTFE-M&ausen mit einer intakten CaMKIId
(Wildtyp). So konnte bei gesunden Wildtyp Kontrolltieren eine SBFI-Ratio von 1,21 +
0,01 gemessen werden. Die operierten Tiere wiesen dagegen wie in Abbildung 46
ersichtlich ist signifikant erhéhte Werte von 1,28 £+ 0,01 auf (p = 0,002, n =5 vs. 10
Méause), die durch eine Nav1.8-Blockade auf 1,22 + 0,02 gesenkt wurden (p = 0,002,
n = 10 Mause). Bei den Zellen der gesunden Wildtyp Kontrollen hatte PF-01247324
keine Auswirkung (SBFI-Ratio 1,20 + 0,01, p = 0,928, n = 5 Mause). In den atrialen
Kardiomyozyten von PTFE-M&ausen mit Knock-out der CaMKIId, deren Messwerte
ebenfalls mithilfe des Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur analysiert
wurden (pintervention = 0,380, psehandiung = 0,676, Pinteraktion = 0,576), konnte eine SBFI-
Ratio von 1,19 + 0,01 im Vergleich zu 1,19 *+ 0,02 bei Kontrolltieren detektiert werden
(p = 0,967, n = 10 vs. 10 Mause). Nach der Navl.8-Blockade zeigte sich bei den
Kardiomyozyten der PTFE-Mause mit einer SBFI-Ratio von 1,20 + 0,02 (wie auch unter
den anderen Stimulationsfrequenzen) kein Unterschied (p = 0,967, n = 9 Mause). Die
SBFI-Ratio bei den CaMKIId’- Kontrollen betrug nach der pharmakologischen
Inhibition des Natriumkanals 1,17 £ 0,01 (p = 0,863, n = 10 M&use).
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Abbildung 46 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- Mausen bei einer
Stimulationsfrequenz von 4 Hz.
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Bei den ventrikularen Zellen der Wildtyp Tiere, die wieder mit einem Zwei Wege
ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur untersucht wurden (pinterventon = 0,004,
PBehandiung = 0,119, pinterakiion = 0,228), zeigte sich unter einer Stimulationsfrequenz von
4 Hz ebenfalls ein Anstieg der SBFI-Ratio von 1,21 + 0,03 bei gesunden Kontrollen auf
1,29 + 0,01 bei PTFE-Méausen (p = 0,009, n = 5 vs. 10 Mause). Wie bei allen
Experimenten mit Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen bewirkte PF-01247324 auch
bei diesen Zellen eine Reduktion der SBFI-Ratio bei PTFE-Mausen auf 1,24 + 0,02 (p
= 0,021, n = 10 Méause), wohingegen die Kardiomyozyten der gesunden Wildtyp
Kontrollen keine Reaktion auf die Substanz zeigten (SBFI-Ratio 1,20 + 0,02, p = 0,793,
n = 5 Mause). Die Messungen der SBFI-Ratio in den Ventrikelzellen der CaMKII57-
Mause, die ebenfalls mit dem Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
analysiert wurden (pintervention = 0,396, pBehandiung = 0,149, Pinterakiion = 0,303), zeigten bei
dieser Stimulationsfrequenz kaum Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen. Wahrend die Kontrolltiere ohne PTFE-Injektion eine SBFI-Ratio von
1,22 + 0,01 aufwiesen, konnte in den Kardiomyozyten der PTFE-Mause mit der
genetischen Ablation der CaMKII® eine Fluoreszenzintensitat von 1,21 + 0,01
detektiert werden (p = 0,946, n = 10 vs. 10 Mause). Auch nach Inkubation mit dem
Nav1.8-Inhibitor prasentierte sich mit einer SBFI-Ratio in den Kardiomyozyten der
PTFE-Mause von 1,21 + 0,01 kein Unterschied zu den beiden vorangegangenen
Messgruppen (p = 0,946, n = 9 Mause). Die SBFI-Ratio bei CaMKI157-- Kontrollen nach
Inkubation mit PF-01247324 lag bei 1,19 £ 0,01 (p = 0,220, n = 10 Mause).
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Abbildung 47 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKIId/-- M&usen bei einer
Stimulationsfrequenz von 4 Hz
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3.3.2 Korrelation der Natriumwerte mit der Schwere der Atemstérung

Der Zusammenhang der Natriumwerte mit der Schwere der Atemstérung wurde
mithilfe von linearen Regressionen analysiert. Bei einer Stimulation von 1 Hz zeigte
sich eine signifikante Korrelation der Frequenz inspiratorischer Flusslimitationen mit
dem SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen (p = 0,021, r? = 0,40,
n = 13 Mause). Nach Inkubation mit PF-01247324 war dieser Zusammenhang
aufgehoben (p = 0,593, r? = 0,03, n = 13 Mause). Bei den CaMKII&"- Mausen zeigte
sich eine negative Korrelation zwischen der SBAS und der SBFI-Ratio (p = 0,027, r?> =
0,31, n = 16 Mause). Auch bei der Untersuchung der ventrikularen Kardiomyozyten
zeigte sich wie in Abbildung 48 ersichtlich eine deutliche Tendenz dieses
Zusammenhangs (p = 0,057, r?> = 0,29, n = 13 Mause). Nach Zugabe des Nav1l.8-
Inhibitors war dieser Zusammenhang vollkommen aufgehoben (p = 0,926, r> < 0,01, n
=13 Mause). Bei den Mausen mit einer genetischen Ablation der CaMKIId zeigte sich
unter einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz in ventrikularen Zellen ebenfalls keine
Korrelation zwischen der Frequenz der inspiratorischen Flusslimitationen und der
SBFI-Ratio (p = 0,109, r> = 0,17, n =16 Mause).
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Abbildung 48 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-Ratio in atrialen und
ventrikuldren Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/-- Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von 1
Hz
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Auch der Zusammenhang zwischen den inspiratorischen Flusslimitationen pro Stunde
und der SBFI-Ratio bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz préasentierte sich wie in
Abbildung 49 zu sehen ist in ahnlicher Weise in atrialen Kardiomyozyten (p = 0,022, r?
=0,39, n =13 Mause), wohingegen dieser Zusammenhang nach Blockade des Nav1.8
mit PF-01247324 aufgehoben wurde Kardiomyozyten (p = 0,724, r> = 0,01, n = 13
Mause). Bei den Tieren mit dem Knock-out der CaMKIId zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Zusammenhang (p = 0,063, r> = 0,24, n = 15 Mause). Bei den
ventrikularen Zellen konnte eine starke Tendenz der beiden Parameter beobachtet
werden (p = 0,088, r? = 0,24, n = 13 Mause). Diese Zusammenhange waren ebenfalls
unter Nav1.8 Inhibition mit PF-01247324 (p = 0,857, r? < 0,01, n = 13 Mause) oder bei
genetischem Knock-out der CaMKII5 aufgehoben (p = 0,149, r> = 0,15, n = 15 Mause).

Vorhof Ventrikel
. 1.4+ p2=0.022 € 1.4+ p=0.088
g 1 WT-Veh r-=0.39 E 1 ° WT-Veh [2-p24
8 137 o« ® °* o B 13- e o
3 ] M(/ ° = g e, | °
] ® 0 [ ]
o 1.2 —6—\.\“. o 1.21 A d
g ¢ ° “ . 5 qee e * %
T 1.1 CaMKIIZ" T 1.1 CaMKII5™
[u1] fu1]
w T 7]
1-0 T T T T 1 10 1 I I I 1
] 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Inspiratorische Flusslimitationen (/h) Inspiratorische Flusslimitationen (/h)

Abbildung 49 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-Ratio in atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von 2
Hz
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3. Ergebnisse

Die starke Korrelation in atrialen Kardiomyozyten prasentierte sich auch bei einer

Stimulationsfrequenz von 4 Hz. Dabei zeigte sich in den Vorhofzellen ein signifikanter

Zusammenhang zwischen der Schwere der obstruktiven Atemstorung (inspiratorische
Flusslimitationen (/h)) und der SBFI-Ratio (p = 0,036, r> = 0,34, n = 13 Mause, lineare
Regression). Dieser Zusammenhang konnte weder nach Inkubation mit PF-01247324
(p = 0,947, r? < 0,01, n = 13 Mause) noch bei CaMKIId™- Tieren (p = 0,076, r> = 0,22,
n = 15 Mause) beobachtet werden. Bei den ventrikularen Zellen war erneut keine
signifikante Abhangigkeit der SBFI-Ratio zur SBAS zu erkennen (p = 0,149, r* = 0,18,
n = 13 Mause). Unter Nav1.8-Blockade (p = 0,634, r2 = 0,02, n = 13 Mause) oder bei

CaMKII5”- Mausen gab es ebenfalls keinen Zusammenhang (p = 0,155, r2 = 0,15, n

=15 Mause).
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Abbildung 50 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-Ratio in atrialen und
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86
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3.3.3 Umrechnung der Fluoreszenzwerte in die Natriumkonzentration

Um die gemessenen SBFI-Fluoreszenz-Ratios in eine Natriumkonzentration in mmol/l
umrechnen zu kénnen, wurde mithilfe von Kalibrierungsmessungen unter Verwendung
der beiden Antibiotika Gramicidin D und Strophanthidin eine Eichgerade fir atriale und
ventrikulare Messungen getrennt erstellt. Die Kalibrierungen erfolgten in regelmaiigen
Abstédnden wéahrend des gesamten Zeitraums der Datenerhebung. Nachfolgend ist

eine Originalregistrierung einer Kalibrierungsmessung abgebildet.
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Abbildung 51 - Originalregistrierung einer Kalibrierungsmessung

Aus den erhobenen Fazao/F3so-Verhdltnissen bei den Natriumkonzentrationen der
Eichlésungen von 0 mmol/l, 10 mmol/l und 20 mmol/l wurden die in Abbildung 52
dargestellten Geraden sowohl fiir Vorhofzellen (p < 0,001, r> = 0,72, n = 39 Zellen von
14 Mausen) als auch fir Ventrikelzellen (p < 0,001, r?2 = 0,82, n = 55 Zellen von 19

Mausen) anhand einer linearen Regression verfasst.
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Abbildung 52 - Eichgeraden zur Umrechnung der SBFI-Ratio in eine Natriumkonzentration

Fur jede der beiden Geraden konnte anschliel3end eine Steigungsgleichung bestimmt

werden:

Vorhof Ventrikel

y =0,01258x + 1,010 y =0,01278x + 1,012

Nach Umformulierung der Geradengleichung wurden die SBFI-Ratios (getrennt fur
atriale und ventrikulare Messungen) in die entsprechenden Natriumkonzentrationen
umgerechnet und mithilfe eines Ein Weg ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur
analysiert. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Natriumkonzentration von
Wildtyp PTFE-Mausen deutlich gesteigert war. So wiesen die atrialen Kardiomyozyten
bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz nach der PTFE-Behandlung eine
Natriumkonzentration von 19,96 + 0,65 mmol/l auf, welche signifikant erhdht im
Vergleich zu den Kontrollméausen war (Natriumkonzentration 12,59 + 0,94 mmol/l, p <
0,001, n= 10 vs. 5 Mause). Durch die Inhibition des Nav1.8 konnte der erhdhte
Natriumgehalt bei PTFE-Mausen auf eine Natriumkonzentration von 15,36 = 1,05
mmol/l gesenkt werden (p < 0,001, n = 10 Mause). Bei den Mausen mit einem Knock-
out der CaMKIId wurde trotz der PTFE-Injektion im Vergleich zu Wildtyp
Kontrolimausen kein erhdhter Natriumgehalt gemessen (Natriumkonzentration 13,50
+ 0,74 mmol/l, p = 0,549, n = 10 Mause), welche zudem signifikant niedriger als bei
Wildtyp PTFE-Mausen war (p < 0,001, n = 10 vs. 10 Mause).
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Ebenso konnte in den ventrikularen Kardiomyozyten bei einer Stimulationsfrequenz
von 1 Hz eine deutlich erhéhte Natriumkonzentration von 19,25 + 0,81 mmol/l bei den
PTFE-Mausen gemessen werden, wohingegen der Natriumgehalt bei den
Kontrolltieren bei 11,64 + 1,44 mmol/l lag (p < 0,001, n = 10 vs. 5 M&ause). Auch hier
wurde durch die Blockade des Navl1.8 die Natriumkonzentration in den
Kardiomyozyten der PTFE-Tiere signifikant gesenkt (Natriumkonzentration 14,91 +
0,94 mmol/l, p = 0,001, n = 10 Mause). Die Natriumkonzentration der CaMKII5"-
M&ause mit PTFE-Intervention unterschied sich ebenfalls nicht zu dem Natriumgehalt
der Kontrolltiere (Natriumkonzentration 13,02 + 0,66 mmol/l, p = 0,395, n = 10 Mause)
und war signifikant niedriger als bei Wildtyp PTFE-M&ausen (p < 0,001, n = 10 vs. 10).
Diese Unterschiede konnten wie in Abbildung 53 und Abbildung 54 zu sehen ist auch

bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz und 4 Hz beobachtet werden.
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3.4 Analyse der diastolischen Relaxationszeit

Um die Geschwindigkeit der Relaxation bis 80% der diastolischen Lange nach erfolgter
Sarkomerverkirzung zu vergleichen, wurde diese in einem ausgewahlten
Zellabschnitt mit einer Myozytenkamera parallel Zu den
epifluoreszenzmikroskopischen Messungen aufgezeichnet. Dabei wurden jedoch nur
die Relaxationszeiten bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz miteinander verglichen,
da bei einer héheren Frequenz die Myozytenverkirzungen nicht mehr suffizient von
der Kamera erkannt und unterschieden werden konnten. Als Zeit der Relaxation wurde
die Dauer von der minimalen systolischen Zelllange bis auf 80% der maximalen
diastolischen Zelllange gewahlt. In Abbildung 55 ist eine Originalregistrierung von
Vorhof- und Ventrikelzellen dargestellt.
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Abbildung 55 - Originalregistrierungen der Messungen der Relaxationszeiten

Die Daten der atrialen Kardiomyozyten wurden anschliel3end mit einem Zwei Wege
ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur analysiert (pintervention = 0,061, pBehandiung =
0,040, pinterakion = 0,079). Dabei zeigte sich eine deutliche Verlangerung der
Relaxationszeit der PTFE-behandelten Wildtyp Mause von 0,11 + 0,01 Sekunden im
Vergleich zur Relaxationsdauer der atrialen Kardiomyozyten bei den Kontrolltieren von
0,08 + 0,01 Sekunden (p = 0,015, n = 9 vs. 4 Mause). Nach Inkubation mit dem
selektiven Nav1.8-Inhibitor PF-01247324 normalisierte sich die die Relaxationszeit der
PTFE-Mause vom Wildtyp signifikant auf 0,08 + 0,01 Sekunden (p = 0,004, n =9
Mé&use). Damit lag die Relaxationszeit der Kardiomyozyten von PTFE-Mausen nach
der pharmakologischen Blockade des Natriumkanals wie in Abbildung 56 ersichtlich
ist auf dem Niveau der Kontrolltiere. Die Inkubation der Zellen der nicht-operierten
Kontrolltiere mit dem Navl1.8-Inhibitor hatte keine Auswirkung im Vergleich zur
Vehikelgruppe (p = 0,856, 0,08 £ 0,01 Sekunden, n = 4 Mause).
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Bei den atrialen Kardiomyozyten der CaMKII5" - Tiere, die ebenfalls mit einem Zwei
Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur untersucht wurden (pPintervention =
0,264, psehandiung = 0,108, pinterakion = 0,493), zeigte sich sowohl bei PTFE-behandelten
Méausen (0,07 = 0,01 Sekunden, n = 10 Mause) als auch bei den Tieren ohne die
Intervention (0,06 £ 0,01 Sekunden, n = 11 Mause) keine nennenswerten Unterschiede
in der Zeitdauer der Relaxation (p = 0,919). Nach Inkubation mit dem Nav1.8-Inhibitor
konnte eine Relaxationszeit der Kardiomyozyten von PTFE-M&ausen mit genetischer
Ablation der CaMKIId von 0,08 £ 0,01 Sekunden gemessen werden (p = 0,316, n =9
Mause). Die Zellen der CaMKII57- Kontrolltiere wiesen nach der pharmakologischen
Nav1.8-Blockade mit einer Relaxationsdauer von 0,07 = 0,01 Sekunden ebenfalls

keine Differenz auf (p = 0,736, n = 11 Mause).
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Abbildung 56 - Relaxationszeit von atrialen Kardiomyozyten bei WT- und CaMKII&-/- Mausen bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz

Bei der Untersuchung der ventrikularen Kardiomyozyten von Wildtyp Méausen, die auch
mit einem Zwei Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur durchgefuhrt wurde
(Pintervention = 0,192, peehandiung = 0,899, pinterakion = 0,661), konnte anders als bei den
atrialen Analysen keine Differenz zwischen den Mausen mit und ohne PTFE-Injektion
beobachtet werden. Wahrend die Zellen der PTFE-M&use eine Relaxationsdauer von
0,09 £ 0,01 Sekunden aufwiesen, wurde bei den Kontrolltieren eine Zeitdauer von 0,10
+ 0,02 Sekunden detektiert (p = 0,758, n = 10 vs. 4 Mause). Die Inkubation der
Ventrikelzellen von PTFE-Mausen mit PF-01247324 hatte bei einer anschliel3end
gemessenen Relaxationszeit weder bei PTFE-Tieren (0,09 + 0,01 Sekunden, p =
0,758, n = 10 Mausen) noch bei gesunden Kontrolltieren (0,11 + 0,01 Sekunden, p =
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0,934, n = 3 Mausen) eine signifikante Auswirkung auf die Relaxationszeit. In
ventrikularen Kardiomyozyten von CaMKII3”- Mausen, die ebenfalls mit einem Zwei
Wege ANOVA mit Holm-Sidak post hoc Korrektur analysiert wurden (pintervention =
0,083, psehandiung = 0,712, pinteraktion = 0,954), konnte wie in Abbildung 57 zu sehen ist
nach einer PTFE-Injektion eine Relaxationsdauer von 0,08 + 0,01 Sekunden
gemessen werden, welche sich auch nach Zugabe des Navl.8-Inhibitoren nicht
veranderte (p = 0,771, n = 10 vs. 9 Mause). Die Kontrolltiere ohne PTFE-Injektion
wiesen eine ahnliche Relaxationszeit von 0,07 £ 0,01 Sekunden auf (p = 0,534, n =11
Mause). Auch bei den nicht-operierten CaMKIId"- Mausen hatte die Zugabe des

Nav1.8-Inhibitors keine Auswirkung auf die Relaxationsdauer (p = 0,948, n = 11

Mause).
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Abbildung 57 - Relaxationszeit von ventrikularen Kardiomyozyten bei WT- und CaMKII& /- Mausen bei
einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz
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4. Diskussion

Das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom steht im Zusammenhang mit vielen kardialen
Komorbiditaten, wobei vor allem die Assoziation mit Vorhoffimmern und der
Herzinsuffizienz grof3e Auswirkungen auf die Morbiditat und Mortalitéat der Patienten
aufweist (5, 69). So reduziert das Vorliegen von SBAS beispielsweise den elektrischen
und pharmakologischen antiarrhythmischen Therapieerfolg, wohingegen eine
Behandlung der SBAS durch eine CPAP-Therapie das Wiederauftreten eines
Vorhofflimmerns nach einer elektrischen Kardioversion, einer Katheterablation oder
einer pharmakologischen Behandlung vermindert (159). Vor dem Hintergrund des
demographischen Wandels wird eine deutliche Zunahme der bereits gegenwartig
hohen Pravalenz der obstruktiven Schlafapnoe prognostiziert (4). Da es Hinweise
darauf gibt, dass eine CPAP-Therapie nicht bei allen Patienten mit SBAS den
gewlnschten Therapieerfolg aufweist (43, 160), ist die Untersuchung des
Pathomechanismus bei der Entstehung von kardialen Komorbiditdten im Rahmen von
SBAS unerlasslich, um neue Behandlungsstrategien entwickeln zu kénnen. Bei der
Pathogenese der kardialen Erkrankungen ist in den letzten Jahren vor allem die
Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il in den Fokus gerickt. Dabei zeigte
sich das Enzym als ein Schllsselregulator in der kardialen Pathophysiologie, dessen
Ubermafiige Aktivitat in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine zentrale Rolle spielt
(56, 103, 104, 117, 118). Somit sind die CaMKIl und die von dem Enzym regulierten
Proteine potenzielle Zielstrukturen fur Therapieanséatze. Es gibt zahlreiche Studien
Uber den Zusammenhang zwischen der CaMKIl und der Kkardialen
Kalziumhomoostase. Der Einfluss der CaMKII auf den Natriumhaushalt, welcher eng
mit dem Kalziumhaushalt verknipft ist, ist dagegen weitaus weniger erforscht. Vor
allem der verzogerte Natriumeinstrom scheint einen grof3en Einfluss auf die
Entwicklung kardialer Komorbiditaten zu nehmen. So konnte bei Patienten mit
schlafbezogenen Atemstérungen ein deutlich erhdhter verzdogerter Natriumeinstrom

sowie eine verstarkte Aktivitdt der CaMKII nachgewiesen werden (6, 132).

Bisherige Studien mit Patientenproben Uber die Pathophysiologie bei SBAS haben
Limitationen, da Patienten mit SBAS eine Vielzahl an Komorbiditaten prasentierten.
Somit waren die Ergebnisse nur bedingt auf SBAS als ausldsenden Faktor
zurtickzufihren und kénnten auch durch Komorbiditaten mitbeeinflusst sein (6). Um

die Pathogenese besser zu verstehen, untersuchte ich in der vorliegenden Arbeit die
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Bildung von ROS als mdgliche Ursache der vermehrten CaMKII-Aktivierung bei SBAS.
AulRerdem habe ich mich mit der Fragestellung beschatftigt, ob SBAS Einfluss auf die
intrazellulare Natriumkonzentration zeigen und inwieweit der Natriumhaushalt einer
Regulation durch die CaMKII unterliegt. Weiterhin habe ich den Einfluss der Blockade
des neuronalen Natriumkanals Nav1.8 auf den kardialen Natriumgehalt untersucht.
Dabei verwendete ich fir meine Untersuchungen ein SBAS-Mausmodell, welches die

differenzierte Analyse in Abwesenheit jeglicher potenzieller Storvariablen ermoglichte.

Die zentralen Ergebnisse meiner Arbeit sind:

1. Mause mit einer PTFE-induzierten SBAS zeigen vermehrt mitochondriale und
zytosolische reaktive Sauerstoffspezies in atrialen und ventrikularen
Kardiomyozyten.

2. Im SBAS-Mausmodell ist die intrazellulare Natriumkonzentration in atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten erhdht.

3. Der gesteigerte intrazellulare Natriumgehalt in SBAS-Mausen lasst sich sowohl
durch Inhibition des Natriumkanals Nav1.8 als auch durch genetischen Knock-
out der CaMKIId normalisieren.
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4.1 PTFE-Injektion als geeignetes Modell fir SBAS

In Vorarbeiten konnte mittels sonographischer Kontrollen nach der Intervention bereits
eine signifikante Zunahme des murinen Zungendiameters gezeigt werden (151). Vor
allem die GroRRe der Zunge scheint ein entscheidender Faktor in der Entwicklung einer
obstruktiven SBAS zu sein. So konnten Schwab et al. nachweisen, dass ein erhéhtes
Zungenvolumen die wichtigste Risikostruktur bei der Ausbildung der schlafbezogenen
Atemstorung ist und dabei sogar unabhéngig von anderen Risikofaktoren wie dem
Alter, dem Geschlecht oder parapharyngealen Fetteinlagerungen zu sein scheint
(161). Zudem war die Frequenz der inspiratorischen Flusslimitationen pro Stunde bei
den Mausen nach der PTFE-Intervention im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich
erhoht. Somit prasentierte sich die Intervention in der Induktion einer obstruktiven
Verengung des oberen Atemweges als erfolgreich. Bei dem nach zwei und acht
Wochen ermittelten Kérpergewicht der Mause konnte beobachtet werden, dass sich
dieses bei den Tieren, die der Intervention unterzogen wurden, im gleichen Ausmalf}
wie bei den Kontrollen entwickelte. Das deutet darauf hin, dass die Intervention keinen
Einfluss auf die Nahrungsaufnahme wie beispielsweise durch eine Ubermalig grofie
Zunge nimmt. Da die PTFE-behandelten Mause bis auf ein vergréRertes
Zungenvolumen und damit einhergehenden inspiratorischen Flusslimitationen
zunéchst keinen Unterschied zu unbehandelten Kontrolltieren zeigten, kénnen die
beobachteten Ergebnisse auf den Einfluss von SBAS zurlckgefuhrt werden. Sowohl
bei Wildtyp Mausen als auch bei den Tieren mit der genetischen Ablation der CaMKI1d
zeigte sich dabei keine Differenz in der Entwicklung operierter und nicht-operierter
Tiere.

In der Forschung rund um das Thema einer obstruktiven Schlafapnoe wurden bereits
diverse Tiermodelle entwickelt. Jedes dieser Modelle zeigte jedoch fur sich
entscheidende Limitationen auf. So wurden beispielsweise in einem vorangegangenen
Mausmodell New Zealand Obese Mice verwendet (148). Durch ihre im Vergleich zu
anderen Mausen dickere Zunge weisen diese Tiere von Natur aus eine Neigung zur
Entwicklung einer obstruktiven SBAS auf. Jedoch entwickeln sie durch ihr erhbhtes
Gewicht auch eine Vielzahl von weiteren Erkrankungen wie einer arteriellen
Hypertonie, einer Hyperinsulindmie und einer Hypercholesterinamie (162). Somit kann
kein Ruckschluss auf eine Genese der kardialen Erkrankungen durch die obstruktive
Schlafapnoe als einzigen induzierenden Faktor gezogen werden. Ahnliche
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Limitationen weisen auch die Ergebnisse samtlicher Studien an humanen
Kardiomyozyten auf, da die Patienten an einer Vielzahl von mdglichen
beeinflussenden Komorbiditaten litten (53, 59, 60, 69). Bei allen Studien zeigte sich
eindeutig, dass eine obstruktive Schlafapnoe mit einer Vielzahl von Komorbiditaten
einhergeht. In welchem Ausmald die SBAS unabhéangig von all diesen potenziellen
Storvariablen einen entscheidenden Faktor fur die Entwicklung der kardialen
Erkrankungen darstellt, konnte jedoch nicht gezeigt werden. In einem anderen
Tiermodell wurde an Ratten eine obstruktive Schlafapnoe induziert, indem tber eine
angepasste Maske intermittierend ein negativer Druck in den oberen Atemwegen
erzeugt und so die pathophysiologischen Bedingungen einer obstruktiven Schlafapnoe
imitiert wurden (149). Diese Intervention erforderte jedoch eine kontinuierliche
Anasthesie der Tiere, wodurch das fir die Erkrankung typische Erwachen durch die
Atemwegsobstruktion mit allen konsekutiven Veranderungen des vegetativen
Nervensystems wie der vermehrten nachtlichen Aktivierung des Sympathikus
unterdrickt wurde (163). In einem weiteren Versuchsmodell induzierten Iwasaki et al.
ein obstruktives Schlafapnoe-Syndrom uber den mechanischen Verschluss der
Trachea bei Ratten (111). Eine &hnlicher Versuchsaufbau wurde bei den Forschungen
von Linz et. al. in Form einer Tracheotomie zur Okklusion des Atemweges bei
Schweinen gewahlt (19). Auch diese Versuchsansétze weisen durch die Sedierung
der Tiere die bereits genannten Limitationen auf.

Im Vergleich zu den bisherigen Forschungen rund um den Zusammenhang von
obstruktiven SBAS und kardiovaskularen Folgeerkrankungen eréffnete das neuartige
Mausmodell eine einzigartige Mdoglichkeit fur die Forschung an der kardialen
Pathophysiologie. Durch die PTFE-Injektion in den Zungengrund der Tiere, was zu
einer Verengung der Atemwege fuhrte, waren permanente Sedierungen nicht notig.
Ein weiterer Unterschied zu bisherigen Tiermodellen besteht in der
Beobachtungsdauer. Wéahrend in anderen Studien die Untersuchungen bereits nach
3-5 Wochen erfolgte (111, 149), wurden die Kardiomyozyten in der vorliegenden Arbeit
erst 8 Wochen nach der PTFE-Intervention untersucht. Da die Mause keine Probleme
bei der Nahrungsaufnahme aufwiesen und sich ihr Kérpergewicht normal entwickelte,
kann darauf geschlossen werden, dass die vergroR3erte Zunge auch keine
wesentlichen Behinderungen im wachen Zustand darstellte. In Vorarbeiten konnte

gezeigt werden, dass das vergro3erte Zungenvolumen in einer erhéhten Frequenz an
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Apnoen und inspiratorischen Flusslimitationen mit voribergehender Hypoxie
resultierte. Somit konnte die Pathophysiologie von SBAS-Patienten in Abwesenheit
von samtlichen Komorbiditaten simuliert werden. Dabei zeigten sowohl PTFE-
behandelte Mause als auch Kontrolltiere abseits ihrer Schlafphasen ein ahnliches
Atemmuster, was darauf hindeutet, dass es durch die Intervention zu keiner
permanenten Verengung des oberen Atemweges kommt (151). Da in dem hier
verwendeten Mausmodell alle Experimente in Abwesenheit von jeglichen
Komorbiditaten durchgefiihrt wurden, kdnnen die Ergebnisse auf die obstruktive SBAS

zuruckgefuhrt werden.
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4.2 Erhohte Anwesenheit und Bildung reaktiver Sauerstoffradikale

im Rahmen einer obstruktiven SBAS

Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit ist der deutliche Anstieg von ROS in atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten von PTFE-Mausen sowohl in den Mitochondrien als
auch im Zytoplasma. Dies kann neben einer erhdhten Produktion von ROS auch durch
einen Ubermaligen Verbrauch und damit einer mangelnden Anwesenheit an
schiitzenden Antioxidantien zustande kommen. Einerseits deckt sich dieses Resultat
mit den Erkenntnissen aus humanen Studien, in welchen bei Patienten mit SBAS
ebenfalls eine erhbhte ROS-Produktion detektiert werden konnte (6). Insbesondere
der zyklische Wechsel von Hypoxie und Reoxygenierung im Rahmen von SBAS flhrt
zur Bildung von ROS (20). Aber auch durch das kurzzeitige Erwachen aus dem Schlaf
und die deutliche Aktivitatssteigerung des B-adrenergen Systems mit Aktivierung der
NADPH-Oxidase fuhren zur gesteigerten ROS-Produktion (25). Zudem aktiviert das 3-
adrenerge System das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, was ebenfalls zur
vermehrten ROS-Bildung fuhrt (15, 24, 25). Vor allem bei obstruktiven SBAS flhrt die
Inspiration gegen den verlegten oberen Atemweg zu einem negativen intrathorakalen
Druck mit erhtéhter Nachlast (18, 20). Dies wiederum steigert den myokardialen
Sauerstoffbedarf und koénnte somit ebenfalls eine erhdhte ROS-Bildung férdern.
Andererseits liefert der Nachweis einer deutlich erhéhten Anwesenheit von ROS auch
eine mogliche Ursache fur eine vermehrte CaMKII-Aktivitdt, die wie aus einigen
Studien ersichtlich eine zentrale Rolle in vielen kardialen Pathomechanismen spielt (6,
147). So konnte die Uberschiel3ende Aktivierung vorrangig durch die Oxidation an den
Methioninen 281/282 zustande kommen. In einem Mausmodell konnten Purohit et al.
zeigen, dass eine oxidierte und damit aktivierte CaMKII in Zusammenhang mit der
Induktion atrialer Arrhythmien steht (164). Somit scheint der oxidative Aktivierungsweg
der CaMKIl eine wichtige Rolle bei SBAS zu spielen. Auch Arzt et. al. konnten eine
signifikant vermehrte Oxidation der CaMKIl in atrialen Biopsien von Patienten mit
SBAS nachweisen (55). Des Weiteren konnten die ROS auch andere zellulare
Strukturen oxidieren und somit weitere potenziell schadliche Mechanismen aktivieren.
Vor allem im Rahmen der Herzinsuffizienz kdnnte die wechselseitige Beeinflussung
der CaMKII-Aktivitat, des Kalziumhaushalts und der Produktion an ROS eine
entscheidende Rolle bei der Progression der Erkrankung spielen (24, 68, 95, 130).
Eine weitere Verminderung der protektiven Antioxidantien durch den erhdhten
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Verbrauch infolge einer tibermafigen Bildung von Radikalen verstarkt somit den ROS-

induzierten Zellschaden mafR3geblich (130).
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4.3 Veranderungen im Natriumhaushalt bei SBAS

Bei der Untersuchung des intrazellularen Natriumhaushalts wurde der ratiometrische
Natriumfluoreszenzfarbstoff SBFI verwendet. Ein ratiometrischer Farbstoff zeichnet
sich durch unterschiedliche Absorptions- und Emissionsmaxima aus, je hachdem ob
er an Natrium gebunden st oder nicht. Durch den Quotienten der
Fluoreszenzintensitdten bei zwei Wellenlangen kann unabhangig von der
Farbstoffkonzentration eine guantitative Aussage hinsichtlich der

Natriumkonzentration gemacht werden.

4.3.1 CaMKII-vermittelte Erhéhung der intrazellularen Natriumkonzentration

Die epifluoreszenzmikroskopischen Messungen ergaben signifikant erhohte SBFI-
Ratios bei PTFE-M&usen mit intakter CaMKII® (Wildtyp) im Vergleich zu ihren nicht-
operierten Wurfgeschwistern. Mithilfe der Kalibrierungsmessungen wurden diese
Werte in Natriumkonzentrationen in mmol/l umgerechnet. Dabei entsprachen die
gemessenen Natriumkonzentrationen der Kontrolltiere den Werten in der Literatur
(165-167). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Ergebnisse eine
sinnvolle Abbildung der kardialen Physiologie bei M&ausen darstellen. Die
Natriumkonzentrationen von Wildtyp PTFE-Mausen prasentierten sich dagegen
deutlich erhéht im Vergleich zur physiologischen murinen Natriumkonzentration (166,
167). Da es bei CaMKIId Knock-out Mausen zu keinen gesteigerten Natriumwerten
nach PTFE-Behandlung kam, scheint die CaMKII® eine wichtige Rolle fur den
intrazellularen Natriumhaushalt bei SBAS zu spielen. Diese Erkenntnisse kniipfen an
den aktuellen Stand der Wissenschaft an. So wurde bei Patienten mit SBAS ein
erhohter verzogerter Natriumeinstrom entdeckt, welcher mit einer Erhéhung der
CaMKII-Aktivitat einherging und sich durch CaMKII Inhibition normalisieren liel3 (6).
Auch bei Kardiomyozyten von Patienten mit einer Herzinsuffizienz konnte eine deutlich
erhohte intrazellulare Natriumkonzentration gemessen werden (126, 168). Ebenso
wurde in tierexperimentellen Studien bei einer CaMKII-Uberexpression eine Erhéhung
der intrazellularen Natriumkonzentration beobachtet (7). Die vermehrte Anwesenheit
an ROS koénnte die CaMKIl im vorliegenden Versuch vermehrt oxidativ aktivieren und
die in dieser Arbeit registrierte Erhhung der intrazellularen Natriumkonzentration tber
eine Steigerung des verzogerten Natriumeinstroms bewirken (122, 147). Durch die

erhéhte Natriummenge wiederum konnten in der Folge auch aufgrund der engen
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Verkndpfung des Natrium- und Kalziumhaushalts in der Zelle Gber verschiedene
Mechanismen kardiale Erkrankungen entstehen. So kodnnte beispielsweise der
Natrium/Kalzium-Austauscher in geringerem Ausmald aktiviert werden, woraufhin
weniger Kalziumionen im Austausch gegen Natriumionen aus dem Zellinneren
befordert werden. In diesem Kontext konnten Sossalla et al. nachweisen, dass ein
erhohter verzdgerter Natriumeinstrom bei insuffizienten Kardiomyozyten zu einem
natriumbedingten Kalziumiberschuss im Zytoplasma fihrt (128). Die intrazellulare
Akkumulation des Kalziums wiederum kann durch das vermehrte Auftreten von friihen
und verzdgerten Nachdepolarisationen als proarrhythmisches Surrogat gewertet

werden.

Dabei muss jedoch bedacht werden, dass die hier gezeigten Ergebnisse an murinen
Kardiomyozyten entstanden sind. Im Gegensatz zur humanen Physiologie spielt der
NCX bei Mausen nur eine untergeordnete Rolle in der Kalziumhomdostase. So werden
ca. 7% des Kalziums durch den NCX nach extrazellular beférdert, wohingegen 92%
der intrazellularen Kalziumionen durch die Kalzium-ATPase SERCA2a in das
sarkoplasmatische Retikulum transportiert werden (73). Unter pathologischen
Bedingungen koénnen dagegen deutliche Verdnderungen auch in der murinen
Physiologie auftreten. Hierbei konnte die von Lebek et al. beobachtete vermehrte
Aktivitat der CaMKIl bei SBAS entscheidend sein (151). So kdnnte die verstarkte
Phosphorylierung des RyR2 durch die CaMKIl zu einer erhdhten
Offnungswahrscheinlichkeit der Rezeptoren filhren und damit den Ausstrom der
Kalziumionen aus dem SR bedingen, welcher die intrazellulare Kalziumkonzentration
wahrend der Diastole erhoéht (97). Damit kdnnte dieser Pathomechanismus die
vermehrt beobachteten DADs bei Patienten mit SBAS erklaren (6, 56). Ebenso kénnte
bei SBAS die SERCAZ2a infolge ihrer CaMKIll-abh&ngigen Regulation vermehrt aktiviert
werden. Das wirde zu einer beschleunigten und Ubermé&Rigen Aufnahme der
Kalziumionen in den SR-Speicher fuhren, was wiederum die Entstehung eines
Kalziumlecks begunstigen kdnnte (95). Der spontane Austritt von Kalziumionen aus
dem SR kann in Form von vermehrten Kalziumsparks beobachtet werden (103). Als
Folge eines zytosolischen Kalziumiberschusses wéare eine gesteigerte Aktivierung
des NCX (trotz seiner physiologisch eher geringen Bedeutung) unter diesen
pathologischen Konditionen denkbar, was ebenfalls zu einem vermehrten Einstrom

von Natriumionen fuhren wirde (122). Dies ist ein elektrogener Prozess, welcher
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verzogerte Nachdepolarisationen und damit Arryhthmien verursachen kann (6). Somit
kann es weiterhin auch indrekt zu einer Zunahme fir die in dieser Arbeit beobachtete,
CaMKIll-abhangige Erhohung der intrazellularen Natriumkonzentration bei PTFE-
Mausen kommen. Ebenso starkt die in dieser Arbeit gezeigte Korrelation der Hohe der
intrazellularen  Natriumkonzentration mit der Anzahl der inspiratorischen
Flusslimitationen pro Stunde die Hypothese eines bedeutsamen Einflusses von
schlafbezogenen Atemstorungen auf die Pathogenese der kardialen Komorbiditaten.
Der Anstieg des Natriumgehalts in Abhangigkeit zur Schwere der
Atemwegsobstruktion bei den Mausen liefert dabei ahnliche Erkenntnisse wie die
Studien an humanen Kardiomyozyten. Auch bei diesen Forschungen fand sich eine
direkte Korrelation des Apnoe-Hypopnoe-Indexes mit den proarrhythmischen
Ereignissen wie vermehrten EADs und DADs (6). Zudem wurde festgestellt, dass die
Patienten mit steigendem AHI vermehrt an kardialen Pathologien wie Vorhofflimmern

oder einer Herzinsuffizienz litten (53, 54, 65).

Bei der Untersuchung des intrazellularen Natriumgehalts von Mausen mit einem
CaMKII® Knock-out konnte keine Differenz der Natriumkonzentration zwischen
Mausen mit und ohne PTFE-Behandlung festgestellt werden. Dabei lag der
gemessene Natriumgehalt bei allen Versuchsgruppen mit der genetischen Ablation
des Enzyms auf dem Niveau der gesunden Wildtyp Kontrolltiere und damit auch auf
dem Niveau der in der Literatur angegebenen  physiologischen
Natriumkonzentrationen (167). Ebenso war die positive Korrelation des intrazellularen
Natriumgehalts mit der Anzahl der inspiratorischen Flusslimitationen vollstandig
aufgehoben. Das deutet darauf hin, dass die CaMKIl eine Schlisselrolle in der
Erh6hung der intrazellularen Natriumkonzentration bei der Entwicklung von kardialen
Folgeerkrankungen im Rahmen einer obstruktiven SBAS spielt. Dies ist im Einklang
mit Untersuchungen, bei welchen eine signifikant erhdhte Aktivitat der CaMKII in
humanen Kardiomyozyten von SBAS Patienten entdeckt wurde (6). Durch eine
CaMKIl-Inhibition konnte dabei eine Verringerung der pathophysiologischen
Bedingungen wie zum Beispiel eine Verminderung des verzégerten Natriumeinstroms
sowie eine Reduktion des SR Kalziumlecks beobachtet werden, was einen deutlichen
Ruckgang der Inzidenz von EADs und DADs nach sich zog (6, 55). In anderen Studien
konnte im Zusammenhang mit vielen kardialen Erkrankungen eine erhéhte Expression
und Aktivitat der CaMKIl beobachtet werden (109, 113, 114, 122, 169, 170). Somit
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stimmt die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Bedeutung der CaMKIl unter
pathologischen Bedingungen mit dem aktuellen Wissenstand der Forschung Uberein,

womit auch die Funktionsfahigkeit des verwendeten Tiermodells weiter bekréftigt wird.

4.3.2 Die Bedeutung des Natriumkanals Navl.8 bei der Erhdhung der
intrazellularen Natriumkonzentration bei SBAS

Nach Zugabe des Navl1.8-Inhibitors PF-01247324 konnte bei Wildtyp Mausen nach
PTFE-Behandlung sowohl in atrialen als auch in ventrikularen Kardiomyozyten eine
signifikante Reduktion der intrazellularen Natriumkonzentration beobachtet werden,
wohingegen die Blockade keinen Einfluss auf den Natriumgehalt der Zellen von
gesunden Kontrolltieren zu haben scheint. Dieses Resultat deutet auf eine essentielle
Rolle des Nav1.8 im Herzen im Rahmen einer obstruktiven SBAS hin. Die Bedeutung
des neuronalen Natriumkanals ist jedoch ein kontrovers diskutiertes Thema. Einige
Autoren stellen in ihren Studien die Relevanz des Navl.8 infrage. So beobachteten
Casini et al. beispielsweise keine Konsequenzen einer Navl.8-Blockade in humanen
Kardiomyozyten (142). Dabei zeigten sich nach einer Inhibition des Natriumkanals
weder Auswirkungen auf den verzdgerten Natriumeinstrom noch auf die Dauer des
Aktionspotenzials. Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Studie nur eine sehr
geringe Expression des SCN10A-Gens nachgewiesen werden. Auch Stroud et al.
konnten in ihren Analysen weder eine nennenswerte Bedeutung des Navl.8 bzw.
dessen Blockade auf die kardialen Elektrophysiologie zeigen noch dessen Gibermafige
Expression in murinen Kardiomyozyten nachweisen (171). In diesem Kontext ist es
allerdings wichtig zu diskutieren, dass die Ergebnisse ausschlie3lich durch die
Untersuchung von Kardiomyozyten gesunder Probanden bzw. Tiere zustande kamen.
Unter physiologischen Konditionen scheint der Nav1.8 keinen nennenswerten Einfluss
auf die kardiale Funktion zu nehmen (171). Das andert sich jedoch unter
pathologischen Bedingungen. So konnte bereits in vielen tierexperimentellen Studien
aber auch im Rahmen von Forschungen an humanen Kardiomyozyten nachgewiesen
werden, dass der Natriumkanal Nav1.8 im Krankheitsgeschehen vermehrt exprimiert
wird und der verzogerte Natriumeinstrom signifikant erhoht ist, wohingegen die
Expression des Nav1.5 im Myokard unter pathologischen Konditionen vermindert ist
(6, 122, 172). Daneben zeigten Analysen eine Beteiligung des Navl.8 bei vielen
kardialen Erkrankungen in Kombination mit einer Erh6hung des verzogerten

Natriumeinstroms (122, 132, 145). Dadurch liegt die Schlussfolgerung nahe, dass der
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Nav1.8 einen wichtigen Einfluss auf den verzdgerten Natriumeinstrom und damit auf
die kardiale Pathophysiologie aufweist. Der Natriumkanal ist beispielsweise mit der
Induktion eines Vorhofflimmerns assoziiert (137, 143). Auch im Rahmen der
Herzinsuffizienz wurde eine vermehrte Expression des SCN10A-Gens nachgewiesen
(122, 147). Zudem scheinen viele Polymorphismen des SCN10A-Gens mit einer
Veranderung der Herzfrequenz und der Erh6hung des Arrhythmie-Risikos assoziiert
zu sein (140, 144). Durch eine Blockade des Nav1.8 konnte dabei in allen genannten
Studien der verzogerte Natriumeinstrom deutlich gesenkt werden (122, 136, 137, 145,
147). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine genetische Ablation des
Nav1.8 bei Mausen mit einer erhdhten CaMKII®-Aktivitat unter den Bedingungen einer
Herzinsuffizienz die murine Mortalitat signifikant senkt (147). Auch diese Erkenntnis
weist auf eine relevante Bedeutung des Natriumkanals in der Kkardialen
Pathophysiologie hin. So kénnte es durch den Knock-out zur Verminderung des
verzogerten Natriumeinstroms kommen, was wiederum eine Reduktion letaler
Arrhythmien und eine Verringerung des Pumpversagens zur Folge haben konnte und
dementsprechend die verminderte Sterblichkeit erklaren wirde (147).

Die Ergebnisse der Messungen in dieser Arbeit deuten ebenfalls darauf hin, dass der
neuronale Natriumkanal Nav1.8 im Rahmen der obstruktiven SBAS einen durchaus
nennenswerten Einfluss auf die kardiale Pathophysiologie aufweist. Sie bekraftigen
damit die Forschungsergebnisse von Bengel et al., welche eine hohe Beteiligung des
Navl.8 beim spaten Natriumeinstrom unter pathologischen Bedingungen in
Abhéngigkeit der CaMKII zeigten (147). Durch die deutliche Verringerung des
intrazellularen Natriumgehalts sowohl in atrialen wie auch in ventrikularen
Kardiomyozyten von Wildtyp Mausen nach PTFE-Behandlung kdnnte auch die
Inzidenz fur verschiedene kardiale Pathologien wie dem Vorhofflimmern und der
Herzinsuffizienz sinken, da es neben der Reduktion des verzdgerten Natriumeinstroms
zu einer geringeren Hemmung des Natrium/Kalzium-Austauschers und einer
Reduktion des diastolischen Kalziumlecks kommen kdénnte (122, 145). Dadurch wtrde
der intrazellulare Kalziumgehalt in einem weitaus geringeren Umfang ansteigen, was
das Risiko der Entstehung von frihen und spaten Nachdepolarisationen betrachtlich
senken wurde. Zudem konnten Lebek et al. kirzlich zeigen, dass die Expression des
Nav1.8 signifikant mit dem Ausmal einer schlafbezogenen Atemstérung korreliert und

sich dieser Zusammenhang auch auf die Hohe des verzdgerten Natriumeinstroms bei
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den Patienten mit SBAS auswirkt (132). Auch mit diesen Erkenntnissen werden die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weiter unterstutzt.

Im Gegensatz zu den Wildtyp Mausen konnte bei PTFE-Mausen mit dem Knock-out
der CaMKIId keine Verédnderung der intrazellularen Natriumkonzentration nach
Inkubation mit PF-01247324 weder in atrialen noch in ventrikularen Kardiomyozyten
beobachtet werden. Nach Zugabe des Navl1.8-Inhibitors blieb der gemessene
Natriumgehalt auf dem Konzentrationsniveau aller untersuchten CaMKII3”- Mause
sowie der Kontrolltiere vom Wildtyp. Auch dieses Ergebnis kann man auf die
entscheidende Bedeutung der CaMKII in der kardialen Pathophysiologie zurtickfuhren
(95). Im Rahmen der SBAS wird das Enzym auf unterschiedlichen Wegen wie
beispielsweise der Autophosphorylierung oder der Oxidation verstarkt aktiviert (55).
Die in dieser Arbeit gemessene erhthte ROS-Produktion deutet darauf hin, dass vor
allem der oxidative Aktivierungsweg eine bedeutende Rolle in der CaMKII-Aktivierung
im Rahmen der obstruktiven SBAS spielen konnte. Das wiederum fuhrt zur vermehrten
Aktivierung von CaMKIl-gesteuerten lonenkanale, welche unter anderem fir die
Erh6éhung des verzdgerten Natriumeinstroms und des intrazellularen Natriumgehalts
verantwortlich sind (122, 145). Zu diesen Proteinen gehort auch der Navl1.8, dessen
CaMKII-Abh&angigkeit kirzlich gezeigt wurde (147). Die Beobachtungen decken sich
ebenfalls mit den Erkenntnissen von Bengel et al., dass Mause mit einer
Uberexpression der CaMKIl einen erhohten spaten Natriumeinstrom prasentieren,
welcher sowohl durch eine pharmakologische Blockade des Nav1.8 als auch durch
dessen genetische Ablation deutlich gesenkt werden konnte. Wurden die
Kardiomyozyten parallel zur Blockade des Nav1.8 zusétzlich mit dem CaMKII-Inhibitor
AIP inkubiert, konnte dagegen keine weitere Reduktion des spaten Natriumeinstroms
und weiterer pro-arrhythmogener Mechanismen nachgewiesen werden (147). Somit
scheint der Navl.8 einen erheblichen Einfluss auf die intrazellulare
Natriumkonzentration unter pathologischen Bedingungen zu haben, wobei sich die
Bedeutung dieses Natriumkanals in Abhangigkeit der CaMKII-Aktivitat zu &ul3ern

scheint.
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4.4 Verlangerung der Relaxationszeit in atrialen Kardiomyozyten von
SBAS-Mausen

Die Aufnahme der Relaxationszeit erfolgte parallel zur Detektion der intrazellularen
Natriumkonzentration. Dadurch konnte die Zeitdauer der diastolischen Entspannung
und auch die Wirkung einer Nav1.8-Blockade auf diese Phase in den Kardiomyozyten
von PTFE-Mausen mit den Messungen bei den Kontrolltieren verglichen werden. In
der vorliegenden Arbeit konnte dabei eine signifikant verlangerte Relaxationszeit in
atrialen Kardiomyozyten bei PTFE-M&usen mit einer intakten CaMKIId (Wildtyp) im
Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden. Die Verlangerung des
Kontraktionszyklus der Kardiomyozyten im Rahmen der schlafbezogenen
Atemstorung steht im Einklang mit der gemessenen erhdhten Natriumkonzentration.
Auch in vorangegangenen tierexperimentellen Studien konnte eine Verlangerung der
Relaxationszeit mit der Erhdhung der intrazellularen Natriumkonzentration assoziiert
werden (173). Einen Erklarungsansatz konnte erneut die Verschiebung des
intrazellularen lonenhaushalt liefern. Die gesteigerte Natriumkonzentration muss am
Ende der Systole wieder aus der Zelle eliminiert werden. Diese Aufgabe Gibernehmen
verschiedene Proteine wie zum Beispiel die Natrium/Kalium-ATPase oder ATP-
abhangige Natriumtransporter (70). Die Normalisierung des intrazellularen
Natriumgehalts konnte jedoch aufgrund der erhdhten lonenmenge mehr Zeit in
Anspruch nehmen (174). Deshalb geht das Membranpotenzial nach der initialen
Depolarisation langsamer als bei der physiologischen Repolarisation zurtick auf das
Ruhemembranpotenzial, woraus eine verlangerte diastolische Relaxation resultieren
konnte (174, 175). Wie bereits beschrieben kann es durch die UbermaRige Aktivitat
der CaMKIl zur vermehrten diastolischen Offenwahrscheinlichkeit des
Ryanodinrezeptors Typ 2 und somit zur Entstehung eines relevanten Kalziumlecks
kommen (93, 97). Auch eine erhdhte diastolische Kalziumkonzentration kdnnte in
Form der detektierten verlangerten Relaxationszeit in Erscheinung treten. Die erhdhte
intrazellulare Natriumkonzentration konnte zudem die Aktivitat des NCX mindern und
folglich ebenfalls den Export von Kalziumionen erschweren, was ebenfalls zur
verlangerten Relaxationsdauer der Kardiomyozyten beitragen konnte (122, 174, 175).
Die Tatsache, dass die Verlangerung der Relaxationszeit ausschlie3lich in atrialen und
nicht in ventrikularen Kardiomyozyten beobachtet wurde, kann méglicherweise durch

Unterschiede in der Expression des Nav1.8 als wichtige pathologische Natriumkanal-
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Isoform erklart werden. Dabei wurde gezeigt, dass dieser Natriumkanal deutlich

starker in atrialen Zellen exprimiert wird (138).

Bei CaMKII&’- Mausen konnte im Gegensatz zu den Analysen bei Wildtyp Tieren
keine Verlangerung der Relaxationsdauer nach PTFE-Injektion beobachtet werden.
Stattdessen wiesen sowohl die atrialen als auch die ventrikulare Kardiomyozyten von
CaMKII® Knock-out Mausen mit einer obstruktiven SBAS und ebenso die Zellen von
CaMKIId"- Kontrolltieren ohne Intervention eine ahnliche Relaxationszeit auf wie sie
bei den gesunden Kardiomyozyten von Wildtyp M&ausen ohne Intervention gemessen
wurde. Auch diese Beobachtung lasst sich mit dem fehlenden Einfluss der CaMKIId
aufgrund des Knock-outs erklaren. Da durch deren Abwesenheit trotz der
Bedingungen einer obstruktiven SBAS keine CaMKIl-abhangige Erhdéhung der
intrazellularen  Kalziumkonzentration zustande kommt, ist der diastolische
Kalziumgehalt bei allen M&usen mit der genetischen Ablation des Enzyms vergleichbar
mit dem der gesunden Wildtyp Mause (55, 93, 97). Auch aufgrund der fehlenden
CaMKIlId-abhéngigen Erhohung der zellularen Natriumkonzentration durch einen
pathologisch gesteigerten verzogerten Natriumeinstrom erfolgt keine natriumbedingte
Verlangerung des Aktionspotenzials (120, 123, 124). Somit kommt es auch nicht zu
einer verzogerten Kalziumeliminierung und die Relaxation prasentiert sich aufgrund
eines nicht vorhandenen Kalziumiberschusses mit einer normalen Zeitdauer. Erst
kirzlich konnte gezeigt werden, dass es bei Patienten mit SBAS zu einer gesteigerten
Expression des neuronalen Natriumkanals Nav1.8 kommt (132). Zudem beobachtete
man bei Patienten mit SBAS einen verstarkten spaten Natriumstrom, der durch
spezifische Inhibition des Natriumkanals Navl1l.8 mit PF-01247324 komplett
normalisiert werden konnte (6, 132). Diese Daten legen nahe, dass der Natriumkanal
Nav1.8 wesentlich fur die erhohte zellulare Natriumkonzentration bei SBAS ist und so
uber die oben beschriebenen Mechanismen eine Verlangerung der Relaxationszeit in
atrialen Kardiomyozyten bewirkt (6). Entsprechend liel sich diese Verlangerung durch
spezifische Inhibition mit PF-01247324 normalisieren. Da erst kurzlich CaMKII-
abhangige mit Navl1.8-abhéngigen Signalwegen eng in Verbindung gebracht wurden
(147), ist es ersichtlich warum die pathologischen Befunde bei PTFE-Mausen mit
SBAS sowohl durch Knock-out der CaMKII® als auch durch Inhibition des Nav1.8
verbessert werden konnten. Zusammenfassend wurde somit in Ubereinstimmung mit

den aktuellen Forschungen auch in dieser Arbeit die Bedeutung des Nav1.8 im
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kardialen Exzitations-Kontraktions-Zyklus unter pathologischen Bedingungen
dargestellt (132, 147).
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4.5 Limitationen des SBAS-Modell und der Messungen

Abschlielend mochte ich auf die Limitationen des in dieser Arbeit verwendeten
Mausmodells und der Messtechniken eingehen. Die auf der Basis dieses Mausmodells
entstandenen Erkenntnisse liefern wichtige Einblicke in die méglichen Ursachen der
ubermaligen  CaMKII-Aktivitat und  die  Dysregulation der  kardialen
Natriumhomdostase bei SBAS in Abwesenheit potenziell beeinflussender
Erkrankungen. Jedoch fanden alle durchgefiihrten Experimente an isolierten
Kardiomyozyten statt. Um weitere Rickschlisse auf den Pathomechanismus der
kardialen Erkrankungen ziehen zu kénnen, misste man die in vitro-Experimente mit in
vivo-Modellen ergénzen. Des Weiteren wurden in die Versuche ausschlief3lich
mannliche Tiere eingeschlossen. In vorangegangenen Studien konnte jedoch gezeigt
werden, dass es aufgrund des geschlechtsspezifischen Hormonstatus zu
unterschiedlichen Auspragungen der Folgen einer Schlafapnoe kommen kann (35,
36). Somit besteht die Mdoglichkeit einer geschlechtsbezogenen Verzerrung der
Messergebnisse.

Wahrend die Messungen bei den Stimulationsfrequenzen von 1, 2 und 4 Hz
durchgefiihrt wurden, spiegelt das zwar in etwa die physiologische humane, nicht
jedoch die murine Herzfrequenz wider, welche in etwa einer Stimulationsfrequenz um
7 Hz entspricht (176). Da die Natriumdaten bei allen gemessenen
Stimulationsfrequenzen in Kardiomyozyten von PTFE-M&usen im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant erhéht war, kann man davon ausgehen, dass dieser
Unterschied auch bei héheren Stimulationsfrequenzen besteht. Die Beobachtungen
der verlangerten Relaxationszeit dagegen wurden technisch bedingt nur bei einer
Feldstimulation mit einer Frequenz von 1 Hz untersucht. Zudem gilt der in dieser Arbeit
verwendete  Navl.8-Inhibitor PF-01247324 zwar bei den verwendeten
Konzentrationen von 1 pmol/l aufgrund seiner hohen Selektivitat und Bioverfligbarkeit
im Vergleich zu anderen Nav1.8-Inibitoren als sehr gut (136, 146), dennoch besteht
wie bei allen lonenkanal-Inhibitoren die Mdoglichkeit einer bisher unbekannten

Interaktion mit weiteren zellularen Strukturen.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Anhand unseres Mausmodells konnte gezeigt werden, dass obstruktive SBAS im
Zusammenhang mit einer erhéhten Anwesenheit an ROS als mdgliche Ursache einer
Ubermafiigen CaMKIl-Aktivierung steht. Des Weiteren konnte eine Verbindung
zwischen der schlafbezogenen Atemstorung und einer CaMKIl-abhangig erhdhten
intrazellularen Natriumkonzentration festgestellt werden. Auch wenn diese Hypothese
bereits von anderen Autoren geaul3ert wurde, war es bislang nicht mdglich, den
intrazellularen Natriumhaushalt gezielt in Abhangigkeit von der schlafbezogenen
Atemstérung und in Abwesenheit jeglicher Komorbiditaten zu analysieren. Die
Ergebnisse wiederum bekréaftigen die von vielen Autoren geauRerten Uberlegungen
hinsichtlich der Pathogenese von Arrhythmien im Zusammenhang mit SBAS, wobei
die Aktivitat der CaMKII eine tUberaus bedeutsame Rolle zu spielen scheint (6, 55). Zur
Behandlung der kardialen Erkrankungen ist eine generelle Hemmung samtlicher
Isoformen der CaMKIl jedoch nicht tragbar, da dieses Enzym an vielen essentiellen
physiologischen Signalwegen wie beispielsweise an Lernprozessen zentral beteiligt ist
(91). Deshalb wurde kirzlich von Lebek et al. eine CRISPR-Cas9 Gen-Editing
Strategie entwickelt, mithilfe derer man gezielt die oxidative Aktivierungsstelle der
CaMKIId in vivo ausschalten kann. Durch Nutzung eines Troponin T-Promoters wurde
ausschlieBlich die CaMKIId in Kardiomyozyten modifiziert, was das Risiko potenzieller

Nebenwirkungen reduziert (177).

Ein anderer potenzieller therapeutischer Ansatz ist die Inhibition des Navl.8. In
Anlehnung an die Forschung von Macri et al. sind allerdings weitere Studien
hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen SCN10A-Varianten sowie deren
verstarkter Expression und dem verzdgerten Natriumeinstrom notwendig (133). Die
Wirkung einer Nav1.8-Inhibition auf den Natriumhaushalt in isolierten Kardiomyozyten
von Patienten mit einer obstruktiven Schlafapnoe scheint unter Berlcksichtigung der
Resultate dieser Arbeit dabei auf3erst vielversprechend zu sein. Somit kdonnte die
selektive Blockade des Natriumkanals durch die Verifizierung der Erkenntnisse aus
dieser Arbeit in weiteren Untersuchungen auch an humanen Proben und in klinischen
Studien in Zukunft einen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung von SBAS-
verbundenen kardiovaskularen Komorbiditdten darstellen. Der grof3e Vorteil von PF-
01247324 im Vergleich zu anderen Navl.8-Inhibitoren ist die hohe orale
Bioverfugbarkeit, was diese Substanz fur den klinischen Alltag potenziell interessant
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erscheinen lasst. Der verwendete Navl.8-Inhibitor muss allerdings auch kritisch
betrachtet werden. In Studien Uber die Wirkungsweise der Substanz zeigte sich, dass
die chemische Verbindung die Blut-Hirn-Schranke leicht passieren kann (146). Zwar
wiesen die Ratten in diesem Versuch keine neurologischen Auffalligkeiten auf,
dennoch ist eine Untersuchung dieser leichtgédngigen Passage mit allen
Konsequenzen obligat. Um eine mogliche Wirkung des Nav1.8-Inhibitors abseits
seiner Natriumkanal-Isoform zu untersuchen, kénnte man die durchgefuhrten
Experimente an Mausen mit einer genetischen Ablation des Nav1.8 wiederholen und

die Daten mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichen.

In auf der Methodik des Mausmodells aufbauenden Studien kdnnte man zudem die
plethysmographischen Messungen erweitern. So waren haufigere Messungen der
murinen Atemaktivitat in kontinuierlichen Abstdnden sinnvoll, um die Tiere an die
anfangs fremde Schlafumgebung Zu gewdhnen. Auch koénnten
elektrokardiographische  Untersuchungen und Messungen der arteriellen
Sauerstoffkonzentration in der murinen Schlafphase sehr aufschlussreich sein. Des
Weiteren konnte man die Hypothese einer Erhéhung der intrazellularen
Natriumkonzentration durch einen gesteigerten verzogerten Natriumeinstrom mithilfe
von Patch-clamp-Analysen untermauern. Dies wurde bereits in humanen Proben von
Patienten mit SBAS gezeigt, jedoch noch nicht in SBAS-Mausen in Abwesenheit von
potenziellen Storvariablen (6). Dabei wéare es aufRerdem mdglich, die isolierten
Kardiomyozyten der PTFE-Mé&ause hinsichtlich spontan auftretenden
Membranpotenzialveranderungen zu untersuchen. Ferner konnte der Ursprung der in
dieser Arbeit beobachteten vermehrten ROS-Produktion analysiert werden, da die
ROS nicht nur die Pathogenese kardialer Erkrankungen fordern, sondern auch einen
erheblichen Einfluss auf andere bedeutende Signalwege auf zellularer Ebene nehmen.
Zudem ware die Analyse der Expression und Aktivitat vieler unterschiedlicher Proteine
wie dem Nav1l.8, dem NCX, der oxidierten Form der CaMKIl und des RyR2 in
Kardiomyozyten von Mausen mit SBAS im Vergleich zu Kontrolltieren fur weitere
Schlussfolgerungen hilfreich. Dartber hinaus kénnte man durch eine PTFE-Injektion
die Zunahme des Zungendiameters auch an anderen Tierarten wie zum Beispiel
Schweinen erwagen, da deren Physiologie mit dem humanen Stoffwechsel wesentlich
vergleichbarer ist als die physiologischen Eigenschaften der Nagetiere (178). Da aus

einigen Studien ein geschlechtsspezifischer Unterschied abgeleitet werden konnte
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(35, 36), ware es auch interessant, weibliche Versuchstiere in zukiinftige Forschungen
zu inkludieren. FUr weitere Schlisse in Bezug auf die Korrelation zwischen der
Schwere der Atemstorung und der Erh6hung des intrazellularen Natriumgehalts wére
es weiterhin hilfreich, humane Kardiomyozyten von Patienten mit einer obstruktiven
Schlafapnoe in Abhangigkeit von dem vorab gemessenen AHI hinsichtlich der
intrazellularen Natriumkonzentration zu untersuchen. Hierbei misste jedoch unter

anderem das Einwirken moéglicher Komorbiditaten beachtet werden.
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5. Zusammenfassung

Schlafbezogene  Atemstérungen  (SBAS) sind eine  weit  verbreitete
Erkrankungsgruppe, welche aufgrund potenzieller Komorbiditaten wie dem
Vorhofflimmern und der Herzinsuffizienz eine &uf3erst hohe soziodkonomische
Bedeutung aufweisen. Vor allem die Kalzium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase 115
(CaMKIlI6), ein Schlusselenzym in der kardialen Pathophysiologie, scheint dabei tber
unterschiedlichste Mechanismen vermehrt aktiviert zu werden und zur Pathogenese
der kardialen Komorbiditaten entscheidend beizutragen. Zur Entwicklung neuer
therapeutischer Moglichkeiten ist das Verstandnis der zugrundeliegenden
Pathomechanismen von essentieller Bedeutung. In meiner Arbeit habe ich mich
mithilfe eines neuartigen SBAS-Mausmodells neben der Detektion reaktiver
Sauerstoffspezies auf die CaMKIl§-abhangige Regulation des kardialen
Natriumhaushalts und dabei insbesondere die Rolle des neuronalen Natriumkanals
Nav1.8 konzentriert.

Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte ich eine vermehrte Anwesenheit und
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies nachweisen, welche sowohl in den
Mitochondrien als auch im Zytoplasma von atrialen und ventrikularen Zellen der Mause
mit einer schlafbezogenen Atemstérung imponierte. Zudem zeigte sich bei den Tieren
im Vergleich zu den gesunden Kontrollmausen sowohl in atrialen als auch in
ventrikularen Kardiomyozyten eine deutlich erhohte intrazellulare
Natriumkonzentration, welche mit der Schwere der Atemwegsobstruktion korrelierte.
Des Weiteren konnte in atrialen Kardiomyozyten eine signifikante Verlangerung der
diastolischen Relaxationszeit nach der Sarkomerverkirzung beobachtet werden.
Unter Zugabe des selektiven Nav1.8-Inhibitors PF-01247324 wurde der erhohte
Natriumgehalt und die verlangerte Relaxationsdauer normalisiert. Eine genetische
Ablation der CaMKII§ verhinderte bei Mausen mit der schlafbezogenen Atemstérung
sowohl einen Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration, eine Korrelation der
Daten mit der Schwere ihrer Atemstérung als auch eine Verédnderung unter Nav1.8-
Blockade. Unter Bertcksichtigung der gesteigerten reaktiven Sauerstoffspezies bei
SBAS-Mausen ist die CaMKII§-Abhangigkeit am besten durch eine oxidative
Aktivierung dieses Enzyms zu erklaren. Damit stellen die CaMKII§ und der Nav1.8
potenzielle therapeutische Ansatzpunkte fur die zukiinftige Behandlung von Patienten
mit SBAS und kardiovaskuléaren Erkrankungen dar.
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7.1 Abklrzungsverzeichnis
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CaMKIId

CaMKII5™"

Cl

CPAP

DAD

ddH20
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EAD

EGTA

F/Fo

HEPES

IFL

K+

KG

Adenosindiphosphat

Apnoe-Hypopnoe-Index

Acetoxymethylester

Adenosintriphosphat

bovine calf serum

Kalziumion

Kalzium/Calmodulin-Komplex
Kalzium/Calmodulin-abhangige Kinase 116

CaMKIlId Knock-out

Chlorid-lon

continous positive airway pressure

verzogerte Nachdepolarisation (eng. delayed afterdepolarisation)
zweifach destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid

frihe Nachdepolarisation (eng. early afterdepolarisation)
Ethylendioxy-bis-(ethylennitrilo)-tetraessigsaure
Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat bei zwei Wellenlangen
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
inspiratorische Flusslimitation

Kaliumion

Korpergewicht
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Met Methionin

Mg?* Magnesium-lon

MRNA messenger Ribonukleinséaure

Na* Natriumion

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Nav spannungsgesteuerter Natriumkanal
NCX Natrium/Kalzium-Austauscher

NOX NADPH-Oxidase

OSAS obstruktives Schlafapnoe-Syndrom
PLB Phospholamban

p-Wert Signifikanzniveau

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
ROS reaktive Sauerstoffspezies

RyR2 Ryanodin-Rezeptor 2

SBAS schlafbezogene Atemstérung

SBFI sodium-binding benzofuran isophthalat
SEM Standardfehler des Mittelwerts

Ser Serin

SERCA2a kardiale sarkoplasmatische Kalzium-ATPase
SR sarkoplasmatisches Retikulum

Thr Threonin

TRIS-Base Trishydroxymethylaminomethan-Base
Veh Vehikel
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VEK Kardiomyozyt des Ventrikels
VH Kardiomyozyt des Vorhofs
WT Wildtyp-Variante der CaMKII1d

136



7. Anhang

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 - Partielle bzw. vollstandige Verlegung der Atemwege bei Hypopnoe und
Apnoe. Modifiziert NACH (28). ... .cccc e e 9

Abbildung 2 - Aufbau eines SarkOMEersS ..........ccovviiiiiiiiiie e 15

Abbildung 3 - Elektromechanische Kopplung in Herzmuskelzellen. Modifiziert nach

(73 ettt ettt e, 17
Abbildung 4 - Generierung von reaktiven SauerstoffSpezies..........cccccvvvvvriiiiiinennnn. 19
Abbildung 5 - Struktur eines CaMKII-Monomers. Maodifiziert nach (93) .................... 20
Abbildung 6 - Ringstruktur der CaMKII. Modifiziert nach (93)......ccccceeevvvviiiiiiineneenn. 21

Abbildung 7 - Aktivierung der CaMKIl durch Kalzium/Calmodulin-Bindung. Modifiziert
NACKN (93) it 22

Abbildung 8 — Kalzium/Calmodulin-unabhangige Aktivierung der CaMKII. Modifiziert

L F= 1ol I (S USRI 24
Abbildung 9 - Auswirkungen einer erhdhten CaMKII-Aktivierung (95)..............oee.... 28
Abbildung 10 - Strukturformel von PTFE (©Sigma Aldrich) ............cccco 33
Abbildung 11 - Fixierung und Uberwachung der Vitalparameter ...............cccccceueen... 34
Abbildung 12 - Mobilisierung der ZUNQE .........cccovveiuiiiiiiee e 34
Abbildung 13 - Injektion eines PTFE-Depots am ventralen Zungengrund................ 35

Abbildung 14 - Sonographische Messung und Vergleich des sagittalen
ZUNgendurchmMESSEIS (151)...uuuuuuiiii e e e e e e e e 36

Abbildung 15 - Aufbau der Plethysmographie-Vorrichtung (Buxco-Setup)............... 37

Abbildung 16 - Schematische Darstellung der Langendorff-Perfusionsanlage.
MOdIfiZIErt NACH (154) ...coi i 40

Abbildung 17 - Schematischer Aufbau des Konfokalmikroskops (Zeiss LSM 700).
Modifiziert nach (155). Bildquelle: Carl Zeiss..........ccoouiiiiiiiiiiiiiii e, 44

Abbildung 18 - Relative Absorption/Emission von CellRox™ Orange (Tabellenwerte
von Thermofisher Fluorescence Spectralviewer (156)) ..., 46

137



7. Anhang

Abbildung 19 - Relative Absorption/Emission von MitoSox™ Red (Tabellenwerte von

Thermofisher Fluorescence Spectralviewer (156)) .........ceeveieeeiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiinnn 46
Abbildung 20 - Schematischer Aufbau des Epifluoreszenzmikroskops .................... 48

Abbildung 21 - Strukturformel SBFI-AM (©Thermo Fisher Scientific) und Beladung
eines Kardiomyozyt. Modifiziert Nach (158) ........cccoeieiiiiiiiiiiiiiie e, 50

Abbildung 22 - Relative Absorption/Emission von SBFI in Abhangigkeit zur

Natriumbindung (Tabellenwerte von Thermofisher Fluorescence Spectraviewer (156))

Abbildung 23 - Abhangigkeit der SBFI-Fluoreszenz von der Natriumkonzentration und

der Wellenlange (©Thermofisher Scientific) ...........cccoovvviiiiiiiii e, 53
Abbildung 24 - Strukturformel PF-01247324 (146) .......ccoooeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 55
Abbildung 25 - Messung des Fluoreszenzsignals bei verschiedenen
StMUIALIONSTIEQUENZEN ... . e e e e e aeanes 56
Abbildung 26 - Messprotokoll 1 UNd 2 ........cccooeiiiiiiiie e 57
Abbildung 27 - Analyse der KontraktionSKurve ... 58
Abbildung 28 - KalibrierungSmeESSUNG ......ccooeiieieieeeeeeeeee e 61

Abbildung 29 - Originalregistrierung einer inspiratorischen Flusslimitation (IFL) ...... 64
Abbildung 30 - Frequenz der inspiratorischen Flusslimitationen pro Stunde............. 65
Abbildung 31 - Zunahme des Korpergewichts nach 8 Wochen ............................ 66

Abbildung 32 - Korpergewicht (g) normalisiert auf die Tibialange (mm) der jeweiligen

Abbildung 33 - Originalregistrierung einer Messung von reaktiven Sauerstoffspezies in
1YY (o Tod T T [ =T o 68

Abbildung 34 - Fluoreszenzanstieg bei den Messungen der mitochondrialen
Sauerstoffradikale Gber 10 MINUIEN........ccooiiiiiiiii e e e 69

Abbildung 35 - Fluoreszenzanstieg der Messungen von mitochondrialen ROS nach 10
YT LU (= o TSR 70

Abbildung 36 - Anstieg der Fluoreszenzintensitat von MitoSox™ Red pro Minute in

atrialen und ventrikularen KardiomyOzZyten.............uuuueuuiiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienineninnnns 71

138



7. Anhang

Abbildung 37 - Originalregistrierung einer Messung von reaktiven Sauerstoffspezies

74 Y/ (o] o] F= T 1 4 - SRRSO 72
Abbildung 38 - Fluoreszenzanstieg bei den Messungen der zellularen
Sauerstoffradikale Uber 10 MINUIEN ...........uuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 73

Abbildung 39 - Fluoreszenzanstieg der Messungen von zellularen ROS nach 10
AV LT (T o PP 74

Abbildung 40 - Anstieg der Fluoreszenzintensitét von CellRox™ Orange pro Minute in
atrialen und ventrikularen KardiomyOzyten..............uuueuueiiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinens 75

Abbildung 41 - Originalregistrierungen der epifluoreszenzmikroskopischen Messungen

Abbildung 42 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII5"-
Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von L1 Hz...........ccccoiiiiiiiiiieeeee 78

Abbildung 43 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&7/--

Mausen bei einer Stimulationsfrequenz VON L Hz............coooiiiiiiiiiiicce e, 79

Abbildung 44 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKIId /-
Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von 2 Hz...........cccccciiiiiiiiiiiieeeee 80

Abbildung 45 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII3"-

Mausen bei einer Stimulationsfrequenz VON 2 Hz............ccoooviiiiiiiiiiiiecee e, 81

Abbildung 46 - SBFI-Ratio in atrialen Kardiomyozyten von WT- und CaMKIId /-
Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von 4 Hz............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 82

Abbildung 47 - SBFI-Ratio in ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/--

Mausen bei einer Stimulationsfrequenz VON 4 Hz.............cooovviiiiiii e, 83

Abbildung 48 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-
Ratio in atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- Mausen

bei einer StimulationsfrequUeNz VON 1 HZ ..........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 84

Abbildung 49 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-
Ratio in atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- Mausen

bei einer StimulationsfrequUENZ VON 2 HZ ..........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 85

139



7. Anhang

Abbildung 50 - Korrelation der inspiratorischen Flusslimitationen (/h) mit der SBFI-
Ratio in atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten von WT- und CaMKII&/- Mausen

bei einer StimulationsfrequUENZz VON 4 HZ ..........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 86
Abbildung 51 - Originalregistrierung einer Kalibrierungsmessung...............cccceeeen. 87

Abbildung 52 - Eichgeraden zur Umrechnung der SBFI-Ratio in eine

NAIUMKONZENITATION ..o e e 88

Abbildung 53 - Natriumkonzentration in atrialen Kardiomyozyten in Abhangigkeit zur

SUMUIALIONSTIEQUENZ ...t 89

Abbildung 54 - Natriumkonzentration in ventrikularen Kardiomyozyten in Abhangigkeit

ZUr StiMUIAtioNSTIEQUENZ ... e e e e aaanns 89
Abbildung 55 - Originalregistrierungen der Messungen der Relaxationszeiten ........ 90

Abbildung 56 - Relaxationszeit von atrialen Kardiomyozyten bei WT- und CaMKIId /-

Mausen bei einer Stimulationsfrequenz VoOn L Hz............coooiiiiiiiiiiiieeee e, 91

Abbildung 57 - Relaxationszeit von ventrikularen Kardiomyozyten bei WT- und

CaMKII® /- Mausen bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz..............uvvviiiiiiiiinnnnnee 92

140



7. Anhang

7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 — Isolationstyrode, ddH20 = zweifach destilliertes Wasser ....................... 40
Tabelle 2 — ENZYMIOSUNQ .......uvuuiiiiee et e e e e e e e e e e e e e eeanannas 41
Tabelle 3 - StOPPIOSUNG L....cooeeiiiiiii e e e e e e e e eaaa s 41
Tabelle 4 - Kalzium Aufbauldsung ... 42
Tabelle 5 - StOPPIOSUNG 2. 42
Tabelle 6 — NOrmMaltyrode ...........uiiii i 54
Tabelle 7 - Beladungslosung SBFI-AM.........uiiii i 54
Tabelle 8 - Beladungslosung PF-01247324.........cccoooeeiiiiiiee e 55
Tabelle 9 - Natriumhaltige Kalibrierungslosung ..., 59
Tabelle 10 - Kaliumhaltige Kalibrierungslosung..........ccooooeeeiii 59
Tabelle 11 - Pipettierschema der Kalibrierungslosungen .............ccccceeeveeeeeeeeeiinnnnnnn. 60

141



7. Anhang

7.4 Danksagung

Zunachst mochte ich mich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Stefan Wagner bedanken,
der mir dieses Uberaus spannende Dissertationsthema Uberlassen hat und mir so die
Moglichkeit gegeben hat, Teil des experimentellen kardiologischen Forschungsteams
zu werden. Durch die Tatigkeit im Labor und seine exzellente Betreuung wurde ich
schnell von der Wissenschaft rund um die CaMKII und der kardiologischen Forschung
im Allgemeinen begeistert. Ganz besonders moéchte ich mich auch bei meinen beiden
Betreuern Prof. Dr. Simon Lebek und Dr. Philipp Hegner bedanken, die mir stets
unermudlich und engagiert zur Seite standen und mich bei der Planung sowie
Durchfihrung der Experimente, der Datenauswertung und der schriftlichen
Verfassung dieser Dissertation unterstitzten.

Zudem gilt mein Dank allen Mitgliedern des kardiologischen Forschungsteams fur die
grol3e Unterstlitzung. Dabei mochte ich vor allem Frau Dr. Maria Baier, Frau Andrea
Ochsenkiihn, Herrn Thomas Sowa und Herrn Sebastian Benkhoff erwahnen, die mir
mit ihren Ideen und technischen sowie praktischen Fahigkeiten eine grol3e Hilfe bei
der Umsetzung meiner Experimente waren. Aul3erdem mdochte ich mich bei meinen
Mitdoktoranden, insbesondere Benedikt Schaner, Anna-Lena Feder und Elisa
Schollmeier bedanken, die mich stets motivierten und durch die ich mich immer gerne

an die gemeinsame Zeit im Labor zurlckerinnern werde.

Schlie3lich mdchte ich mich auch ganz besonders bei meinen Eltern und meinen
Geschwistern bedanken, die mich wahrend des gesamten Studiums begleiteten und

wéhrend der intensiven Forschungszeit enorm unterstiitzten und motivierten.

Mein herzlicher Dank gilt zudem dem Forschungsrat der Fakultat fur Medizin des
Universitatsklinikums Regensburg fur die Verleihung des Promotionsstipendiums

sowie meinen Mentoren Prof. Dr. Lars S. Maier und Prof. Dr. Michael Arzt.

Einige Ergebnisse wurden auf der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fur
Kardiologie 2022 in Mannheim als Postervortrag prasentiert. Zudem wurden Teile
dieser Dissertation in den Journals Antioxidants (Basel; 2023 Jan 29;12(2):315. doi:
10.3390/antiox12020315) und Frontiers of Pharmacology (Lausanne; 2024 Jun
20:15:1411822. doi: 10.3389/fphar.2024.1411822) vertffentlicht.



7. Anhang

7.5 Lebenslauf



7. Anhang



7. Anhang

7.6 Eidesstattliche Erklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus
anderen Quellen direkt oder indirekt tbernommenen Daten und Konzepte sind unter
Angabe der Quelle gekennzeichnet. Insbesondere habe ich nicht die entgeltliche Hilfe
von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere Personen)
in Anspruch genommen. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte
Leistungen fur Arbeit erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen. Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher

oder &hnlicher Form einer anderen Prufungsbehorde vorgelegt.

Die Anregung zur Durchfuhrung dieser Dissertation erfolgte durch Prof. Dr. Stefan
Wagner, der auch die Ausarbeitung tberwachte.

Floriam;ria Ofner




