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1 Einleitung

Bei Patienten mit hypertoniebedingter linksventrikulärer Hypertrophie und Herzinsuffizi-

enz findet man eine erhöhte Inzidenz des plötzlichen Herztodes. Knapp die Hälfte dieser

Patienten verstirbt plötzlich und unerwartet [Kannel et al. 1988], wobei man davon aus-

geht, dass hauptsächlich ventrikuläre oder – seltener – atriale Tachyarrhythmien die Aus-

löser des plötzlichen Herztodes sind [McLenachan et al. 1987, Kannel et al. 1988, Pye

und Cobbe 1992].

Es sind verschiedene Mechanismen denkbar, die solche Tachyarrhythmien im hypertro-

phierten linken Ventrikel begünstigen. Die genauen elektrophysiologischen Vorgänge sind

aber immer noch nicht vollständig aufgeklärt. Nach einem Herzinfarkt beispielsweise

könnten Reentry-Mechanismen zur Entstehung einer Tachyarrhythmie beitragen. Eine

weitere mögliche Ursache könnte eine gesteigerte Aktivität im Ventrikelmyokard sein –

im Sinne von Automatien durch ektope Schrittmacher [Messerli et al. 1984]. Bei in-vitro-

Experimenten an druckbelasteten Katzenherzen fand man eine gesteigerte ektope Aktivi-

tät in den hypertrophierten linken Ventrikeln [Tritthart et al. 1975].

Die Schrittmacheraktivität einer Zelle beruht auf ihrer Fähigkeit, spontan zu depolarisie-

ren. Im physiologischen Schrittmacher des Herzens, dem Sinusknoten, aber auch in den

Purkinjefasern des Ventrikels trägt der durch Hyperpolarisation aktivierte Einwärtsstrom

I f wesentlich zur spontanen diastolischen Depolarisation der Zellen bei, weshalb man die-

sen Strom auch als so genannten »Schrittmacherstrom« bezeichnet. Entgegen ursprüngli-

cher Annahmen konnte in elektrophysiologischen Untersuchungen an Herzen verschiede-

ner Tierspezies gezeigt werden, dass dieser Schrittmacherstrom auch außerhalb des Reiz-

leitungssystems in Ventrikelmyozyten messbar ist. Interessant ist dabei, dass das Schwel-

lenpotenzial zur Aktivierung vonI f einen Gradienten vom Sinusknoten (ca.−50 mV)

über die Purkinjefasern (ca.−80 mV) bis zum Ventrikelmyokard (ca.−110 mV) auf-

weist. Der Strom wird demnach im Ventrikelmyokard erst bei deutlich negativeren Poten-

zialen als im Sinusknoten aktiviert [Yu et al. 1995]. In derselben Reihenfolge vergrößert

sich auch der Abstand zwischen dem jeweiligen Aktivierungs- und Ruhepotenzial. Dies

könnte einen wichtigen Grund dafür darstellen, dass unter normalen Bedingungen der

Sinusknoten die Herzaktion führt.
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Ektope Automatien wiederum werden durch Abnormalitäten in der Repolarisationspha-

se des Herzens begünstigt [Tomaselli et al. 1994]. Einen wichtigen Beitrag liefert dabei

einerseits die Verminderung der Stromdichte des repolarisierenden AuswärtsstromsI to,

andererseits die Erhöhung des depolarisierenden EinwärtsstromsI f [Cerbai et al. 2001].

Der IonenstromI f konnte bis Ende der 90er Jahre nur elektrophysiologisch untersucht wer-

den. Die Aufklärung der Gensequenz sowie Struktur des entsprechenden stromtragenden

Ionenkanals gelang erst 1998 [Ludwig et al. 1998, Ludwig et al. 1999, Seifert et al. 1999].

I f wird durch die Hyperpolarisations-aktivierten Kationenkanäle HCN (hyperpolarization-

activated,cyclic nucleotide gated cation channel) 1 bis 4 gebildet. Im menschlichen Her-

zen ist HCN2 neben HCN4 die vorherrschende Isoform.

1.1 Physiologische und pathophysiologische Rolle

des Schrittmacherstroms I f am Herzen

Physiologischerweise übt der Sinusknoten die primäre Schrittmacherfunktion im mensch-

lichen Herzen aus. Dabei handelt es sich um spezialisierte Myozyten, die dadurch ge-

kennzeichnet sind, dass sie ein labiles Ruhepotenzial aufweisen. Es kommt so zu einer

spontanen Depolarisation, die in der Diastole erfolgt.

Welche Ionenströme für diese Spontandepolarisation verantwortlich sind, war trotz Ent-

deckung des Hyperpolarisations-aktivierten EinwärtsstromsI f in Purkinje-Zellen [DiFran-

cesco 1981] lange Zeit nicht abschließend geklärt. Man weiß aus elektrophysiologischen

Untersuchungen, dass an der Regulation des Herzschlages im Sinusknoten mehrere Ionen-

ströme bzw. Ionenkanäle beteiligt sind. Die drei wichtigsten sind wahrscheinlich:

• ein depolarisierender transienter Kalzium-Einwärtsstrom durch T-Typ-

Kalziumkanäle,

• der Acetylcholin-sensitive, auswärts gerichtete (repolarisierende) Kaliumstrom

IK(ACh),

• der SchrittmacherstromI f.

Die ersten Beschreibungen eines Hyperpolarisations-aktivierten Stroms stammen von No-

ma und Irisawa sowie von Brown et al. [Noma und Irisawa 1976, Brown et al. 1979].

Letztere gaben dem Strom den NamenI f. Das »f« steht dabei für »funny«, da der Ionen-

strom einige »komische« Eigenschaften besitzt. Inzwischen ist klar, dass dieser Strom
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eine wesentliche Rolle bei der Entstehung und Regulation der spontanen diastolischen

Depolarisation im Sinusknoten spielt.

I f konnte in Schrittmacherzellen von verschiedenen Säugetieren nachgewiesen werden,

z. B. in Meerschweinchen [Yu et al. 1993], Hunden [Yu et al. 1995] und Ratten [Cerbai

et al. 1994b, Cerbai et al. 1996], aber auch im menschlichen Myokard [Cerbai et al. 1997,

Porciatti et al. 1997, Hoppe und Beuckelmann 1998].

Dieser Einwärtsstrom weist einige physiologische Besonderheiten auf, die noch nicht voll-

ständig verstanden sind. Der SchrittmacherstromI f ist ein zeit- und spannungsabhängiger,

nichtselektiver, einwärts gerichteter Kationenstrom [DiFrancesco 1981]. Der Strom wird

durch Natrium- und Kaliumionen getragen. Typischerweise wird dieser Stromin-vitro

durch Zugabe von Cäsium zu isolierten Myozyten blockiert, nicht aber durch Barium [Di-

Francesco 1982]. Die Aktivierung des Ionenkanals erfolgt durch Hyperpolarisation, ab-

hängig vom Zelltyp bei einem Potenzial von etwa−60 bis−120 mV.

Eine weitere Eigenschaft des Kanals stellt die direkte Modulation durch zyklische Nukleo-

tide dar. Die entscheidende Funktion übernimmt dabei cAMP, das das Aktivierungspoten-

zial von I f um etwa 10 bis 15 mV in den positiveren Bereich verschiebt [DiFrancesco

und Tortora 1991, Ludwig et al. 1998]. Auch cGMP ist in der Lage, die Öffnung des

Kanals zu beeinflussen, allerdings nicht in dem Maße wie cAMP. Durch diese Potenzial-

verschiebung in Richtung des positiven Bereiches wird die Kinetik des Kationenkanals

dahingehend beeinflusst, dass eine frühere und schnellere Depolarisation stattfindet [Di-

Francesco und Tortora 1991]. Folglich können Neurotransmitter wie z. B. Adrenalin, die

intrazellulär cAMP freisetzen,I f dahingehend steuern, dass es schneller zu einem Ak-

tionspotenzial kommt, wodurch dann wiederum die Herzfrequenz erhöht wird [Brown

et al. 1979, Porciatti et al. 1997]. Analog wird durch die Verminderung der intrazellulären

cAMP-Konzentration der Herzschlag verlangsamt.

Obwohl I f elektrophysiologisch vergleichsweise gut erforscht ist, bestand lange Zeit Un-

klarheit darüber, wie der Ionenkanal auf molekularer Ebene aufgebaut ist. Erst durch die

Arbeit von Ludwig et al. konnte eine Proteinfamilie identifiziert werden, die alle Eigen-

schaften vonI f aufweist [Ludwig et al. 1998]. Allerdings wurde kontrovers diskutiert,

ob I f tatsächlich eine essentielle Rolle bei der Autonomie des Herzens zukommt oder

nicht [DiFrancesco 1995, Vassalle 1995]. Erst vor kurzem konnte zum einen nachgewie-

sen werden, dassI f in Myozyten in der Tat einer der wichtigsten Ströme ist, der die sponta-

ne diastolische Depolarisation einleitet; zum anderen fand die Arbeitsgruppe heraus, dass

die HCN-Isoformen 2 und 4 wie vermutet die molekulare Basis dieses Kationenstroms

darstellen [Er et al. 2003]. Für die Isoform 1 konnte dieser Zusammenhang für das Kanin-

chenherz gezeigt werden [Moroni et al. 2001].
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Abbildung 1.1:Schematische Struktur der humanen HCN-Kanäle [Robinson und Siegel-

baum 2003]

In Abbildung 1.1 ist die Struktur der HCN-Kanäle schematisch dargestellt. Die HCN-

Kanäle 1 bis 4 weisen – neben den gleichen elektrophysiologischen Eigenschaften wie

I f – strukturelle Gemeinsamkeiten auf. Alle Kanäle bestehen aus sechs transmembranö-

sen Domänen (S1-S6), wobei S4 positiv geladen und für die Spannungsabhängigkeit ver-

antwortlich ist. Zwischen den Regionen S5 und S6 befindet sich die Pore, durch die so-

wohl Natrium- als auch Kaliumionen ins Zellinnere geschleust werden. Kennzeichnendes

Merkmal ist hier die Aminosäuresequenz G-Y-G (Glycin, Tyrosin, Glycin), die in nahezu

allen Kaliumkanälen gefunden wird und die Selektivität der Pore für Kaliumionen deter-

miniert [Doyle et al. 1998]. Tatsächlich leiten HCN-Kanäle Kaliumionen etwa vierfach

besser als Natriumionen [Wollmuth und Hille 1992, Ho et al. 1994], allerdings eben nicht

ausschließlich. Daher muss man davon ausgehen, dass der Selektivitätsfilter des Kanals

etwas von seiner Funktion verloren hat. Biel et al. erklären dieses Phänomen dadurch,

dass nicht nur die Sequenz G-Y-G ausschlaggebend sei, sondern auch die Carbonylreste

dieser Aminosäuren, die bei streng kaliumspezifischen Kanälen durch aromatische Ami-

nosäuren in der Umgebung stabilisiert werden und so ein starres Gerüst bilden. Bei HCN-

Kanälen fehlen diese stabilisierenden Aminosäuren, so dass das G-Y-G-Gerüst weniger

starr ist und nun offensichtlich auch Natriumionen die Passage erlaubt [Biel et al. 1999].

Weiterhin existiert intrazellulär am Carboxyterminus eine CNB-Domäne (CNBD,Cyclic

NucleotideBinding Domain), an der die zyklischen Nukleotide, vor allem cAMP, ando-

cken und die Funktion modulieren können [Ludwig et al. 1998]. Innerhalb dieser Kanal-

familie finden sich Aminosäuresequenzen, die hoch konserviert sind. Dazu gehören außer
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Abbildung 1.2:Dendrogramm der humanen HCN-Kanäle (hHCN). Dargestellt ist die

phylogenetische Verwandtschaft, berechnet durch Vergleich der korres-

pondierenden Aminosäuresequenzen von Segment S1 bis zum Ende der

CNBD [Biel et al. 1999].

den transmembranösen Abschnitten S1–S6 auch die Porenregion und die CNB-Domäne.

An den Amino- und Carboxytermini hingegen unterscheiden sich die einzelnen Kanä-

le [Santoro und Tibbs 1999].

Seit einiger Zeit ist die Lokalisation des HCN2-Gens im menschlichen Chromosomensatz

bekannt. Vaccari et al. gelang es, das Gen in der Telomerregion des Chromosoms 19,

Bande p13.3 zu sequenzieren [Vaccari et al. 1999].

Ursprünglich wurde der hier untersuchte Kanal HAC1 (hyperpolarizationactivatedcation

channel) genannt [Ludwig et al. 1998], später wurde die Nomenklatur der Kanalfamilie

in HCN geändert [Clapham 1998, Biel et al. 1999].

Der in der Zwischenzeit ebenfalls klonierte Kanal HCN4 [Ludwig et al. 1999, Seifert

et al. 1999] kommt – wie HCN2 – im Gehirn und Herzen vor und ist im Kaninchenmyo-

kard für etwa 80 % der HCN-mRNA Expression verantwortlich [Shi et al. 1999, Moos-

mang et al. 2001]. In diesen Arbeiten konnte auch gezeigt werden, dass HCN1 entgegen

früherer Annahmen doch im Herzen exprimiert wird – allerdings in geringen Mengen,

die gerade über der Nachweisgrenze der in den erwähnten Arbeiten benutzten Methoden

liegen.

Bei der Herzinsuffizienz wird das Auftreten von ektopen Automatien durch das ver-

längerte Aktionspotenzial in der spontanen diastolischen Depolarisation begünstigt [To-

maselli et al. 1994]. Die elektrophysiologischen Grundlagen der ektopen Reizbildung

sind bislang noch nicht vollständig aufgeklärt, allerdings gibt es Hinweise darauf, dass

der Hyperpolarisations-aktivierte EinwärtsstromI f an der Entstehung beteiligt sein könn-

te [Escande et al. 1986]. Cerbai et al. konnten zeigen, dass bei 18 Monate alten spontan

hypertensiven Ratten im Vergleich zu jungen (2 Monate) ein deutlich höherer Einwärts-

strom messbar ist, der die gleichen elektrophysiologischen Merkmale wieI f aufweist [Cer-
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bai et al. 1994b]. Gleichzeitig weisen die Myozyten dieser Tiere ein verlängertes Aktions-

potenzial in der diastolischen Depolarisationsphase auf, was als Möglichkeit angesehen

wird, ektope Automatien zu begünstigen [Cerbai et al. 1994b]. Weiterhin konnte festge-

stellt werden, dassI f im Herzen von spontan hypertensiven Ratten im Vergleich zu normo-

tensiven Ratten erhöht ist [Cerbai et al. 1996]. Da die spontan hypertensiven Ratten als

Tiermodell für die Entstehung einer Herzinsuffizienz auf dem Boden einer Hypertonie an-

gesehen werden [Bing et al. 1995], liegt die Vermutung nahe, dassI f auch beim Menschen

im Rahmen der Herzinsuffizienz erhöht ist und somit zum plötzlichen Herztod durch Ta-

chyarrhythmien beitragen könnte. Neuere Erkenntnisse bestätigen diese Hypothese. Die

Stromdichte vonI f ist in insuffizienten gegenüber normalen Myozyten erhöht [Cerbai

et al. 2001]. Dabei scheint nicht das Ausmaß der Hypertrophie, sondern vielmehr die

Ätiologie der Herzinsuffizienz darüber zu entscheiden, wie stark die Stromdichte erhöht

ist.
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1.2 Hypothese und Ziele der Dissertation

1.2.1 Hypothese

Das stromtragende Kanalprotein des Hyperpolarisations-aktivierten Kationenkanals

HCN2 wird bei terminal insuffizienten menschlichen Herzen vermehrt exprimiert (und

kann die erhöhte Stromdichte vonI f erklären).

1.2.2 Ziele

Die Ziele der Arbeit sind

1. die Expression der HCN2-mRNA im menschlichen Herzen zu untersuchen,

2. die HCN2-mRNA Expression in terminal insuffizienten Herzen und nichtinsuffizi-

enten Kontrollherzen zu quantifizieren und zu vergleichen,

3. die Expression in fünf verschiedenen Regionen des Herzens (rechter und linker

Vorhof bzw. Ventrikel sowie Ventrikelseptum) quantitativ zu bestimmen und zu ver-

gleichen.

Die Auswahl von HCN2 lag darin begründet, dass dieser Kanal zum Zeitpunkt des De-

signs der Dissertation 1998 als einzige der bekannten Isoformen im Herzen exprimiert

wurde, wohingegen sowohl HCN1 als auch HCN3 lediglich im Gehirn nachgewiesen wer-

den konnten. Das Vorkommen von HCN4 im Herzen und besonders im Sinusknoten war

noch umstritten.



2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 RNA-Präparation nach der APGC-Methode

Die Gesamt-RNA des Herzgewebes wurde nach der APGC-Methode (Acid Phenol Gua-

nidinium Chloroform) isoliert [Chomczynski und Sacchi 1987].

Zunächst wurden 0,5 g myokardiales Gewebe in flüssigem Stickstoff zermörsert, dann

in Falcon-Gefäße in 5 ml kalter Lösung D aufgenommen und sofort polytronisiert

(3× 15 sec, je 30 sec Pause, Stufe 5). Es wurden nacheinander 0,5 ml 2 M Natriumacetat

(pH 4), 5 ml wassergesättigtes Phenol und 1 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzu-

gegeben. Nach jeder Zugabe wurde die Lösung für 1 min auf dem Vortexgerät gemischt.

Nach 15 min Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation (Beckman, J-6B) für 30 min

bei 5.000× g. Der wässrige Überstand wurde in neue Sarstedt-Röhrchen überführt, mit

gleichem Volumen eiskaltem Isopropanol versetzt und für 30 min bei−80 °C präzipi-

tiert. Die RNA wurde in einer Kühlzentrifuge (Beckman, J-6B) für 30 min bei 4 °C und

5.000× g pelletiert. Der Überstand wurde vorsichtig dekantiert und das RNA-Pellet in

1,5 ml Lösung D gelöst. Nach Zugabe von gleichem Volumen Isopropanol wurde die Sus-

pension über Nacht bei−80 °C gefällt. Es folgte eine 30-minütige Zentrifugation bei 4 °C

und 5.000× g in der Kühlzentrifuge. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und

10 min bei 7.500× g und 4 °C zentrifugiert. Die Proben wurden an der Luft getrocknet

und in definiertem Volumen Aqua ad iniectabilia aufgenommen. Die RNA-Konzentration

wurde photometrisch (260 nm) ermittelt und die Qualität auf einem 1%igen Agarosegel

überprüft.

2.1.2 Gelelektrophoretische Überprüfung der RNA

Die Überprüfung der Qualität der präparierten RNA erfolgte mittels Auftrennung der Pro-

ben in einem Agarosegel. Das Agarosegel hatte folgende Zusammensetzung: 1 % Agarose,
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1 × MOPS, 2 % säurefreies Formaldehyd, 0,0375 % Ethidiumbromid. Von der Gesamt-

RNA wurden 5µg auf 5µ l Volumen mit Aqua ad iniectabilia aufgefüllt, mit zweifachem

Volumen Denaturierungspuffer versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach Abküh-

lung wurde 1µ l Ladepuffer hinzugegeben. Anschließend wurden die RNA-Proben in die

Geltaschen überführt und horizontal bei 60 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele

wurden unter UV-Beleuchtung auf Polaroidfilm fotografiert. Diese Fotos erlaubten eine

Beurteilung der Qualität der Präparation und ließen Rückschlüsse auf Degradation und

Verunreinigungen zu.

2.1.3 Reverse Transkription

Die mRNA des linken Ventrikels wurde durch reverse Transkription in cDNA umgeschrie-

ben. Diese cDNA diente als Matrize für die nachfolgende PCR mit spezifischen Primern.

Dazu wurde die aus den Herzen extrahierte Gesamt-RNA (5µg) mit Oligo-dT (25-mer

bis 30-mer) versetzt und auf 12µ l mit Aqua ad iniectabilia aufgefüllt. Der Ansatz wurde

gemischt und 10 min bei 70 °C inkubiert. Anschließend kühlte der Ansatz auf 42 °C ab.

Es wurden 4µ l »first strand buffer«, 2µ l 0,1 M DTT, 1 µ l 10 mM dNTP-Mix sowie 1µ l

»Superscript II« zugegeben und erneut vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubationszeit

von 1 h bei 42 °C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 95 °C für 4 min gestoppt. Durch

Zugabe von 40µ l Aqua ad iniectabilia erfolgte eine Verdünnung von 1:3.

2.1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Aus dem Pool der Matrizen-cDNA wurden unter Verwendung spezifischer Primerpaare

DNA-Fragmente von HCN2 mit der Polymerasekettenreaktion nach Saiki enzymatisch

amplifiziert [Saiki et al. 1988].

Dazu wurde ein Ansatz von 50µ l pipettiert:
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Matrizen-cDNA 2 µ l

Primer-Oligonukleotid 1 20 pmol

Primer-Oligonukleotid 2 20 pmol

Desoxynukleotide 100 µM

10× PCR-Puffer 5 µ l

MgCl2 1,5 mM

DMSO 1 µ l

Aqua ad iniectabilia 35,5 µ l

Taq-Polymerase 0,5 µ l (5 U/µ l)

Als Primer wurden die folgenden Oligonukleotide verwendet:

• 5’-Region des HCN2:

– 309-HCN2 (5’):GCG TCA ACA AGT TCT CGC T

– 309-HCN2 (3’):GGA TGA TCT CCG TGT TGT CC

• Region Mitte:

– 222-HCN2 (5’):ACC AGG GCA AGA TGT TTG AC

– 222-HCN2 (3’):ACA TCT TCT TCC CGA TGG TG

Die jeweiligen 3’-Primer waren komplementär zu den Basen der entsprechenden HCN2-

Sequenz. Als Matrize diente die durch reverse Transkription wie oben beschrieben her-

gestellte cDNA. Der Reaktionsansatz wurde mit Paraffinöl überschichtet. Die PCR wur-

de nach einer fünfminütigen Denaturierungsphase bei 95 °C nach folgendem Zykluspro-

gramm durchgeführt:

Annealing 1 min 58 °C

Synthese 1 min 72 °C

Denaturierung 1 min 94 °C

Nach dem Durchlaufen von 35 Zyklen folgte eine 60 sec lange Annealing-Phase bei 58 °C.

Als Nächstes wurde die Reaktion 10 min bei 72 °C gehalten, um die Taq-Polymerase zu

inaktivieren. Anschließend wurden die Proben auf 4 °C abgekühlt und gelagert.
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2.1.5 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte nach Größe elektrophoretisch in Agarose-

gelen. Dazu wurden die Ansätze mit 1/6 Volumen DNA-Ladepuffer und in 1–1,5%igen

horizontalen Agarosegelen bei 60 V / 120 V aufgetrennt. Die Agarosegele wurden mit

1× TBE hergestellt und dieser wurde auch als Laufpuffer verwendet. Durch Zusatz des

interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,3µg/ml wurde

die DNA unter UV-Licht (360 nm) sichtbar gemacht.

Als DNA-Größenstandard wurde die 100 bp DNA Leiter (1µg/µ l) verwendet, die für die

Größenbestimmung von doppelsträngiger DNA im Bereich von 100 bis 1.500 bp geeignet

ist und – in definierter Menge (500 ng) aufgetragen – eine grobe Abschätzung der DNA-

Menge der Proben ermöglicht.

2.1.6 Isolierung von DNA-Molekülen aus

Low-melting-point-Agarosegelen

Um DNA-Fragmente einer bestimmten Größe zu isolieren, wurde die DNA zuerst in

einem 1%igen Low-melting-point-Agarosegel (LMP-Gel) elektrophoretisch aufgetrennt.

Das DNA-Fragment der gewünschten Größe wurde auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell

aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefäß überführt und 10 min bei 70 °C ver-

flüssigt. Tris-gesättigtes Phenol (pH 7,4) wurde auf 37 °C vorgewärmt, davon das gleiche

Volumen zu dem verflüssigten Gelstück gegeben und sofort gemischt. Die Suspension

wurde für 5 min in einer Eppendorfzentrifuge bei 15.800× g zentrifugiert und die obere

Phase abgenommen, in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit dem gleichen Volu-

men Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gemischt und für 5 min bei 11.600× g

in der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und mit

1/10 Volumen 4 M LiCl und gleichem Volumen−20 °C kaltem Isopropanol versetzt und

gemischt. Der Ansatz wurde mindestens 30 min bei−80 °C präzipitiert und 30 min bei

4 °C und 15.800× g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, an der

Luft getrocknet und in 15µ l Aqua ad iniectabilia aufgenommen. Die gewonnene Menge

DNA wurde photometrisch quantifiziert.

2.1.7 Ligation

Die DNA-Fragmente wurden in die Multi-Cloning-Site des pGEM-T-Vektors ligiert. Die

Menge an einzusetzendem Insert wurde nach folgender Formel berechnet:
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50 ng Vektor× Insertlänge (0,222 kb)
Vektorlänge (3,0 kb)

×3 = Insertmenge [ng]

Pro Reaktionsansatz (10µ l) wurden 50 ng Vektor-DNA und die entsprechend errechnete

Menge an Insert eingesetzt. Zu jedem Ansatz wurden 5µ l 2 × Ligasepuffer und 1µ l

T4-DNA-Ligase (1 U/µ l) gegeben. Die Ligation erfolgte über zwei Stunden bei 25 °C.

2.1.8 Transformation

Vom Ligationsansatz wurden 8µ l zu 100 µ l E. coli des Bakterienstammes DH5α ge-

geben, die für die Aufnahme des Plasmids bereits vorbereitet waren (so genannte kompe-

tente E. coli). Der Ansatz wurde 10 min auf Eis gestellt, anschließend vorsichtig gemischt,

2 min bei 42 °C inkubiert und danach 2 min auf Eis gehalten. Zu jedem Ansatz wurde 1 ml

LB-Medium gegeben und dieser dann eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Gelegentlich

wurde das Gemisch invertiert. Anschließend wurden die Zellen auf einem Selektivnährbo-

den (Agarplatten mit 4µ l Ampicillin/ml LB-Medium) ausgestrichen, wodurch lediglich

die Bakterien Kolonien bilden konnten, die das Plasmid aufgenommen hatten, da im Plas-

mid eine Ampicillin-Resistenz enthalten war. Die Agarplatten wurden dann bei 37 °C

über Nacht im Brutschrank inkubiert.

2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA

2.1.9.1 TELT-Minipräparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung kleinerer Mengen von Plasmid-DNA nach Holmes und Quigley [Holmes

und Quigley 1981] wird für analytische Zwecke angewandt und dient der Überprüfung,

ob die gewachsenen, resistenten Kolonien das Plasmid mit dem gewünschten Insert ent-

halten.

Aus den Übernachtkulturen wurde jeweils 1 ml in ein Eppendorfgefäß überführt; die Bak-

terien wurden in einer Eppendorfzentrifuge für 30 sec bei 15.800× g sedimentiert. Auf

das Pellet wurde nochmals 1 ml der Übernachtkultur gegeben und abzentrifugiert. Das

Bakteriensediment wurde in 250µ l TELT-Lysis-Puffer resuspendiert, der Ansatz 5 min

auf Eis inkubiert und 5µ l Lysozym (50 mg/ml, 250µg/Ansatz) zugegeben. Nach kur-

zem Mischen wurde der Ansatz 1 min bei 95 °C denaturiert und 5 min auf Eis abgekühlt.



2 Methoden 13

Die denaturierten Proteine wurden für 10 min bei 11.600× g abzentrifugiert, das Sedi-

ment wurde mit einem Zahnstocher entfernt. Zur Fällung der Nukleinsäuren wurde der

Überstand mit 500µ l 100 % Ethanol versetzt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und

10 min in der Eppendorfzentrifuge sedimentiert (11.600× g, Raumtemperatur). Die Nu-

kleinsäuren wurden mit 80 % Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in Aqua

ad iniectabilia aufgenommen.

2.1.9.2 Large Scale Präparation von Plasmid-DNA

Um größere Mengen von Plasmid-DNA für diein-vitro-Transkription zu gewinnen, wur-

de eine Large Scale Präparation (so genannte Großpräparation) nach dem Protokoll der

Firma Qiagen (von 1995) durchgeführt.

Aus einer Übernachtkultur des plasmidtragenden Bakterienstammes wurden 3 ml mit

40 µ l Ampicillin versetzt, in 10 ml LB-Medium gegeben und über Tag bei 37 °C ge-

schüttelt. Der gesamte Ansatz wurde in 500 ml LB-Ampicillin (2µ l Ampicillin/ml LB-

Medium) gegeben und über Nacht bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Die Bakterienkul-

tur wurde in Portionen von circa 170 ml für 15 min bei 4 °C und 2.200× g in einer

Vakuumzentrifuge (Beckman, J2-21) zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pel-

let in 10 ml P1-Puffer resuspendiert. Es folgte eine 15-minütige Inkubation bei RT. An-

schließend wurden 10 ml P2-Puffer hinzugegeben, vorsichtig invertiert und der Ansatz

5 min bei RT stehengelassen. Die anschließende Zugabe von 10 ml P3-Puffer führte zur

Fällung von SDS, genomischer DNA und Proteinen aus den lysierten Bakterienzellen.

Zur verstärkten Präzipitation wurde die P3-Lösung vorgekühlt und der Ansatz für 30 min

auf Eis gehalten. Der Ansatz wurde für 30 min bei 4 °C und 28.000× g in einer Kühl-

zentrifuge (Beckman, J2-21) zentrifugiert und der Überstand, der die Plasmide enthielt,

über Gaze (� 120µm) in Falcons filtriert. Der Überstand wurde für 20 min bei 4 °C und

2.800× g in einer Kühlzentrifuge (Beckman, J6-B) zentrifugiert und erneut durch Gaze

auf eine äquilibrierte Qiagen-tip 500 Säule gegeben. Die Qiagen-Säule wurde dann zwei-

mal mit 30 ml QC-Waschpuffer gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von

15 ml QF-Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde durch Fällung mit gleichem Volumen

Isopropanol bei−80 °C für 30 min und 30 min Zentrifugation bei 4 °C und 5.000× g

präzipitiert (Beckman, J6-B). Das Pellet wurde mit 10 ml 70 % Ethanol gewaschen und

an der Luft getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in Aqua ad iniectabilia aufgenommen

und die DNA-Konzentration photometrisch bei 260 nm ermittelt. Die Lagerung der DNA

erfolgte bei 4 °C.
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2.1.10 Restriktionsverdau zur Überprüfung der Orientierung

des Inserts im Vektor

Ein Restriktionsverdau wurde nach der TELT-Minipräparation angeschlossen, um die An-

wesenheit und Orientierung des Inserts im pGEM-T Vektor zu überprüfen. Dazu wurden

je 2,5 µ l Plasmid-DNA, 1µ l RNase A, 8–10 U Restriktionsenzym pro 1–10µg DNA,

1 µ l 10× Restriktionspuffer pipettiert und mit Aqua ad iniectabilia auf 20µ l aufgefüllt.

Die Reaktion dauerte 2 h bei 37 °C. Es wurden Puffer und Zusätze nach Herstellerangaben

verwendet. Die Reaktion wurde in einem 1%igen Agarosegel überprüft.

2.1.11 DNA-Konzentrationsbestimmung

Der DNA-Gehalt einer Lösung wird durch Messung der Absorption bei einer Wellenlänge

von 260 nm bestimmt. Der Absorptionswert 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht

einer DNA-Konzentration von 50µg/ml. Des Weiteren wird die Absorption bei 280 nm

gemessen, die ein Maß für die Verunreinigung der Lösung mit Proteinen darstellt. Die

Ratio 260 nm/280 nm stellt die Reinheit der DNA dar; für reine DNA-Lösungen liegt sie

zwischen 1,8 und 1,95.

2.1.12 Restriktionsverdau zur Linearisierung des Vektors

Das aus der Large Scale Präparation gewonnene Plasmid muss für einein-vitro-

Transkription zur Herstellung einzelsträngiger RNA-Sonden für den RNase Protection

Assay linearisiert vorliegen. Dazu wurde mit 20µg Plasmid-DNA ein Restriktionsverdau

wie unter2.1.10beschrieben über Nacht in einem Endvolumen von 20µ l durchgeführt.

Für den Vektor pGEM-T mit dem HCN2-Insert wurden die Restriktionsenzyme NcoI und

PstI verwendet; für pGEM-2 mit dem Gsα -Insert wurden EcoRI und BanI eingesetzt. Die

Überprüfung des Verdaus erfolgte gelelektrophoretisch in einem 1%igen Agarosegel.

2.1.13 RNase Protection Assay (RPA)

Der RNase Protection Assay wurde nach dem Protokoll der Firma Ambion (von 1998)

mit geringen Modifikationen nach Mittmann et al. durchgeführt [Mittmann et al. 1998].
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Für diese sensitive Nachweismethode wurde zunächst für eine zu untersuchende mRNA

eine komplementäre RNA-Sonde (cRNA) hergestellt. Diese RNA, die im Folgenden als

antisense-Sonde bezeichnet wird, war dann auf Grund ihrer32P-Markierung detektierbar.

Die Sonde hybridisierte mit der zu untersuchenden mRNA und wurde so vor einem Ver-

dau durch RNase A/T1 geschützt. Die Menge an geschützter antisense-Sonde ist propor-

tional zur Menge der gesuchten mRNA.

Als interner Standard für die Quantifizierung der zu untersuchenden mRNA und um Be-

ladungsunterschiede auszugleichen, wurde eine antisense-Sonde von Gsα eingesetzt, da

sich die Konzentration von Gsα -mRNA im humanen insuffizienten Herzen nicht verän-

dert [Eschenhagen et al. 1992]. Für die in-vitro-Transkription wurde Gsα -cDNA der Rat-

te eingesetzt. Die cDNA war in den Vektor pGEM-T inseriert worden und ergab nach

Linearisierung mit BanI ein Fragment von 153 nt Länge ausgehend vom T7-Promotor

(93 nt spezifische Sonde und 60 nt Multi-Cloning-Site). Dadurch, dass sowohl die gesam-

te antisense-Sonde für Gsα als auch deren spezifischer Teil kürzer waren als die entspre-

chende antisense-Sonde für HCN2 (308 nt bzw. 222 nt spezifische Sonde), wurden Inter-

ferenzen zwischen dem zu messenden HCN2-Signal und Degradationsprodukten von Gsα

vermieden.

2.1.13.1 in-vitro -Transkription der antisense-Sonden

Für diein-vitro-Transkription der cRNA-Sonde des 222-HCN2-Fragments wurde folgen-

der Ansatz pipettiert:

Linearisiertes Plasmid pGEM-T 2 µ l = 1 µg

ATP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

CTP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

GTP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

DTT (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

10× Transkriptionspuffer 2 µ l

RNasin (40 U/µ l) 0,5 µ l
32P-UTP (800 Ci/mmol) 50 µCi = 62,5 pmol

SP6-Polymerase 1 µ l

Aqua ad iniectabilia ad 20 µ l

Um vergleichbare Signalintensitäten beim RNase Protection Assay zu erzielen (da Gsα

wesentlich stärker exprimiert wird als das Ionenkanalprotein HCN2), wurde das32P-UTP
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für die in-vitro-Transkription der Gsα -antisense Sonde im Verhältnis 1:8 mit nicht radio-

aktivem UTP versetzt. Analog zu 222-HCN ergab sich für Gsα dieser Ansatz:

Linearisiertes Plasmid pGEM-2 2 µ l = 0,5 µg

ATP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

CTP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

GTP (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

UTP (100µM) 1,75 µ l = 175 pmol

DTT (10 mM) 2 µ l = 20 nmol

10× Transkriptionspuffer 2 µ l

RNasin (40 U/µ l) 0,5 µ l
32P-UTP (800 Ci/mmol) 20 µCi = 25 pmol

T7-Polymerase 1 µ l

Aqua ad iniectabilia ad 20 µ l

Die Transkription lief 2 h bei 25 °C. Im Anschluss an die Transkription erfolgte ein DNase-

Verdau mit 10 U DNase (RNase-frei) für 15 min bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch

Zugabe von 1µ l EDTA 0,5 M, pH 8 beendet. Die Transkriptionsansätze wurden mit dem

gleichen Volumen an Formamid-Ladepuffer versetzt und für 4 min bei 95 °C denaturiert.

Die Auftrennung der Sonden erfolgte auf einem 5 % Long-Ranger-Sequenziergel (siehe

unten), die Lage der Sonden wurde durch eine zweiminütige Exposition des Gels auf

einem Röntgenfilm identifiziert. Die entsprechenden Banden wurden mit einem sterilen

Skalpell ausgeschnitten und über Nacht bei 37 °C in Elutionspuffer inkubiert.

2.1.13.2 Hybridisierung der cRNA antisense-Sonde mit der RNA der

Gewebeprobe

Für die Hybridisierung der cRNA-antisense Sonde mit der RNA des Herzgewebes wurden

folgende Ansätze pipettiert:

RNA aus Gewebeprobe 10µg

10× Transkriptionspuffer 3 µ l

RNasin (10 U/µ l) 1 µ l

DNase I (10 U/µ l) 1 µ l

Sonde 85.000 dpm

Aqua ad iniectabilia ad 30 µ l
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Die Ansätze wurden für 15 min bei 37 °C inkubiert, anschließend auf Eis mit Aqua ad

iniectabilia auf 100µ l aufgefüllt und mit 1/10 Volumen NH4OAc versetzt. Nach Zugabe

des 2,5fachen Volumens 100 % Ethanol erfolgte die Fällung bei−80 °C für 30 min. Die

RNA wurde bei 4 °C 30 min bei 15.800× g pelletiert (Hettich-Kühlzentrifuge) und in

20µ l Hybridisierungslösung resuspendiert. Nach einer Denaturierung der RNA bei 95 °C

für 4 min erfolgte die Hybridisierung der Proben bei 45 °C über Nacht.

2.1.13.3 RNase-Verdau

Der Hybridisierungsansatz wurde mit 200µ l RNase A/T1 (Verdünnung 1,3:100 in Bx-

Lösung) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurden 2.000 dpm der Sonde nur

mit 200µ l Lösung Bx ohne RNase versetzt.

Der RNase-Verdau wurde durch Zugabe von 300µ l auf−20 °C vorgekühlter Lösung Dx

gestoppt, die Proben mit 100µ l Ethanol 100 % versetzt und bei−80 °C für 30 min ge-

fällt. Der Reaktionsansatz wurde bei 4 °C und 15.800× g für 30 min pelletiert (Hettich-

Kühlzentrifuge).

Die pelletierte RNA aus dem Verdau wurde in 8µ l Formamid-Ladepuffer aufgenommen

und 4 min bei 95 °C denaturiert. Anschließend konnten die Proben mit einer Long-Ranger-

Gelelektrophorese aufgetrennt werden.

2.1.13.4 Long-Ranger-Elektrophorese

Die Aufreinigung der markierten cRNA-Sonden sowie die Auftrennung der Proben

aus dem RNase-Protection-Assay erfolgte durch Gelelektrophorese in einem 5 % Long-

Ranger-Sequenziergel. Die radioaktiv markierten antisense-Sonden wurden durch Expo-

sition des Gels auf einem Röntgenfilm lokalisiert, während die Zuordnung der Banden

von HCN2 und Gsα im RPA anhand der unverdauten markierten Sonden möglich war.

Zur Kontrolle wurde ein DNA-Standard (Φ X174 DNA/Bsu I (Hae III)) radioaktiv mar-

kiert und mit 2.000 dpm ebenfalls aufgetragen.

Das Gel setzte sich wie folgt zusammen:
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Harnstoff 0,07 M

Long-Ranger-Gelsolution 5 %

10× TBE 12 %

TEMED 0,05 %

Ammoniumpersulfat 0,05 %

Das Gel wurde zwischen zwei vorher gereinigte Glasplatten, von denen eine silanisiert

war, gegossen, so dass sich eine Geldicke von ca. 0,5 mm ergab. Als Laufpuffer diente

0,6× TBE. Nach einer Vorlaufzeit von 15 min (cRNA-Sonden) bzw. 30 min (RPA) er-

folgte die Auftrennung der Proben bei 35 Watt (cRNA-Sonden) bzw. 55 Watt (RPA) in-

nerhalb von 1 h. Das Gel wurde dann nach Abnehmen der silanisierten Glasplatte mit

einem Whatman-Papier von der zweiten Glasplatte abgehoben und für eine Stunde bei

80 °C in einem Gel-Trockner gelagert. Anschließend wurde das getrocknete Gel auf einer

Phosphoimager-Platte 24 h exponiert.

Diese Platte wurde dann mit einem speziellen Lesegerät (BAS 2000, Fuji, Japan) einge-

scannt und als Graustufendatei ausgegeben. Eine zunehmende Schwärzung einer Bande

in dieser Datei entsprach dabei einem intensiveren Signal der entsprechenden Probe. Auf

jeder Spur wurden die Banden von HCN2 und Gsα markiert, so dass die Berechnung

der relativen Signalintensität in »arbitrary units« durch das Programm TINA (Version 2.0,

Raytest, Deutschland) ermöglicht wurde.

2.1.13.5 Quantifizierung

Die ermittelten Signalintensitäten wurden wie oben beschrieben densitometrisch ausge-

wertet und die Einzelwerte, die auf Doppelbestimmung beruhten, anhand der Standard-

geraden der gepoolten RNA quantifiziert und als prozentualer Anteil dieses RNA-Pools

zusammengefasst. Die Standardgeraden wurden durch eine aufsteigende Reihe des RNA-

Pools (1, 2, 3, 5, 10, 15µg RNA in Doppelbestimmung) erstellt. Eventuell vorhandene

Beladungsunterschiede wurden normalisiert, indem HCN2 auf den internen Gsα -Standard

korrigiert wurde. Dafür wurden die ermittelten Werte für HCN2 durch den Quotienten aus

dem entsprechenden Gsα -Wert derselben Spur und dem durchschnittlichen Gsα -Wert des

gesamten Versuches geteilt. Zur anschließenden absoluten Quantifizierung wurden drei

RNase Protection Assays mit sense-RNA-Sonden von HCN2 durchgeführt. Aus diesen

Ergebnissen wurden das arithmetische Mittel und der zugehörige Standardfehler des Mit-

telwertes berechnet.
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2.2 Gewebeentnahme und klinische Daten

2.2.1 Myokardiales Gewebe

Für die Untersuchung stand Myokardgewebe von explantierten terminal insuffizienten

menschlichen Herzen zur Verfügung, das von Mitarbeitern des Pharmakologischen Insti-

tutes durch Kooperation mit Herzchirurgischen Abteilungen des Universitätsklinikums

Eppendorf und des Umlandes über Jahre akquiriert worden war und tiefgefroren gelagert

wurde. Die Patienten waren auf Grund einer dilatativen (DCM) oder ischämischen Kardio-

myopathie (ICM) therapierefraktär terminal herzinsuffizient und mussten transplantiert

werden. Als Kontrolle wurde Gewebe aus gesunden explantierten Spenderherzen verwen-

det, die wegen technischer oder medizinischer Probleme nicht transplantiert werden konn-

ten.

Zur Gewebeasservierung wurden die Herzen jeweils unmittelbar im Anschluss an die

Explantation in einer eiskalten, modifizierten Tyrodelösung, die kontinuierlich bei pH 7,4

mit 95 % O2 und 5 % CO2 begast wurde, ins Labor transportiert, in flüssigem Stickstoff

eingefroren und bei−80 °C gelagert.

2.2.2 Patientencharakteristik

In Tabelle2.1auf Seite21sind die klinischen und hämodynamischen Daten der Patienten

mit Herzinsuffizienz sowie die Todesursachen der herzgesunden Kontrollpersonen zusam-

mengefasst, von denen das Myokard stammte.

Insgesamt stand das Herzgewebe von 36 verschiedenen Personen für diese Arbeit zur

Verfügung. Davon hatten 14 Patienten eine dilatative Kardiomyopathie (DCM), 11 Pati-

enten eine ischämische Kardiomyopathie (ICM), weitere 11 Personen waren herzgesunde

Organspender (NF).

Das Geschlechterverhältnis war in allen drei Gruppen deutlich zu Gunsten männlicher

Patienten verschoben (m/w bei DCM: 12/2, ICM: 10/1, NF: 7/2). Der Median des Alters

der Personen bei Explantation des Herzens unterschied sich bei den beiden herzinsuffizi-

enten Patientengruppen kaum; er lag für die DCM-Gruppe bei 55,5 Jahren und für die

ICM-Gruppe bei 56 Jahren. Der Altersmedian der herzgesunden Kontrollgruppe betrug

44 Jahre.
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2.3 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde der U-Test von Mann-Whitney he-

rangezogen. Dieser nonparametrische – oder auch verteilungsfreie – Test eignet sich für

Vergleiche zweier unabhängiger Stichproben, die jeweils wenig Messwerte (bis ca. 20)

aufweisen. Im Gegensatz zum Student’s t-Test entfällt beim U-Test die Voraussetzung,

dass die Stichproben normalverteilt sein müssen. Die Nullhypothese H0 besagt, dass zwei

zu vergleichende Stichproben aus formgleich verteilten Populationen mit identischem Me-

dianwert stammen. Wird der U-Test signifikant, ist davon auszugehen, dass sich die Me-

diane der zu Grunde liegenden Populationen unterscheiden (H1) [Bortz und Lienert 1998].

Als Signifikanzniveau wurdeα = 0,05 festgelegt.
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Lfd. Nr. Geschl. Alter NYHA PCP EF CI Präoperative
[m/w] [Jahre] [mm Hg] [%] [l/min·m−2] Medikation

D
ila

ta
tiv

e
K

ar
di

om
yo

pa
th

ie

1 m 15 IV – – 2,19 A, D, G, N
2 w 22 III–IV 12 16,3 1,9 A, D, G
3 m 43 III 30 – 2,35 A, D, N
4 m 48 III–IV 35 – 1,73 A, C, D, G, N
5 m 50 III – – – A, D, N
6 m 51 IV 30 25 1,5 A, D, G, N
7 m 54 – 25 23 2,3 A, D, G, N, S
8 m 57 III 24 25 2,8 A, C, D, G, N
9 m 58 III – 10–20 – A, B, D, G, N

10 w 58 III–IV 42 – 1,9 A, D, G, N
11 m 59 III 39 – 1,7 A, C, D, G, N
12 m 59 IV – – – A, C, D, G, N
13 m 61 IV 6 <20 2,2 A, D, G
14 m 64 III 6 32 2,8 A, C, D, G, N

Is
ch

äm
is

ch
e

K
ar

di
om

yo
pa

th
ie

1 m 38 IV 20 25-20 3,17 A, D, G, N, S
2 m 46 – – – 1,7 A, G, N
3 m 50 – 21 35 3,00 A, G, N
4 m 55 III 15 20 2,87 D, G, N
5 m 55 III 30 10–15 1,5 A, D, G
6 w 56 III 27 20 2,31 A, C, D
7 m 57 II–III – – 1,9 A, B, D, G
8 m 57 III–IV – – – D, G, N
9 m 61 – – 20 – D, G

10 m 62 III–IV – – 1,6 A, D, G
11 m 64 III–IV 30 – 1,8 A, D, G, S

G
es

un
de

K
on

tr
ol

le
n

1 m 16 Gesundes Transplantatherz 2 Tage nach Transplantation
2 m 18 Suizid durch Kopfschuss
3 m 19 Wahrscheinlich Unfalltod / Hirnmassenblutung
4 m 36 Akute Hirnblutung bei Verdacht auf Aneurysma
5 m 44 Subarachnoidalblutung
6 w 46 Hirnblutung bei Schädel-Hirn-Trauma
7 w 50 SAB bei Verdacht auf Basilarisaneurysma
8 m 53 Hirntod durch Hirnblutung im rechten Ventrikel
9 m 56 Subarachnoidale und intrazerebrale Blutung

10 – – –
11 – – –

Tabelle 2.1:Klinische und hämodynamische Daten der Patienten
NYHA: Klinische Klassifikation nach der New York Heart Association;
m: männlich; w: weiblich; PCP: Pulmonarkapillardruck; EF: Ejektions-
fraktion; CI: Herzindex; A: ACE-Inhibitoren; B: Betablocker; C: Ca2+-
Kanalinhibitoren; D: Diuretika; G: Herzglykoside; N: Organische Nitrate;
S: Sympathomimetika; –: Keine Daten vorhanden
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3.1 Qualitativer Nachweis der HCN2-Expression im

menschlichen Myokard

Zum Nachweis des HCN2-Kanals wurden zwei verschiedene spezifische HCN2-

Fragmente mit einer Polymerasekettenreaktion aus Gesamt-RNA aus menschlichen

Herzen amplifiziert. Als Matrize diente dabei cDNA, die aus Gesamt-RNA des links-

ventrikulären menschlichen Myokards revers transkribiert wurde (siehe2.1.3). Durch

Verwendung zwei verschiedener Primerpaare sollten dabei Fragmente aus der 5’-Region

und der Mitte des HCN2 mit den jeweiligen Längen 309 bp sowie 222 bp entstehen. Die

Fragmente entsprachen den Positionen 85–393 (309-HCN2; 5’-Region) und 1087–1308

(222-HCN2; Mitte) innerhalb der für HCN2 kodierenden Gensequenz, die unter dem

Zugriffscode AF064877 in der EMBL-Gendatenbank hinterlegt ist. Als Positivkontrol-

le wurde die mRNA des Enzyms Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH)

verwendet, da diese ubiquitär in menschlichen Zellen vorkommt. Als Negativkontrolle

wurde in einem Reaktionsansatz keine cDNA zugesetzt.

Die Überprüfung der Reaktionsansätze durch elektrophoretische Auftrennung in einem

Agarosegel zeigte die erwarteten Fragmente (Abb.3.1): Das 309 bp-Fragment aus der

5’-Region (Spur 3) und das 222 bp-Fragment aus der Mitte des HCN2 (Spur 4). Die

Positivkontrolle (Spur 2) wies eine deutliche Bande bei 356 bp auf (ein Fragment der

GAPDH). In der Leerkontrolle (Spur 5) fanden sich erwartungsgemäß keine Banden.

Zur Kontrolle wurden die amplifizierten DNA-Fragmente von HCN2 sequenziert (Firma

MediGenomix, Planegg-Martinsried). Die Sequenzierung bestätigte, dass die Sequenzen

der Amplifikate der menschlichen Sequenz von HCN2 entsprachen – mit Ausnahme einer

einzigen Base an der Stelle 1208, die in der Gendatenbank ein Cytosin trug, während die

hier hergestellte Sequenz ein Thymin enthielt. Durch mehrmalige Wiederholungen der

Versuche und Rücksprache mit dem Erstbeschreiber der Sequenz stellte sich heraus, dass

die in der Gendatenbank enthaltene Sequenz fehlerhaft war.
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Abbildung 3.1:Gelelektrophoretische Auftrennung der HCN2-Fragmente aus der PCR-

Amplifikation

Spur 1: DNA-Molekulargewichtsstandard (100 bp Leiter); Spur 2:

GAPDH (356 bp); Spur 3: 309-HCN2 (309 bp); Spur 4: 222-HCN2

(222 bp); Spur 5: Leerkontrolle

Mit diesem Experiment konnte der qualitative Nachweis erbracht werden, dass HCN2

tatsächlich im menschlichen Myokard exprimiert wird.

3.2 Quantitative Bestimmungen der

HCN2-mRNA-Expression im menschlichen

Herzen mittels RPA

Auf Grund des bei Ionenkanälen zu erwartenden relativ niedrigen Expressionsniveaus

wurde für die Quantifizierung der HCN2-mRNA der RNase Protection Assay als sehr

sensitives und spezifisches Nachweisverfahren gewählt. Die Nachweisgrenze beim RPA

liegt für mRNA bei etwa 0,1 pg.
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3459 nt
Humane HCN2−mRNA

RT−PCR

in−vitro−
Transkription

HCN2−cDNA

*   *       *

222 bp

308 nt32P−HCN2−cRNA

Insertion in den
pGEM−T−Vektor

*   *       *Hybridisierung mit

222 bpGeschütztes Fragment
*   *       *

RNase−Verdau

humaner HCN2−mRNA

Abbildung 3.2:Schematischer Ablauf der Vorbereitung und Durchführung eines RNase

Protection Assay

3.2.1 Schematische Zusammenfassung des Ablaufs eines

RPA

Als Voraussetzung für die Durchführung der RNase Protection Assays wurde zunächst

aus menschlicher myokardialer mRNA durch eine reverse Transkription eine zum 222-

HCN2-Fragment komplementäre cDNA in der Polymerasekettenreaktion hergestellt (Ab-

bildung 3.2). Diese wurde in den pGEM-T-Vektor ligiert. Anschließend wurde einein-

vitro-Transkription des linearisierten Plasmids durchgeführt, wobei radioaktiv markiertes

UTP eingesetzt wurde. Die daraus entstandene komplementäre cRNA-Sonde (»antisense-

Sonde«) konnte mit den entsprechend passenden RNA-Strängen aus den Gewebeproben

des humanen Myokards hybridisieren, so dass sich eine doppelsträngige RNA ausbildete.

Beim anschließenden RNase-Verdau war die doppelsträngige RNA nun geschützt, da das

RNA-spaltende Enzym lediglich einzelsträngige RNA abbaut – daher der NameRNase

ProtectionAssay. Die Menge an geschützter RNA-antisense-Sonde ist dabei proportio-

nal zur Menge der mRNA (1:1). Abschließend erfolgte eine gelelektrophoretische Auf-

trennung der Reaktionsansätze, so dass mittels Autoradiografie die gewünschten Banden

qualitativ und quantitativ detektiert werden konnten.
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15 bpInsert

MCS

222 bp

pGEM−T (3003 bp)

NcoI

EcoRVAntis
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Abbildung 3.3:222-HCN2 im Plasmidvektor pGEM-T

SP6: Promotorregion für die SP6-RNA-Polymerase; T7: Promotorregi-

on für die T7-RNA-Polymerase; EcoRV, PstI, NcoI: Schnittstellen der

jeweiligen Restriktionsenzyme; MCS: Multi-Cloning-Site; Insert: cDNA-

Fragment 222-HCN2

3.2.2 Ergebnisse der vorbereitenden Experimente für den RPA

3.2.2.1 Herstellung der RNA-Sonde für HCN2

Zur Vorbereitung der Insertion wurde das mittels PCR amplifizierte cDNA-Fragment

222-HCN2 in einem Low-melting-point-Gel aufgereinigt und extrahiert. Dieses cDNA-

Fragment wurde dann über die EcoRV-Schnittstelle in pGEM-T ligiert (siehe2.1.7).

Der schematische Aufbau dieses Plasmidvektors ist in Abbildung3.3dargestellt. Die Ge-

samtlänge des Vektors ohne Insert beträgt 3003 bp; dadurch ergibt sich für die Länge des

Vektors inklusive Insert 3225 bp (3003 bp+ 222 bp). Da das DNA-Fragment 222-HCN2

keine Erkennungssequenz für die Restriktionsenzyme PstI und NcoI besitzt, konnten die-

se in einem späteren Schritt zum Linearisieren des Vektors für diein-vitro-Transkription

verwendet werden. Dadurch sollten sich zwei Fragmente ergeben, zum einen von 259 bp

Länge (222-HCN2-DNA flankiert von je einem Stück der Multi-Cloning-Site des pGEM-

T, insgesamt 22 bp+ 222 bp+ 15 bp), zum anderen von 2966 bp Länge (restlicher

Vektor).
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2966 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 3.4:Gelelektrophorese eines Restriktionsverdaus zur Überprüfung des Vorhan-

denseins des HCN2-Fragments im Vektor pGEM-T

Spur 1: DNA-Molekulargewichtsstandard (EcoRI / HindIII); Spuren 2–

11: Plasmide verschiedener Kolonien, die mit NcoI und PstI verdaut wur-

den

Zur Überprüfung, ob die Insertion des 222-HCN2-Fragments in den Plasmidvektor erfolg-

reich verlaufen war, wurde das Plasmid in kompetente E. coli DH5α transformiert (sie-

he2.1.8) und auf Selektivnährböden vermehrt. Von den gewachsenen Bakterienstämmen

wurden 16 Kolonien ausgewählt und die Plasmid-DNA mit einer TELT-Minipräparation

isoliert. Anschließend wurde die DNA des Plasmidvektors und Inserts in einem Restrik-

tionsverdau überprüft. Die Abbildung3.4 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der

Fragmente von elf repräsentativen Restriktionsansätzen. Alle Proben wurden mit den Res-

triktionsenzymen PstI und NcoI geschnitten, wodurch – wie oben ausgeführt – zwei Frag-

mente entstehen sollten; einerseits mit 259 bp, andererseits mit 2966 bp Länge.

Das Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt, dass die meisten Bakterienkolonien den Plas-

midvektor pGEM-T inklusive der inserierten HCN2-cDNA aufgenommen hatten. Damit

war die Insertion des HCN2-Fragments in den Vektor erfolgreich.

Für die nachfolgenden RPAs wurde die Kolonie gewählt, deren Plasmid in Spur 11 abge-

bildet ist. Die Kolonie wurde in einer Übernachtkultur vermehrt (siehe2.1.9). Anschlie-

ßend wurde sie mit einer Großpräparation (Large Scale) isoliert und aufgereinigt, so dass

für alle RPAs ausreichend Plasmid zur Herstellung32P-markierter RNA-Sonden zur Ver-

fügung stand. Es ergab sich dabei eine Ausbeute von 0,78µg DNA/µ l.
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Abbildung 3.5:Gsα im Plasmidvektor pGEM-2

SP6: Promotorregion für die SP6-RNA-Polymerase; T7: Promotorregion

für die T7-RNA-Polymerase; EcoRI, BanI: Schnittstellen der jeweiligen

Restriktionsenzyme; Insert: cDNA-Fragment Gsα

3.2.2.2 Herstellung der RNA-Sonde für G sα

Als interner Standard für den RNase Protection Assay wurde dieα-Untereinheit des

menschlichen stimulatorischen G-Proteins (Gs) benutzt, weil die Expression dieser RNA

bei Herzinsuffizienz unverändert bleibt [Eschenhagen et al. 1992]. Dadurch war es mög-

lich, interexperimentelle Unterschiede sowie Beladungsunterschiede auszugleichen. Zum

Einsatz kam ein DNA-Fragment, das für dieα-Untereinheit des stimulatorischen G-

Proteins (Gsα ) der Ratte kodierte. Die Tatsache, dass cDNA der Ratte verwendet wer-

den kann, obgleich die zu bestimmende Gsα -mRNA aus menschlichem Myokard stammt,

ist darin begründet, dass die Gsα -Gensequenzen der Ratte und des Menschen eine große

Homologie aufweisen. In der kodierenden Region des Gens findet man insgesamt eine

Übereinstimmung der Basenpaare von etwa 95 % [Kozasa et al. 1988]. Der 615 bp lan-

ge ausgewählte Abschnitt für den RPA stimmte zu 100 % mit der menschlichen Sequenz

überein.

In Abbildung 3.5 ist der Plasmidvektor pGEM-2 schematisch dargestellt, der für die In-

sertion der Gsα -Sequenz benutzt wurde. Die Gesamtlänge des Vektors ohne Insert beträgt

2900 bp; dadurch ergibt sich für die Länge des Vektors inklusive Insert 3515 bp (2900 bp

+ 615 bp). Innerhalb der Sequenz von Gsα existiert eine Schnittstelle für das Restriktions-
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Abbildung 3.6:Überprüfung des Restriktionsverdaus von Gsα in pGEM-2 durch Gelelek-

trophorese

Spur 1: DNA-Molekulargewichtsstandard (100 bp Leiter); Spur 2: Unver-

dauter Vektor pGEM-2; Spur 3: Verdau mit EcoRI; Spur 4: Verdau mit

EcoRI und BanI; Spur 5–7: Analog zu Spur 2–4, jedoch andere Kolonie

enzym BanI, wodurch das Fragment in zwei kleinere Teile von 522 bp und 93 bp Länge

zerteilt werden kann.

Die Insertion des Gsα -Fragments in den Vektor pGEM-2 wurde analog zu3.2.2.1durch-

geführt.

In Abbildung 3.6 ist das Ergebnis einer elektrophoretischen Auftrennung eines solchen

Restriktionsverdaus dargestellt. Zur Interpretation der Fragmentlänge wurde in Spur 1 als

DNA-Molekulargewichtsstandard die 100 bp Leiter mitgeführt. In Spur 2 wurde zur Kon-

trolle der unverdaute Vektor pGEM-2 aufgetragen; rechnerisch ergibt sich eine erwartete

Fragmentlänge von 3515 bp. Beim Verdau des Plasmids mit EcoRI sollte das aufgenom-

mene Insert aus dem Plasmid wieder herausgeschnitten werden, so dass zwei Fragmente

bei 615 bp bzw. 2900 bp entstehen, zu sehen in Spur 3. Ein weiterer Restriktionsverdau

mit EcoRI und zusätzlich BanI liefert ebenfalls den Vektor bei 2900 bp, außerdem wird

das 615 bp lange cDNA-Fragment durch BanI in zwei kleinere Teile zerschnitten, die

522 bp bzw. 93 bp lang sind.

Nachdem die Insertion des cDNA-Fragments von Gsα in den Vektor erfolgreich war, wur-

de auch hier eine plasmidtragende Kolonie in einer Übernachtkultur stark vermehrt und

anschließend durch eine Großpräparation (Large Scale;2.1.9) die Plasmid-DNA isoliert.
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Abbildung 3.7:Elektrophorese präparierter RNA aus menschlichem Myokard

Spuren 1–6: ICM; Spur 7: NF; Spur 8: DCM

3.2.2.3 RNA-Präparation aus verschiedenen Regionen terminal

insuffizienter und gesunder menschlicher Herzen

Die Gesamt-RNA aus menschlichem Vorhof- und Ventrikelgewebe wurde mit der APGC-

Methode [Chomczynski und Sacchi 1987] isoliert (siehe2.1.1). Das eingesetzte myokar-

diale Gewebe stammte aus insuffizienten, bedingt durch ischämische (n = 11) bzw. di-

latative (n = 14) Kardiomyopathie, und nichtinsuffizienten Herzen (n = 11). Die durch-

schnittliche RNA-Ausbeute aus dem Gewebe insuffizienter Herzen betrug 0,45 ‰ des

eingewogenen Gewichtes, bei nichtinsuffizienten Herzen lag sie im Mittel bei 1 Promil-

le. Zur Präparation standen fünf verschiedene Herzregionen zur Verfügung, die jeweils

separat behandelt wurden: Linker (n = 6) und rechter Vorhof (n = 10), linker (n = 17) und

rechter (n = 18) Ventrikel sowie das Interventrikularseptum (n = 13).

Die präparierten RNA-Proben wurden durch elektrophoretische Auftrennung in einem

Agarosegel überprüft. In Abbildung3.7 ist exemplarisch ein solches Gel dargestellt. Es

wurden pro Spur 5µg präparierte Gesamt-RNA aufgetragen. Die untere Bande entspricht

der Transfer-RNA (tRNA). Die beiden mittleren Banden entsprechen der 18S- und 28S-

rRNA. Die scharfen und deutlich erkennbaren Banden sprachen für die gute Qualität der

RNA-Präparation. Demnach war die RNA während der Präparation nicht denaturiert, son-

dern intakt geblieben und konnte für spätere RNase Protection Assays eingesetzt werden.

Die in den Spuren 1–4 gezeigte RNA wurde später gepoolt und in den RNase Protection

Assays als Standardreihe eingesetzt. Es handelte sich um Gewebe aus dem Interventriku-

larseptum eines Herzens mit ischämischer Kardiomyopathie (Spur 1) sowie um Gewebe

aus dem rechten (Spur 2) und linken (Spuren 3 und 4) Ventrikel zweier verschiedener Her-

zen mit dilatativer Kardiomyopathie. Die Ausbeute dieser Präparation betrug 3.782µg
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Abbildung 3.8:Autoradiografie der32P-markierten cRNA antisense-Sonden von HCN2

und Gsα nach elektrophoretischer Auftrennung in einem Long-Ranger-

Gel

RNA, was rechnerisch für etwa 50 RPAs genügte und damit ausreichend für alle geplan-

ten Assays war.

3.2.2.4 RNase Protection Assay und Auswertung

Das Plasmid HCN2/pGEM-T wurde für diein-vitro-Transkription durch einen Restrik-

tionsverdau mit NcoI linearisiert; Gsα /pGEM-2 wurde mit BanI linearisiert. Zur Durch-

führung jedes RPA wurden jeweils mit32P-UTP markierte cRNA-Sonden hergestellt. Für

HCN2 ergab sich eine 308 nt lange antisense-Sonde; d. h. 86 nt vektorielle Multi-Cloning-

Site und 222 nt spezifische antisense-Sonde. Analog ergab sich für Gsα eine 153 nt lange

antisense-Sonde (60 nt Multi-Cloning-Site und 93 nt spezifische antisense-Sonde).

Die elektrophoretische Auftrennung der beiden einzelsträngigen RNA-Sonden in einem

5%igen Long-Ranger Sequenziergel ist exemplarisch in Abbildung3.8dargestellt. In der

linken Spur ist die antisense-Sonde für HCN2 zu sehen, die ein deutlich schwächeres

Signal aufweist als die Gsα -Sonde (rechte Spur).

Nach der Extraktion der Sonden aus dem Gel wurden diese mit jeweils 10µg Gesamt-

RNA aus verschiedenen Proben hybridisiert. Die verbliebenen – weder zu HCN2 noch

zu Gsα komplementären – einzelsträngigen RNA-Moleküle wurden durch Zugabe des
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Enzyms RNase abgebaut. Anschließend wurde der Reaktionsansatz in einer Long-Ranger-

Gelelektrophorese aufgetrennt und eine Autoradiografie des getrockneten Gels angefertigt

und ausgelesen.

Abbildung3.9zeigt eine solche Autoradiografie eines repräsentativen RPA. In der linken

Spur ist die unverdaute Probe zu sehen (»undigested«, beschriftet mit »u«), in der nur die

antisense-Sonden ohne myokardiale RNA enthalten waren. Die einzelsträngigen Sonden

von HCN2 und Gsα lieferten erwartungsgemäß ein Signal bei 308 bzw. 153 nt. Die voll-

ständig verdauten Sonden (in der Abbildung in der zweiten Spur von links, beschriftet

mit »d« – »digested«) zeigten kein spezifisches Signal. In allen weiteren Spuren waren

das spezifische HCN2-mRNA-Signal bei 222 nt und das Signal für Gsα bei 93 nt erkenn-

bar. Bei den eingesetzten Proben dieses RNase Protection Assays handelte es sich um die

RNA dreier verschiedener Herzen mit ischämischer Kardiomyopathie, wobei die RNA in

den ersten beiden Spuren (linker und rechter Ventrikel) und in den nächsten drei Spuren

(linker und rechter Ventrikel, Interventrikularseptum) jeweils aus demselben myokardia-

len Gewebe stammte. Insgesamt wurden 16 RNase Protection Assays zur Untersuchung

der HCN2-mRNA-Expression im menschlichen Myokard durchgeführt.

Der Größenunterschied in der Höhe des HCN2- und Gsα -mRNA-Signals im Vergleich zur

einzelsträngigen Sonde ist darauf zurückzuführen, dass bei derin-vitro-Transkription der

antisense-Sonde ein Teil der Multi-Cloning-Site des Vektors transkribiert und radioaktiv

markiert wird, welcher aber nicht komplementär zu der nachzuweisenden nativen mRNA

ist, daher nicht hybridisiert und durch die RNase A/T1 verdaut wird.

3.2.2.5 Quantitative Auswertung des RPA

Abbildung3.10zeigt die Standardgeraden zur Quantifizierung der HCN2-mRNA (a) und

Gsα (b). Bei jedem RPA wurde eine aufsteigende Standardreihe von 1, 2, 3, 5, 10 und

15 µg RNA (jeweils in Doppelbestimmung) mit aufgetragen. Anschließend konnte die

Linearität der gemessenen mRNA-Signale bestimmt werden, indem die Korrelation der

Einzelwerte berechnet wurde. Es handelte sich bei dieser Standardreihe um gepoolte RNA,

die aus menschlicher myokardialer Gesamt-RNA verschiedener Herzen stammte (siehe

3.2.2.3).

Bei beiden Graphen lässt sich erkennen, dass die Linearität sehr gut gegeben ist. Der

Determinationskoeffizientr2 beträgt für die HCN2-Standardgerade 0,9976 und für die

Gsα -Standardgerade 0,9992. Demnach war die Intensität der Hybridisierungssignale der

Standard-RNA für HCN2 und Gsα im untersuchten Bereich der eingesetzten RNA-Menge

(10 µg) linear.
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Abbildung 3.9:Autoradiografie eines repräsentativen RPA für HCN2 und Gsα

as: antisense; u: unverdaut (»undigested«); d: verdaut (»digested«);

LV: Linker Ventrikel; RV: Rechter Ventrikel; IVS: Interventrikularseptum
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Abbildung 3.10:Standardgeraden für HCN2 und Gsα

Die Standardgeraden zeigen auf der Ordinate den mRNA-Gehalt in Pi-

xeleinheiten (»Arbitrary Units«) und auf der Abszisse die eingesetzte

RNA-Menge der gepoolten menschlichen RNA inµg
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Abbildung 3.11:HCN2-mRNA-Expression im linksventrikulären Myokard (amol/µg

Gesamt-RNA). Die Zahlen in den Säulen stehen für die jeweilige Anzahl

der Proben. Dargestellt ist der arithmetische Mittelwert der Messungen

sowie der Standardfehler.

NF: Gesundes Herzgewebe (Non-Failing); ICM: Ischämische Kardio-

myopathie; DCM: Dilatative Kardiomyopathie

3.2.3 HCN2-mRNA-Expression in terminal insuffizienten im

Vergleich zu nichtinsuffizienten Herzen

Für den Vergleich der HCN2-mRNA-Expression in Geweben aus insuffizientem versus

nichtinsuffizientem Myokard wurde als repräsentative Region der linke Ventrikel betrach-

tet, da dieser bei Kardiomyopathien den stärksten Veränderungen unterworfen ist. Ab-

bildung3.11zeigt die absolute HCN2-mRNA-Menge in amol/µg Gesamt-RNA. Für die

Untersuchung stand das Gewebe aus nichtinsuffizienten menschlichen Herzen (n = 6)

sowie terminal insuffizienter Herzen mit ischämischer (n = 5) und dilatativer Kardiomyo-
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Region
RA LA RV IVS LV

NF 0,465 0,132 0,180 0,224 0,283
SEM – 0,028 0,072 0,079 0,082

n 1 3 4 5 6

ICM 0,324 0,144 0,157 0,188 0,327
SEM 0,071 – 0,034 0,022 0,046

n 3 1 7 3 5

DCM 0,389 0,145 0,097 0,233 0,298
SEM 0,059 0,014 0,020 0,057 0,050

n 6 2 7 5 6

Gesamt 0,377 0,138 0,139 0,219 0,301
SEM 0,041 0,013 0,022 0,036 0,035

n 10 6 18 13 17

Tabelle 3.1:HCN2-mRNA-Expression in verschiedenen Regionen des menschlichen

Myokards, angegeben in amol/µg Gesamt-RNA, normalisiert auf Gsα .

RA: Rechter Vorhof; LA: Linker Vorhof; RV: Rechter Ventrikel; IVS: Inter-

ventrikularseptum; LV: Linker Ventrikel; NF: Gesundes Herzgewebe (Non-

Failing); ICM: Ischämische Kardiomyopathie; DCM: Dilatative Kardiomyo-

pathie; SEM: Standardfehler; n: Anzahl der Proben

pathie (n = 6) zur Verfügung. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der HCN2-

Expression (p > 0,05).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Verteilungsmuster der Expression von HCN2

in den verschiedenen Herzregionen im insuffizienten Myokard unverändert bleibt (Abbil-

dung3.12, Tabelle3.1).

Die Unterschiede zwischen den Herzregionen waren bei allen drei untersuchten Stich-

proben – d. h. gesundes Herzgewebe, ischämische und dilatative Kardiomyopathie – wei-

testgehend gleich. Demnach konnte an den zur Verfügung stehenden Proben kein Ein-

fluss einer ischämischen oder dilatativen Kardiomyopathie auf die Menge der detektierten

HCN2-mRNA nachgewiesen werden.

Darüber hinaus wurden bei der Untersuchung von nichtinsuffizientem und insuffizien-

tem Myokard erwartungsgemäß keine signifikanten Unterschiede in der Menge der Gsα -

mRNA-Konzentration gefunden (Abbildung3.13).
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Abbildung 3.12:HCN2-mRNA-Expression in verschiedenen Regionen des menschlichen

Myokards (amol/µg Gesamt-RNA). Die Zahlen in den Säulen stehen für

die jeweilige Anzahl der Proben. Dargestellt ist der arithmetische Mittel-

wert der Messungen sowie der Standardfehler. Die Werte sind in Tabelle

3.1angegeben.

RA: Rechter Vorhof; LA: Linker Vorhof; RV: Rechter Ventrikel; IVS: In-

terventrikularseptum; LV: Linker Ventrikel; NF: Gesundes Herzgewebe

(Non-Failing); ICM: Ischämische Kardiomyopathie; DCM: Dilatative

Kardiomyopathie
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Abbildung 3.13:Gsα -mRNA-Expression in verschiedenen Regionen des menschlichen

Myokards (Prozent der Standard-RNA). Die Zahlen in den Säulen ste-

hen für die jeweilige Anzahl der Proben. Dargestellt ist der arithmetische

Mittelwert der Messungen sowie der Standardfehler.

RA: Rechter Vorhof; LA: Linker Vorhof; RV: Rechter Ventrikel; IVS: In-

terventrikularseptum; LV: Linker Ventrikel; NF: Gesundes Herzgewebe

(Non-Failing); ICM: Ischämische Kardiomyopathie; DCM: Dilatative

Kardiomyopathie
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3.2.4 Regionale Unterschiede der HCN2-Expression im

menschlichen Herzen

Da sich in den drei untersuchten Kollektiven keine signifikanten Unterschiede in der

HCN2-mRNA-Konzentration fanden, konnten die Gruppen für die Analyse der regiona-

len Verteilung gepoolt werden. Dies erschien sinnvoll, um die statistische Aussagekraft

bei den zum Teil sehr kleinen Fallzahlen zu verbessern. Auf diese Weise ergaben sich

Zahlen zwischenn = 6 (LA) undn = 18 (RV).

Diese Analyse zeigte eindeutige regionale Unterschiede in der Expression von

HCN2 (Abb. 3.14): Im rechten Vorhof war sie fast dreimal höher als im linken Vor-

hof und im rechten Ventrikel. In den Ventrikeln konnte ein aufsteigender Gradient vom

rechten Ventrikel über das Septum zum linken Ventrikel aufgezeigt werden. Die Werte

im linken Ventrikel unterschieden sich nicht signifikant vom linken Vorhof.
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Abbildung 3.14:HCN2-mRNA-Expression in verschiedenen Regionen des menschlichen

Myokards (amol/µg Gesamt-RNA). Die Zahlen in den Säulen stehen für

die jeweilige Anzahl der Proben. Dargestellt ist der arithmetische Mittel-

wert der Messungen sowie der Standardfehler.

RA: Rechter Vorhof; LA: Linker Vorhof; RV: Rechter Ventrikel; IVS: In-

terventrikularseptum; LV: Linker Ventrikel
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Bei Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz stellt der plötzliche Herztod ein kli-

nisch relevantes Risiko dar [Messerli et al. 1984, Kannel et al. 1988, Tomaselli et al. 1994].

Die Mechanismen, die zum plötzlichen Herztod führen, sind äußerst vielschichtig.

Das insuffiziente Herz durchläuft eine komplexe Abfolge von Veränderungen sowohl in

den Myozyten als auch in den nichtmyozytären Elementen. Beim Versuch, die abneh-

mende Pumpfunktion zu kompensieren, werden verschiedene neurohumorale Mechanis-

men aktiviert, unter anderem das sympathische Nervensystem und das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System (RAAS). Die Veränderungen im Herzen selbst, aber auch in der Peri-

pherie beeinflussen die Elektrophysiologie des Herzens und prädisponieren herzinsuffizi-

ente Patienten für den plötzlichen Tod durch Arrhythmien. Mit zunehmender Schwere der

Herzinsuffizienz nehmen sowohl die Häufigkeit als auch die Komplexität der ventrikulä-

ren Ektopie zu [Chakko und Gheorghiade 1985, Kjekshus 1990]. Zur Entwicklung einer

wirksamen Therapie – besser noch einer effektiven Prävention – sind weitere Grundlagen-

kenntnisse über ektope Automatien im erkrankten Myokard notwendig.

Diese abnormen Automatien im hypertrophierten und insuffizienten Herzen können da-

durch begünstigt werden, dass das Aktionspotenzial in der spontanen diastolischen De-

polarisation verlängert ist [Tomaselli et al. 1994]. Weiterhin spielt die Verminderung der

Stromdichte des repolarisierenden AuswärtsstromsI to sowie wahrscheinlich auch eine Er-

höhung des depolarisierenden EinwärtsstromsI f eine wichtige Rolle [Cerbai et al. 1996,

Cerbai et al. 2001].

Allerdings wird kontrovers diskutiert, obI f im atrialen und ventrikulären Arbeitsmyokard

insuffizienter Herzen tatsächlich zur gesteigerten Arrhythmieneigung beitragen kann. Der

Ionenkanal wird durch Hyperpolarisation aktiviert; im Ventrikelmyokard von Hunden bei-

spielsweise bei−110 mV [Yu et al. 1993]. Ein solch negatives Aktivierungspotenzial wird

unter physiologischen Bedingungen sicherlich nicht erreicht, weshalb die Autoren vermu-

teten, dass die Schrittmacherfunktion des Kanals über diesen Mechanismus gleichsam

»inaktiviert« wird. Dem gegenüber stehen die Ergebnisse von Cerbai et al., die im Ventri-

kelmyokard von Ratten ein Aktivierungspotenzial fürI f von−88 mV feststellten [Cerbai
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et al. 1994b, Cerbai et al. 1996]. Dies liegt deutlich näher am physiologischen diastoli-

schen Depolarisationspotenzial, so dass hier eine Beteiligung vonI f an ventrikulären Au-

tomatien möglich erscheint. Die Hypothese, dassI f für die abnorme Erregungsbildung im

Arbeitsmyokard eine Bedeutung besitzt, ist also zumindest lückenhaft und bislang nicht

vollständig geklärt.

Die Ionenströme, die für die spontane diastolische Depolarisation verschiedener Myokard-

zellen verantwortlich sind (I f, ICa-T und IK(ACh)), wurden in den letzten Jahren elektrophy-

siologisch gut untersucht und charakterisiert [Yu et al. 1993, Cerbai et al. 1997, Carbone

und Lux 1984, Hess et al. 1986]. Allerdings sind die Kenntnisse über die molekularen

Mechanismen wesentlich unvollständiger als das elektrophysiologische Wissen – nicht zu-

letzt deshalb, weil die Aufklärung der Gensequenzen vonI f und vom T-Typ-Kalziumkanal

erst 1998 gelang [Ludwig et al. 1998, Cribbs et al. 1998].

Basierend auf diesen Arbeiten war es möglich, den Nachweis zu erbringen, dass die Iso-

formen HCN2 und HCN4 tatsächlich das molekulare Korrelat zuI f sind. Moroni et al. li-

gierten HCN2-DNA in ein Plasmid und transformierten dieses in HEK293-Zellen, um

anschließend die elektrophysiologischen Eigenschaften vonIhHCN2 zu untersuchen. Die

Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der entstandene Ionenstrom die gleichen Charakteris-

tika aufweist wieI f [Moroni et al. 2000]. Weitere Arbeitsgruppen konnten durch die ge-

zielte Mutation der G-Y-G-Sequenz in der Porenregion die Natrium- und Kaliumpassage

des Kanals unterbinden; als Folge konnteI f nicht mehr detektiert werden [Qu et al. 2001,

Xue et al. 2002, Er et al. 2003].

Er et al. erzeugten eine GYG402−404AYA-Mutation der Porenregion von HCN2. Der da-

durch entstandene Kanal war nicht mehr funktionsfähig; außerdem wurden die Wildty-

pen HCN2 und HCN4 dominant-negativ unterdrückt. Mittels Überexpression des mutier-

ten Kanals in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte konnte festgestellt werden, dass die

Stromdichte des nativenI f deutlich reduziert war und die Zellen die Fähigkeit zur sponta-

nen diastolischen Depolarisation verloren hatten [Er et al. 2003]. Die Autoren folgerten

daraus, dass HCN2 und HCN4 sich zu heteromeren Komplexen zusammenlagern kön-

nen und entscheidende Bedeutung für die Erzeugung eines spontanen Aktionspotenzials

besitzen.

Während es einige Publikationen über die Verteilung der mRNA einzelner HCN-

Isoformen in den Herzen verschiedener Tierspezies gibt [Shi et al. 1999, Moosmang

et al. 2001, Moroni et al. 2001], existieren bislang keine Untersuchungen, die sich spe-

ziell mit der Expression der HCN-Kanäle im menschlichen Myokard befassen.
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Auch im Hinblick auf den möglichen Einfluss einer Herzinsuffizienz auf das mRNA-

Expressionsmuster der HCN-Kanäle gibt es bislang keine Untersuchungen an mensch-

lichem Myokard. Es ist nach wie vor lediglich der Vergleich mit Daten möglich, die aus

dem Herzgewebe diverser Tierarten erhoben wurden [Hiramatsu et al. 2002, Fernández-

Velasco et al. 2003].

Die vorliegende Arbeit liefert daher erstmals Erkenntnisse sowohl über die Verteilung

der Isoform HCN2 im Gewebe humaner Herzen als auch über mögliche Veränderungen

bei schwerer Herzinsuffizienz auf dem Boden einer dilatativen oder ischämischen Kardio-

myopathie.

4.1 Einfluss der Herzinsuffizienz

Die Expression der HCN2-mRNA wurde für gesunde Kontrollherzen sowie terminal

insuffiziente Herzen mit ischämischer oder dilatativer Kardiomyopathie getrennt be-

trachtet. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der jeweiligen HCN2-

Konzentration in den drei Gruppen festgestellt werden.

Es gibt bislang lediglich zwei Arbeiten an Tiermodellen, in denen die Expression von

HCN-Kanälen im Gewebe von gesunden und insuffizienten Herzen direkt miteinander

verglichen wird. Hiramatsu et al. stellten fest, dass die Menge der HCN2- und HCN4-

mRNA bei druckbelasteten Rattenherzen zunimmt [Hiramatsu et al. 2002], und auch

in einer jüngeren Arbeit konnten diese Ergebnisse bestätigt werden [Fernández-Velasco

et al. 2003]. Ähnlich wie bei Hiramatsu entstand auch die Herzinsuffizienz in dem von

Fernández-Velasco et al. verwendeten Tiermodell durch Druckbelastung des linken Ven-

trikels, indem ein Clip um die Aorta der Ratten platziert wurde. In jener Untersuchung

wurde außerdem erstmals die Änderung der mRNA-Menge von HCN2 und HCN4 sowie

die Stromdichte vonI f in Myozyten derselben Herzen miteinander verglichen. Dabei er-

gab sich, dass bei druckbelasteten Rattenherzen sowohl die Stromdichte vonI f als auch

die Menge der HCN-mRNA zunimmt [Fernández-Velasco et al. 2003]. In der hier vor-

liegenden Arbeit konnte eine parallele Erhöhung der mRNA-Expression in insuffizienten

menschlichen Herzen nicht gefunden werden. Eine mögliche Erklärung dieses zum oben

genannten Tiermodell unterschiedlichen Ergebnisses könnte sein, dass die verschiedenen

Pathomechanismen der Herzinsuffizienz (Druckbelastung, ischämische und dilatative Kar-

diomyopathie) entsprechend Einfluss auf die mRNA-Expression nehmen.

Capuano et al. stellten fest, dass verschiedene Techniken, eine Herzinsuffizienz bei Rat-

ten zu induzieren, durchaus Einfluss auf die Genexpression nehmen. Die Arbeitsgruppe
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behandelte die Tiere der einen Gruppe mit Deoxycorticosteronacetat-Salz (DOCA-Salz),

was zu einer Volumenbelastung der Herzen führte. In der anderen Gruppe wurde die Aor-

ta operativ stenosiert und somit die Herzinsuffizienz durch eine Druckbelastung des lin-

ken Ventrikels herbeigeführt. Die resultierende Abnahme der Stromdichte vonI to sowie

die Verminderung der Expression der für den Kanal kodierenden Kv4.3-mRNA [Dixon

et al. 1996] war in beiden Gruppen messbar – allerdings wies die Gruppe mit der Vo-

lumenbelastung eine stärker reduzierte Genexpression auf als die Vergleichsgruppe, die

durch Druckbelastung herzinsuffizient wurde [Capuano et al. 2002].

Es ist bekannt, dass Kardiomyozyten durch Hypertrophie und Insuffizienz ihre elektro-

physiologischen Eigenschaften verändern, zusammengefasst unter dem Begriff des so ge-

nanntenelektrophysiologischen Remodelings[Tomaselli und Marbán 1999].

Eine charakteristische Veränderung in Ventrikelzellen insuffizienter Herzen ist die Verlän-

gerung des Aktionspotenzials, die sich durchgängig und unabhängig vom Mechanismus

in verschiedensten Tiermodellen nachweisen lässt [Rossner 1985, Nordin et al. 1989, Cer-

bai et al. 1994a, Kääb et al. 1996]. Auch Ventrikel menschlicher Herzen zeigen diese

Verlängerung des Aktionspotenzials [Beuckelmann et al. 1993]. Die Verlängerung der

Repolarisationsphase stellt die wichtigste Veränderung hinsichtlich der Arrhythmogenese

bei der Herzinsuffizienz dar [Tomaselli et al. 1994].

Die Verlängerung des Aktionspotenzials ist das Resultat eines veränderten Expressions-

musters depolarisierender und repolarisierender Ionenkanäle. Die Veränderungen auf der

Ebene der Ionenkanäle erfolgen nicht gleichförmig. Die elektrophysiologischen und mole-

kularbiologischen Untersuchungen an verschiedenen Ionenkanälen ergaben sowohl Spe-

ziesunterschiede als auch eine Abhängigkeit von der Pathogenese, dem gewählten Tier-

modell sowie dem Schweregrad der Herzinsuffizienz [Benitah et al. 1993, Brooksby

et al. 1993, Cerbai et al. 1994a]. Während elektrophysiologische Untersuchungen an Rat-

tenherzen einheitlich gezeigt haben, dass die Stromdichte vonI f im insuffizienten Herzen

erhöht ist [Cerbai et al. 1994a, Cerbai et al. 1996, Fernández-Velasco et al. 2003], ist die

Datenlage im menschlichen Herzen unklar.

Zwei Arbeitsgruppen führten elektrophysiologische Untersuchungen des Schrittmacher-

kanalsI f an ventrikulären Kardiomyozyten von insuffizienten menschlichen Herzen mit

ischämischer (ICM) bzw. dilatativer Kardiomyopathie (DCM) durch. Hoppe et al. wie-

sen qualitativ die Anwesenheit vonI f in ventrikulären Myozyten nach. Die Stromdichte

von I f war aber in Myozyten aus terminal insuffizienten Herzen und gesunden Kontrollen

gleich. Es fand sich auch kein Unterschied derI f-Stromdichte zwischen Myozyten von

insuffizienten Herzen mit ICM oder DCM [Hoppe et al. 1998].
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Cerbai et al. konnten bei einem vergleichbaren PatientenkollektivI f ebenfalls qualitativ in

allen ventrikulären Kardiomyozyten der erkrankten ICM- und DCM-Herzen messen, aber

nur in 76 % der Kontrollzellen [Cerbai et al. 2001]. Im Gegensatz zu Hoppe et al. fand

diese Arbeitsgruppe in ventrikulären Myozyten von Herzen mit ischämischer Kardiomyo-

pathie eine signifikante Zunahme der Stromdichte vonI f im Vergleich zu Herzen mit di-

latativer Kardiomyopathie sowie gesunden Kontrollherzen. In den insuffizienten Herzen

beider Ätiologien war die Aktivierungskurve vonI f zu positiveren Werten hin angehoben.

Die elektrophysiologischen Messungen warfen die Frage auf, ob die als erhöht gefun-

dene Stromdichte vonI f in insuffizienten Herzen [Cerbai et al. 2001, Fernández-Velasco

et al. 2003] mit einer ebenfalls erhöhten mRNA-Expression von HCN2 verbunden ist. Die

vorliegende Arbeit konnte dies nicht bestätigen. Daher liegt es nahe, andere Mechanismen

zu vermuten, die eine erhöhte Stromdichte vonI f bewirken.

Posttranslationale Veränderungen an den Ionenkanälen sind durch Bestimmungen der

mRNA nicht detektierbar, können aber durchaus für qualitative Auswirkungen auf die

Funktion der synthetisierten Kanalproteine sorgen [Akar et al. 2005]. Ferner ist vorstell-

bar, dass der Umsatz der fertigen Proteine in den Myozyten sehr langsam ist, so dass trotz

hoher Proteinspiegel eine niedrige mRNA-Menge gemessen wird.

Weiterhin kann es sein, dass die Isoform HCN4 – analog zum Kaninchenherz [Shi

et al. 1999] – im menschlichen Herzen entgegen früherer Untersuchungen [Ludwig

et al. 1999] doch den Hauptanteil der Ionenkanäle fürI f stellt, statt in etwa gleicher

Menge wie HCN2 vorzukommen. Eine mögliche Konsequenz wäre dann, dass bei der

Herzinsuffizienz lediglich die Expression von HCN4 hochreguliert wird, nicht aber die

von HCN2.

Die elektrophysiologisch gemessene Zunahme vonI f im insuffizienten menschlichen Her-

zen ohne parallele Erhöhung der HCN2-mRNA-Expression könnte auch in der Bildung

von heteromultimeren Komplexen der HCN-Kanäle begründet sein. Bereits sehr früh

nach der Erstbeschreibung der HCN-Gensequenz wurde die Existenz von heteromulti-

meren Zusammenlagerungen verschiedener HCN-Subtypen zu einer funktionellen Ein-

heit postuliert [Biel et al. 1999]. Erste Hinweise auf die Existenz solcher Komplexe wur-

den dann vor wenigen Jahren veröffentlicht [Moroni et al. 2000]. In der Zwischenzeit

konnte für HCN1 und HCN2 in Hirnzellen genau diese Art der heteromultimeren Ka-

nalbildung gezeigt werden [Chen et al. 2001, Ulens und Tytgat 2001]. Auch für HCN2

und HCN4 gibt es Befunde, die darauf hindeuten, dass diese beiden Isoformen sich im

Rattenmyokard zu einem größeren Verbund zusammenlagern [Er et al. 2003]. Für den

Sinusknoten im Kaninchenherz wurde nachgewiesen, das HCN4 und HCN1 ein Multi-
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mer bilden [Altomare et al. 2003]. Interessanterweise entscheidet dabei die Zusammen-

setzung des Heteromultimers über die funktionellen Eigenschaften des entstandenen Io-

nenkanals [Ulens und Tytgat 2001, Altomare et al. 2003]. So stellten Altomare et al. fest,

dass die cAMP-Sensitivität eines HCN4-HCN1-Tandemkanals geringer ist als die eines

HCN1-HCN4-Tandemkanals [Altomare et al. 2003]. Diese Tandemkanäle wurden her-

gestellt, indem einerseits der Carboxyterminus von HCN4 mit dem Aminoterminus von

HCN1 (HCN4-HCN1-Tandem) bzw. der Carboxyterminus von HCN1 mit dem Aminoter-

minus von HCN4 ligiert wurde (HCN1-HCN4-Tandem). Weiterhin beeinflusst die Stö-

chiometrie des Heteromultimers die Aktivierungsgeschwindigkeit des entstandenen Ka-

nals [Ulens und Tytgat 2001, Altomare et al. 2003]. Im menschlichen Herzgewebe wurde

eine Homo- bzw. Heteromultimerisation von HCN2 und HCN4 unlängst experimentell

bestätigt [Michels et al. 2005]. Die erhöhte Stromdichte vonI f in insuffizienten Herzen

ist dann zum Beispiel durch eine veränderte Zusammensetzung des multimeren Kanals er-

klärbar. Der funktionelle Unterschied der Kanäle kann dann größer sein, ohne sich jedoch

in der RNA-Bestimmung abzubilden.

Eine andere Arbeitsgruppe stellte fest, dass sich nicht nur die einzelnen HCN-Isoformen

zu einem größeren Verbund zusammenlagern können, sondern auch andere Proteine be-

teiligt sein können. Das »MinK-Related Peptide 1« (MiRP1) kann alsβ -Untereinheit

sowohl für HCN1 als auch HCN2 fungieren und ändert zum einen die Stromdichte, zum

anderen die Aktivierungsgeschwindigkeit des Kanals [Yu et al. 2001]. Die im genannten

Artikel erhobenen Daten beziehen sich auf das Kaninchenherz, dennoch ist eine ähnliche

Konstellation für das menschliche Herz denkbar.

Analog zu den hier vorgestellten Befunden an HCN-Kanälen gibt es auch bei spannungs-

abhängigen Kaliumkanälen im Myokard die Konstellation, dass die Stromdichte des Kali-

umkanals nicht mit der zugehörigen Menge der für den Kanal kodierenden mRNA korre-

liert. Im Rattenmyokard beispielsweise bleibt die Stromdichte vonIK innerhalb der ersten

Wochen nach der Geburt nahezu unverändert; die Menge der kodierenden mRNA Kv2.1

nimmt jedoch ab [Xu et al. 1996]. In einer weiteren Arbeit konnte trotz eines messbarenIK

in allen untersuchten Myozyten nicht in jeder Zelle die mRNA von Kv2.1 nachgewiesen

werden [Schultz et al. 2001].

Beim Menschen fanden zwei Arbeitsgruppen trotz einer Abnahme der Stromdichte

von IK1 in insuffizientem Herzgewebe [Beuckelmann et al. 1993] unveränderte mRNA-

Mengen des Kanals Kir2.1 in den untersuchten Kardiomyozyten [Kääb et al. 1998, Wang

et al. 1998].

Schließlich kann auch ein Einfluss der Dauermedikation der herzinsuffizienten Patienten

nicht ausgeschlossen werden (siehe Tabelle2.1 auf Seite21). Einen ersten Hinweis da-
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rauf gibt eine Untersuchung am Modell des druckbelasteten Rattenherzens. Dabei wurde

festgestellt, dass durch die Gabe eines Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten (Candesar-

tan) bzw. Ca2+-Kanalinhibitors (Amlodipin) die zunächst erhöhte Expression der HCN-

Kanäle im linken Ventrikel wieder auf ein Niveau sank, das mit dem der normotensiven

Ratten nahezu identisch war [Hiramatsu et al. 2002].

4.2 Regionale Verteilung

Die Expression der HCN2-mRNA wurde qualitativ in allen Regionen des menschlichen

Herzens nachgewiesen, auch in ventrikulärem Gewebe.

Die Quantifizierung der mRNA-Mengen in den unterschiedlichen Bereichen des mensch-

lichen Herzens ergab, dass der Gehalt von HCN2 im rechten Vorhof und linken Ventrikel

signifikant höher ist als im linken Vorhof und rechten Ventrikel (p < 0,05). Das Inter-

ventrikularseptum nimmt eine Mittelstellung ein, jedoch ohne statistische Signifikanz zu

erreichen. Diese Ergebnisse könnten damit erklärt werden, dass im rechten Vorhof der

Sinusknoten als wichtiger Schrittmacher lokalisiert ist. Dabei ist aber einschränkend zu

sagen, dass die Vorhofpräparate, die im Rahmen von Herztransplantationen gewonnen

wurden, in der Regel kein Sinusknotengewebe enthalten sollten.

Es gibt bislang keine Untersuchungen, die die regionale Verteilung der HCN-Kanäle

im menschlichen Herzen zum Gegenstand hatten. Die hier vorliegende Dissertation be-

schreibt erstmals die Menge der HCN2-mRNA in verschiedenen Regionen des menschli-

chen Herzens. Dagegen existieren einige Arbeiten, in denen die Menge der HCN-mRNA

in unterschiedlichen Tierspezies bestimmt wurde. So stellt im Sinusknoten des Kanin-

chenherzens die Isoform HCN4 den größten Anteil der mRNA, gefolgt von HCN1 [Shi

et al. 1999, Moroni et al. 2001]. In den Purkinjefasern stellte die Arbeitsgruppe eine etwa

gleich große Menge von HCN4 und HCN1 fest (49 % bzw. 40 % der Gesamt-RNA); im

Ventrikelmyokard war dann die Isoform HCN2 vorherrschend [Shi et al. 1999]. Bei der

Maus ist im Sinusknoten ebenfalls HCN4-mRNA enthalten, die zweitgrößte Fraktion in

diesem Gewebe ist HCN2 [Moosmang et al. 2001, Stieber et al. 2003]. Im Ventrikelmyo-

kard der Ratte wurde HCN2 als weit überwiegende Isoform ermittelt. Anschließend folgt

HCN4, wobei das Verhältnis von HCN2 zu HCN4 bei adulten Ratten im Vergleich zu

neonatalen Tieren noch zunimmt [Shi et al. 1999].

Eine Untersuchung der verschiedenen Regionen von insuffizienten Rattenherzen kommt

zu dem Ergebnis, dass deutlich mehr HCN2-mRNA im linken Ventrikel und Interventri-

kularseptum vorhanden ist als im rechten Ventrikel [Fernández-Velasco et al. 2003]. Dies
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deckt sich mit den hier gemessenen Werten. Weiterhin fand die Arbeitsgruppe eine zwei-

bis dreifach höhere mRNA-Expression von HCN2 im linken gegenüber dem rechten Ven-

trikel; die hier vorgestellten Ergebnisse weisen deckungsgleich sowohl bei insuffizienten

als auch bei gesunden Herzen für dieses Verhältnis etwa den Faktor 2 auf. Die Menge der

HCN-mRNA in den Vorhöfen wurde in jener Arbeit nicht bestimmt.

Unter physiologischen Bedingungen ist der Sinusknoten im rechten Vorhof der primäre

Schrittmacher der spontanen diastolischen Depolarisation. Die Erregung breitet sich über

das atriale Leitungssystem weiter bis zum AV-Knoten aus, um von dort über das His-

Bündel und die Purkinje-Fasern schließlich im Ventrikelmyokard zu enden [Klinge 1997].

Der KationenstromI f ist in allen genannten Geweben nachweisbar, allerdings gibt es

nicht für jeden Abschnitt Daten aus dem humanen Myokard. Im Sinusknoten des Men-

schen konnteI f gefunden werden [DiFrancesco 1993, Irisawa et al. 1993], genauso wie

im Vorhof [Porciatti et al. 1997]. Für den AV-Knoten sind bislang keine Daten für mensch-

liches Myokard verfügbar, allerdings wurde der Kanal beim Kaninchen in den Myozyten

des AV-Knotens beschrieben [Munk et al. 1996]. In humanen Purkinje-Fasern konnten

Han et al. zwar einen Strom nachweisen, dessen Eigenschaften vollständig denen von

I f entsprechen, allerdings bezeichnete die Arbeitsgruppe den Strom alsIH, weil sie auf

Grund der geringen Anzahl untersuchter Zellen die Merkmale des Stroms nicht bis ins

Detail biophysikalisch charakterisieren konnten [Han et al. 2002]. Im Ventrikelmyokard

schließlich beschreiben Cerbai et al. den Strom in Myozyten von insuffizienten humanen

Herzen [Cerbai et al. 1997].

Die Verteilung der Stromdichte vonI f in den verschiedenen Herzregionen ist bislang nur

wenig untersucht. Fernández-Velasco et al. stellten fest, dassI f in gesunden Rattenher-

zen etwa gleich große Stromdichten im linken und rechten Ventrikel aufweist; auch die

Stromdichte im Interventrikularseptum zeigt lediglich eine nicht signifikante leichte Er-

höhung gegenüber den Ventrikeln [Fernández-Velasco et al. 2003]. Anders ist die Situa-

tion im insuffizienten Herzgewebe: Dort fand die Arbeitsgruppe eine mehr als dreifache

Erhöhung vonI f im Septum, bezogen auf den rechten Ventrikel. Im linken Ventrikel be-

trug die Stromdichte etwa das Doppelte des Wertes aus dem rechten Ventrikel. Während

sich diese Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen vonI f in Rattenherzen recht

gut mit den Daten der Arbeitsgruppe zur mRNA-Expression von HCN2 und HCN4 de-

cken, bestehen doch deutliche Unterschiede zu den hier erhobenen Werten für die HCN2-

mRNA-Expression in menschlichen Herzen. Dies unterstützt die oben diskutierte Auffas-

sung, dass im humanen Herzgewebe die Stromdichte vonI f noch von anderen Faktoren

als nur der HCN2-Expression beeinflusst wird.
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4.3 Auswahl der Methode

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass mit der Herzinsuffizienz sowohl quantitative als auch

qualitative Veränderungen in der Expression verschiedener Gene einhergehen. Als Erklä-

rung dient die Aktivierung diverser neurohumoraler Systeme [Hasenfuss und Just 1994].

Welche pathophysiologische Rolle die Änderung der Genexpression spielt, ist bislang

allerdings noch nicht vollständig verstanden; nicht zuletzt, weil gesundes humanes Myo-

kard verständlicherweise kaum für experimentelle Zwecke zur Verfügung steht.

Aus der modifizierten Genexpression resultiert ein veränderter mRNA-Gehalt in der Zelle,

der oftmals eine Änderung der Proteinmenge und -funktion mit sich bringt. Allerdings

erfasst die Bestimmung der mRNA-Menge natürlich keine quantitativen Veränderungen,

die nach der Translation auf Proteinebene noch stattfinden können.

Zur qualitativen und quantitativen Messung von mRNA in Geweben stehen grundsätzlich

drei verschiedene Verfahren zur Verfügung; der RNase Protection Assay, der Northern

Blot sowie die Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR).

Als die Experimente der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, war es schwierig, mit

der letztgenannten Methode eine absolute Quantifizierung der mRNA-Menge vorzuneh-

men. Es gibt Untersuchungen, in denen sich die gemessene mRNA-Konzentration des-

selben Gens um den Faktor 180 unterscheidet [Bristow et al. 1993, Ihl-Vahl et al. 1996].

Dadurch war die Identifikation von geringen Unterschieden zwischen zwei Kollektiven

problematisch. In den letzten Jahren hat sich die Situation jedoch geändert. Durch so

genannte Real-time-Verfahren der RT-PCR kann die Quantifizierung von mRNA mittler-

weile verlässlich und reproduzierbar durchgeführt werden [Bustin 2000].

Der Northern Blot ist ein hochspezifisches Verfahren zur mRNA-Bestimmung, jedoch ist

die erreichte Sensitivität geringer als die der RT-PCR und des RNase Protection Assays.

Beim RPA ist die Nachweisgrenze für RNA gegenüber dem Northern Blot ca. um den

Faktor 10 geringer, wodurch bereits RNA-Mengen im Bereich von 0,1 – 0,2 pg detektiert

und quantifiziert werden können [Mittmann et al. 1998]. Ferner ist das Signal der zu

bestimmenden RNA-Menge über eine große Breite linear, was auch in dieser Dissertation

validiert werden konnte.

Aus den genannten Gründen wurde für diese Arbeit der RNase Protection Assay aus-

gewählt. Untersucht wurde myokardiales Gewebe von Patienten mit ischämischer oder

idiopathisch dilatativer Kardiomyopathie sowie von gesunden Spenderherzen, die nicht

für eine Transplantation geeignet waren.
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4.4 Ausblick

Auf Grund der Tatsache, dass Veränderungen auf RNA-Ebene nicht immer mit einer

gleichsinnigen Änderung auf Proteinebene verbunden sind, wäre eine Bestimmung der

HCN-Kanalproteine, z. B. mittels Immunoblot, eine sinnvolle und wünschenswerte Er-

gänzung zu dieser Arbeit. Leider existierte weder zum Zeitpunkt der Experimente noch

aktuell ein entsprechender Antikörper für HCN2 bzw. für die anderen drei Isoformen. Die

Verteilung der Ionenkanäle auf Proteinebene kann nach wie vor nicht bestimmt werden.

Die Relevanz des IonenstromsI f für die diastolische Depolarisation und damit die Steue-

rung der Herzfrequenz machen den Kanal zu einem sinnvollen Ziel für die Entwicklung

neuer pharmakologischer Substanzen. Seit einigen Jahren gibt es Wirkstoffe (Zatebra-

din, Cilobradin, Ivabradin), die spezifischI f im menschlichen Myokard inhibieren und

dadurch eine Reduktion der Herzfrequenz erreichen, ohne Einfluss auf die Inotropie des

Herzens zu nehmen [Simon et al. 1995]. Eines der jüngeren Medikamente, Ivabradin,

zeichnet sich durch eine hohe Affinität zuI f sowie verstärkte Wirksamkeit bei höheren

Frequenzen aus [Bucchi et al. 2002]. Die klinischen Tests der Substanz beschränken sich

zurzeit auf das Krankheitsbild der stabilen Angina pectoris [Borer et al. 2003], allerdings

gibt es erste Ergebnisse im Tiermodell, die den Einsatz von Ivabradin bei Patienten mit

Herzinsuffizienz sinnvoll erscheinen lassen [Mulder et al. 2004].



5 Zusammenfassung

Der plötzliche Herztod ist bei Patienten mit Herzinsuffizienz eine häufige Todesursache.

Auslöser sind oftmals ventrikuläre Arrhythmien. Der Hyperpolarisations-aktivierte Ein-

wärtsstromI f ist ein wesentlicher Schrittmacher der spontanen diastolischen Depolarisa-

tion im Sinusknoten. Seine Rolle im ventrikulären und atrialen Arbeitsmyokard ist zur-

zeit unklar. Die Dichte vonI f ist in verschiedenen Tiermodellen der Herzinsuffizienz und

möglicherweise auch beim Menschen erhöht, was zu der Hypothese geführt hat, dass ein

erhöhterI f-Strom zu der erhöhten Automatiebereitschaft des insuffizienten Herzens bei-

trägt. Das molekulare Äquivalent desI f-Stroms stellen die Hyperpolarisations-aktivierten

Kationenkanäle (HCN) dar.

Ziele dieser Arbeit waren einerseits die regionale Verteilung der HCN2-mRNA im

menschlichen Herzen zu untersuchen, andererseits gesundes mit insuffizientem Myokard

im Hinblick auf die mRNA-Konzentration zu vergleichen.

Die Resultate wurden mittels RNase Protection Assays gewonnen, mit denen RNA hoch-

spezifisch und -sensitiv quantifiziert werden kann. Das Expressionsniveau der HCN2-

mRNA war im rechten Vorhof und linken Ventrikel signifikant höher als im linken Vorhof

und dem rechten Ventrikel. Das Interventrikularseptum lag bei der RNA-Konzentration

zwischen diesen Werten. Beim Vergleich von gesundem Herzgewebe mit ischämisch oder

dilatativ geschädigtem Myokard stellte sich heraus, dass sich die Expression von HCN2

nicht veränderte.

Die Arbeit liefert einerseits erstmals Daten über die HCN2-mRNA-Expression bei Herzin-

suffizienz und andererseits über die regionale Verteilung im menschlichen Herzen. Sie

trägt somit zu den grundlegenden Kenntnissen über den SchrittmacherkanalI f im huma-

nen Myokard bei.
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Ammoniumpersulfat Bio-Rad (München)

Ampicillin Sigma (Deisenhofen)

ATP Boehringer Mannheim (Mannheim)

Bacto Agar Difco Laboratories (Detroit, USA)

Bacto Trypton Difco Laboratories (Detroit, USA)

Bacto Hefeextrakt Difco Laboratories (Detroit, USA)

Bromphenolblau Merck (Darmstadt)

CTP Boehringer Mannheim (Mannheim)

DTT Sigma (Deisenhofen)

Ethidiumbromid Fluka (Buchs, Schweiz)

GTP Boehringer Mannheim (Mannheim)

Guanidiniumthiocyanat Merck (Darmstadt)

Glycerin Merck (Darmstadt)

Harnstoff Merck (Darmstadt)

Long Ranger Serva (Heidelberg)

MOPS Fluka (Buchs, Schweiz)

Natriumacetat Merck (Darmstadt)

Natriumhydroxid Merck (Darmstadt)
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N-Laurylsarcosyl Sigma (Deisenhofen)

Phenol Merck (Darmstadt)

RNasin Promega (Madison, USA)

TEMED Merck (Darmstadt)

Tris Merck (Darmstadt)

Triton X-100 Sigma (Deisenhofen)

UTP Boehringer Mannheim (Mannheim)
32P-UTP New England Nuclear Life Science Products
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Pst I Life Technologies (Eggenstein)

RNase A Boehringer Mannheim (Mannheim)
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SP6-Polymerase Boehringer Mannheim (Mannheim)

Taq-Polymerase Life Technologies (Eggenstein)

T4-DNA-Ligase Promega (Madison, USA)
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pGEM-T Promega (Madison, USA)

pGEM-2 Promega (Madison, USA)

A.4 Bakterienstämme

Kompetente Escherichia coli DH5α Stratagene (Heidelberg)
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pGEM-T Vector System I Promega (Madison, USA)

RPA II-Kit Ambion (Austin, USA)

Superscript-II-RT Life Technologies (Eggenstein)

Taq-DNA-Polymerase Ambion (Austin, USA)

TdT Boehringer Mannheim (Mannheim)

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)

A.6 Verbrauchsmittel

Aqua ad iniectabilia Pharmacia (Freiburg)

Eppendorfgefäße Sarstedt (Nürnberg)

Falcongefäße Becton Dickinson (Heidelberg)

Filmmaterial X-OMAT Kodak (Stuttgart)

Kanülen Braun (Melsungen)

Pipettenspitzen Sarstedt (Nürnberg)

Sarstedt-Röhrchen Sarstedt (Nürnberg)

Sterilfilter Schleicher und Schuell (Dassel)

A.7 Laborgeräte

Agarosegelkammern Bio-Rad (München)

Analysenwaage, Mettler PH 480 Mettler Waagen (Gießen)

Digitalwaage Mettler (Greifensee, Schweiz)

Electrophoresis Power Supply (Power Pac 3000) Bio-Rad (München)

Eppendorfzentrifuge 5415 Eppendorf (Hamburg)

Gelkammer S2/SA Life Technologies (Eggenstein)



A Material 63

Heizblock Eppendorf (Hamburg)

Hybridisierungsofen Appligene (München)

Inkubator für Bakterien Heraeus (Hanau)

Kühlzentrifuge JA-20 Beckman (Palo Alto, USA)

Kühlzentrifuge J2-21 Beckman (Palo Alto, USA)

Kühlzentrifuge J6-B Beckman (Palo Alto, USA)

Kühlzentrifuge Mikro 24-84R Hettich (Tuttlingen)

Magnetrührer Heidolph (Kelheim)

pH-Meter, digital Knick (Berlin)

PCR-Heizblock Hybaid Eppendorf (Hamburg)

Polytron, PCU Kinematika (Luzern, Schweiz)

Schüttelinkubator CLF (Emersacker)

Spektrophotometer Perkin-Elmer (München)

Vortexgerät Heidolph (Kelheim)

Wasserdeionisierungsanlage Millipore (Eschborn)

A.8 Lösungen

Chloropan 50 % (v/v) Phenol

50 % (v/v) Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

Denaturierungspuffer 13,3 % (v/v) 10× MOPS

8,7 % (v/v) Formaldehyd, säurefrei

63,3 % (v/v) Formamid, deionisiert

DNA-Ladepuffer 50 % (v/v) 1× TBE

50 % (v/v) Glycerin

1 % (w/v) Bromphenolblau

1 % (w/v) Xylencyanol

Elutionspuffer (Sol. F) 0,5 M NH4OAc

1 mM EDTA

0,2 % (v/v) SDS
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Hybridisierungslösung (Sol. A) 80 % (v/v) Formamid, deionisiert

100 mM Natriumcitrat, pH 6,4

300 mM Natriumacetat, pH 6,4

1 mM EDTA, pH 8

Ladepuffer (Sol. E) 80 % (v/v) Formamid, deionisiert

1 % (v/v) Xylencyanol

0,1 % (v/v) Bromphenolblau

2 mM EDTA, pH 8

Ladepuffer 50 % (v/v) Glycerin

50 % (v/v) Bromphenolblau, gesättigt

Long-Ranger Gel 5 % 350 mM (w/v) Harnstoff

5 % (v/v) Long-Ranger

6 % (v/v) 1× TBE

25 µ l TEMED

250 µ l 10 % APS

10× MOPS, pH 7 0,2 M MOPS

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA, pH 8

P1-Puffer, pH 8 50 mM Tris/HCl

10 mM EDTA, pH 8

0,1 mg/ml RNase A

P2-Puffer 0,2 M NaOH

1 % (v/v) SDS

P3-Puffer, PH 5,5 3 M KAc

QC-Waschpuffer 1000 mM NaCl

50 mM MOPS

15 % (v/v) Ethanol
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QBT-Äquilibrierungspuffer, pH 7 750 mM NaCl

50 mM MOPS

15 % (v/v) Ethanol

0,15 ‰(v/v) Triton X-100

QF-Elutionspuffer, pH 8,5 1250 mM NaCl

50 mM Tris/HCl

15 % (v/v) Ethanol

RNase A/T1 (Sol. R) 10 mM Tris, pH 8

0,1 M EDTA, pH 8

50 % (v/v) Glycerin

0,5 µg/µ l RNase A

100 U/µ l RNase T1

Lösung D (Sol. D) 4 M Guanidiniumthiocyanat

25 mM Natriumcitrat, pH 7

0,5 % (v/v) N-Laurylsarcosyl

0,1 M Mercaptoethanol

1× TBE 89 mM Tris-Base

10 mM Borsäure

2 mM EDTA

TELT-Lysispuffer 50 mM Tris/HCl, pH 7,5

62,5 mM EDTA, pH 8

2,5 M LiCl

0,4 % (v/v) Triton X-100

A.9 Medien

LB-Medium 10 g/l Bacto Trypton

10 g/l NaCl

5 g/l Bacto Hefeextrakt
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LB-Amp-Platten 10 g/l Bacto Trypton

10 g/l NaCl

5 g/l Bacto Hefeextrakt

15 g/l Bacto Agar

100 µg/ml Ampicillin
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