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1. Einleitung
1.1. Einflhrung in die Thematik

Die rhythmische und gerichtete Abfolge der Herzmuskelkontraktion ist VVoraussetzung fur
die Lebensfahigkeit von Sdugetieren. Flr eine adaquate Reaktion auf Umweltreize ist
neben der autonomen Regulation durch das vegetative Nervensystem und die dadurch
garantierte unmittelbare Anpassung an sich schnell verdndernde &uRere und innere
Anforderungen, die Aktivitait des priméren kardialen Schrittmacherzentrums, des
Sinusknotens, ausschlaggebend (DiFrancesco & Borer, 2007; Mangoni & Nargeot, 2008).

Abbildung 1: Vier-Kammer-Blick auf das Herz des Saugetiers modifiziert nach
Moorman & Christoffels, 2003.

Uber die obere und untere Hohlvene (SCV, ICV) gelangt das Blut in den rechten Vorhof
(RA). Es fliet Gber die Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel (RV) und wird Gber
die Pulmonalarterien der Lunge zugefuhrt. Das dort oxygenierte Blut kommt (ber die
Pulmonalvenen (PV) in den linken Vorhof (LA) und passiert die Mitralklappe (MV), um
in den linken Ventrikel (LV) zu gelangen. Von dort flieBt es Uber die Aorta in den
Korperkreislauf. Die Schrittmacherzentren und die Reizweiterleitung setzen sich
zusammen aus dem Sinusknoten (SAN), dem AV-Knoten (AVN), dem AV-Bindel
(AVB), dem rechten und linken Kammerschenkel (BB) und der peripheren ventrikuléaren
Reizleitung (PVCS). EPI: Epikard. CFB: Zentraler fibroser Korper. END: Endokard.
MYO: Myokard.
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Wie in Abbildung 1 deutlich wird, spielen zusatzlich weitere, sekundédre und tertiére
Schrittmacherregionen wie z.B. der Atrioventrikularknoten (AV-Knoten) und die Purkinje-
Fasern sowie die Erregungsweiterleitung innerhalb der Herzkammern eine groRe Rolle
(Mangoni & Nargeot, 2008). Die klinische Bedeutung genauer Kenntnis der Automatie
und Rhythmogenese im Herzen ergibt sich u.a. aus Beobachtungen zu vererbbaren
Herzkrankheiten wie beispielsweise abnormen Herzfrequenzen und Arrhythmien. So sind
Tachykardien beispielsweise mit einer Steigerung der kardiovaskuldren Morbiditat und
Mortalitdt im Allgemeinen assoziiert, wahrend eine Bradykardie mit Erschépfung und
Leistungsknick, Palpitationen und vermehrten Synkopen einhergehen und im Extremfall
die Implantation eines Herzschrittmachers notig machen kann (Fox et al., 2008a; Reil &
Bohm, 2008).

Spindelformig ) Elongierte Zelle

Vorhofzelle
N N

Abbildung 2: Sinusknotenzellen der Maus unterschiedlicher Morphologie modifiziert
nach Mangoni & Nargeot, 2001.

Neben den spindel- und spinnenférmigen, sowie den elongierten Zellen finden sich auch
atriale Zellen im Sinusknotenverbund.



Auf  histologischer und  molekularbiologischer  Ebene  zeichnen sich  die
Schrittmacherzentren des adulten Herzens bei Sdugetieren durch spezialisierte
Herzmuskelzellen aus, die sich in ihrer Gestalt, ihrer Funktion und ihren
elektrophysiologischen Eigenschaften von Arbeitsmyokardzellen stark unterscheiden
(siehe Abbildung 2). Waéhrend bei Arbeitsmyokardzellen die Kontraktilitdt im
Vordergrund steht und sie durch bestimmte morphologische Kriterien von den anderen
Zelltypen im kardialen Verbund abzugrenzen sind, finden sich bei Schrittmacherzellen
neben einer relativ geringen Kontraktilitit zudem ein spezielles Aktionspotential (AP)
(Mangoni & Nargeot, 2008, siehe unten). Alles in allem fiihren viele Determinanten zu
einem oszillierenden Membranpotential der Sinusknotenzellen. Dieser Befund ist
wiederum richtungsweisend fir die vom Sinusknoten getragene Funktion: Die rhythmische
Generierung elektrischer Aktivitat und deren Weiterleitung an den gesamten Zellverbund

im kardialen System.

Auf Ubergeordneter Ebene hat die autonome Regulation des kardiovaskuldren Systems eine
grolRe Bedeutung. Représentiert wird diese von einer Vielzahl neuronaler Komplexe, die
uber afferente und efferente Effektoren Stress adaptierte Reaktionen des Organismus
gewabhrleisten. Diese sind eingebunden in die Herzfrequenzmodulation, die Erhéhung des
peripheren Widerstandes, die Anpassung der kardialen Auswurfleistung sowie viele andere
Parameter. Inner- und extrakardiale Ganglien nehmen gemeinsam mit zentralen Einheiten
auf spinaler Ebene und im Hirnstamm an dieser Regulation teil (Ardell, 2011; Mangoni &
Nargeot, 2008). Zu den innerkardialen Innervationsstrukturen zahlt z.B. der intrinsische
kardiale neuronale Plexus (ICNP) (Batulevicius et al., 2003; Beaumont et al., 2013),
wahrend das Ganglion Stellatum im Thorax lokalisiert ist (Shen et al., 2011). Die
Koordination dieser peripheren, zentralen und Reflex induzierten neuronalen Kontrolle ist
Dreh- und Angelpunkt fiir eine physiologische Herzaktion, bei deren Ungleichgewicht
atriale und ventrikulére Arrhythmien sowie ein plotzlicher Herztod die Folge sein kdnnen
(Shen et al., 2011). Strukturelle Lasionen wie sie beispielsweise nach Myokardinfarkten
oder einer chronischen Druckbelastung auftreten konnen, tragen Uber ein neuronales
Remodeling zur Ausbildung von Arrhythmien bei. Es konnte gezeigt werden, dass eine
myokardiale Uberinnervation durch sympathische Neurone mit einem solchen Remodeling
vergesellschaftet ist (Hardwick et al., 2009; Ogawa et al., 2009).



Welche Mechanismen ausschlaggebend fur die kardiale Automatie sind, bleibt jedoch
weiterhin Objekt vielfaltiger biomedizinischer Forschung und wird kontrovers diskutiert
(Lakatta & DiFrancesco, 2009; Maltsev & Lakatta, 2012).

1.2. Elektrophysiologische Grundlagen

1.2.1. Das Aktionspotential im Sinusknoten

Die herausragende Besonderheit des Aktionspotentials von Sinusknotenzellen ist das
spontane Auftreten. Die Bedingungen flr dieses spontan oszillierende Membranpotential
sind ausschlaggebend fur die gesamte kardiale Funktion. Abbildung 3 zeigt eine
detaillierte Schemazeichnung der charakteristischen Phasen des Aktionspotentials der

Sinusknotenzellen. Insgesamt sind drei Phasen beschrieben worden.

1. So findet sich zu Anfang eine von einem Calcium-Einstrom (lca) getragene
Depolarisierung der Zellmembran. Dieser Aufstrich féallt im Vergleich zu atrialen
oder ventrikuldren Zellen langsamer aus (Maltsev & Lakatta, 2008).

2. Hieran schlie3t sich die rasche Repolarisierung an, die bis zur Hyperpolarisierung
fortschreitet und von einer Zunahme des spannungsabhéngigen Kalium-Ausstroms
(Ik) gepragt ist (Cho et al., 2003).

3. Das Erreichen des Maximalen Diastolischen Potentials (MDP) markiert sodann den
Ubergang zur Phase der Diastolischen Depolarisierung (DD), die fiir das sinoatriale
Aktionspotential sehr charakteristisch ist. Diese trdgt das Membranpotential zur
Depolarisierungsschwelle, wodurch ein weiteres Aktionspotential ausgeldst wird
und der gesamte Zyklus mit dem oben beschriebenen Ic, erneut seinen Anfang
findet (Dobrev, 2009; Mangoni et al., 2003).

1.2.2. Die Diastolische Depolarisierung

Eine frihe lineare und eine spadte nicht-lineare Phase pragen die Diastolische

Depolarisierung. Es wird angenommen, dass die Abnahme der K*-Leitf4higkeit am Ende
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der Repolarisierung des Aktionspotentials die Aktivierung von einwérts gerichteten
Stromen zur Folge hat.

E
'“,} Ica LDD EDD I

I ‘_ S0 ms

f

Y

Beteiligte Strome

Ca®*-Bewegungen

Lokale Ca?*+

Freiseuungenl ' Ca?*Transient

Abbildung 3: Idealisiertes Aktionspotential einer Sinusknotenzelle mit den beteiligten
lonenstrémen und den intrazellularen Ca?*-Bewegungen modifiziert nach Maltsev &
Lakatta, 2008 und Mangoni & Nargeot, 2008.

APD: Aktionspotentialdauer. DD: Diastolische Depolarisierung. LDD: Linearer Anteil der
Diastolischen Depolarisierung, der vor allem dem I¢+Strom zugeschrieben wird. EDD:
Exponentieller Anteil der Diastolischen Depolarisierung, in dem verschiedene Ca**-Kanéle
aktiv sind. Eq,: Schwellenpotential zur Ausldsung eines neuen Aktionspotentials. CICR:
Ca®*-induzierte Ca®*-Freisetzung.

Diese sind wiederum in der Lage, das Membranpotential bis zu einer
Depolarisierungsschwelle (Ei) zu bringen, ab der ein erneutes Aktionspotential generiert
wird (Maltsev & Lakatta, 2008). Die frihe lineare Phase wird von vielen Autoren dem I¢-
Strom (,,funny current®) zugeordnet, der von HCN-Kanélen vermittelt wird (DiFrancesco,
2010; Severi et al., 2012). Der I+Strom stellt an dieser Stelle einen depolarisierenden
Einwartsstrom dar, der das MDP begrenzt. Dariiber hinaus wird aus den intrazelluldren
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Ca’*-Speichern (Sarkoplasmatisches Retikulum, SR) Ca®* freigesetzt, was wiederum den
Na*-/Ca®*-Austauscherstrom (Incx) in der Zellmembran aktiviert (Severi et al., 2012).
Auch hier wird ein depolarisierendes Signal gesetzt, das zur nicht-linearen Phase der
Diastolischen Depolarisierung (iberleitet. Spannungsabhangige T-Typ- und L-Typ-Ca*-
Kanéle tragen zur weiteren Depolarisierung der Zellmembran bei (Mangoni et al., 2006).
Insgesamt steigt die Ca®*-Konzentration im intrazellularen Kompartiment. Auch die iiber
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) vermittelte Ca®*-induzierte Ca**-Freisetzung (CICR) aus dem

SR tragt zum Trigger eines neuen Aktionspotentials bei (Lakatta et al., 2008).

Es ist Gegenstand kontroverser Diskurse, welche molekularbiologischen und
elektrophysiologischen  Mechanismen ausschlaggebend fur die Initilerung der
Schrittmacheraktivitdt von Sinusknotenzellen sind. Die zwei etablierten dichotom

anmutenden Theoriekomplexe sollen im Folgenden genauer erléutert werden.

1.2.3. I+-Strom zentrierte Schrittmachertheorie

Der I¢-Strom ist ein bei Hyperpolarisation der Plasmamembran aktivierter, nicht-selektiver
Kationenstrom, dessen elektrophysiologische Eigenschaften den vermittelnden Kanélen
ihren Namen gegeben haben. In seiner Aktivitdt ist er abhdngig von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP). Es bestehen vier Isoformen der als Heterotetramere in
Erscheinung tretenden HCN-Kanéle (Biel et al., 2009; Herrmann et al., 2007a). Abbildung
4 zeigt den Aufbau einer HCN-Untereinheit. Die Kandle sind vornehmlich permeabel fur
monovalente lonen, namlich fir Na" und K*. Die K'-Leitfahigkeit spielt im ganzen
Aktionspotential nur eine untergeordnete Rolle. Auch wurde von einer Ca®*-Leitfahigkeit
des Kanals berichtet, deren Anteil am gesamten I¢-Strom jedoch gering ist und nicht mehr
als ein Prozent betragt. Dieser Betrag kann die intrazellulare Ca**-Konzentration allerdings
signifikant erhdhen und die empfindliche Ca?*-Homdostase der Zelle beeinflussen (Bers,
2008; Yu et al., 2007).

Die N*-Leitfahigkeit kommt bei Hyperpolarisation der Zellmembran von -40 bzw.-45 mV
und in der Diastolischen Depolarisierung zum Tragen. Ansonsten ist der I+-Strom silent
(DiFrancesco, 2010). Seine volle Aktivitat entfaltet sich bei einem Membranpotential von
-100 mV, wéhrend sein Umkehrpotential bei -10 bzw. -20 mV liegt (Mangoni & Nargeot,
2008). Von den vier Isoformen des Kanals (HCN1-4) wird vor allem die HCN4-Isoform
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im Sinusknoten und in den sekundédren kardialen Schrittmacherzentren exprimiert
(Herrmann et al., 2007a). Die verschiedenen Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken, ihrer Sensibilitat fur cAMP und ihrer

Strom-Spannungsbeziehung (Mangoni & Nargeot, 2008).

N-terminus

C-terminus

Abbildung 4: Darstellung einer der vier Untereinheiten eines HCN-Kanals
modifiziert nach Baruscotti et al., 2010.

Jede Untereinheit ist zusammengesetzt aus sechs Transmembrandoménen (S1-S6), von
denen S4 den Spannungssensor darstellt. Am C-Terminus kann der Second Messenger
cAMP an die ,,Cyclic nucleotide binding*“-Domé&ne (CNBD) binden und so die Aktivierung
des Kanals bei weniger negativen Membranpotentialen bewirken.
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Abbildung 5: Darstellung der Zellmembran einer Sinusknotenzelle mit einem HCN-
Kanal und einem Rezeptor fur Noradrenalin und Acetylcholin moduliert nach
DiFrancesco & Borer, 2007.

Uber die Stimulierung und Hemmung der Bildung von cAMP wird die Aktivitat des HCN-
Kanals reguliert. Erhéht sich durch noradrenerge Stimulation die cAMP-Konzentration,
bindet das Molekul vermehrt an die cAMP-Bindungsdomane am C-Terminus des Kanals
und verschiebt die Strom-Spannungskurve nach rechts, wodurch die diastolische
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals zunimmt. Die Bindung von Acetylcholin an den
muscarinergen Rezeptor bewirkt Gegenteiliges. ACh: Acetylcholin. AC: Adenylatcyclase.
B-AR: B-Adrenorezeptor. Gj: Inhibitorisches G-Protein zur Inhibierung von AC. Gq:
Stimulierendes G-Protein zur Stimulierung von AC. M2-R: Muskarinerger Rezeptor Typ
2. NA: Noradrenalin.

14



Nordrenerg und muscarinerg uber cAMP-abhéngige Signalkaskaden vermittelt, nimmt das
vegetative Nervensystem Einfluss auf die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals (Mangoni &
Nargeot, 2008, siehe Abbildung 5). Mit seiner Entdeckung und richtigen
Charakterisierung riickte der I+~Strom als Akteur fur die Initiierung der
Schrittmachertéatigkeit in den Vordergrund. So spricht z.B. seine Aktivierung bei
Hyperpolarisierung der Zellmembran am Ende der Repolarisierungsphase des
Aktionspotentials flr eine Einbindung in den Schrittmacherzyklus. Als depolarisierendes
Moment ist er notwendig fir die Steilheit der Diastolischen Depolarisierung, die
ausschlaggebend fir das néchste Aktionspotential ist. Damit beeinflusst er die
Schrittmacherfrequenz des Sinusknotens (Severi et al., 2012). Die Einbindung in die
autonomen Regulationsmechanismen der Herzfrequenz Uber cAMP vermittelte
Signalkaskaden spricht flr die Wichtigkeit des Stroms in der Herzfrequenzregulierung
(DiFrancesco, 2010). Wie in Zusammenarbeit mit der Montpellier-Arbeitsgruppe
publiziert, lasst sich durch die fluoreszierende Anfarbung des Herzens mit HCN4-
Antikorpern die Sinuskotenregion gezielt darstellen und vom restlichen Myokard
abgrenzen (siehe Abbildung 6, (Mesirca et al., 2013)).

Weiterhin spielt der I+-Strom auch eine pathophysiologische Rolle. Neben der Etablierung
des Pharmakons Ivabradin als spezifischem I+Kanal-Blocker in der Behandlung der
stabilen Angina pectoris (Fox et al., 2008b), sind im HCN4-lonenkanal-Gen gelegene
Mutationen mit schweren Herzrhythmusstérungen beim Menschen assoziiert (Baruscotti et
al., 2010). Der Einsatz konditioneller Knockouts in Tierlinien konnte der Diskussion um
die Rolle des IStroms als primarem, kardialem Schrittmacher neue Impulse geben. So
wurde gezeigt, dass die cAMP-abhangige Regulation von HCN4-Kanédlen zwar die
maximale und basale Herzfrequenz beeinflusst, doch trotz der Ausschaltung dieses
Signalwegs das relative Ausmal der Herzfrequenzadaptation erhalten bleibt (Alig et al.,
2009). Darlber hinaus schatzen einige Autoren das durch den Strom vermittelte
depolarisierende Signal als viel zu gering ein, um eine wirkliche Rolle im normalen
Aktionspotential spielen zu koénnen. Zudem sei der Strom erst bei zu negativen
Membranpotentialen aktiv genug (Lakatta & DiFrancesco, 2009). Damit ist die alleinige
Relevanz des lt-Stroms fur den Schrittmacherzyklus infrage gestellt und Erweiterungen der

bislang etablierten Modelle sind gefordert.
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Abbildung 6 A und B: Repréasentative Darstellung der Sinusknotenregion nach
Farbung mit HCN4-Antikdrpern in Zusammenarbeit mit Mesirca et al., 2013.

SVC: V. cava superior. SAN: Sinusknoten. CT: Crista terminalis. RA: Rechter Vorhof.
IVC: V. cava inferior.
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1.2.4. Erweiterung des Ansatzes durch die Ca**-Uhr:

Getragen von verschiedenen lonenkanalen, lonenaustauschern, dem zelluldren Ca®'-
Speicher in Form des SR und der intrazelluléaren Ca?*-Konzentration ist die intrazellulare,
rhythmische und spontane Ca®*-Freisetzung in die physiologischen Vorgange in
Sinusknotenzellen wahrend eines Aktionspotentials eingebunden (Maltsev & Lakatta,
2008, 2012). Der lonenaustauscherkanal NCX nimmt im Schrittmacherzyklus und in der
intrazellularen Ca**-Homdostase eine entscheidende Position ein (Kurata et al., 2012).
Ca?*-Einstrom fiihrt wahrend der Diastole und des Aktionspotential-Aufstrichs zu einer
Erhohung der intrazellularen Ca®*-Konzentration und stimuliert dabei die Aktivitat des
lonenaustauschers. Es kommt zum Netto-Einwartsstrom (drei Na'-lonen werden
importiert, ein Ca®*-lon wird exportiert) und damit zur Depolarisierung der Zellmembran.
An der Senkung des Ca**-Spiegels wahrend der Repolarisierungsphase ist neben Incx die
ATP-abhangige Ca®*-Pumpe des Sarkoplasmatischen und Endoplasmatischen Retikulums
(SERCA\) beteiligt. Diese gewahrleistet die Riickbeforderung des Ca** ins SR und kann
uber ihre Aktivitat ebenfalls die Schrittmacherfrequenz modulieren (Maltsev & Lakatta,
2009; Mangoni & Nargeot, 2008).

Auch im Ca®*-Rhythmus der Zellen ist das vegetative Nervensystem von entscheidender
Bedeutung. Die Aktivitat von Iycx wird mittels R-adrenerger Stimulation hochreguliert und
spricht sehr empfindlich auf steigende intrazellulare Ca®*-Spiegel an. Die lokalen
rhythmischen, tber RyR vermittelten Ca*'-Freisetzungen (LCRS) aktivieren den
lonenaustauscher und erwirken damit wiederum den exponentiellen Aufstrich des
Aktionspotentials, der mit einer zusétzlichen Ca®*-Freisetzung einhergeht (Bogdanov et al.,
2001). Bei der Blockade des Austauschers kommt es zu einer schnellen Erhohung des
intrazellularen Ca?*-Spiegels und zur Einstellung der zellularen Schrittmacheraktivitat. Es
scheint somit evident, dass eine ungestorte Tatigkeit von NCX notwendig fiir eine intakte
Schrittmachertétigkeit ist (Mangoni & Nargeot, 2008).

Daneben erweisen sich spannungsabhangige Ca**-Kanale als relevant, die in L-Typ- und in
T-Typ-Kandle eingeteilt werden. Sie unterscheiden sich sowohl in ihren Kinetiken als auch
in ihrer Pharmakologie voneinander. Die ubiquitdre myokardiale Expression von L-Typ-
Ca’*-Kanilen (die Untereinheit Ca,1.2 im Ventrikel und die Untereinheit Ca,1.3 im
Atrium, AV- und Sinusknoten) spricht fur ihre Bedeutung fir den Herzmuskel (Christel et
al., 2012). Die Gene alphalc und alphald kodieren fir sie (Bers, 2008). Dihydropyridine
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wie Nifedipin und BAYK 8644 hemmen und eine Proteinkinase A (PKA)-abhédngige
Phosphorylierung stimuliert ihre Aktivitdt (Mangoni & Nargeot, 2008). Ab einer
Depolarisierung der Zellmembran von -30 bis -50 mV &ffnen die Kanéle, wéhrend sie
durch Ca®* und spannungsabhangig inaktiviert werden. Diese Regulation kann sowohl tiber
die PKA als auch iiber die Ca®‘/Calmodulin-abhingige Proteinkinase Il (CaMKII)
vermittelt werden (Bogdanov et al., 2001; Mangoni et al., 2005). Sowohl L-Typ- als auch
T-Typ-Ca?*-Kanéle sind fiir die Aufrechterhaltung der normalen Schrittmacherfunktion
relevant. Bei selektivem Knockout des fiir L-Typ-Ca®*-Kanale kodierenden Gens in
Méausen zeigt sich die Schrittmachertétigkeit der Sinusknotenzellen verlangsamt. Dartiber
hinaus kommt es zu einer Haufung spontaner Arrhythmien. Ahnlich wie I tragt auch lca .
zur Phase der Diastolischen Depolarisierung bei (Mangoni et al., 2003). Vergleichbares
zeigt sich bei Knockout des filr T-Typ-Ca’**-Kanale kodierenden Gens in Mausen. Hier
finden sich phanotypisch bradykarde Herzfrequenzen und eine Verlangsamung der
atrioventrikularen Reizweiterleitung. Dieses wird auf die verringerte Anstiegssteilheit der
Diastolischen Depolarisierung in den einzelnen Sinusknotenzellen zuriickgefiihrt (Mangoni
et al., 2006). Auch hier greift das vegetative Nervensystem regulierend ein: -adrenerge
Stimulierung flhrt beispielsweise zu einem Shift in der Aktivierungskurve von I,
wodurch es zu einer friheren Stromaktivierung schon bei negativeren Membranpotentialen
kommt (Bers, 2008).

Aus dem intrazellular verfiigbaren Ca?*, der lonenpumpe SERCA, den RyR am SR und der
Modellierung des SR tber cAMP-, CaMKII- und PKA-abhangige Phosphorylierung ergibt
sich ein hochkomplexes biologisches System aus Feedback- und Feedforward-
Mechanismen, die in den Ca®*-Zyklus regulatorisch eingreifen und als ein stabiles
Rickgrat fur das Aktionspotential dienen konnen. Jeder Ca®*-Einstrom fuhrt zur
VergroRerung des intrazelluldren Ca?*-Speichers und stellt damit den Ubergang der
Diastolischen Depolarisierung zum néchsten Aktionspotential sicher. Es ergibt sich eine
prazise Feineinstellung der Dauer und Frequenz der Aktionspotentiale. Die Beteiligung der
intrazellularen Ca®*-Signalwege an Rhythmus, Frequenz und Initiierung der Automatie in
Sinusknotenzellen liegt damit nahe (Lakatta & DiFrancesco, 2009; Lakatta et al., 2008;
Maltsev & Lakatta, 2012), wenngleich bei einer Blockierung der Ca**-Transienten
dennoch eine rhythmische elektrische Aktivitat vorhanden ist (Himeno et al., 2011; Severi
et al., 2012). Die detaillierte Aufklarung dieser komplexen Strukturen bleibt somit ein

spannendes Feld fir weitere Forschung.
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1.3. Visualisierung und Einteilung der Ca**-,,Bewegungen*

Die Rezeptoren am SR, die an der Ca**-Freisetzung wéhrend des Schrittmacherzyklus
beteiligt sind, kdnnen durch Ryanodin blockiert werden. Die Blockade bewirkt initial eine
erhohte Freisetzung von Ca®* aus dem SR. Durch den Abtransport der intrazellular nun
erhohten Ca**-Konzentration nach extrazellular tiber den NCX und den Riicktransport ins
SR (iber die Ca?*-Pumpe SERCA erfolgt langfristig eine Abnahme der intrazellularen Ca**
-Konzentration. Die Blockade der RyR fiihrt zu einem Leck in den Ca?*-Kanélen des SR,
wodurch es dann konsekutiv zu einer Depletierung der intrazelluldren Ca?*-Speicher
kommt. Diese fuhrt weiterhin zu einer Abnahme der spontanen Schlagfrequenz in den
Schrittmacherzellen (Bogdanov et al., 2001; Zucchi & Ronca-Testoni, 1997). Es zeigen
sich viele der im Aktionspotential relevanten Parameter reduziert, was auf die
intrazellulare Ca®*-Depletion zuriickgefiihrt wird (Lakatta & DiFrancesco, 2009; Lakatta
et al., 2008).

Mittels konfokaler Mikroskopie kdnnen die beschriebenen Ca2+-,,Bewegungen“ visualisiert
werden. Hierbei handelt es sich streng genommen nicht um Bewegungen, sondern um
spontan vom SR ausgehende, transiente Anderungen der Ca**-Konzentration im
subsarcolemmalen Kompartiment. Sie kénnen anhand ihrer Charakteristika als Ca**-
Transienten oder als Ca?*-Sparks in Erscheinung treten (Cheng et al., 1993; Maltsev &
Lakatta, 2009). Wahrend bei Ca**-Transienten davon ausgegangen werden kann, dass sie
im gesamten subsarcolemmalen Raum stattfinden, treten Ca®*-Sparks lokal begrenzt auf.
Luminal hohe Ca*-Konzentrationen, wie sie sich nach einem stattgehabten
Aktionspotential einstellen, fiihren zu diesen ,,Sparks* lokal begrenzter Ca2+-Freisetzungen
(LCR), die wiederum CICR ausldsen (siehe Abbildung 7). Damit aktivieren sie den
einwarts gerichteten Incx, der dann Uber seine Elektrogenitat ein depolarisierendes Signal
setzt (Bers, 2008).

Experimentell wird auf Anderungen der Ca?*-Konzentration durch die Anderung des
mittels der konfokalen Mikroskopie detektierten Fluoreszenzsignals geschlossen, das als

Pixelintensitat gemessen wird (Hancox et al., 1994).

19



wn ol

LCR penod
Cycle length

Abbildung 7: Linescan-Abbildung von lokalen Ca**-Freisetzungen (LCRs) in einer
Sinusknotenzelle des Hasen modifiziert nach Lakatta et al., 2010.

Die spontanen Aktionspotentiale sind Uber das Fluoreszenzsignal gelegt. Die weien
Pfeilspitzen deuten auf die LCRs.

1.4, Studiendesign:

Haben Stieber et al. den letalen Ausgang der fur diese Arbeit wichtigen hHCN4-
Mutationen in der embryologischen Entwicklung muriner Tierlinien zeigen konnen, so ist
fur die Erforschung der Schrittmachermechanismen in adulten Organismen ein anderes
Studiendesign gefragt (Stieber et al., 2003). Mittels des bindren Tet-on/off-Systems zur
konditionellen Expression bestimmter Zielgene konnte ein solches Design realisiert
werden. Hierbei wird ein reversibles Knockout-System in das Genom des Versuchsobjekts
implementiert, das einer sowohl réumlich als auch zeitlich strengen Kontrolle des
mutierten Genprodukts unterliegt (Furth et al., 1994; Gossen & Bujard, 1992). Damit
konnen verschiedene Probleme umgangen werden, die sich bei sonst bewéhrten Verfahren
als fur den Versuchsablauf hinderlich erweisen. So wird beispielsweise der oben bereits
erwéhnte letale Ausgang einer Mutation in der embryologischen Entwicklung der
Tierlinien vermieden. AuBerdem kdnnen weiteren Nebeneffekten der gezielten Mutation
auf die Qualitdt und/oder die Quantitdt anderer, nativer Genprodukte durch flr den

Genverlust induzierte Kompensationsmalnahmen vorgebeugt werden. Insgesamt rickt
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damit eine genauere und sicherere Interpretation der Versuchsergebnisse ins
Madglichkeitsfeld der Forschenden (Bockamp et al., 2002).

1.4.1. hHHCN4-CNBD und hHCN4-AYA

Die Mauselinien hHCN4-CNBD und hHCN4-AYA fallen auf diesen transgenetischen
Hintergrund im Tet-on/off-System zuriick. Durch die Einfihrung der Mutationen im Tet-
on/off-System konnen sich die Tiere in ihrer Fetalzeit unbeeinflusst von der jeweiligen
Mutation entwickeln. Erst im adulten Stadium wird die Doxycyclin-Diat arretiert und die
Mutationen kommen zu ihrer vollen Ausprdgung. Beide Mutationen wirken sich auf
molekularer Ebene auf die Integritat des HCN4-Kanals aus.

Die hHCN4-CNBD-Mutation des HCN4-573X-Proteins wurde in einer Patientin mit einer
Sinusknotendysfunktion entdeckt und konnte erfolgreich in ein Mausmodell Uberfuhrt
werden (Schulze-Bahr et al., 2003). Durch die Mutation fehlt die CNBD-Doméne der
HCN4-Untereinheit. Normalerweise bindet hiertilber cAMP, welches nach [-adrenerger
Stimulation intrazellular gebildet wird und die Aktivierungskinetiken des Kanals zu
negativeren Membranpotentialen verschiebt (Mangoni & Nargeot, 2008). Dieser wird
dadurch bereits zu einem friheren Zeitpunkt im Aktionspotential leitfahig. Eine Mutation
der Bindungsdoméane hat also zur Folge, dass der Kanal weniger sensibel auf einen
sympathischen Zugriff des vegetativen Nervensystems reagiert und einen Teil seines
moglichen Beitrags zur Schrittmacheraktivitat der Sinusknotenzellen einbuf3t (Alig et al.,
2009).

Die hHCN4-AYA-Mutation befindet sich hingegen auf Porenniveau des Kanals. Hierbei
wurde die Aminosduresequenz —GYG- durch —AY A- ausgetauscht, wodurch die gesamte
Leitfahigkeit und Funktionstichtigkeit des Kanals eingeschrénkt ist. Der Austausch der
Aminoséuresequenz in der HCN2-Untereinheit (bt einen dominant-negativen Effekt
sowohl auf die nativen HCN2- als auch auf die nativen HCN4-Untereinheiten aus (Er et
al., 2003). Hierdurch konnte zudem gezeigt werden, dass sich die HCN2- und HCN4-
Untereinheiten zur Bildung von Heterotetrameren zusammenfinden und zur Bildung eines
funktionellen HCN-Kanals fiihren (Ye & Nerbonne, 2009). Eine vergleichbare Mutation
konnte im Menschen identifiziert werden, die ebenfalls die leitende Region der Pore des

HCN-Kanals betrifft. Uber die autosomal-dominant vererbte Missense-Mutation G480R in
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der HCN4-Untereinheit kommt es zu Einschrankungen in der Synthese, dem
Membrantransport und der Funktionalitat des Kanals. Betroffene zeigen allerdings nur eine
milde Symptomatik mit einer hochstens leichten Sinusknotendysfunktion bei einer guten

Langzeitprognose (Nof et al., 2007).

Wie in Abbildung 8 schematisch illustriert, werden beim Tet-on/off-System zusatzlich
zum Transgen der hHCNA4-Untereinheit sowohl eine Promotor-Linie mit einem
,»Letracycline dependenten Transactivator (tTA) als auch eine Responder-Linie mit einem
,letracyclin Responsiven Element™ (TRE) in das Genom eingefiigt. Das tTA koppelt an
das TRE und erlaubt damit die Expression der transgenetischen Variante des HCN4-
Genprodukts. In Gegenwart von Doxycyclin jedoch wird eine Konformationsanderung des
tTA erzwungen, die die Transgenexpression verhindert. Hierfiir wird das Medikament der
Nahrung der Tiere zugefiihrt. Die Promotorlinie ist bei beiden Tierlinien identisch. Die
Expression von tTA wird durch die schwere Kette des a-Myosins des Promotors
kontrolliert, was eine konditionelle Expression des Transgens auf kardialer Ebene erlaubt.
Durch die Koppelung der Mutation mit dem autofluoreszierenden Protein EGFP kann die
Transgenexpression detailliert exploriert werden. Haben die Tiere die kritischen Phasen
ihrer embryonalen Entwicklung Uberstanden, wird die Doxycyclindiat arretiert und es

kommt nach vier bis sechs Wochen zur maximalen Transgenexpression (Alig et al., 2009).

22



A Promoter Linie
s
No Dox (on) ® Dox(off)
®
Tre-Tight I—I HA'  hHCN4-573X
Responder Linie
B Promoter Linie
s
No Dox (on) ® Dox(off)
®
Tre-Tight I—I HA'  hHCN4-AYA

Responder Linie

Abbildung 8: Schematische Illustrierung der im Text beschriebenen Mutationen
modifiziert nach Alig et al., 2009.

A: hHCN4-CNBD-Mutation im Tet on/off-System. B: hHCN4-AYA-Mutation im Tet
on/off-System. Die Gabe von Doxycyclin (Dox) verhindert die Transgenexpression.
Sobald sie arretiert wird, kommt das Transgen zur Auspragung.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Zur differenzierten Aufkl&rung aller am Schrittmacherzyklus beteiligten Strukturen ist es
essentiell festzustellen, ob und inwieweit die beiden HCN4-Kanal mutierten Zelltypen sich
von den Wildtypzellen hinsichtlich ihrer Ca?*-Dynamiken unterscheiden. Die beiden
Mutationen beeintrédchtigen auf unterschiedliche Weise den lonenstrom I, einen der
Hauptakteure in der zelluldren Automatie des Sinusknotens. Hierbei ist die differenzierte
Betrachtung der Kanalfunktion von groller Relevanz, die lediglich Gber unterschiedliche
funktionelle Beeintrachtigungen gewahrleistet werden kann. Wahrend die hHCN4-CNBD-
Mutation den direkten Zugriff des autonomen Nervensystems auf den Kanal ausschaltet,
beeintrachtigt die hHHCN4-AY A-Mutation die generelle Leitfahigkeit des Kanals. Hieraus
kdnnten sich demnach auch unterschiedliche Kompensationsstrategien fur den Verlust des
I--Stroms in den beiden Genotypen ergeben und Rickschlisse auf die Einbindung anderer

und moglicherweise sogar Ubergeordneter Regulationsmechanismen zulassen.

Welche Kompensationsstrategien zeigen sich hierfir innerhalb der Sinusknotenzellen?
Welche Rolle nehmen dabei die intrazellularen Ca®*-Signalwege wiahrend des
Schrittmacherzyklus ein? Und weiterhin: Was passiert, wenn auch die Ca®*-Signalwege

mittels Ryanodin beeintréchtigt werden?

Um diese Fragen zu beantworten, sollen in der vorliegenden Studie die folgenden Punkte

beleuchtet werden:

1. Untersuchung der Ryanodin-Rezeptor abhangigen Ca*'-Freisetzung in murinen
Sinusknotenzellen mittels konfokaler Mikroskopie zur Ca**-Visualisierung.

2. Vergleich der Frequenz und Morphologie der Ca**-Transienten der zwei im |-
lonenkanal-Gen mutierten Maduselinien hHCN4-CNBD- und hHCN4-AYA mit
dem Wildtyp und untereinander.

3. Analyse der Auswirkungen einer Superfusion mit hochdosiertem Ryanodin auf
Frequenz und Morphologie der Ca®*-Transienten in den Zellen der beiden

mutierten Genotypen im Vergleich mit dem Wildtyp und untereinander.
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2. Material und Methoden
2.1. Tiere

Wie in der Einleitung beschrieben, wurden zwei Mauselinien erzeugt, die zwei
unterschiedliche Mutationen im HCN4-Kanal-Gen aufwiesen. Wahrend die in dieser
Arbeit als hHCN4-AYA bezeichnete Mauslinie das pWHERETre-HA-hHCN4-AY A-
Konstrukt trug, exprimierte die hier als hHCN4-CNBD bezeichnete Mauslinie das
PWHERETre-hHCN4-573X Konstrukt. Die Kreuzung erfolgte durch pronukleare
Injektion der Genkonstrukte durch standardisierte Technik. Die Genotypisierung der Tiere
und ihres Nachwuchses fand durch die PCR von Ohr- bzw. Schwanzbiopsien der Tiere
statt. Herz-spezifische Promotor-Mause (FVB.Cg-Tg(Myh6-tTA)6Smbf/J) (Yu et al.,
1996) wurden von den Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA, USA) bezogen und zum
C57BL/6J-Stamm fur mehr als vier Generationen zuriickgekreuzt. Zur Kenntlichmachung
der _MHC-getragenen Transgenexpression wurden Indikatormduse eingesetzt, die GFP
und  Galaktosidase von einem  Dbidirektionalen =~ DOX-sensitiven  Element
[Tg(GFPtetO7lacZ)] exprimierten. Die Generierung der Mauselinien erfolgte von der
Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Neuropédiatrie unter der Leitung von Dirk Isbrandt
(ZMNH, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf). In enger Kooperation wurden uns die

Tiere freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.2. Tierhaltung

Tiere gleichen Geschlechts wurden in Gruppen gemischten Genotyps von nicht mehr als
finf Tieren in Standardkéfigen unter spezifisch pathogen-freien Bedingungen gehalten.
Weiterhin wurde ein regelmaRiger Tag-Nacht-Zyklus von jeweils zwolf Stunden bei
konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit (ca. 50-55%) eingehalten. Wasser und Futter
wurde den Tieren ad libitum zur Verfligung gestellt. Die doppelt transgenen Mause und
ihre tTA-transgenen Wurfgeschwister, die als Kontrolle dienten, erhielten entweder
normales Futter oder Futter, das mit 50 mg/kg Doxycyclin Hydrochlorid (Ssniff
Spezialdiaten, Soest, Germany; Graymore Chemical, Hamburg, Germany) versetzt war,
sobald die Zuchtparchen zusammengesetzt wurden. Die Tierhaltung und die

experimentelle Verwendung der Tiere erfolgten in Einklang mit dem Deutschen
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Tierschutzgesetz und waren von der Hamburger Behorde fur Wissenschaft und Gesundheit
bewilligt. Die Studie ist richtlinienkonform zur Haltung und Verwendung von Labortieren
(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals), verdffentlicht durch das nationale
Institut fur Gesundheit der Vereinigten Staaten (US National Institutes of Health; NIH
Publication No. 85-23, 1996), sowie in Ubereinstimmung mit der Europaischen
Verordnung (86/609/CEE).

2.3. Isolation des Sinusknotens

Alle in den folgenden Abschnitten benutzten Losungen werden unter Punkt 2.7. in ihrer

Zusammensetzung beschrieben.

Den unter Generalanasthesie stehenden Mausen wurden die noch kontrahierenden Herzen
entnommen. Die Andsthesie beinhaltete 0.01 mg/g Xylazin und 0.1 mg/g Ketamin. Nach
ausreichender Analgesie und Heparinisierung wurden sie ricklings auf einer festen

Unterlage fixiert und der Thorax vom Diaphragma aus eroffnet.

Nach vorsichtigem Entfernen der Lungenfliigel konnte das Herz unter Sicht ausreichend
mobilisiert und schliellich durch Kappen des GefélRnetzes aus dem Organismus
entnommen werden. Hierbei war unter anderem darauf zu achten, die untere und die obere

Hohlvene gemeinsam mit dem gesamten Herzen unbeschédigt zu lassen.

Bereits im Thorax war das Gewebe mit der auf konstant 36°C erwarmten Tyrode-L6sung
umspult worden. Im Anschluss an die Entnahme wurde das Herz in einer mit Silikon
beschichteten Plastikschale durch kleine Nadeln (Minutien) fixiert und mit der bereits
erwahnten Tyrode-L6sung komplett umspult. Hierbei kam es von ventral zu liegen, sodass
die dorsale Seite im binokularen Mikroskop (Olympus, SZX16) zu sehen war und der

GefalRbaum sich in seiner Génze untersuchen liel3.

Um nach und nach den Sinusknoten freizulegen, wurden vorerst die Ventrikel von den
Vorhéfen getrennt und dabei weiterhin darauf Acht gegeben, die obere und untere
Hohlvene nicht zu verletzen. Nach erfolgreicher Trennung wurden die VVorhdfe gemeinsam
mit dem GefaBRbaum in der sogenannten Schmetterlingsformation auf der Silikonunterlage
aufgespannt (Mangoni & Nargeot, 2008). Um die Sinusknotenregion freizulegen, wurden

sodann die Einmindungen der oberen und unteren Hohlvenen von endokardial aufgesucht
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und vorsichtig eingeschnitten. Markiert durch eine feine epikardiale Fettstralle und die
Ansammlung von Melanozyten im Bereich der Sinusknotenzellen  konnte die
Sinusknotenregion identifiziert werden. In Abbildung 9 ist schematisch die Lokalisation
des Sinusknotens im Herzen (A) und die von den Ventrikeln getrennten VVorhofe in der
Schmetterlingsformation dargestellt (B). Abbildung 10 zeigt die Schmetterlingsformation
der Vorhofe wahrend einer Praparation. Zur Orientierungshilfe sind die relevanten

anatomischen Strukturen eingezeichnet.

Wahrend der gesamten Prozedur zeigten sowohl das Herz und im weiteren Verlauf auch
die in der Schmetterlingsformation aufgespannten Vorhofe spontane Kontraktionen. Der
Ursprung und die Frequenz dieser Kontraktionen waren zusétzlich hinweisgebend fiir die
richtige Identifizierung der Sinusknotenregion. Nach vorsichtiger Sduberung des Gewebes
von zusatzlichen Fettstrangen, wurde der Sinusknoten aus dem atrialen Verbund gel6st und

in den unten beschriebenen Enzymverdau zur Isolierung der Einzelzellen gegeben.

HCON4

Abbildung 9: Herzansicht modifiziert nach Mangoni & Nargeot, 2008.

A: ldealisierte, schematische Darstellung des Herzens (Kaninchen) mit topographischer
Einzeichnung der Sinusknotenregion. SCV: Vena cava superior. ICV: Vena cava inferior.
Ao: Aorta. PA: Arteria pulmonalis. PV: Vena pulmonalis. RA: Rechter Vorhof. RV:
Rechter Ventrikel. Cs: Sinus coronarius. B: Schematische Darstellung des linken und
rechten VVorhofs mit Ausbreitung des Leitungssystems im Kaninchenherzen. Ansicht von
dorsal und in Schmetterlingsformation. Ausbreitung nach Farbung mit HCN4-Marker.
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Abbildung 10: Schmetterlingsformation des Sinusknotens wahrend der Praparation
(mit freundlicher Genehmigung von Matteo Mangoni).

SAN: Sinusknoten. RA: Rechtes Atrium. LA: Linkes Atrium. SVC: Vena Cava Superior.
IVC: Vena Cava Inferior. CT: Crista Terminalis.

28



2.4. Isolation der Sinusknotenzellen

2.4.1. Enzymverdau

Der exzidierte und noch spontane Aktivitat zeigende Sinusknoten wurde in zwei bis drei
Gewebestreifen geschnitten und in eine ,low-Ca?* -, low-Mg®* Losung“ (Kraftbriihe)
(iberfiihrt. Durch die niedrige Ca**-Konzentration wurden die zelltoxischen Wirkungen des
Ca’* verhindert bzw. méglichst gering gehalten. AuRerdem wurde hierdurch die Automatie

der Zellen sofort verhindert.

Weiterhin wurde das Gewebe enzymatisch durch das Beifiigen von ,,Liberase TH Research
Grade®, Bovine Serum Albumin (BSA) 1 mg/ml, und 200 pM CaCl, prozessiert (verdaut).
Durch den Enzymverdau wurden die extrazellulare Matrix zersetzt und die
Schrittmacherzellen aus ihrem Verbund gel6st. Die Schwierigkeit bestand darin, das Gewebe
lang genug inkubieren zu lassen, um einzelne Zellen zu erhalten. Gleichzeitig galt es zu
verhindern, dass diese einzelnen Zellen von der enzymatischen Aktivitat geschadigt wurden.
Somit variierte die Inkubationszeit zwischen neun und 25 Minuten. Dabei befand sich das
Reagenzglas in einem konstant 36°C warmen Wasserbad. Zusatzlich wurde der

Enzymverdau alle vier Minuten durch manuelle Agitation erganzt.

2.4.2. Waschung und manuelle Dissoziation

Die Gewebestiicke wurden schliel3lich zur Arretierung des Verdauprozesses gewaschen und
hierzu nachfolgend in vier Medien uberfuhrt, die auf 36°C erwdrmte Kraftbriihe enthielten.
In jedem Medium verblieben sie flr jeweils vier Minuten. Im vierten und damit letzten
Kraftbriihe enthaltenden Medium schloss sich die manuelle Dissoziation mit einer

Pasteurpipette an, um die Sinusknotenzellen aus dem Gewebe zu l6sen.

2.4.3. Readaptation

Da die Kraftbriihe durch das fehlende Ca®* die zelluldre Automatie verhinderte, wurden die
Zellen auf physiologische extrazellulare Na*- und Ca**-Konzentrationen durch das
Hinzufligen von verschiedenen Ldsungen readaptiert. Dieser Prozess war in sechs
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vorsichtige Schritte unterteilt, um ein progressives Anreichern extrazelluldren Ca** und Na*

und die gleichzeitige Abnahme des extrazellularen K* zu erreichen.

Zuerst wurden mit einer jeweiligen Pause von vier Minuten zwei Volumina einer mit Ca**
und Na* angereicherten Lésung hinzugefiigt. Nach weiteren vier Minuten folgte im Abstand
von jeweils vier Minuten das Beifiigen steigender VVolumina (390ul, 1.25 ml, 4.4 ml) von
in Tyrode geléstem BSA (Img/ml).
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2.4.4. Lagerung der Zellen

Bis zu ihrer Verwendung wurden die Zellen in der oben beschriebenen Losung in einem
verschlossenen Gefal} bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Versuche erfolgten jeweils am
gleichen Tag, 2-5 Stunden nach der Zellisolation. In Abbildung 11 finden sich die
unterschiedlichen  Morphologien von Sinuszellen der Maus nach erfolgreicher
Implementierung der Sinusknotenzell-Isolation am UKE in Zusammenarbeit mit dem Institut

fur Experimentelle Pharmakologie und Toxikologie.

Abbildung 11: Sinusknotenzellen der Maus in Zusammenarbeit mit Weinberger et
al., 2012.

Isolierte Sinusknotenzellen der Maus nach X-gal staining mit unterschiedlicher
Morphologie. A und D: ,elongated spindle-shaped Zellen“. B und E: ,,spindle-shaped
Zellen“. C und F: ,,Vorhof-dhnliche Zellen*.
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2.5. Calcium-Imaging mittels konfokaler Mikroskopie

Die Calcium-Transienten wurden mittels des Calcium-Imaging durch ein konfokales
Mikroskop detektiert. Die intakten Sinusknotenzellen wurden fir den Versuchsablauf mit
einem griin-fluoreszierenden, an Ca**-bindenden Farbstoff (Fluo-4, AM, Invitrogen)
geladen. Fur eine optimale Séattigung inkubierte die Zellsuspension gemeinsam mit der
Farbeldsung in mit Laminin beschichteten Mikroskop-Schalen (Laminin Natural, Mouse;

Invitrogen, FluoroDish; World Precision Instruments, Inc.).

Durch die Laminin-Beschichtung konnten sich die Zellen am Schalenboden absetzen und
waren vor unvorhersehbaren Erschitterungen wéhrend des Versuchsablaufs weitestgehend

geschditzt.

Die Sinusknotenzellen wurden mittels ihrer Morphologie (spindelférmige bzw.
spinnenférmige und elongierte Zellen) und ihrer GroRe (~10 pm Durchmesser) von
anderen erregbaren Zellen unterschieden (z.B. Muskelzellen des Vorhofgewebes). Unter

visueller Kontrolle wurde die spontane Aktivitédt der untersuchten Zellen sichergestellt.

Vor und wahrend des Versuchsablaufs befand sich die Zellsuspension in der Kontroll-
Losung, bestehend aus der Tyrode-Losung und 2nM Isoprenalin, bzw. der
Manipulationslésung, bestehend aus der Kontrolllésung und 3uM Ryanodin. Es wurden zu
sechs Versuchszeitpunkten konfokale Bildaufnahmen der Versuchszellen gemacht. Die
erste Aufnahme erfolgte unter der Kontrollldsung. Die zweite Aufnahme markierte den
Start der Manipulationslésung. Hieran schlossen sich im jeweiligen Zeitabstand von einer
Minute vier Aufnahmen unter Manipulationslésung an (siehe Abbildung 12). Es wurden
fur alle analysierten Parameter zwei Analysewege gewéhlt. Zum Einen wurde die zeitliche
Entwicklung tber alle sechs Versuchszeitpunkte betrachtet, zum Anderen wurde der
Kontrollzeitpunkt dem gemittelten Wert aus allen fiinf Versuchszeitpunkten unter
Ryanodin-Superfusion gegentber gestellt. Diese beiden unterschiedlichen Analysewege
sind sinnvoll, um eine differenzierte Aussage uber die Rynaodin-Wirkung auf die Zellen
zu treffen. Bei der Betrachtung aller Versuchszeitpunkte standen die Entwicklung
innerhalb des Versuchs und die Entfaltung der Ryanodin-Wirkung im Vordergrund. Bei
der Zusammenfassung der fiinf Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-Superfusion zu einer
Versuchsentitdt fokussierten wir einen Unterschied der Parameter zwischen dem

Kontrollzeitpunkt und der globalen Ryanodin-Wirkung.
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Kontrollzeitpunkt vs. Globale Ryanodin-Wirkung

Abbildung 12: Setup des Experiments mit insgesamt sechs Versuchszeitpunkten.

Markiert sind die Versuchszeitpunkte durch die sechs roten Pfeile. An jedem dieser Punkte
wurde mit dem konfokalen Mikroskop ein Linescan gemacht (siehe Text).
Versuchszeitpunkt 0 markiert den ersten Linescan in einer Losung mit 2nM Isoprenalin
(Kontrollzeitpunkt). Versuchszeitpunkt 1 markiert den Beginn der Superfusion mit einer
Losung aus 2nM Isoprenalin und 3uM Ryanodin. Versuchszeitpunkte 2-5 wurden im
zeitlichen Abstand von jeweils einer Minute durchgefiihrt. Wahrenddessen bestand eine
stetige Superfusion mit der Lésung aus 2nM Isoprenalin und 3uM Ryanodin. Markiert sind
ebenfalls die beiden Analysewege fur die erhobenen Parameter. Wéhrend sich der erste auf
die zeitliche Entwicklung zu allen sechs Versuchszeitpunkten und damit auf die Entfaltung
der Ryanodin-Wirkung konzentriert, nimmt der zweite die globale Auswirkung von
Ryanodin im Vergleich zum Kontrollzeitpunkt in den Fokus.
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Die Bildaufnahmen wurden mittels eines konfokalen Mikroskops aufgenommen (Meta
Zeiss LSM 510 und Zeiss LSM 780). So wurden die Zellen mit einem Argon-Laser in der
Linescan Konfiguration (10000 Scans pro Bildaufnahme; 1,54 ms pro Scan; damit ergibt
sich eine Zeitspanne von 15,4 s pro Bildaufnahme) gescannt. Das Fluoreszenzsignal
wurde bei 488 nm entsandt und die Emissionen bei einer Weite von >505 nm reabsorbiert.
Ein 63x Wasser- Immersions-Objektiv und ein 63x OI-Immersions-Objektiv wurden
benutzt, um das intrazellulare Ca®* in den isolierten Sinusknotenzellen aufzuzeichnen. Die
Scan-Linie wurde seitlich an den Schrittmacherzellen angelegt, da die Transienten von dort
meist ihren Ausgang nahmen. Die Aufnahmen wurden fir das Fluoreszenz-
Hintergrundsignal korrigiert. Dartiber hinaus wurden die Fluoreszenzwerte (F) zum
basalen Fluoreszenzsignal (Fg) normalisiert, um das Fluoreszenzverhéltnis (F/Fg) zu
erhalten. Das Integral der Lichtintensitat wurde mittels pClamp Software (Ver.9, Axon
Instruments Inc.) gebildet. Die Abbildungen 13-15 zeigen das Integral der Lichtintensitét
eines Transienten. Eingezeichnet ist jeweils die Ermittlung der untersuchten Parameter:
Die Zeit bis zum Aufstrich, F/Fy und die Halbwertsbreite.

| Zeit biszum Aufstrich =X, - X,

X3 X,
Abbildung 13: Zeit bis zum Aufstrich.
Ermittlung der Zeit bis zum Aufstrich (s) anhand eines beispielhaften Ca”*-Transienten

zum Kontrollzeitpunkt (Isoprenalin 2nM).
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Amplitude: Peak / Antipeak =F/F

F

Abbildung 14: F/F,.

Ermittlung von F/F, als MaR fir die Amplitude der Transienten anhand eines
beispielhaften Ca’*-Transienten zum Kontrollzeitpunkt (Isoprenalin 2nM).

Half-Width = Full duration at half maximum

Abbildung 15: Halbwertsbreite.

Ermittlung der Halbwertsbreite (s) anhand eines beispielhaften Ca**-Transienten zum
Kontrollzeitpunkt (Isoprenalin 2nM.

35



2.6. Statistische Analyse und Auswertungsprogramme

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M, Anzahl der
untersuchten Zellen) angegeben. Zur Testung des Signifikanzniveaus wurde die
mehrfaktorielle Varianzanalyse angewendet (Two-Way ANOVA Test), gefolgt vom
Bonferroni post-hoc-Test. Bei der Testung der statistischen Unterschiede wurden
Ergebnisse als signifikant gewertet, sobald sie einen p-Wert von p<0.05 aufwiesen. In allen
Abbildungen weist (*) auf p<0.05, (**) auf p<0.01, und (***) auf p<0.001 hin. Als
statistisches Auswertungsprogramm wurde GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.)

gewahlt.

2.7. Losungen

2.7.1. Zellisolation

1. Tyrode (in mM/L):
NaCl 140; KCI 5.4; CaCl, 1.8; MgCl, 1; Hepes-NaOH 5; and D-Glukose 5.5.
Adjustierung des pH auf 7,4 mit NaOH.

2. ,,Low Ca*"“-Loésung (in mM/L):
NaCl 140; KCI 5.4; MgCI2 0.5; CaCl2 0.2; KH2PO4 1.2; urine 50; D-Glucose 5.5;
Bovin Serum Albumin (BSA) 1mg/ml; Hepes-NaOH 5.
Adjustierung des pH auf 7,4 mit NaOH.

3. Enzymverdau:
Liberase TH Research Grade (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

4. Kraftbrthe (in mM/L):
L-Glutaminséure, 70; KCI, 20; KOH, 80; (+)D-p-OH-Butterséaure, 10; KH,PO,, 10;
Taurin, 10; BSA, 1mg/ml und Hepes-KOH, 10. Adjustierung des pH auf 7,4 mit
NaOH.

5. Readaptation (in mM/L):

Die erste Lésung enthielt: NaCl, 10; CaCl,, 1.8.
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Die finale Losung zur Lagerung der Zellen enthielt: NaCl, 100; KCI, 35; CaCls,,
1.3; MgCI2, 0.7; L-Glutaminsdure, 14; (+)D-B-OH-Buttersdure, 2; KHyPOy, 2;
Taurin, 2; BSA 1mg/ml. Adjustierung des pH auf 7,4 mit NaOH.

2.7.2. Anasthesie

1. Xylazin (Rompun 2%, Bayer AG, Leverkusen Germany)
2. Ketamin (Imalgene, Merial, Bourgelat France)

2.7.3. Ca**-Imaging

1. Farbelosung (in mM/L):

Stock-Losung aus Acid Pluronic F-127 (Invitrogen), Fluo-4 Stock-Losung (Fluo-4,
AM/DMSO) sowie Tyrode (siehe oben).

Falls nicht anders angegeben entstammen alle Chemikalien der Firma Sigma (St. Quentin,
Fallavier, France). Die (+)D-p-OH-Buttersdure wurde von Fluka Chemika (Buchs,

Switzerland) bezogen.
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3. Ergebnisse

3.1. Alle Sinusknotenzellen der drei untersuchten Genotypen
(Wildtyp, hHCN4-AYA und hHCN4-CNBD) zeigten Ca**-
»Bewegungen“ unterhalb der Zellmembran.

Die aus dem Vorhofgewebe isolierten Zellen konnten mittels ihrer Morphologie und
ihres spontan aktiven Verhaltens als Sinusknotenzellen identifiziert werden. Als
Identifikationsmerkmale zeigten sich in der mikroskopischen Kontrolle sowohl
spindel- und spinnenformige, als auch elongierte Zellen, die sich aufgrund dieser
Erscheinung deutlich von Vorhofzellen abhoben (siehe Abbildung 2 und 11 (Mangoni
& Nargeot, 2008). Daruber hinaus wiesen die Sinusknotenzellen nach erfolgter
Isolation in der Tyrode-Ldsung spontane Kontraktionen auf und wurden u.a. aufgrund
dieses spontan aktiven Verhaltens fiir die nachfolgenden Experimente ausgewahlt.
Auch unter Stimulation mit 2 nM Isoprenalin-Losung zeigten sowohl die untersuchten
Sinusknotenzellen des Wildtyps, als auch die der hLHCN4-CNBD- und hHCN4-AY A-
Mutanten Kontraktionen. Mittels der konfokalen Bildaufnahmen konnten zudem
Anderungen der subsarcolemmalen Ca®** -Konzentration detektiert und visualisiert
werden. Die Abbildungen 16-18 zeigen beispielhafte Linescans (jeweils oben) und
das dazugehorige, mittels der pClamp-Software erstellte Integral der fluoreszierenden
Signalintensitat der drei Zelltypen (jeweils unter dem Linescan) zu den sechs
Versuchszeitpunkten. Die sechs Zeitpunkte (jeweils A-F) ergaben sich
folgendermallen: Ein Linescan wurde zu Beginn des experimentellen Setups in
Kontrolllésung mit 2nM lIsoprenalin angefertigt (16A, 17A, 18A). Beim Start der 3uM
Ryanodin-Superfusion folgte der zweite Linescan (16B, 17B, 18B). Hieran schlossen
sich vier weitere Linescans nach jeweils einer Minute an (16C-F, 17C-F, 18C-F).
Veranderungen der fluoreszierenden Signalintensitat wiesen auf Anderungen der
submembranésen Ca?*-Konzentration und damit auf lokale Ca**-Freisetzungen aus
dem SR hin. Anhand ihrer Auspragungen konnten sie als Ca**-Transienten identifiziert

werden. Ca®*-Transienten stellen fliichtige (transiente), sich im gesamten
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subsarcolemmalen Kompartiment ausbreitende Erhéhungen der Ca®* -Konzentration

dar. !

Y In den folgenden Abbildungen und Tabellen ist teilweise auf die vollstdndige Bezeichnung der mutierten
Genotypen ,,hHCN4-CNBD“ zugunsten ,,CNBD“ und ,hHCN4-AYA“ zugunsten ,AYA” aus Platzgriinden
verzichtet worden.
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Abbildung 16 A-F: Linescans und jeweils darunter stehendes Integral der Signalintensitat
von einer beispielhaften Wildtypzelle zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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Abbildung 17 A-F: Linescans und jeweils darunter stehendes Integral der Signalintensitét
von einer beispielhaften (HCN4-AYA-Zelle zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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Abbildung 18 A-F: Linescans und jeweils darunter stehendes Integral der Signalintensitat
von einer beispielhaften (HCN4-CNBD-Zelle zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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3.2. Frequenz der Transienten

3.2.1. Ahnliche spontane Haufigkeit der Transienten in den drei
Genotypen unter Stimulation mit 2 nM Isoprenalin.

Um zu untersuchen, ob diese spontanen Anderungen der Ca”*-Konzentrationen innerhalb
der Zelle durch das Ausschalten des Schrittmacherstroms It verandert waren, wurden die
Ca®*-Transienten zunachst hinsichtlich der Haufigkeit ihres Auftretens analysiert. Diese
bezog sich auf die Anzahl der Transienten pro Linescan. Die Dauer des Linescans ergab
sich aus 10000 Scans pro komplettem Linescan, wovon jeder 1,54 ms dauerte (10000 x
1,54 ms = 15,4 s). Die untersuchten Zellen befanden sich hierbei in einer Kontrollldsung
mit 2nM Isoprenalin. Im direkten Vergleich wiesen die Transienten der untersuchten
Genotypen zum Kontrollzeitpunkt eine &hnliche Frequenz auf (siehe Abbildung 19,
Tabelle 1).

20
T (n=3)

E3 AYA (n=7)
@B CNBD (n=4)

I1SO

Frequenz (No. of transients/Linescan)

Abbildung 19: Frequenz der Transienten, Versuchszeitpunkt 0.

Anzahl der Transienten pro Linescan (15,4 s) zum Versuchszeitpunkt 0 (Kontrollzeitpunkt)
unter Stimulation mit 2nM Isoprenalin. Die Balken repréasentieren die Mittelwerte +
Standardfehler (SEM). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Genotypen (Two-way Anova, Bonferronis Posttest).

43



WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
ISO | 11,33 4,06 3,00 | 11,13 5,34 8,00 | 8,00 5,02 4,00
Ry0 | 7,00 2,52 3,00 | 12,63 3,99 8,00 | 9,50 4,13 4,00
Ryl | 6,00 2,52 3,00 | 20,00 4,31 8,00 | 7,50 4,19 4,00
Ry2 | 6,00 2,52 3,00 | 17,25 5,77 8,00 | 9,25 4,63 4,00
Ry3 | 5,33 1,86 3,00 | 23,25 6,38 8,00 | 9,25 5,31 4,00
Ry4 | 5,00 2,52 3,00 | 23,75 5,49 8,00 | 11,75 5,88 4,00

Tabelle 1: Mittelwerte, £ Standardfehler (SEM) und Gruppengrofle (N) der Frequenz
(Anzahl der Transienten/Linescan (15,4 s)) im Genotypvergleich zu allen sechs
Versuchszeitpunkten.

3.2.2. Spontane Haufigkeit der Transienten in den drei Genotypen
nach Stimulation mit 3uM Ryanodin im zeitlichen Verlauf des
Versuchs und im Vergleich des Kontrollzeitpunkts mit dem
gemittelten Wert aller Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-
Superfusion.

Da die Uber RyR vermittelten Ca®*-Freisetzungen elementarer Bestandteil der
intrazellularen Ca®*Zyklisierungen sind, war es essentiell festzustellen, ob und inwieweit
die HCN4-Kanal mutierten Zellen von den Wildtypzellen hinsichtlich ihrer Sensibilitét fir
Ryanodin verschieden waren. Mit diesem Ziel wurden die Zellen wéhrend der konfokalen
Linescans mit einer Losung bestehend aus 2nM Isoprenalin und 3uM Ryanodin
superfundiert. Pro Zelle wurden funf Linescans gemacht, die im Abstand von jeweils einer
Minute erfolgten. Wahrend dieser Zeit standen die Zellen unter standiger Ryanodin-
Superfusion. Es ergaben sich hierbei weder im Vergleich der Wildtypzellen mit der
jeweiligen Mutation, noch im Vergleich der mutierten Zellen untereinander signifikante
Unterschiede. Tendenziell zeigte sich jedoch eine deutliche Abnahme der Transienten-
Haufigkeit mit Beginn der Ryanodin-Perfusion in den Wildtypzellen, wéhrend es in beiden
mutierten Zelllinien sogar zu einer tendenziellen Zunahme kam (siehe Abbildung 20A,
Tabelle 1).
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Abbildung 20: Frequenz der Transienten.

A: Frequenz der Transienten im Zeitverlauf des Versuchs. B: Frequenz der Transienten
zum Kontrollzeitpunkt in 2 nM Isoprenalin im Vergleich zum Mittelwert der Transienten
der Zeitpunkte 1 bis 5 in Superfusion mit Isoprenalin 2nM und Ryanodin 3uM im
Genotyp-Vergleich. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte + Standardfehler (SEM). Es
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (Two-way Anova,
Bonferroni-Posttest).
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Im zweiten Schritt wurden die Mittelwerte aller Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-

Perfusion zu einer Versuchsentitdt zusammengefasst. Auch hierbei ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede, dennoch wurden die oben beschriebenen tendenziellen
Entwicklungen deutlich (siehe Abbildung 20B, Tabelle 2).

WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
Ctrl | 11,00 3,26 5,00 | 12,30 4,49 10,00 | 8,00 5,02 4,00
Rya | 3,88 1,79 5,00 | 16,60 3,92 10,00 | 9,45 4,75 4,00

Tabelle 2: Mittelwerte, + Standardfehler (SEM) und Gruppengrolie der Frequenz der

Transienten

im Genotypvergleich. Hierbei wurde der Kontrollzeitpunkt (Ctrl) den

gemittelten Werten bei Ryanodin-Superfusion (Rya) gegenuber gestellt.
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3.3. Morphologie der Transienten

In den Ca**-Bewegungen der spontan kontrahierenden Schrittmacherzellen spielt neben

der Haufigkeit der von der Zelle gezeigten Ca®*-Transienten auch deren Morphologie eine

Rolle. Als morphologische Parameter waren hierbei die Zeit bis zum Aufstrich (s), die

Halbwertsbreite (s) und F/F, (MaR fiur den maximalen Unterschied in der Ca?*-

Signalstarke wahrend eines Transienten) von maligeblichem Interesse. Zur Ermittlung des

jeweiligen Zielwerts siehe Kapitel 2.5.

3.3.1. Ahnlichkeit in der Zeit bis zum Aufstrich (s) der Transienten in
allen drei Genotypen unter Stimulation mit 2nM Isoprenalin.

Als ein zeitlicher Parameter wurde die Dauer bis zur maximalen Ca?*-Signalstarke eines

Transienten erfasst. Es konnte hierbei festgestellt werden, dass sich die Genotypen zum

Kontrollzeitpunkt nicht signifikant voneinander unterschieden (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zeit bis zum Aufstrich, Kontrollzeitpunkt.

Zeit bis zum Aufstrich (s) zum Versuchszeitpunkt 0 (Kontrollzeitpunkt) unter Stimulation
mit 2 nM Isoprenalin im Genotyp-Vergleich. Die Balken repréasentieren die Mittelwerte +
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Standardfehler (SEM). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Genotypen (Two-way Anova, Bonferroni-Posttest).

3.3.2. Signifikanter Unterschied in der Zeit bis zum Aufstrich (s) der
Transienten zwischen den drei Genotypen unter Stimulation mit
2nM lsoprenalin und 3uM Ryanodin.

Mit Beginn der Ryanodin-Perfusion ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den
Genotypen im zeitlichen Verlauf des Experiments. Es stellte sich heraus, dass sich die
Transienten der hHCN4-AYA-Zelllinie zu den Versuchszeitpunkten 3, 4 und 5 vom
Wildtyp unterschieden. Auch bei den hHCN4-CNBD-Zellen ergab sich zum
Versuchszeitpunkt 5 ein im Vergleich zu den Wildtypzellen unterschiedliches Ergebnis.
Hierbei zeigte sich die Zeit bis zum Aufstrich (s) teilweise um mehr als die Halfte verkirzt.
Der Vergleich der beiden mutierten Zelllinien erbrachte keinen Unterschied (siehe
Abbildung 22 A, B und C, Tabelle 3).
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Abbildung 22: Zeit bis zum Aufstrich.

A: Zeit bis zum Aufstrich (s) im Zeitverlauf des Versuchs. B: Zeit bis zum Aufstrich (s) zu
den Versuchszeitpunkten 3, 4 und 5 unter Stimulation mit Isoprenalin 2nM und 3uM
Ryanodin im Vergleich des Wildtyps mit hHHCN4-AYA. C: Zeit bis zum Aufstrich (s)
zum Versuchszeitpunkt 5 im Vergleich des Wildtyps mit hHCN4-CNBD. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte = Standardfehler (SEM). *p-Wert<0,05 ; ***p-Wert<0,001
(Two-Way-Anova, Bonferronis Posttest).
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WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
ISO | 0,15 0,07 3,00 | 0,07 0,01 7,00 | 0,08 0,01 4,00
Ry0 | 0,16 0,06 3,00 | 0,07 0,01 7,00 | 0,09 0,02 4,00
Ryl | 0,16 0,06 3,00 | 0,07 0,01 7,00 | 0,12 0,04 4,00
Ry2 | 0,17 0,05 3,00 | 0,06 0,00 7,00 | 0,09 0,01 4,00
Ry3 | 0,18 0,05 3,00 | 0,07 0,01 7,00 | 0,10 0,02 4,00
Ry4 | 0,22 0,08 3,00 | 0,07 0,01 7,00 | 0,11 0,01 4,00

Tabelle 3: Mittelwerte, + Standardfehler (SEM) und GruppengréRe (N) der Zeit bis zum

Aufstrich (s) im Genotypvergleich zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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3.3.3. Zeit bis zum Aufstrich (s) der Transienten in den drei
Genotypen im Vergleich des Kontrollzeitpunkts mit dem
gemittelten Wert aller Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-
Superfusion.

Bei der Zusammenfassung aller Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-Superfusion und
Gegenuberstellung dieser Werte zum Kontrollzeitpunkt lieR sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den Genotypen ermitteln (siehe Abbildung 23, Tabelle 4).
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Abbildung 23: Zeit bis zum Aufstrich, Kontrolle-Ryanodin.

Zeit bis zum Aufstrich (s) im Vergleich des Kontrollzeitpunkts zum gemittelten Wert der
funf Versuchszeitpunkte mit Ryanodin-Perfusion. Die Balken repréasentieren die
Mittelwerte + Standardfehler (SEM). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Genotypen (Two-way Anova, Bonferronis Posttest).
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WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
Ctrl | 0,12 0,04 5,00 | 0,08 0,01 11,00 | 0,08 0,01 4,00
Rya | 0,15 0,04 5,00 | 0,09 0,02 11,00 | 0,10 0,02 4,00

Tabelle 4: Mittelwerte, + Standardfehler (SEM) und GruppengrélRe (N) der Zeit bis
zum Aufstrich (s) im Genotypvergleich. Hierbei ist der Kontrollzeitpunkt (Ctrl) den
gemittelten Werten bei Ryanodin-Superfusion (Rya) gegentber gestellt.

3.3.4. Ahnliche Halbwertsbreite (s) der Transienten zwischen den drei
Genotypen zum Kontrollzeitpunkt unter Stimulation mit 2nM
Isoprenalin.

Die Transienten der drei Genotypen Wildtyp, hHCN4-AYA und hHCN4-CNBD wurden
hinsichtlich ithrer Halbwertsbreite (s) auf ihr Antwortverhalten auf Stimulation mit 2nM
Isoprenalin untersucht. Die Halbwertsbreite wurde als MaR fiir die Dauer der Ca*-
Transienten verwendet. Es zeigten sich bei der Analyse des zeitlichen Versuchsverlaufs
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen zum Kontrollzeitpunkt (siehe
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Halbwertsbreite, Kontrollzeitpunkt.

Halbwertsbreite (s) zum Versuchszeitpunkt 0 (Kontrollzeitpunkt) unter Stimulation mit
2nM Isoprenalin im Vergleich aller drei Genotypen. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardfehler (SEM). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Genotypen (Two-way Anova, Bonferronis Posttest).

3.3.5. Signifikanter Unterschied in der Halbwertsbreite (s) der
Transienten zwischen den drei Genotypen unter Stimulation mit
2nM lsoprenalin und 3uM Ryanodin.

Unter Superfusion mit 2nM Isoprenalin und 3pM Rynaodin konnten signifikante
Unterschiede zu den Versuchszeitpunkten 2, 3, 4 und 5 zwischen den Wildtypzellen und
den Zellen der hHCN4-AYA-Linie ermittelt werden. Die Halbwertsbreite war in den
mutierten Zellen um bis zu 2/3 des Wildtyp-Wertes verringert. Ebenso ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und den hHCN4-CNBD-Zellen zu den
Versuchszeitpunkten 4 und 5. Auch hier zeigte sich fiir die mutierten Zellen ein bis zu 2/3
erniedrigter Wert. Hingegen konnte kein Unterschied zwischen den beiden mutierten
Zelllinien hHCN4-AY A und hHCN4-CNBD festgestellt werden (siehe Abbildung 25 A, B
und C, Tabelle 5).
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Abbildung 25: Halbwertsbreite.

A: Halbwertsbreite (s) im Zeitverlauf des Versuchs. B: Halbwertsbreite (s) zu den
Versuchszeitpunkten 2, 3, 4 und 5 unter Stimulation mit Isoprenalin 2nM und 3uM
Ryanodin im Vergleich des Wildtyps mit hHHCN4-AYA. C: Halbwertsbreite (s) zu den
Versuchszeitpunkten 4 und 5 im Vergleich des Wildtyps mit hHCN4-CNBD. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte + Standardfehler (SEM). *p-Wert<0,05. **p-Wert<0,01.
***p-Wert<0,001 (Two-Way-Anova, Bonferronis Posttest).

WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
ISO | 0,22 0,09 3,00 | 0,20 0,02 7,00 | 0,13 0,03 4,00
Ry0 | 0,24 0,08 3,00 | 0,10 0,02 7,00 | 0,24 0,03 4,00
Ryl | 0,26 0,08 3,00 | 0,20 0,02 7,00 | 0,11 0,03 4,00
Ry2 | 0,27 0,07 3,00 | 0,09 0,01 7,00 | 0,13 0,03 4,00
Ry3 | 0,30 0,09 3,00 | 0,09 0,01 7,00 | 0,11 0,03 4,00
Ry4 | 0,34 0,11 3,00 | 0,09 0,01 7,00 | 0,11 0,04 4,00

Tabelle 5: Mittelwerte, +Standardfehler (SEM) und GruppengroRe (N) der Halbwertsbreite
im Genotypvergleich zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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3.3.6. Signifikanter Unterschied in der Halbwertsbreite der
Transienten zwischen den drei Genotypen im Vergleich des
Kontrollzeitpunkts mit dem gemittelten Wert aller
Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-Superfusion.

Im né&chsten Schritt wurden die Mittelwerte der Halbwertsbreite der finf
Versuchszeitpunkte ~ unter  Ryanodin-Superfusion  zu  einer  Versuchsentitét
zusammengefasst. Es zeigten sich hierbei signifikante Unterschiede zwischen den
Wildtypzellen im Vergleich mit den hHCN4-AY A-Zellen sowohl zum Kontrollzeitpunkt
als auch unter Ryanodin-Superfusion. Zudem lieR sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Wildtypzellen und den hHCN4-CNBD-Zellen unter Ryanodin-Superfusion
ermitteln. Untereinander wiesen die beiden mutierten Genotypen dagegen keinen
Unterschied auf (siehe Abbildung 26, Tabelle 6).

Insgesamt lie sich also zu den erwahnten Versuchszeitpunkten unter Ryanodin-
Superfusion eine verringerte Halbwertsbreite in den mutierten Genotypen feststellen. Das

wies wiederum auf eine verringerte Dauer der Transienten hin.
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Abbildung 26: Halbwertsbreite, Kontrolle - Ryanodin.
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Halbwertsbreite (s) zum Kontrollzeitpunkt in Isoprenalin 2nM und zum gemittelten Wert
uber die Versuchszeitpunkte mit Ryanodin-Superfusion im Genotyp-Vergleich. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte = Standardfehler (SEM). *p-Wert<0,05. **p-Wert<0,01.

***p-Wert<0,001 (Two-Way-Anova, Bonferronis Posttest).

WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
Ctrl | 0,20 0,05 5,00 | 0,10 0,01 11,00 | 0,13 0,03 4,00
Rya | 0,27 0,05 5,00 | 0,09 0,01 11,00 | 0,13 0,03 4,00

Tabelle 6: Mittelwerte, +Standardfehler (SEM) und Gruppengréfie (N) der
Halbwertsbreite (s) im Genotypvergleich. Hierbei ist der Kontrollzeitpunkt (Ctrl) den
gemittelten Werten bei Ryanodin-Superfusion (Rya) gegentiber gestellt.
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3.3.7. Signifikanter Unterschied in F/Fy der Transienten zwischen den
hHCN4-CNBD-Zellen und der hHCN4-AYA-Zelllinie unter
Stimulation mit 2nM Isoprenalin.

Das ermittelte Verhaltnis F/F, setzte die maximale Signalstarke (F) eines Ca**-Transienten
in Bezug zur minimalen Signalstarke (Fo) und wurde damit als Verweis auf die Amplitude

der Transienten verwendet.

Im Verlauf der sechs Versuchszeitpunkte konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
den Transienten der hHCN4-CNBD-Zellen und der hHCN4-AYA-Zelllinie festgestellt
werden (siehe Abbildung 27). Hierbei ergaben sich fur die hHCN4-AYA-Zellen zum
Versuchszeitpunkt 0 jeweils erhohte Werte im Vergleich zum hHCN4-CNBD-Genotyp,
womit in ihnen eine groRere Spanne zwischen der maximalen und der minimalen

Signalstarke nachgewiesen werden konnte.

@@ AYA (n=7)
@R CNBD (n=4)

F/FO

I1SO

Abbildung 27: F/Fy, Kontrollzeitpunkt.

F/Fo zum Versuchszeitpunkt O (Kontrollzeitpunkt) unter Stimulation mit 2nM Isoprenalin
im Vergleich der hHCN4-AYA-Linie mit (HCN4-CNBD. Die Balken représentieren die
Mittelwerte + Standardfehler (SEM). *p-Wert<0,05 (Two-Way-Anova, Bonferronis
Posttest).
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3.3.8. Signifikanter Unterschied in F/Fy der Transienten zwischen den
drei Genotypen unter Stimulation mit 2 nM Isoprenalin und
3uM Ryanodin.

Es ergab sich zum Versuchszeitpunkt 1 (Start der Ryanodin-Superfusion) ein signifikanter
Unterschied zwischen den hHCN4-AYA- und den hHCN4-CNBD-Zellen. So fand sich
auch hier ein groRerer Unterschied zwischen F und Fo bei den Transienten der hHCN4-
AYA-Zellen (siehe Abbildung 28).

B3 AYA (n=7)
Bl CNBD (n=4)

F/FO

Start Ryanodin

Abbildung 28: F/F,, Versuchszeitpunkt 1.

F/Fo zum Versuchszeitpunkt 1 unter Stimulation mit 2nM Isoprenalin und 3uM Ryanodin
im Vergleich der hHCN4-AYA-Linie mit h(HCN4-CNBD. Die Balken représentieren die
Mittelwerte + Standardfehler (SEM). *p-Wert<0,05 (Two-Way-Anova, Bonferronis
Posttest).
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Im weiteren Versuchsverlauf glich sich die GroRe von F/F, der hHCN4-AYA-Zellen
wieder der hHCN4-CNBD-Linie an (siehe Abbildung 29). Es konnte weiterhin kein

signifikanter Unterschied zwischen den Wildtypzellen und den beiden mutierten Zelllinien

ermittelt werden (Tabelle 7).

F/FO

° + WT (n=3)
-+ AYA (n=7)
ol - CNBD (n=4)
2-
I R,
0

Abbildung 29: F/F, im Zeitverlauf des Versuchs.

& & & & & &

Es zeigten sich fur die hHCN4-AY A-Mutante zu Beginn des Versuchs signifikant héhere
Werte fur F/Fo.

WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N Mittelwert +SEM N
1ISO 2,22 0,10 3,00 4,47 0,95 7,00 1,54 0,19 4,00
Ry0 2,05 0,18 3,00 4,65 0,94 7,00 1,51 0,16 4,00
Ryl 1,84 0,15 3,00 3,46 0,57 7,00 1,46 0,16 4,00
Ry2 1,91 0,09 3,00 3,10 1,16 7,00 1,31 0,10 4,00
Ry3 1,81 0,18 3,00 2,11 0,32 7,00 1,20 0,04 4,00
Ry4 1,73 0,19 3,00 1,79 0,29 7,00 1,17 0,03 4,00

Tabelle 7: Mittelwerte, + Standardfehler (SEM) und Gruppengréf3e (N) von F/Fg im

Genotypvergleich zu allen sechs Versuchszeitpunkten.
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3.3.9. Signifikanter Unterschied in F/F, der Transienten zwischen den
drei Genotypen im Vergleich des Kontrollzeitpunkts mit dem
gemittelten Wert aller Versuchszeitpunkte unter Ryanodin-
Superfusion.

Im néchsten Schritt wurden die fiinf Versuchszeitpunkte mit Ryanodin-Perfusion zu einer
Versuchsentitdt zusammengefasst und dem Kontrollzeitpunkt gegenubergestellt. Es
ergaben sich hierbei fur die untersuchten hHHCN4-AY A-Zellen jeweils groliere F/Fy —Werte
zu beiden Zeitpunkten sowohl im Vergleich zu den Wildtypzellen als auch zu den hHCN4-
CNBD-Zellen (siehe Abbildung 30 A und B, Tabelle 8).
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Abbildung 30: F/F, im Vergleich der Genotypen, Kontrolle - Ryanodin.

F/Fo im Vergleich des Kontrollzeitpunkts unter Stimulation mit Isoprenalin 2nM mit dem
Mittelwert der flnf Versuchszeitpunkte unter Stimulation mit 2nM Isoprenalin und 3 pM
Ryanodin. A Wildtyp im Vergleich zu hHCN4-AYA. B hHCN4-CNBD im Vergleich zu
hHCN4-AYA. Die Balken représentieren die Mittelwerte + Standardfehler (SEM). *p-
Wert<0,05. **p-Wert<0,01. ***p-Wert<0,001 (Two-Way-Anova, Bonferronis Posttest).

WT AYA CNBD

Mittelwert +SEM N Mittelwert *SEM N Mittelwert *SEM N
Ctrl | 2,27 0,12 5,00 | 4,82 0,61 11,00 | 1,54 0,19 4,00
Rya | 1,54 0,28 5,00 | 3,64 0,51 11,00 | 1,33 0,10 4,00

Tabelle 8: Mittelwerte, + Standardfehler (SEM) und GruppengréRe (N) von F/Fy im
Genotypvergleich. Hierbei wurde der Kontrollzeitpunkt (Ctrl) den gemittelten Werten bei
Ryanodin-Superfusion (Rya) gegentiber gestellt.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren konnten diverse Arrhythmie-Formen wie beispielsweise das Long-
QT-Syndrom, das Bradykardie-Tachykardie-Syndrom und andere Uberleitungsstérungen
auf sinoatrialer und auf atrioventrikulédrer Ebene mit familidren Mutationen im HCN4-
lonenkanal-Gen in Verbindung gebracht werden (Baruscotti et al., 2010; Milanesi et al.,
2006; Park & Fishman, 2011). Die resultierenden ,,loss of function“-Mutationen ziehen
eine Verringerung der l+-Stromdichte nach sich und minden in einem klinisch vielseitigen
Bild von bradykarden Herzrhythmusstérungen und anderen kardiovaskuldren
Auffalligkeiten (Baruscotti et al., 2010; Milanesi et al., 2006). Damit ruckt die Aufklarung
der Kompensationsmechanismen kardialer Automatie ins Wichtigkeitsfeld klinischer und
biomedizinischer Forschung. In der vorliegenden Studie wurde der Fokus auf ein
integratives Modell vom Zusammenspiel der bereits etablierten Schrittmacher-Theorien
gelegt, in welchem sowohl die ionalen als auch Ca**-abhangigen Mechanismen zur
Automatie beitragen und einander unterstiitzend zum Einsatz kommen (Lakatta et al.,
2010; Maltsev & Lakatta, 2009, 2012).

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Dieses von mehreren Autoren postulierte Zusammenspiel der am Membranpotential
beteiligten lonenstréme und der Ca”*-Signalwege innerhalb der Zelle ist im vorliegenden
Studiendesign gezielt beeintrachtigt worden. Durch die beiden Mutationen im HCN4-
lonenkanal-Gen ist in jenen Zelllinien auf jeweils unterschiedliche Weise einer der
wichtigsten Mechanismen der sogenannten ,Membran-Uhr* zur Generierung der
zelluldren Automatie ausgeschaltet. Welche Auswirkungen haben diese Mutationen auf die
Ca®*-Dynamiken der Zellen und welche Schlussfolgerungen lassen sich dadurch beziiglich

der zellularen Automatie ziehen?

Das vorliegende Ergebnismaterial aus den durchgefuhrten Versuchen zur Auspragung und
Stabilitat des Ca®*-Zyklus in Schrittmacherzellen der drei untersuchten Genotypen lasst

sich folgendermafen zusammenfassen:
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1. Die Zellen des Wildtyps und der mutierten Genotypen zeigten zu allen
Versuchszeitpunkten stabile Ca**-Transienten. Nach der Superfusion mit Ryanodin
deutete sich eine Verminderung ihrer Frequenz an, wenngleich nur als tendenzielle
Entwicklung. Die geringe Gruppengrofie wirkte sich dabei als limitierender Faktor
aus. Im Unterschied hierzu war bei den Zellen der mutierten Genotypen keine
solche Abnahme der Transienten-Frequenz nach Ryanodin-Gabe nachzuweisen.

2. Es fanden sich signifikante Unterschiede der zeitlichen Parameter zwischen den
drei Genotypen.

A) Nach Beginn der Ryanodin-Superfusion war die Zeit bis zum Aufstrich in den
hHCN4-AYA-Zellen und -CNBD-Zellen signifikant kirzer als in den
Wildtypzellen, wobei der Unterschied bei den hHCN4-AYA-Zellen groRer war.
B) Die Halbwertsbreite war zum Kontrollzeitpunkt und im Verlauf der Ryanodin-
Superfusion signifikant kirzer in den mutierten Zellen als im Wildtyp. Im Wildtyp
deutete sich eine tendenzielle Verlangerung der Halbwertsbreite nach Beginn der
Ryanodin-Superfusion an. Auch hier manifestierte sich der Unterschied in den
hHCN4-AY A-Zellen deutlicher.

3. Es fanden sich in den hHCN4-AYA-Zellen signifikant groBere Werte fur die
Signalintensitat der Transienten (F/Fo) als im Wildtyp und in der hHCN4-CNBD-
Mutante. Diese zeigten sich zum Kontrollzeitpunkt und nach Beginn der Ryanodin-
Superfusion, wahrend sich die Werte im zeitlichen Verlauf der Ryanodin-
Superfusion dem Niveau der anderen Genotypen annaherten. Die Signalintensitat
im Wildtyp und in der hHCN4-CNBD-Mutante verblieb wéhrend des gesamten

Versuchszeitraums auf einem Niveau.

Im Folgenden sollen die mdoglichen Ursachen der Befunde diskutiert und in
Zusammenhang mit den etablierten Modellen zur Schrittmachertétigkeit gesetzt werden.

Drei wichtige Limitationen der Arbeit missen hierbei berticksichtigt werden:
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1. Die geringe GruppengroRe, die sich vor allem auf die Gruppe der Wildtypzellen
(N=3-5) bezieht. Hierdurch wird die Aussagekraft der statistischen Ergebnisse
eingeschrankt. Dieses wurde in den relevanten einzelnen Abschnitten der
Diskussion stets kenntlich gemacht.

2. Die Temperatur, unter denen die Experimente stattgefunden haben. Alle Versuche
wurden bei einer Raumtemperatur von 22-24°C durchgefuhrt, welche nicht der
physiologischen Korpertemperatur von Mausen entspricht. BekanntermafRen nimmt
die Temperatur Einfluss auf viele Zellfunktionen, wie z.B. enzymatische Prozesse.

3. Die Herauslosung der Sinusknotenzellen aus ihrem physiologischen Zellverbund.
Dadurch fehlen wichtige integrative Strukturen in der intra- und interzelluléren
Kommunikation, die im Herzen u.a. durch Gap junctions oder Connexine vermittelt

wird. HierlUber werden viele Zellfunktionen sowie die Reizweiterleitung gesteuert.

4.2. Transienten-Frequenz

4.2.1. Autonome Regulation zellularer Schrittmachermechanismen

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Frequenz der Transienten
zwischen den drei Genotypen zum Kontrollzeitpunkt unter B-adrenerger Stimulation mit
2nM Isoprenalin. Diese Dosierung zum Kontrollzeitpunkt wurde gewdhlt, um eine
submaximale sympathische Stimulation der diskutierten Schrittmachermechanismen zu
simulieren. Im Vorfeld hatte gezeigt werden kénnen, dass die Zellen der hHCN4-CNBD-
Mutante im Unterschied zum Wildtyp in unstimuliertem Zustand nur intermittierende
Aktionspotentiale generieren. Ebenso war die Rate an komplett inaktiven Zellen erheblich
erhéht und damit die Schrittmachertétigkeit stark eingeschrankt (Alig et al., 2009). Durch
die sympathische Stimulation konnte dieses Problem umgangen und gleichzeitig das
Antwortverhalten der drei Genotypen in aktiviertem Zustand miteinander verglichen

werden.

Der nun unter sympathischer Stimulation erhobene Befund kdnnte darauf verweisen, dass
die I--Kanal-Mutationen keine Auswirkungen auf die Ca?*-Transienten-Haufigkeit haben,
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sodass diese in hHCN4-defizienten Zellen immer noch konstant haufig auftreten und ihren
Beitrag zur Generierung eines Aktionspotentials leisten. So riickt die Ca®*-Zyklus
zentrierte Schrittmachertheorie die Rolle der lokalen rhythmischen Ca?*-Freisetzungen
gemeinsam mit den Ca®*-Transienten als maRgeblich fiir die zellulare Automatie in den
Vordergrund (Lakatta et al., 2008). Darliber hinaus konnte in der Vergangenheit gezeigt
werden, dass die periodisch stattfindenden, submembrands lokalisierten Ca*'-
Freisetzungen aus dem SR nicht von Anderungen des Membranpotentials abhiangen und
durch die Akzeleration der spaten Phase der Diastolischen Depolarisierung Einfluss auf die
AP-Frequenz der Schrittmacherzellen und damit auf die Herzfrequenz im lebenden
Organismus nehmen (Vinogradova et al., 2004). Demnach wirde auch die Ausschaltung

der Membran-Uhr keinen entscheidenden Einfluss auf den Ca**-Zyklus haben miissen.

CaMKII
PLB I
RyR T Ca.l
RYR Submembrandses Ca* leat
SERCA '
Inicx
Proteinkinase A
PLB Ica,L
RyR T |F
cAMP
T Oberflichenrezeptoren

Adenylatcyclas G-Prnteinek'/

Abbildung 31: Zwischen der Membran-Uhr sowie der Ca?*-Uhr vermittelnde
Faktoren, modifiziert nach Maltsev & Lakatta, 2009.

PLB: Phospholamban. RyR: Ryanodin-Rezeptoren. CaMKII: Ca®*/Calmodulin-
abhangige Proteinkinase I1. Icay : Uber L-Typ- Ca®* -Kanale vermittelter Ca®*-Strom. lcat:
Uber T-Typ- Ca®* -Kanale vermittelter Ca®*-Strom. Incx: Na'/Ca?*-Austauscherstrom. Ig:
»Funny Current®.

66



Elektrophysiologische Studien zur hHHCN4-CNBD-Mutante weisen bereits auf die relative
Stabilitdt der Schrittmachertatigkeit der mutierten Zellen trotz Ausfall der cAMP-
abhangigen Stimulierung des HCN-Kanals hin (Alig et al., 2009). Auch wurde die
Wichtigkeit des HCN4-Kanals fur die Herzfrequenz-Steigerung infrage gestellt (Herrmann
et al., 2007b). Fur diese relative Stabilitat sowie die Frequenz-Adaptation ist zumindest ein
Backup-Mechanismus im Falle der Ausschaltung der Membran-Uhr ndétig, der die
Schrittmacherfunktion gewahrleisten kann und vor allem auch der autonomen Regulation
zuganglich ist (Maltsev & Lakatta, 2008). Die Ca**-Uhr und die gemeinsam mit der
Membran-Uhr genutzten Signalkaskaden (iber das vegetative Nervensystem sind hierbei
ideale Interaktionspartner.

Damit ware als Alternativhypothese aber ebenfalls denkbar, dass die experimentelle
Nachahmung submaximaler BR-adrenerger Stimulation einen Unterschied zwischen dem
Wildtyp und den hHCNA4-defizienten Zellen zunichtemacht, da eine sympathische
Stimulierung sowohl auf die Membran- als auch auf die Ca**-Uhr Einfluss nimmt. Die
CAMP-vermittelten und tber die PKA weitergeleiteten Stimulationsmechanismen waren
dabei in der Lage, die unter physiologischen Bedingungen stattfindenden Ca**-Dynamiken
auch in den mutierten Zellen zu vermitteln. In der Tat bt die autonome Stimulierung tber
die PKA getragene Phosphorylierung des mit dem RyR assoziierten Proteins FKBP12.6
ihren Zugriff auf den Ca*-Zyklus aus. Dieser Zugriff spiegelt sich in der
Aktivitatssteigerung der RyR. Diese hat im Endeffekt zur Folge, dass der Ca®*-Ausstrom
aus dem SR stabilisiert wird (Marx et al., 2000). Beide aufgefiihrten Thesen sind mégliche
Erklarungen fir den experimentellen Befund. Zur differenzierten Untermauerung der
jeweiligen Theorie sind allerdings weitere Studien Uber das Ca”*-Signalverhalten der
Schrittmacherzellen in unstimuliertem Zustand noétig. Dennoch ldsst sich zu diesem
Zeitpunkt schlussfolgern, dass die Membran-Uhr nicht als alleiniges Erklarungsmodell fur
die Automatie der Sinusknotenzellen ausreichen kann und es riicken die Gemeinsamkeiten

beider Modelle in den Vordergrund.

Hierbei sind die oben erwahnten, zwischen ihnen vermittelnden Signalwege wvon
Bedeutung, die gleichzeitig auch die Regulation ihrer Aktivitat betreffen. Abbildung 31
zeigt eine schematische Darstellung der verschiedenen Zugriffspunkte fur das vegetative
Nervensystem. Genau diese Zugriffspunkte und Schnittstellen zwischen den lonenstrémen
der Plasmamembran und den intrazelluldaren enzymatischen Prozessen sind fur die

detaillierte Aufklarung der Schrittmachermechanismen hoch interessant, denn das

67



autonome Nervensystem ist iber komplexe zellulare Mechanismen in die Regulation der
Herzfrequenz eingebunden. Schon die ausgedehnte Innervation des kardialen Gewebes
uber Nervenfasern des Sympathikus und Parasympathikus fiihrt die Wichtigkeit der
vagalen und sympathischen Kontrolle der Herzaktion vor Augen, genauso wie die
Einbindung vasaler und zentraler Regulationspunkte (Batulevicius et al., 2003; Beaumont
etal., 2013; Shen et al., 2011).

Neben der cAMP-Abhéngigkeit der Offenwahrscheinlichkeit des HCN4-lonenkanals
(DiFrancesco, 1993) und der cAMP- und Ca’’-abhangigen Regulierung von
Phospholamban (Maltsev & Lakatta, 2010, Sirenko et al., 2013) konnten eine autonome
Regulation des lIc,. —Stroms (Mangoni et al., 2003; Petit-Jaques et al., 1993) sowie eine
autonom getriggerte Phosphorylierung von RyR (Lyashkov et al., 2009; Sirenko et al.,
2013) nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser Regulation fur die adaquate und vor
allem schnelle Anpassung an die verschiedensten Anforderungen der Umwelt ist fur den
gesamten Organismus herausragend. Die sympathische und vagale Stimulierung bzw.
Inhibierung nimmt G-Protein-Rezeptor vermittelten Einfluss auf die elektrische Aktivitat
der Schrittmacherzellen (Maltsev & Lakatta, 2010). Hierdurch entstehen Synergismen, die
fur die Zelle viele Vorteile beinhalten. Die gemeinsamen Signalkaskaden ermdglichen eine
exakte Feineinstellung der fur die Herzfrequenz-Adaptation verantwortlichen Interakteure

und erlauben damit eine Flexibilitat, die fur ein Flucht- oder Kampfverhalten vonndéten ist.

CAMP und die PKA sind dabei im Zentrum stehenden Faktoren, die Uber Bindung und
Phosphorylierung die Aktivitat vieler Enzyme hoch bzw. herunter regulieren. Der
Fullungszustand des SR wird beispielsweise Uber Phospholamban kontrolliert und
beeinflusst dann die LCR-Charakteristiken, die wie oben erwahnt Einfluss auf die Phase
der Diastolischen Depolarisierung nehmen (Maltsev et al., 2004; Vinogradova et al., 2004).
Zugriffspunkt hierbei ist u.a. die lonenpumpe SERCA (Vinogradova et al., 2010). Die
Aktivitat von Phospholamban wird, wie in Abbildung 32 dargestellt, durch die PKA und
CaMKII reguliert (Sirenko et al., 2013). Eine Uber R-adrenerge Stimulation vermittelte
Steigerung der Enzym-Phosphorylierung fiihrt zu dessen Inhibierung und macht den Weg
fur frihere, hoher frequente und groRere diastolische Ca**-Freisetzungen frei. Damit tragt
es zur einer verstarkten Aktivitat des Ca**-Zyklus* bei (MacLennan & Kranias, 2003;
Maltsev & Lakatta, 2010). Eine nach diesem Muster getragene Aktivierung des Ca*-
Zyklus® ist somit sowohl in den Wildtyp- als auch in den mutierten Zellen sehr

wahrscheinlich.

68



GIRK1/4

s
HCN
Ca,1.3
Ca,3.1 NCX

Abbildung 32: Wege der autonomen Regulation in der Schrittmacherzelle modifiziert
nach Mangoni & Nargeot, 2008.

Die Bindung von Transmittern des vegetativen Nervensystems (Noradrenalin (NA),
Acetylcholin (ACh), Adenosin (Ado)) an die Membranrezptoren (8;-Adrenorezeptor (31-
AR), Muscarinerger Rezeptor (M2), Adenosin-Rezeptor (A;)) erwirkt G-Protein-vermittelt
die  Stimulierung/Inhibierung  der  Adenylatcyclase (AC) und damit die
verstarkte/verminderte Synthese von cAMP. Die direkte cAMP-Bindung an den HCN-
Kanal steigert dessen Offenwahrscheinlichkeit (s.0.). Ebenfalls kommt es zur Stimulierung
der Proteinkinase A (PKA). Diese phosphoryliert Phospholambam (PLB), den L-Typ-
Ca’*-Kanal (Ca,1.3), den Is-Kanal und Ryanodin-Rezeptoren (RyR), was zur
Stimulierung des Schrittmacherzyklus fiihrt. Acetylcholin und Adenosin teilen sich
dieselben Signalwege. Neben der indirekten Runterregulierung des cAMP-Spiegels (hier
durch (...) markiert) kommt es zu einer G-Protein-vermittelten Aktivierung des Kir3.1/3.4
(GIRK1/4) Kanals, woriiber ebenfalls eine Verlangsamung des Schrittmacherzyklus
erfolgt (fur Details siehe Mangoni & Nargeot, 2008).
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Immer wieder springt die Vielseitigkeit der eingebundenen Mechanismen ins Auge: Zwar
wurde die Erforschung des parasympathischen Schenkels der vegetativen Regulation in
dem vorliegenden Studiendesign ausgespart, jedoch ist diese fur den Gesamtkontext der
Aufklarungsarbeit der kardialen Automatie von enormer Bedeutung. Wie weiter oben
erwahnt, wird die muscarinerge Einflussnahme auf die in die Schrittmachertatigkeit
eingebundenen Interakteure Uber G-Protein-Rezeptoren vermittelt und von Acetylcholin
getragen. Ziele dieser Einflussnahme sind neben den HCN- und L-Typ-Ca?*-Kanalen auch
die RyR und der lonenstrom lxach (DiFrancesco, 2010; Petit-Jacques et al., 1993). So
konnte beispielsweise in Zusammenarbeit mit der Montpellier-Gruppe eine zusétzliche
Funktion des lonenstroms lxach flr die parasympathische Regulation der Herzfrequenz
entdeckt werden. Mit der Implementierung eines Knockouts der fiir die Kanalfunktion
essentiellen Untereinheit Girk4 wurde ein kompletter Verlust des Ixach erreicht. Dieser
alternierte die cholinerge Regulation der Schrittmacheraktivitdt sowohl in isolierten
Sinusknotenzellen und in isolierten intakten Herzen, als auch in den von dem Knockout
betroffenen, sich frei bewegenden Mausen. Hierbei war das relative Ausmal der
Herzfrequenz-Regulation zwar dem des Wildtyps é&hnlich, jedoch zeigte sich die
Erholungsphase der Herzfrequenz nach Stress, physischer Aktivitat oder pharmakologisch
induzierter 3-adrenerger Stimulation signifikant verlangert (Mesirca et al., 2013).

Damit sind die Komplexitdt der autonomen Regulation und ihre Wichtigkeit flr die
physiologische Aufrechterhaltung des vom kardiovaskularen Kreislauf abhédngigen
Stoffwechsels offensichtlich und es wird gleichzeitig deutlich, dass Abbildung 32 nur als
Anriss eines Schaubilds dienen kann, fiir dessen Komplettierung weitere Forschung nétig

ist.
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4.2.2. Der Einfluss von Ryanodin — Hochregulation anderer
Interakteure oder Verlust der Ryanodin-Wirkung?

Fur die funf Versuchszeitpunkte nach Entwicklung nach Beginn der Ryanodin-Superfusion
zeigte sich eine dhnliche Haufigkeit der Transienten in allen drei untersuchten Genotypen.
Der Theorie folgend, sollte eine maximale Stimulation mit Ryanodin Uber eine Zeitspanne
von fiinf Minuten die Ca?*-Konzentration innerhalb der kardialen Zelle jedoch
vollkommen depletieren und somit den physiologischen Ca**-Zyklus behindern (Zucchi &
Ronca-Testoni, 1997). Gleichzeitig hat eine Ryanodin-Applikation eine Abnahme der
Amplitude und Frequenz der sinoatrialen Aktionspotentiale zur Folge, was die Einbindung
der RyR in die Schrittmachertatigkeit der Zellen nahelegt (Rigg et al., 2000).

Tendenziell konnte die Ca**-Depletion in den Wildtypzellen — hier visualisiert durch eine
verringerte Transienten-Frequenz — auch reproduziert werden. So zeigte sich eine deutliche
Abnahme von 11,00 + 3,26 auf 3,88 + 1,79 Transienten pro Linescan. Limitierend fur das
Ergebnis wirkte sich in diesem Fall lediglich die GruppengrélRe des Wildtyps (n=5) aus.
Interessanterweise ergab sich in den hHCN4-AYA- und hHCN4-CNBD-Zellen keine
solche Tendenz, es zeigte sich sogar eine Zunahme. Es ist zu vermuten, dass in ihnen durch
die Beeintrachtigung der Membranstrom abhédngigen Schrittmachermechanismen das
stabile Rickgrat aus den Ca®*-Dynamiken eine gréRere Rolle spielt als in den

Wildtypzellen.

Reagieren die Sinusknotenzellen der mutierten Genotypen also weniger sensibel auf die
Manipulation mit Rynaodin? Oder ist die Aktivitat anderer in den Ca®*-Zyklus
eingebundenen Interakteure kompensatorisch hochreguliert?

So kénnten beispielsweise der Ca**-Einstrom ber die in der Zellmembran lokalisierten L-
Typ-Ca®*-Kanidle sowie die Aktivitat der Ca®*-Pumpe SERCA erhoht sein, was der
intrazellularen Ca®*-Depletierung entgegenwirken und eine konstante Ca*-Freisetzung aus
dem SR erméglichen wiirde. Die Wichtigkeit des Ca®*-Einstroms tiber L-Typ-Ca”*-Kanale
im Schrittmacherzyklus ist bereits sowohl fiir die Phase der Diastolischen Depolarisierung
als auch fur die Frequenzregulierung bekannt. Dabei ist es durchaus plausibel, dass
zellulare Signale wie z.B. eine sinkende Ca?*-Konzentration kurzfristig eine
Aktivitatssteigerung des Kanals bewirken konnten (Mangoni et al., 2003; Mangoni &
Nargeot, 2008; van der Heyden et al., 2005).
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Auch spricht die raumliche Nahe durch Co-Lokalisierung der L-Typ-Ca?*-Kanéle (Ca,1.3)
mit den RyR fiir eine Interaktion zwischen diesen beiden Ca?*-Wegen (Christel et al.,
2012). Bei dieser Zusammenarbeit konnten junktionale Proteine wie Sorcin eine wichtige
Funktion ausiiben. Dieses ermdglicht eine zwischen den RyR und L-Typ-Ca®*-Kanalen
stattfindende Kommunikation und ist in die Regulation der intrazelluldren Ca*'-
Mobilisierung eingebunden (Meyers et al., 1998; Striessnig, 1999): Wéhrend Sorcin an
den C-Terminus der L-Typ-Ca**-Kanale bindet und in die Ca®*-abhangige Inaktivierung
des Kanals eingreift, senkt es zudem die Offenwahrscheinlichkeit des RyR. Dieser Zugriff
wird wiederum durch eine PKA-vermittelte Phosphorylierung verhindert, was einmal mehr
die gemeinsamen Regulationsmechanismen vor Augen fiihrt (Meyers et al., 2003). Zudem
konnte in den mutierten Genotypen der Crosstalk zwischen dem SR und den als Ca**-
Puffer fungierenden Mitochondrien der Zellen verandert sein, wodurch es zu einem
gleichbleibenden Ca?*-Ausstrom aus den Mitochondrien kommen konnte. Damit stiinde
intrazellulares Ca?* fir die erneute Ladung des SR zur Verfiigung und die Kontinuitat der

Ca®*-Transienten ware gesichert (Yaniv et al., 2012).

In diesem Rahmen sind nur einige der denkbar mdglichen Kompensationsstrategien
genannt. Zum genaueren Verstdndnis ware es spannend, das detaillierte genetische
Expressionsmuster der in den hHCN4-defizienten Zellen vorhandenen Proteine und
lonenkandle zu untersuchen und mit dem Wildtyp zu vergleichen. Weiterfuhrende
Versuche sind also unabkémmlich.
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4.3. Morphologie der Transienten

In der Analyse der Morphologie der Ca**-Transienten konzentrierten wir uns auf drei
Parameter, die sowohl die Dauer der Transienten als auch die maximale Signalstarke des
Fluoreszenzsignals als Surrogat fir die maximale Ca®*-Konzentration in den Blickwinkel

nahmen.

4.3.1. Zeitliche Parameter

Bei der Betrachtung aller einzelnen Versuchszeitpunkte waren sowohl die Zeit bis zum
Aufstrich als auch die Halbwertsbreite zum Kontrollzeitpunkt in allen drei Genotypen
gleich lang. Allerdings ergab sich bei der Zusammenfassung der Versuchszeitpunkte unter
Ryanodin-Superfusion zu einer Versuchsentitdt zum Kontrollzeitpunkt eine signifikant
kirzere Halbwertsbreite in den Transienten der hHCN4-AYA-Zelllinie als im Wildtyp.
Dieser Unterschied im Ergebnis der beiden Betrachtungen verweist auf die im ersten Fall

geringere Gruppengrofie.

Signifikante Unterschiede ergaben sich ebenfalls in beiden Parametern im Vergleich der
mutierten Genotypen mit jeweils dem Wildtyp nach Beginn der Ryanodin-Superfusion.
Die Zeit bis zum Aufstrich dauerte in der hHCN4-AY A-Mutante zu den Zeitpunkten 3,4
und 5 und in der hHCN4-CNBD-Mutante zum Zeitpunkt 5 signifikant kirzer als im
Wildtyp. Die Halbwertsbreite war zu den Versuchszeitpunkten 2,3,4 und 5 in den hHCN4-
AYA- und zu den Zeitpunkten 4 und 5 in den hHCN4-CNBD-Zellen ebenfalls signifikant
kirzer als im Wildtyp. Dies ist fir den Versuchsablauf ein konsistentes Ergebnis, da es
sich bei beiden Werten um zeitliche Parameter handelt. Im Wildtyp kann eine tendenzielle
Verléngerung beider Zeiten durch die Ryanodin-Superfusion vermutet werden, die sich bei
langerem Beobachtungszeitraum und erweiterter Gruppengrofle signifikant abbilden

wirde.

Fir den Wildtyp ergaben sich leider keine signifikanten Unterschiede, was auf die geringe
Gruppengrolle zurtckzufiuhren ist. Es konnen dennoch tendenzielle Entwicklungen
beobachtet werden. Griinde fir die mutmaliliche Verldngerung beider Zeiten stutzen sich

auf die gangige Theorie zur Wirkung von Ryanodin am SR und veranschaulichen die
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pharmakologische Wirkung von Ryanodin im Ca®*-Zyklus. Diese soll an dieser Stelle
ausfihrlicher beleuchtet werden.

Wie in der Einleitung bereits angedeutet, ist das pflanzliche Alkaloid Ryanodin
namensgebend fir die sogenannten RyR, die sich in der Membran des SR befinden. Als
lonenkanale vermitteln sie den Ca®*-Ausstrom aus den intrazellularen Ca®*-Speichern und
sind damit in den komplexen Ablauf der intrazellularen Ca**-Dynamiken fest eingebunden.
Diese spielen in den unterschiedlichsten Zellen und Geweben von Wirbeltieren eine
immense Rolle und tragen zur Aufrechterhaltung der physiologische Zellfunktion bei
(Sutko & Airey, 1996). Es gibt mehrere Isoformen des Kanals, von denen RyR2 im
kardialen SR vorherrscht. Die Kandle sind tetramerisch organisiert und bestehen aus vier
Typ2 RyR-Polypeptiden, sowie vier Bindungsproteinen namens FKBP 12.6. Diese
Bindungsproteine nehmen wie oben beschrieben (ber eine PKA-abhangige
Phosphorylierung in der Modulation der Kanalaktivitat einen wichtigen Platz ein. Die
Phosphorylierung fihrt zu einer Dissoziierung des Proteins vom RyR-Kanalkomplex und
primar zu einer erhdhten Sensitivitit des Kanals fur Ca®*, was wiederum die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals steigert und einen vermehrten Ca®*-Ausstrom aus dem
SR bewirkt (Marx et al., 2000).

RyR sind selektive Kanale, die sowohl fir mono- als auch fir divalente Kationen
permeabel und durch verschiedene Substanzen in ihrer Aktivitat, Leitfahigkeit und
Offenwahrscheinlichkeit modulierbar sind (Rousseau et al., 1987; Tinker & Williams,
1992). So Uiben Ca?*, ATP, Coffein und Ryanodin einen aktivierenden Einfluss auf sie aus.
Mg" und Ruthenium-Rot hingegen reduzieren sowohl ihre Offenwahrscheinlichkeit als
auch ihre Stromamplitude (Lindsay et al., 1991; Rousseau & Meissner, 1989). In Skelett-
und Herzmuskelzellen dienen die RyR als Hauptquelle fur das in der Elektromechanischen
Kopplung (EMK) bendtigte Ca®*. Gleichzeitig ist Ca®* hierbei ein physiologischer Ligand
des Kanals: Hohe intrazelluldre Ca®*-Konzentrationen fiihren zur Inaktivierung des Kanals,
wahrend niedrige Konzentrationen zur Aktivierung beitragen (Sitsapesan & Williams,
1990; Marx et al., 2000).

Durch Ryanodin konnen die RyR manipuliert werden. Das Alkaloid bindet mit einer
extrem hohen Affinitdt und hochspezifisch an den Kanal und hat unterschiedliche Effekte
auf die Ca®*-Ausschiittung. Wichtig hierbei sind die Charakteristika der verschiedenen
Zelltypen und Gewebe in ihrem Umgang mit dem anfallenden Ca®*. Wahrend in

Skelettmuskelzellen ein positiv inotroper Effekt des vermehrt freigesetzten Ca** auf die
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Kontraktionen der Zellen ausgeht und Ryanodin die Kandle in einem gedffneten Zustand
stabilisiert, findet sich in kardialen Zellen ein negativ inotroper Effekt, der aus einer
langfristigen Ca**-Depletion der intrazellularen Ca**-Speicher resultiert. Entscheidend fiir
diesen Unterschied ist der kardiale Na*-/Ca**-Austauscher (NCX), der das intrazellular
anfallende Ca®* nach extrazellular transportiert (Levesque et al., 1994). Durch die Bindung
von Ryanodin an die RyR werden diese wie auch in Skelettmuskelzellen in einen
gedffneten Zustand versetzt, wodurch Ca** aus dem SR in den intrazellularen Raum flief3t.
Doch im Gegensatz zum Skelettmuskel verbleibt das Ca®* nicht intrazellular und steht
damit auch nicht weiter fur Kontraktionen zur Verfugung. Vielmehr wird es vom NCX
nach extrazellular transportiert und es erfolgt eine langfristige Leerung der Ca?*-Speicher
(Rousseau & Meissner, 1989; Rousseau et al., 1987). Diese Hintergrundinformationen zu
den RyR und der Pharmakologie von Ryanodin fiihren die funktionelle Diversitat der
vielseitigen zellularen Mechanismen vor Augen und er6ffnen damit neue Denk- und

Forschungsansétze:

Fur die Wildtypzellen kdnnte gemutmalit werden, dass die bereits beschriebene Abnahme
der Transienten-Frequenz nach Ryanodin-Superfusion mit einer leichten Verlangerung der
Transienten-Dauer einhergeht. Diese Korrelation beider Parameter wirde darauf
hinweisen, dass der interne Ca®*-Zyklus der Zellen durch die Ryanodin-Wirkung im
Wildtyp insgesamt beeintréchtigt ist. Hierdurch sind die anderen beteiligten Mechanismen
wie beispielsweise die lonenpumpe SERCA und der Na*-/Ca’*-Austauscher NCX
aufgrund der lecken RyR im SR nicht mehr dazu in der Lage, die Ca®*-Konzentration in
der Zelle in gleichbleibender Geschwindigkeit zu senken. Dadurch verbleibt das aus dem
SR ausstromende Ca?* langer im subsarcolemmalen Kompartiment, wodurch auch die
voriibergehende Erhéhung der Ca®*-Konzentration in Form der Ca®*-Transienten langer

sichtbar ist.

Aus den Versuchen l&sst sich weiterhin mit hoher Wahrscheinlichkeit schlie3en, dass die
zeitliche Dimension der Ca**-Transienten in den mutierten Genotypen durch die Ryanodin-
Superfusion gar nicht beeinflusst wird. Diese zeigen sich sowohl in der Dauer bis zur
maximalen Signalstarke als auch in ihrer gesamten Dauer im Vergleich zum Wildtyp
konsistent reduziert und befinden sich zu allen sechs Versuchszeitpunkten auf demselben
Niveau. Warum sind die Ca®-Transienten der mutierten Zellen zu allen
Versuchszeitpunkten kirzer als die des Wildtyps? Das Ergebnis verweist auf den kiirzeren

Verbleib des Ca** im subsarcolemmalen Kompartiment und damit auf einen effektiveren

75



Umgang des Ca®*-Zyklus mit dem anfallenden Ca®*. Diese fehlende Wirkung der
Ryanodin-Superfusion auf die zeitliche Auspragung der Transienten im Vergleich zum
Wildtyp ist durch dieselbe kompensatorische Hochregulation anderer in den Ca®*-Zyklus
eingebundenen Mechanismen erklarbar, die schon die Konstanz der Transienten-Frequenz
veranschaulichen konnte. In den mutierten Genotypen l&sst sich ein zwar morphologisch
veranderter, dabei dennoch stabiler und fir Ryanodin-Manipulation weniger zuganglicher
Ca®*-Zyklus erkennen. Es liegt nahe zu postulieren, dass das Ausschalten der Membran-
Uhr in den Schrittmacherzellen eine generelle Hab-Acht-Stellung der in den Ca**-Zyklus
eingeschalteten Mechanismen evoziert. Verbindungen zwischen den einzelnen Partnern

gibt es zumindest in vielféaltiger Auspragung.

Weiterhin ist die in Abschnitt 4.1.1. aufgeworfene Frage nach einer herabgesetzten
Sensibilitat der RyR fur Ryanodin nicht weniger beachtenswert. Neben neun Isoformen des
Kanals sind aulRerdem unterschiedliche Splice-Varianten des RyR in den Zellen und
Geweben von Wirbeltieren mdoglich. Hinzu kommt eine ganze Bandbreite
unterschiedlicher Isoformen der eingebundenen Proteine, die u.a. auf die Freisetzung,
Bindung, Komplexbildung und Speicherung von Ca®** spezialisiert sind. Damit ercffnet
sich ein hochkompliziertes Feld der oben angedeuteten funktionellen Diversitét der in den
Ca®*-Stoffwechsel der Zellen eingebundenen Interakteure, die sich z.B. durch eine
unterschiedliche Reaktion auf die RyR—Modulatoren auszeichnen kénnen (Sutko & Airey,
1996). So wird beispielsweise von einer Koexpression von RyR1 Splice-Varianten und der
RyR2-1soform in kardialen Zellen berichtet (Futatsugi et al., 1995), genauso wie von einer
alternierten Wirkung von Ryanodin an bestimmten RyR-Isoformen (Herrmann-Frank et
al., 1991). Auch wirken sich familidre Mutationen im RyR2-Gen, genauso wie im fir
Calsequestrin kodierenden Gen CASQ2 arrhythmogen auf die Sinusknotenfunktion aus.
Missens-Mutationen in den beiden Genen fuhren beispielsweise zum katecholaminergen
polymorphen ventrikularen Tachykardie-Syndrom. Hierbei wird eine veranderte Ca?*-
Freisetzung aus dem SR induziert, wodurch es zu Nachdepolarisierungen kommt.
Calsequestrin bildet im Normalfall mit den RyR Komplexe und speichert dabei das Ca®*
im SR (Park & Fishman, 2011).

Zudem kann die topische Organisation der RyR im SR wichtige Auswirkungen auf die
ausgelibte Funktion der Ca**-Freisetzung haben (Bogdanov et al., 2001). So gibt es
Hinweise fur mindestens zwei unterschiedliche Regionen der RyR2-Isoform, einmal im

junktionalen und weiter im corbularen SR. Diese kdnnten wiederum zwei unterschiedliche
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Ca’*-Freisetzungswege ermoglichen. Dabei sind die RyR im junktionalen SR mit
Dihydropyridin-Rezeptoren (L-Typ-Ca’*-Kanale) ko- und in NCX-Nahe lokalisiert
(Christel et al., 2012; Jorgensen et al., 1993).

Es ist somit durchaus denkbar, dass in den mutierten Zellen andere Verhaltnisse herrschen
als in den Wildtypzellen. Diese mdglichen Unterschiede kénnen sich zusammenfassend
sowohl auf die Lokalisation, das genetische Expressionsmuster und die RyR-Splice-
Varianten als auch auf die Integration der RyR und der assoziierten Proteine in die
Membran des SR sowie die Plasmamembran, und noch weiter auf die Komplexbildung
innerhalb des SR beziehen. AuBerdem bieten viele weitere Verknipfungsstellen innerhalb
der Zelle Méglichkeiten fiir eine alternierte Funktion der Ca®*-Transienten. Zur weiteren
detaillierten Beschreibung ist eine intensive Erforschung dieser unterschiedlichsten Ebenen

von hoher Relevanz.
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4.3.2. FIF,

Bei der Analyse von F/F, ricken folgende Befunde in den Vordergrund: Die hHCN4-
AYA-Zelllinie zeigte signifikant hohere Werte als die Wildtypzellen und die hHCN4-
CNBD-Zellen, wahrend sich die Werte der Wildtypzellen und die der hHCN4-CNBD-
Zellen auf demselben Niveau befanden. Hierbei muss weiterhin differenziert werden
zwischen einerseits der Analyse des Gesamtzeitraums (ber alle sechs Versuchszeitpunkte
und andererseits der Gegenuberstellung des Kontrollzeitpunkts zur Versuchsentitét

»Ryanodin-Superfusion®.

Im ersten Fall ergaben sich ndmlich sowohl zum Kontrollzeitpunkt als auch zum
Versuchszeitpunkt 1 fir F/Fo hohere Werte fiir die hHCN4-AY A-Zellen im Vergleich zur
hHCN4-CNBD-Zellinie. Ab Zeitpunkt 2 bis hin zum Ende des Versuchs n&herten sich die
Werte dem Niveau der hHHCN4-CNBD-Mutante wieder an. Es liegt nahe zu vermuten, dass
die geringe Gruppengrofle der Wildtypzellen (N=3) einen signifikanten Unterschied
zwischen Wildtyp- und hHCN4-AYA-Zellen verschleierte. In den Abbildungen im
Ergebnisteil wird deutlich, dass die Werte der h(HCN4-CNBD-Linie und der Wildtypzellen
zu allen sechs Versuchszeitpunkten auf dem Ausgangsniveau verweilten. Im zweiten Fall
zeigten sich fir die hHCN4-AYA-Zellen im Vergleich zu beiden Vergleichsgruppen
signifikant hohere Werte sowohl zum Kontrollzeitpunkt als auch unter Ryanodin-

Superfusion.
Wie sind diese Befunde zu erklaren?

Im Vergleich héhere Werte von F/Fy zum Kontrollzeitpunkt und zu Beginn der Ryanodin-
Superfusion sprechen fur einen gréReren Unterschied zwischen den Ausgangswerten F und

Fo. Dieser kann durch die folgenden drei Entwicklungen zustande kommen:

1. Die maximale Signalstdrke F ist groRer. Hierbei stinde zum HOhepunkt des
Transienten mehr Ca** im subsarcolemmalen Kompartiment bereit und miisste
dann auch hieraus durch die Ca?*-Transporter wieder beseitigt werden.

2. Die minimale Signalstarke Fo nimmt ab. Dazu miisste die subsarcolemmale Ca?*-
Konzentration zu Beginn der Transienten niedriger sein, was wiederum flr eine
effektiveren Umgang der Ca®**-Transporter mit dem wahrend eines Transienten

anfallenden Ca®* sprache.
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3. Es veréndern sich beide Werte nach den oben genannten Dynamiken. Damit kamen

beide Mechanismen zusammen.

In allen drei Fallen ware in den hHCN4-AYA-Zellen mit einer verstarkten Arbeit der am
Ca’*-Zyklus beteiligten  Strukturen zur Ca®*-Bereitstellung sowie zur Ca*'-

Wiederausschleusung bzw. Ca**-Komplexbildung zu rechnen.

Der Vergleich mit dem Gendefekt G480R rickt die klinische Ausprdgung einer der
hHCN4-AY A-Zelllinie &hnlichen Mutation in den Mittelpunkt, denn beide befinden sich in
der Porenregion des HCN4-Kanals. In Abbildung 33 sind die bisher im Menschen
identifizierten Mutationen des HCN4-Kanals abgebildet. Bei den humanen Gentrégern
findet sich bei der Mutation von G480R eine Missense-Mutation auf Porenebene, die die
Synthese, den Transport der Untereinheiten in die Membran und die normale
Kanalfunktion einschrankt (Nof et al., 2007). Klinisch zeigten sich die Patienten
uberraschenderweise kaum auffallig. Bis auf eine asymptomatische Bradykardie (<55bpm)

kdnnen keine weiteren Symptome nachgewiesen werden (Baruscotti et al., 2010).

In Patchclamp-Experimenten mit koexprimierenden ,,Chinese hamster ovary“-Zellen
zeigte sich jedoch der dominant-negative Effekt des mutierten Proteins auf die nativen
kanalformierenden Untereinheiten HCN2 und HCN4, wodurch die Leitfahigkeit des
Kanals in Mitleidenschaft gezogen ist (Nof et al., 2007). Die fehlende Kklinische
Auffalligkeit der Gentrager lieRe sich u.a. mit der Effektivitat des Backup-Mechanismus in
Form der Ca?*-Uhr erklaren. Fiir den Unterschied zur hHCN4-CNBD-Mutante lohnt
ebenfalls ein Riickgriff auf die genetische Lokalisation und Auspragung dieser Mutation.
Initial wurde sie bei einer Patientin mit Sinusknotendysfunktion detektiert, die klinisch
durch kardiale Rhythmusstérungen mit paroxysmalem Vorhofflimmern aufféallig geworden
war (Baruscotti et al., 2010). Die Mutation L573X in der CNBD-Doméne des HCN4-
Kanals ist im Unterschied zu der oben genannten Mutation keine Punktmutation, sondern
ergibt eine komplette Deletion der cAMP-Bindungsdomane. Sie zieht eine fehlende
Sensibilitat sowohl der mutierten als auch der nativen Untereinheiten fir R-adrenerge
Stimulation nach sich. Experimentell konnte diese Insensibilitat fur CAMP des I¢-Stroms
reproduziert werden (Alig et al., 2009). Im Unterschied zur hHCN4-AY A-Mutation ist bei
den hHCN4-CNBD-Zellen die Leitfahigkeit des Kanals nicht eingeschrénkt. Er reagiert
nur nicht auf 3-adrenerge Stimulation. Diese kann aber &hnlich wie im Wildtyp weiterhin

uber andere Signalwege an die zusatzlichen Mechanismen im Schrittmacherzyklus
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weitergetragen und hier auch wirksam werden. Auffallig bei all dem ist, dass die hHCN4-
CNBD-Mutation im Menschen zu schwereren klinischen Beeintrachtigungen flhrt als der
der h(HCN4-AY A-Mutation ahnlich lokalisierte Gendefekt G480R. Gleichzeitig erscheinen
die Ca**-Transienten der hHCN4-CNBD-Mutante im Vergleich zum Wildtyp weniger
alterniert als die der (HCN4-AY A-Linie.

G480R

— DS553N

S672R

Abbildung 33: Mutationen im HCN4-Kanal modifiziert nach Baruscotti et al., 2010.

Bisher konnten vier verschiedene Mutationen im HCNA4-Kanal-Gen des Menschen
identifiziert werden (G480R, L573X, D553N, S672R). Alle gehen mit einer leichten bis
schweren Sinusknotendysfunktion, leichter bis schwerer Bradykardie und ggf. weiteren
klinischen Symptomen wie beispielsweise Synkopen, Herzrhythmusstérungen oder
chronotroper Inkompetenz einher. Einige dieser Mutationen konnten erfolgreich in
Tiermodelle bzw. in Zellkulturen implementiert werden und erlauben dadurch eine
genauere Studie der Physiologie und Pathophysiologie des HCN4-Kanals.

80



All dies spricht vehement fiir eine starke und effiziente Einbindung der Ca**-Mechanismen
in den Schrittmacherzyklus der hHCN4-CNBD-Zellen; und fir eine noch starkere und
noch effizientere Einbindung dieser in die Schrittmacheraktivitit der (HCN4-AY A-Zellen.

Fiir die Wildtypzellen ist ein solch verstarktes Funktionieren des Ca**-Zyklus nicht
relevant, weil die Ca®*- und die Membran-Uhr uneingeschrankt zur Generierung der
Automatie beitragen konnen. Fir die hHCN4-CNBD-Zellen wird es schwierig, den Ausfall
der (3-adrenergen Stimulierung der Membran-Uhr zu kompensieren, was sich in der
ausgepragten Symptomatik von der Mutation betroffener Patienten zeigt. In den hHCN4-
AYA-Zellen ergibt sich mutmaRlich eine dartiber hinaus zusétzlich verstarkte Arbeit, um

den Schrittmacherzyklus Gberhaupt generieren zu kénnen.

4.3.3. Zeitliche Entwicklung von F/F

Nach Superfusion der Zellen mit Ryanodin kommt es in den hHCN4-AYA-Zellen zur
konsekutiven Abnahme des Ca**-Signals und zur Annaherung des Signalniveaus an das
der beiden anderen Genotypen. Damit wird in den hHCN4-AYA-Zellen der oben
postulierten verstarkten Aktivitdit der Ca’’-Uhr entgegengewirkt. Hierbei ist zu
schlussfolgern, dass Ryanodin seine Wirkung beziiglich der Ca?*-Signalintensitat in den
hHCN4-AYA-Zellen entfalten kann. Nach den oben genannten Uberlegungen bedeutet
dies, dass im Laufe der Ryanodin-Superfusion pro Freisetzungszyklus weniger Ca** aus
dem SR freigesetzt wird. Dieses spricht fiir eine zumindest partielle Wirkung von
Ryanodin an den RyR, die sich vom Wildtyp und von der hHCN4-CNBD-Mutante
unterscheidet. Hierbei ist denkbar, dass dieser Unterschied durch die insgesamt bereits
niedrige Ca®*-Signalintensitat in den beiden Zelltypen zustande kommt. Demnach ist sie in
diesen beiden Zelllinien schon auf einem so niedrigen Niveau, dass sie nicht weiter

reduziert werden kann.
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5. Zusammenfassung

Die Automatie des Sinusknotens ist ein hochkomplexes Phanomen, das durch verschiedene
Mechanismen auf zellularer und zelllibergreifender Ebene ermdglicht wird (Mangoni &
Nargeot, 2008). Die genaue Aufklarung der beteiligten Strukturen ist ein Schliisselelement
in der Grundlagenforschung. Gleichzeitig ist es von hoher klinischer Relevanz, u.a. fur die
Behandlung von Herzrhythmusstorungen (Baruscotti et al., 2010; Park & Fishman, 2011).
In der vorliegenden Arbeit wurde von einem integrativen Zusammenspiel der lonenkandale
der Plasmamembran mit den intrazellularen Ca®*-Signalen ausgegangen, das sich auf zwei
kontrovers diskutierte Schrittmachermodelle stiitzte (Lakatta & DiFrancesco, 2009).
Hierfir wurde das Membran-Uhr gestiitzte Modell durch zwei unterschiedliche Mutationen
im hHCN4-lonenkanal-Gen gezielt beeintréchtigt und die Auswirkungen der jeweiligen
Beeintrachtigung auf das Ca®*-Uhr-Modell beobachtet. Wahrend die Mutation hHCN4-
CNBD die cAMP-Sensibilitat des Kanals ausschaltet und er dadurch erst bei negativeren
Membranpotentialen aktiviert wird, wirkt sich die Mutation hHCN4-AYA auf die
Porenregion des Kanals aus und fiihrt zu einer generell herabgesetzten Leitfahigkeit (Alig
etal., 2009; Er et al., 2003).

Methodische Anwendung fand hierbei die konfokale Mikroskopie zur Visualisierung von
Ca®*-Signalveranderungen unterhalb der Zellmembran. Anhand unterschiedlicher
Parameter wurden die Auswirkungen der Mutationen auf die Ca**-Signale verglichen.
Hierzu wurden die beiden Mutationen einander und jeweils dem Wildtyp gegentber
gestellt. Dabei wurden die Zellen im ersten Schritt submaximaler 3-adrenerger Stimulation
ausgesetzt. Im zweiten Schritt wurde dann das Alkaloid Ryanodin appliziert, das die Ca*'-
Uhr aus dem Gleichgewicht bringen und damit auch den zweiten
Schrittmachermechanismus beeintréchtigen sollte (Zucchi & Ronca-Testoni, 1997). Trotz
Ryanodin-Applikation zeigten die mutierten Genotypen keine Abnahme ihrer Ca?*-
Transienten-Frequenz. Diese wiesen im Vergleich zum Wildtyp eine kirzere Dauer auf.
Beide Befunde deuten auf eine verstarkte Aktivierung des gesamten Ca2+-Zyklus‘ in den
mutierten Genotypen hin. Die hHCN4-AY A-Mutation zeichnete sich hierbei durch gréRere
Unterschiede zum Wildtyp als die hHCN4-CNBD-Mutation aus. Auch war in der hHHCN4-
AYA-Mutation eine Erhohung von F/Fy als Mal fur den maximalen Unterschied in der
Ca’*-Signalstarke wahrend eines Transienten zu verzeichnen. Dieses spricht ebenfalls fiir
eine verstarkte Arbeit der im Ca®*-Zyklus eingebundenen Faktoren. Die Unterschiede
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zwischen den beiden Mutationen lassen sich mit Ruckgriff auf die molekularbiologischen
und Klinischen Auswirkungen erst unzureichend erklaren und bedlrfen weiterer

Erforschung.
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