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2 Einleitung

2.1 Uberblick und Einleitung

In dieser Arbeit soll experimentell an einem Tiermodell das Verhalten von spannungsgesteuerten K -

Stromen und ihr Einfluss auf die Aktionspotenzialdauer bei mechanischer Entlastung untersucht werden.

Die Motivation, diese Fragestellung zu bearbeiten, wird in dieser Einleitung am klinischen Thema der
terminalen Herzinsuffizienz, ihrer Entstehung sowie ihrer Therapie mittels mechanischer Entlastung des
Herzens durch ein ventrikuldres Unterstiitzungssystem (Ventricular Assist Device=VAD), hergeleitet. Die
im Rahmen der VAD-Therapie hdufig neu auftretenden malignen Herzrhythmusstérungen (Kirklin et al
2014) legen eine Verdnderung in der kardialen Elektrophysiologie bei Entlastung nahe. Um diese
moglichen elektrophysiologischen Verdnderungen besser verstehen zu konnen, wird im Anschluss auf die
elektrophysiologischen und molekularen Grundlagen kardialer Erregungsausbreitung am gesunden
Myokard eingegangen. Letztlich soll der bisher bekannte Stellenwert der spannungsgesteuerten K'-
Strome und ihrer Kanidle sowie ihr Einfluss auf die Aktionspotenzialdauer (APD) anhand von bisherigen
Daten der Herzhypertrophie im Vergleich mit der kardialen Atrophie, bei mechanisch entlasteten Herzen,
aufgezeigt werden. In diesem Kontext erfolgt die Ableitung der Arbeitshypothesen und der

Fragestellungen der vorliegenden Arbeit.



2.2 Plastizitit des Herzens

Die Anforderungen, die im Laufe des Lebens an das Herz gestellt werden, sind vielfdltig. Somit ist es
obligat, dass es als Organ eine gewisse Anpassungsfahigkeit oder auch Plastizitdt besitzt, welche eine
Anpassung an verschiedene Leistungsanforderungen gewéhrleistet. Es handelt sich dabei um
Anpassungen an eine veridnderte Vor- oder Nachlast, wie sie bei physiologischen Verdnderungen, wie
beispielsweise dem Ubergang vom fetalen in den adulten Kreislauf, Schwangerschaft, gesteigerter
sportlicher Aktivitiat, korperlicher Inaktivitdit oder bei Krankheitszustinden wie Bluthochdruck,
Hyperthyreose oder Sepsis vorkommen konnen. Bei diesen Anpassungen handelt es sich zundchst noch
um funktionelle Anpassungen wie Steigerung der Herzfrequenz und der Kontraktilitdt, miindet aber bei
chronischer Steigerung der Herzarbeit in einen Umbau (remodeling), der sich sowohl genotypisch als

auch phénotypisch nachweisen lasst (Hill und Olson 2008).

Abbildung 1 Kardiale Plastizitit

Atrophes Herz Normales Herz Hypertrophes Herz

Abb 1 (modifiziert nach Hill und Olson 2008): Kardiale Anpassungsfihigkeit. Dargestellt ist die phdnotypisch
strukturelle Verdnderung des Umbaus, welcher auf molekularer, biochemischer und struktureller Ebene abldiuft.

Die Anpassung, die {iber mechanische Belastung oder eine neurohumerale Stimulation ausgeldst wird,
fiihrt phéanotypisch zu einer Hypertrophie. Bei einer Reduktion dieser mechanischen und neurohumoralen
Stimuli oder einer Denervierung kommt es hingegen zu einer Atrophie (Heineke und Molkentin 2006,
Hill und Olson 2008). Die Anpassungsvorgiange sind potenziell reversibel (Dorn 2007, Hill und Olson
2008). Somit fiihrt eine Anderung der Herzbelastung zu einer Anderung im jeweiligen Phinotyp. Diese
Plastizitét ist ein Kontinuum von Zustidnden ohne klare Abgrenzung zwischen den einzelnen Phinotypen

(Hill und Olson 2008) (Abb 1).



2.3 Herzinsuffizienz

2.3.1 Uberblick

Die Herzinsuffizienz ist ein komplexes Krankheitsbild mit verschiedensten Atiologien und

Auspragungen. Die WHO definierte die Herzinsuffizienz 1995 wie folgt:

Herzinsuffizienz ist charakterisiert durch die Unfdhigkeit des Herzens, Blut und somit Sauerstoff in dem

Mafe zu den Endorganen zu transportieren, dass es den Bediirfnissen gerecht wird.

Jedoch wird mit dieser Definition nur die gemeinsame Endstrecke aller Herzinsuffizienzen beschrieben.
Die Herzinsuffizienz ist aber auch das Unvermdgen des Herzens, bei ausreichenden Fiillungsdriicken, ein
fiir den aktuellen Bedarf des Korpers ausreichendes Herzzeitvolumen zu fordern. Die
Funktionseinschrankung kann vornehmlich die Kontraktionskraft oder die Relaxationsfahigkeit und damit

die Fiillung des Herzens betreffen.

Die Herzinsuffizienz wird dabei noch in zwei Unterformen eingeteilt:

1. Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF):

Bei dieser steht eine Kontraktionsstorung mit konsekutiver Reduktion der Ejektionsfraktion (EF) im
Vordergrund  (frither: systolische Herzinsuffizienz) Dies fiihrt zu einer Abnahme des
Herzminutenvolumens (HMV) und wird auch als Vorwértsversagen oder ,,Jow output failure” bezeichnet.
Die HFrEF macht ca. 50% aller Herzinsuffizienzen aus. Im Falle groBer Shuntvitien und einem dadurch
entstehenden, hochgradig reduzierten, peripheren Widerstand kann es, trotz hohem Herzzeitvolumen, zu

einer ,,high output failure* kommen.

2. Herzinsuffizienz mit erhaltender Ejektionsfraktion (HFpEF):

Hier steht die eingeschrinkte Relaxationsfahigkeit (vormals: diastolische Herzinsuffizienz) im
Vordergrund. Hierbei kommt es bei einer gestorten Herzfiillung zu einer Insuffizienz, die im Allgemeinen
auch als ,Riickwirtsversagen® bekannt ist. Es kann dariiber hinaus zu einer Kombination sowie
Ubergangsformen der beiden kommen. Weiterhin wird dariiber hinaus zwischen Rechtsherz-, Linksherz-

und globaler Herzinsuffizienz unterschieden (McMurray et al 2012).



Einteilung

Nach der New York Heart Association (NYHA) gibt es eine Einteilung in unterschiedliche

Schweregerade nach dem Leitsymptom der Dyspnoe.

NYHA I: keine korperlichen Einschrankungen. Belastung verursacht keine Dyspnoe.
Der Patient ist altersgemal belastbar.

NYHA II: Dyspnoe bei starker korperlicher Belastung

NYHA III: Dyspnoe bei leichter korperlicher Belastung

NYHA IV: Dyspnoe in Ruhe

2.3.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der klinisch manifesten Herzinsuffizienz liegt in Populationsstudien bei Méannern und
Frauen in den USA zwischen 65 und 69 Jahren bei 0,2-0,3% und verdoppelt sich in jeder weiteren
Lebensdekade. Bei iiber 80-Jahrigen liegt sie damit bei >0,8%. Ménner sind hdufiger betroffen als
Frauen. Diese Daten sind in den letzten 10 Jahren nahezu stabil geblieben (Mc Murray und Stewart 2000,
Curtis et al 2008). Die Verteilung zwischen HFpEF und HFrEF liegt ungefahr bei 1:1. Epidemiologisch
bestehen hier allerdings Unterschiede: So sind Patienten mit HFpEF é&lter, haufiger weiblich und adipds.
Sie haben dariiber hinaus vermehrt Bluthochdruck und Vorhofflimmern sowie ein kleineres Risiko fiir
KHK als Patienten mit HFrEF (McMurray et al 2012). Die Pravalenz der Herzinsuffizienz in den USA
stieg von 1994 bis 2003 von 90 auf 121/1000 Einwohner und steigt auch seitdem weiterhin an (Curtis et
al 2008, Go et al 2013). Die jahrlichen Krankenhauseinweisungen aufgrund von Herzinsuffizienz liegen
in den USA bei mehr als 1 Mio./Jahr. Einen grolen Anteil daran stellen bei der Herzinsuffizienz die
Wiederaufnahmen der gleichen Patienten dar (Roger 2013). Die Kosten fiir die Behandlung von
Herzinsuffizienz in den USA werden jahrlich auf mehr als 30 Mrd. US$ geschitzt (Go et al 2013).

2.3.3 Atiologie

Die Entstehung der Herzinsuffizienz geht haufig auf eine Erkrankung des Herzmuskels zuriick. Diese
Kardiomyopathien werden in primire und sekundire Kardiomyopathien unterteilt. Die Atiologien der
primiren Kardiomyopathien sind fiir einen Grofteil der Patienten noch unbekannt und werden nach

funktionellen Gesichtspunkten beschrieben. (Tab 1, A 1 a-e)



Es gibt eine hypertrophe, dilatative, arrythmogene und restriktive Form sowie eine Form bei der es zu
einer Storung der Verdichtung des Herzmuskels kommt. Die sekundiren Kardiomyopathien werden
hingegen nach ihren Atiologien beschrieben. So unterscheidet man hier zwischen ischimischen,
toxischen, hypertensiven, endokrinen, Schwangerschafts-assoziierten oder inflammatorischen
Kardiomyopathien (Tab 1, A2 a-f). Diese Einteilung deutet bereits darauf hin, wie vielfdltig die
Atiologien der Kardiomyopathien sind und aufgrund welcher duBerer Einfliisse und pathophysiologischer
Verdanderungen es zu einer Erkrankung des Herzmuskels kommen kann. Weitere Ursachen sind in
Tabelle 1 B-F aufgefiihrt. Die gemeinsame Endstrecke dieser Krankheitsbilder ist die Minderversorgung
des Organismus mit Sauerstoff und damit die ,,Herzinsuffizienz* nach WHO-Definition (McMurray et al
2012). In den Industrielindern ist die koronare Herzkrankheit der Hauptausloser fiir die ischdmische
Kardiomyopathie, alleine oder in Kombination mit der arteriellen Hypertonie (Roger 2013, Nichols et al
2014). In den sogenannten Drittweltldndern sind inflammatorische Ursachen fiihrend bei der Entstehung
von Herzinsuffizienz. Dazu gehoren vor allem die rheumatische Herzerkrankung, Chagas, und
Myokarditiden im Rahmen von HIV und TBC (WHO 2004, Mayosi et al 2005, Moncano und Yanine
2006). Ebenso konnen valvuldre Dysfunktion, kardiale Vitien, toxische Schiadigungen (Ethanol, Kokain,
Chemotherapie) und Diabetes mellitus an der Entstehung beteiligt sein. Auch Infektionen tragen immer
haufiger zur Entstehung der Herzinsuffizienz bei. Beispiele dafiir sind Herzinsuffizienz in Folge einer
Myokarditis, Endokarditis oder einer septischen Kardiomyopathie (Kannel und Belanger 1991, Ho et al
1993, Cowie et al 1999). Es ist daher nicht leicht beim Vorliegen mehrerer mdglicher Ausloser die
urspriingliche Ursache zu identifizieren. Auch hier ist eine multimodale Genese mdoglich (McMurray und

Stewart 2000, McMurray et al 2012).
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Tabelle 1 Ursachen der Herzinsuffizienz

Ursachen der Herzinsuffizienz

A Myokarderkrankungen /Kardiomyopathien (CMP)
I primar/familiar
a hypertroph
dilatativ
arrythmogen
restriktiv
strukturell  (non-compaction Kardiomyopathie)

O QO O T

Il sekundar/erworben

ischamisch (KHK)

hypertensiv
inflammatorisch/myokarditisch
endokrin
Schwangerschafts-assoziiert
infiltrativ (Neoplasien, Amyloidose)

valvulare Herzinsuffizienz

- 0O QO O T O

perikardiale Herzinsuffizienz
kongenitale Herzinsuffizienz
arrythmogene Herzinsuffizienz

Volumenbelastungs-Herzinsuffizienz (iatrogen,renal)

Tab 1 (Modifiziert nach McMurray et al 2012): Atiologien der Herzinsuffizienz.
KHK: Koronare Herzerkrankung

Mmoo W

2.3.4 Mortalitdt und Prognose

In der Framingham Studie lag die Mortalitdtsrate bei Patienten mit Herzinsuffizienz fiinf Jahre nach
Diagnosestellung noch zwischen 62-75% bei Ménnern und 38-42% bei Frauen (Ho et al 1993). Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt nach neueren Daten im Mittel bei ca. 50%, die 10-Jahresiiberlebensrate bei
ca. 10% (Roger et al 2004, Roger 2013). Damit hat sich die Mortalitit der Herzinsuffizienz leicht
verbessert, erreicht aber eine dhnlich hohe Mortalititsrate wie maligne Neoplasien (McMurray und
Stewart 2000). Durch eine hohere Uberlebensrate akuter Myokardinfarkte, die Zunahme von
Risikofaktoren fiir Herzinsuffizienz, wie z.B. hoheres Alter, Adipositas oder Typ-II-Diabetes sowie einer
allgemeinen Verbesserung der Therapie durch vermehrten Einsatz mechanischer Unterstiitzungssysteme,
ist mit einer Zunahme der Pravalenz der Herzinsuffizienz in den nachsten Jahren in Europa und den USA

zu rechnen (Roger 2013, Nichols et al 2014).
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2.3.5 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz ist seit vielen Jahrzehnten Gegenstand von intensiver
Forschung. Dies fiihrte dazu, dass es heute viele Modelle gibt, die versuchen die verschiedenen
Pathomechanismen, die der Herzinsuffizienz zu Grunde liegen, zu erkliren und zu beschreiben

(Braunwald 2013).

Abbildung 2 Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz

chronisch

Myokardiale Schadigung <:1

Akut- _ Hypertrophie,
) ) L(_o_m_p_gg_s_a_tl_on molekulares und
Myokardfunktlonﬂ Myokardfunk‘uonﬁ ____________ - strukturelles
Mechano- Remodeling,
A transduktion Apoptose
% . Vorlast ﬁ

Aktivierung von
RAAS,SAS,AVP,Endothelin,
inflammatorischen
Zytokinen(TNFa, TGFpB)
&oxidativer Stress.

Abb 2 (Modifiziert nach Braunwald 2013): Die Moglichkeiten der Akutkompensation sind endlich und fiihren bei
chronischer Uberbelastung des Herzens, die zum Teil durch die eigenen Kompensationsmechanismen noch

verstirkt werden, im Verlauf zu einer weiteren myokardialen Schidigung und Verschlechterung der kardialen
Funktion.

RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System; SAS: Sympathiko-Adrenerges-System; AVP:Arginin Vasopressin;
TNF:Tumor Nekrose Faktor TGF': Transforming Growth Faktor

Am Anfang der Herzinsuffizienz steht in den meisten Féllen eine myokardiale Schiadigung, die zu einer
direkten Abnahme der myokardialen Funktion fiihrt. Ein Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und
Sauerstoffangebot oder mechanischer Stress durch eine Uberbelastung, aktiviert bei der Herzinsuffizienz
eine Reihe von Kompensationsmechanismen (Abb 2). Unter anderem fiihrt es zu einer Erhohung des
Sympathikotonus, einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und zu einer

Ausschiittung natriuretischer Peptide (BNP, ET1) und anderer Zytokine wie beispielsweise TGFp und
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TNFa (Depre et al 1998, Braunwald 2013, Lyon et al 2015). Diese Kompensationsmechanismen tragen
initial zu einer Verbesserung der Herzfunktion und der allgemeinen Organperfusion bei, fithren aber
gleichzeitig durch verschiedene molekulare und strukturelle Umbauvorgénge (,,remodeling) des Herzens
zu einem Fortschreiten der Erkrankung. Die unterschiedlichen Kompensationsmechanismen haben ein
gemeinsames Ziel: die Organperfusion und das Sauerstoffangebot an den Zielorganen zu verbessern. Es
kommt zu einer neuroendokrinen und einer morphologischen Anpassung (Plastizitdt des Herzens), die
beide von elektrophysiologischen Verianderungen des Herzens begleitet werden (Volk et al 2000). Diese
Anpassungen und Kompensationsmechanismen kénnen in den ersten Krankheitsstadien dazu fiithren, dass
die Organperfusion und Versorgung des Organismus mit Sauerstoff aufrechterhalten werden kann. Jedoch
sind diese Anpassungsmechanismen endlich und es gibt einen flieBenden Ubergang zwischen
Kompensation und Dekompensation, welchen man mit medikamentosen Methoden lediglich verzégern
kann. Die Aktivierung des sympathikoadrenergen Systems fithrt kurzfristig zu einer Zunahme der
Kontraktilitdt des Myokards und zu einer Anhebung des peripheren Widerstandes und damit des
arteriellen Blutdrucks. Damit kann zunichst eine bessere Organperfusion und O, - Versorgung
gewihrleistet werden. Der erhohte Blutdruck hingegen bedeutet fiir das Herz eine erhohte
Arbeitsbelastung: Es muss nun gegen die hohere Nachlast an arbeiten (Braunwald 2013). Durch
Hypertrophie versucht der Herzmuskel zunédchst der hoheren Arbeitsbelastung gerecht zu werden. Das
Wachstum der Kardiomyozyten wird allerdings zum einen durch das Verhéltnis von DNA zu Zytoplasma
und zum anderen durch eine Erhéhung der Diffusionsstrecke fiir Sauerstoff und Energietrager begrenzt.
Die versorgenden Blutgefale wachsen beim GroBerwerden des Muskels nicht mit (Campbell 1991,
Rakusan et al 1996). Diese chronische Hypoxie wird dariiber hinaus noch durch eine Zunahme der
transmuralen Wandspannung verstirkt. Die Zunahme der Wandspannung fithrt nach dem
Mechanotransduktions-modell zu weiteren strukturellen, elektrophysiologischen und molekularen
Umbauvorgingen, die unter anderem durch eine Verdnderung des Ca’-Haushaltes und durch
Veranderung von Strukturproteinen zu einer weiteren Verschlechterung der Herzfunktion beitragen (Lyon
et al 2015). Es kommt zu einem Untergang von gesundem Herzgewebe (Apoptose (Abb 2)), welches
durch Narbengewebe ersetzt wird. Dieses wiederrum fiihrt zu einer weiteren Verschlechterung der
Relaxations- und der Kontraktionsfahigkeit des Herzens (Klinke et al 2010, Buyandelger et al 2014, Lyon
et al 2015). Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems fiithrt durch eine Erh6hung der
Vorlast und den Frank-Starling-Mechanismus zwar zu einer Erhohung der EF und damit zu einer
Steigerung der allgemeinen Organperfusion, jedoch ist dieser Mechanismus endlich und fiihrt letztlich zu
einem Riickstau des Blutes, zu einer Dilatation der Herzhéhlen und damit zu einer Verschlechterung der
Organfunktion (Klinke et al 2010, Braunwald 2013). Auch die elektrophysiologischen Verdnderungen
iibermafig druckbelasteter Herzen, wie beispielsweise, die Verldngerung der Aktionspotenziale haben
durch ihren gréBeren Ca*'-Einstrom eine verbesserte Inotropie zur Folge, jedoch kann die abnormal
verlangerte Depolarisation zu einer Verldngerung der QT-Zeit im Oberflichen-EKG fiihren. Gerade diese

QT-Zeit-Verldngerung kann ab einem gewissen Punkt das Herz fiir maligne Herzrhythmusstdrungen
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anfillig machen (Volk et al 2000). Es kommt trotz aller Umbauvorginge zu der Ausbildung eines circulus

vitiosus (Abb 2).

2.3.6 Therapie

Die Therapie der Herzinsuffizienz ist, wie in der modernen evidenzbasierten Medizin {iblich, in einem
standigen Fluss. Alte Therapieregime werden immer wieder gegen neue experimentelle Ansdtze auf die
Probe gestellt. Dariiber hinaus gibt es auch technologische Fortschritte, die Verdnderungen in die
Therapie der Herzinsuffizient bringen. Es existieren aktuell zwei, zum Teil sehr unterschiedliche,
Leitfaden fiir Therapieempfehlungen. Zum einen gibt es die Empfehlungen der European Society of
Cardiology (ESC), die 2012 ihre letzten Empfehlungen verdffentlicht hat. Zum anderen stehen den
europdischen Empfehlungen die Empfehlungen der American Heart Association (AHA) von 2013
gegeniiber. Als Therapieziele werden eine allgemeine Reduktion der Mortalitat und Morbiditit und damit
eine Verbesserung der messbaren Lebensqualitit sowie eine Reduktion der Anzahl von
Krankenhausaufnahmen der Patienten mit Herzinsuffizienz angefiihrt (Remme et al 2001, McMurray
2012, Yancy et al 2013). Beiden Empfehlungen gemein ist die Therapie der Herzinsuffizienz so frith wie
moglich durch PriaventionsmaBnahmen, wie Aufklirung und Behandlung sowie Vermeidung der
Risikofaktoren bereits vor Beginn der einsetzenden Symptomatik, zu beginnen. Dariiber hinaus liegt in
beiden Empfehlungen der Schwerpunkt vornehmlich auf Behandlungsempfehlungen fiir die
Herzinsuffizienz mit reduzierter EF (HFrEF) (McMurray et al 2012, Yancy et al 2013). Im Folgenden
sind die aktuellen europdischen Empfehlungen zusammengefasst. Priaventionsmafnahmen wie
Patientenaufklarung, korperliches Training oder Didt bilden die Basis der Therapie. Dariiber hinaus
sollten die Ursachen der Herzinsuffizienz therapiert werden. Dazu gehoren die Operationen von
geschidigten Herzklappen oder Vitien genauso wie die perkutane Koronarintervention (PCI) oder die
Koronarbypassoperation (CABG). Die medikamentdse Therapie wird, je nach Stadium, Symptomen
sowie individueller Vertriaglichkeit und Vorerkrankungen, bereits in NYHA Stadium 1 begonnen und
gipfelt im Einsatz von inotropen Substanzen im NYHA Stadium 4 (Abb 3). Fiir die Behandlung der
HFpEF sind bisher nur wenige mortalitidtsverbessernde MaBBnahmen bekannt. Ein Schwerpunkt liegt hier
auf der Therapie des arteriellen Hypertonus, einer Gewichtsreduktion und einer Diuretika Therapie zur
Reduktion der Stauungssymptome. Die Prognose ist insgesamt besser als bei der HFrEF (McMurray et al
2012). Im Vergleich mit &lteren Leitfdden zur Behandlung der Herzinsuffizienz riicken Maflnahmen zur
nicht-medikamentdsen Therapie zunehmend in frithere Stadien der Herzinsuffizienz vor (Remme et al

2001, McMurray et al 2012) (Abb 3). Dieser Trend wird sich, verschiedener Expertenmeinungen nach,
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auch in ndherer Zukunft fortsetzen vor allem was den zeitlich frithere Einsatz von MCS-Systemen
(Mechanical circulatory support), insbesondere von linksventrikuldren Unterstiitzungssystemen (LVAD),

betrifft (Braunwald 2013, Tschope et al 2015).

Abbildung 3 Therapiestufen bei Herzinsuffizienz nach ESC 2012

ACE Hemmer/ARB

Diat, Korperliches Training

1ICD EF<35% und NYHA >|

2Wenn SR, HF>70 und EF<35%

3CRT LBBB, QRS>120ms oder QRS>150ms
4 0, Aufanahme VO,max<12ml/kg/min

Abb 3 nach ,,ESC Guidelines for the diagnosis and treatment of acute and chronic heart failure” (McMurray et al
2012) sowie nach ,, Therapie der chronischen Herzinsuffizienz* (Tschope et al 2015).

HTX: Herztranplantation; MCS: Mechanische Unterstiitzungssysteme; BTC: Uberbriickung bis zur Listung fiir

HTX; BTT: Uberbriickung bis zur Transplantation; BTD: MCS als endgiiltige Therapie; BTR: Uberbriickung bis
zur Erholung ICD: implantierter Kardioverter/Defibrillator; CRT: kardiale Resynchronisationstherapie
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24 Ventrikulire Unterstiitzungssysteme

Je fortgeschrittener das Stadium der Herzinsuffizienz ist, desto hoher ist das Risiko einer kardialen
Dekompensation und damit eines moglichen Herz-Kreislaufversagens. Bis vor ca. 20 Jahren stand am
Ende der Therapicoptionen nur das Organersatzverfahren der Herztransplantation. Da Spenderorgane
knapp sind und eine sorgfiltige Auswahl getroffen werden muss, kann sich die Wartezeit auf ein
passendes Organ iiber Jahre hinziehen. Um diese Zeit zu {iberbriicken, werden seit Anfang der 1990er
Jahre mechanische Unterstiitzungssyteme, so genannte ,,ventricular assist devices* (VADs), entwickelt.
Es handelt sich dabei um Pumpensysteme, die operativ in den erkrankten Ventrikel eingebracht werden,
um diesen zu entlasten und die Pumpfunktion zu augmentieren. Diese Systeme werden hauptsédchlich bei
Patienten mit Herzinsuffizienz im Endstadium zur Uberbriickung der Wartezeit zur Transplantation
eingebaut, ,,bridge to tranplant (BTT) (Mancini et al 1998, Yacoub et al 2001, Dandel et al 2005, Birks
et al 2006) (Abb 4). Sollte es Kontraindikationen fiir eine Transplantation, wie beispielsweise eine
konsumierende neoplastische Erkrankung geben, kann die VAD Therapie auch als endgiiltige Therapie

eingesetzt werden. Dies wird dann “destination therapy* genannt (Rose et al 2001).

Abbildung 4 Ventricular Assist Devices (VADs)

Abb 4: Bilder von Thoratec®: Heartmate IL.Es handelt sich um ein LVAD der 2. Generation mit kontinuierlichem
Fluss. Das System wird subdiaphragmal implantiert, saugt Blut aus der Spitze des linken Ventrikels an und pumpt
mit einem Titan-ummantelten Propeller (Impeller) das Blut in die Aorta ascendens. Die Pumpe kann
elektromagnetisch 6000-13000 Umdrehungen/Minute erzeugen und generiert damit einen Blutfluss von bis zu
10Litern/Minute- je nach Differentialdruck und Blutzufuhr aus der Lunge/dem rechten Herzen. Die Steuerung und
Stromversorgung erfolgt von extern.

Seit einigen Jahren hat sich die VAD-Therapie zum de-facto Goldstandard der chirurgischen Therapie der

terminalen Herzinsuffizienz entwickelt (Tschope et al 2015). Die Griinde hierfiir sind zum einen die
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begrenzte Zahl von Spenderorganen, die dem wachsenden Bedarf der Patienten mit schwerster
Herzinsuffizienz nicht gerecht werden kann. Zum anderen ist die Implantation eines VADs mit einer
deutlich geringeren Morbiditdt und Mortalitit verbunden als eine Herztransplantation (HTX).
Mittlerweile werden in Deutschland und den USA jihrlich ca dreimal so viele VADs implantiert wie
Herzen transplantiert (Funkat et al 2014, Kirklin et al 2014). Mit der Einfilhrung der zweiten Generation
von Unterstlitzungssystemen, die anstelle eines pulsatilen Flusses einen kontinuierlichen Fluss erzeugen
(wie z.B. das Heartmate II von Thoratec® (Abb 4)), konnten die Uberlebensraten und -Zeiten nach VAD-
Implantation gegeniiber den Gerédten der 1. Generation noch einmal deutlich verbessert werden. Die 1-
Jahres-Uberlebensrate nach der Implantation eines Herzunterstiitzungssystems ist mittlerweile besser als
die einer Herztransplantation. Der Gewinn an Lebensqualitit fiir die Patienten mit LVAD ist vergleichbar
mit dem herztranplantierter Patienten (Kirklin et al 2014, Tschope et al 2015, ISHLT.org 2015). Die
neueste Generation von VAD-Gerdten, wie beispiclsweise das Heartware® HVAD®, konnen
mittlerweile auch ohne Sternotomie oder extrakorporale Zirkulation, also ,,off-pump*, implantiert werden
(Riebandt et al 2014, Rojas et al 2015). Dies fiihrt unter anderem dazu, dass der Eingriff deutlich besser

toleriert wird als eine HTX.

2.4.1 Kardiale Umbauvorgédnge (remodeling) bei VAD-Therapie

Bei Patienten unter VAD-Therapie beobachteten einige Autoren bereits vor etwa 10 Jahren, dass durch
die Reduktion der Herzarbeit ein kardialer Umbauvorgang initiiert werden konnte, der zu einer
Verbesserung der Ventrikelgeometrie, der Kontraktilitit und letztlich des Herzzeitvolumens fiihrte
(Dandel et al 2005). Es konnte bei einigen Patienten eine so umfangreiche Verbesserung der
myokardialen Kontraktion und Funktion erzielt werden, dass eine Explantation der Systeme moglich
wurde (Birks et al 2006, Miller et al 2007). So zeigten Birks et al 2006 an einem streng selektierten
Patientenkollektiv, dass nach Explantation der Pumpensysteme, lediglich bei einem der 15 untersuchten
Patienten eine Herztransplantation notig wurde. Ein weiterer Patient brauchte einen biventrikuldren
Schrittmacher. Die anderen Patienten zeigten wahrend der Nachuntersuchungszeit eine konstante und
ausreichende Ejektionsfraktion (Birks et al 2006). Diese Ergebnisse bleiben insbesondere aufgrund der
viel schlechteren INTERMACS-Zahlen (Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory
Support 2014) umstritten, konnten aber 2011 in einer prospektiven Studie verifiziert werden (Birks et al

2011) (Abb 5).
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Abbildung 5 Entwicklung der Ejektionsfraktion nach Explantation des VADs nach Birks

VAD
Implantation

VAD Explantation

Biventricular
Transplantation pacemaker

T
Before O 3 S LSS 2N 27 00 3308 3OS SIS 7 1 63869

Ejektionsfraktion

Monate nach Explantation

Monate nach Explantation

Abb 5 (Modifiziert nach Birks et al 2006): Entwicklung der Ejektionsfraktion nach Explantation der VADs

Neben den bisher berichteten funktionellen Verbesserungen gibt es mittlerweile eine grofie Zahl an
Studien die verschiedenste Verdnderungen, an den Patienten nach VAD-Implantation, auf molekularer,
morphologischer, transkriptioneller, neurohumoraler und elektrophysiologischer Ebene beschreiben. So
wird beschrieben, dass die linksventrikuldire Masse reduziert wurde, die EF anstieg, die
Myozytenhypertrophie riickldufig war, es zu einer Verinderung im Ca**-Haushalt, zu einer Zunahme von
B-adrenergen Rezeptoren und der Kontraktilitdt der Myozyten kam. Aufgrund des verbesserten HZV kam
es auflerdem zu einer Reduktion der Blutspiegel von Katecholaminen, Renin, Angiotensin II, Arginine,
Vasopressin und TNFa. (Zafeiridis et al 1998, Ogletree-Hughes et al 2001, Razeghi et al 2003,
Ambardekar und Buttrick 2011, Hall et al 2011, Braunwald 2013). Fiir ein besseres Verstindnis der
Auswirkungen einer VAD-Therapie, sollten die Verdnderungen, die direkt am Myokard aufgrund der
mechanischen Entlastung auftreten, von den Verdnderungen, die auf die Verbesserung des

Herzzeitvolumens zuriickzufiihren sind, getrennt betrachtet werden.

2.4.2 Komplikationen der VAD-Therapie

Der 2014 erschienene 6. INTERMACS (Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory
Support)-Report fasst verschiedenste Daten von >10000 Patienten mit VADs der letzten acht Jahre
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zusammen. Es werden unter anderem Daten iiber die verwendeten Geréte, demographische Daten iiber
die Patienten, Uberlebensraten, Risikofaktoren fiir die Sterblichkeit unter der Therapie und Daten zu
Komplikationen bzw. unerwiinschten Ereignissen gesammelt. Demnach stellen Blutungen, Infektionen
und ventrikuldre Rhythmusstérungen die haufigsten unerwiinschten Ereignisse dar (Kirklin et al 2014).
Ein Drittel der Patienten hat nach Implantation eines VAD signifikante, ventrikuldre Rhythmusereignisse.
Dies erhoht zum einen die Mortalitit und reduziert zum anderen die von der Therapie erhoffte
Verbesserung der Lebensqualitdt der betroffenen Patienten (Pedrotty et al 2013). Als Ursache werden in

diesem Zusammenhang unterschiedliche Mechanismen diskutiert.

2.4.2.1 LVAD und ventrikuldre Rhythmusstérungen

Herzinsuffizienz ist hdufig von ventrikuldren Arrhythmien begleitet. Man geht davon aus, dass die
Ursache fiir diese Préadisposition in den elektrophysiologischen Verdnderungen, die eine kardiale
Hypertrophie begleiten, zu finden ist. Harding et al (2001) und Volk et al (2000) nehmen an, dass die
Ursache dafiir in der Repolarisation und damit in der Verlingerung der APD liegt. Eine solche

Verlangerung der APD spiegelt sich in verldngerten QT - Intervallen im Oberflichen - EKG wider.

Interessant ist die Beobachtung, dass es eine Zunahme an ventrikuldren Arrhythmien nach Implantation
von VADs gibt und diese auch Patienten betreffen, die vorher keine ventrikuldren Rhythmusstdrungen
hatten (Kirklin et al 2014, Pedrotty et al 2013). Einige Autoren beschreiben auch hier eine Zunahme der
QT - Intervalle im Oberflichen-EKG nach Implantation der VADs, was Parallelen bei den
pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung der Rhythmusstérungen bei VAD-Therapie zu den
Mechanismen der Entstehung von Rhytmusstorungen bei herzinsuffizienten, chronisch-druckiiberlasteten
Herzen vermuten ldsst (Harding et al 2001, Harding et al 2005, Kawabata et al 2008, Shirazi et al 2013,
Pedrotty et al 2013).

Es werden neben einem elektrophysiologischen remodeling aulerdem fibrotische Umbauvorginge an der
Implantationsnarbe und mechanische Probleme wie so genannte ,,suction events®, ein Ansaugen der
Ventrikelwiande bei ungeniigender Ventrikelfiillung, fiir Rhythmusstérungen verantwortlich gemacht
(Shirazi et al 2013, Pedrotty et al 2013). Wie es letztlich dazu kommt, dass sich nach Wochen und
Monaten die QT - Intervalle wieder normalisieren ist unklar. Jedoch scheint es, als sei diese

Normalisierung auch ein wichtiger Teil des Erfolges der VAD-Therapie (Harding et al 2005).

Welche Rolle die spannungsgesteuerten K'-Kanile bei der Entwicklung solcher Arrhythmien spielen
konnen, zeigt sich auch bei der Betrachtung der genetischen Formen des Long-QT-Syndroms (LQTS).
Mutationen in den zu Grunde liegenden Genen fiir die a-und B-UE (z.B. KvLQT1, minK, hERG). werden
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als ursdchlich fiir die unterschiedlichen Varianten des LQTS angesehen (Sanguinetti et al 1995, Wang et
al 1996, Shieh et al 2000, Nerbonne und Guo 2002).

2.4.3 Kardiale Umbauvorgédnge (remodeling) bei Hypertrophie und Atrophie

Wie es genau zu den verschiedenen bisher beschriebenen Umbauvorgédngen (remodeling) am Herzmuskel
kommt, ist zu grolen Teilen noch unbekannt oder nicht vollstindig untersucht. Es werden vor allem
Vorgéinge auf zellulirer Ebene dafiir verantwortlich gemacht. Die molekularen Mechanismen dieses
umgekehrten Umbauvorgangs sind bisher noch nicht komplett verstanden, scheinen aber eine
Reaktivierung von fetalen Genmustern zu beinhalten, wie es bisher in hypertrophischen Herzen
beobachtet werden konnte (Kolar et al 1995, Depre et al 1998, Doenst et al 2001, Razeghi et al 2003, Ito
et al 2003). Dariiber hinaus gibt es noch mehr Hinweise darauf, dass es Ahnlichkeiten in den
Umbauvorgidngen bei druckiiberbelasteten und druckentlasteten Herzen gibt. Bereits mehrere Studien
zeigten, dass die mechanische Entlastung sowie auch die Druckiiberbelastung, dhnliche Einfliisse auf den
kardialen Metabolismus und die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten haben (Kolar et al 1995, Depre et al
1998, Doenst et al 2001, Razeghi et al 2003, Ito et al 2003, Sharma et al 2006). So konnte gezeigt werden,
dass es bei mechanischem oder hypoxischen Stress, zum Beispiel nach einem Myokardinfarkt, zu einer
Umstellung der Energiegewinnung (ATP) der Kardiomyozyten kommt, die der Energiegewinnung im
fetalen Kreislauf sehr dhnlich ist. Es werden molekulare Umbauvorgénge eingeleitet, die eine einfachere
Versorgung der Zelle mit Zuckern und dadurch eine leichtere Energiegewinnung gewéhrleisten. Dabei ist
der O,-Bedarf deutlich geringer als bei der Oxidation von langen Fettsduren, durch welche die
Energiegewinnung im adulten Organismus normalerweise gewéahrleistet wird (Depre et al 1998, Ito et al
2003). Auch bei strukturellen Anpassungen auf molekularer Ebene konnten Parallelen zwischen
Druckiiberlastung, Druckentlastung und dem fetalen Phéanotyp aufgezeigt werden.So é&ndert sich
scheinbar die Zusammensetzung der schweren Myosinketten durch Druckiiberbelastung als auch durch

die Entlastungstherapie (Li et al 1998, Depre 1998, Razeghi et al 2001).
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Tabelle 2 Ubersicht iiber bisherige Datenlage

fetaler Phinotyp HI HI + VAD heterotope
HTx

APD ¢ 2 ¢ 1/7 2 9

Iw:¢2 It0:¢ 115 Ito: ? Iio: ?
Ionenstrom AP inklIca AN APinklIca:AN' AP inkLICaL: ? AP inkl Ica: 2

IcaLZ @5 IcaLZ¢1 IC&L193 IcaLZ ?
Herzmasse 2 N/ o ?
Zellkapazitiit V2 AN (2 ?
Enersiesewinnun Oxidation von Oxidation von Oxidation von Oxidation von

sleg 8 Zuckern ° Zuckern ° Zuckern ? Zuckern °

Tab 2 (Modifiziert nach Broichhausen 2009)

Eine Ubersicht der bisherigen Datenlage zu Verdnderungen von der Herzmasse, der Zellkapazitit, der
Energiegewinnung sowie der APD und einiger lonenstréme in verschiedenen Versuchspopulationen: Fetale
Kardiomyozyten, Kardiomyozyten von insuffizienten Herzen (HI), Kardiomyozyten von LVAD Patienten
(HI+LVAD), Kardiomyozyten nach hHTx (heterotope HTx)

HI = Herzinsuffizienz L,: transienter K'- Auswidrtsstrom
VAD = Ventricular assist device AP: Aktionspotenzial

hHTx = heterotope Herztransplantation — Ica: Ca’' Strom der L-Typ Kandile
'Wickenden et al 1998 (Mensch) Kilborn et al 1990 (Ratte)
3Terraciano et al 2003 (Mensch) *Escobar et al 2003 (Ratte)
*Wiesner et al 1997 (Ratte) SRose et al 2005 (Kaninchen)
'Swynghedauw et al 1995 (Mensch) $Sabbah 2004 (Hund)
’Depre et al 1998 (Ratte)

Elektrophysiologische Verdnderungen konnten, analog zu den Verdnderungen bei der kardialen
Hypertrophie, bei den chronisch druckentlasteten Herzen eine entscheidende Rolle in der Initiierung von

Umbauvorgingen spielen.

Die elektrophysiologischen Effekte der mechanischen Entlastung, wie zum Beispiel die Repolarisation
von atrophierten Kardiomyozyten, sind aber weitgehend unbekannt. Die elektromechanische Kopplung
wird in der Kardiomyozyte durch ein Aktionspotenzial (AP) initiiert. Die Lange und der Verlauf eines
solchen APs beeinflusst die GroBe der intrazelluliren Ca’-Konzentration, welche die kardiale
Kontraktion reguliert. Die Aktionspotenzialdauer (APD) wird wiederum stark von K'-Ein- und
Auswirtsstromen beeinflusst. Ein groBer Einfluss auf die APD konnte bisher vor allem dem transienten
K'-Auswirtsstrom (I,,) in gesunden sowie hypertrophierten Kardiomyozyten nachgewiesen werden

(Keung 1989, Shipsey et al 1997, Zafeiridis et al 1998, Bryant et al 1999, Martinez und Heredia 1999,
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Heerdt et al 2000, Volk et al 2001, Ogletree-Hughes et al 2001, Razeghi et al 2003, Wohlschlaeger et al
2005).

2.5 Erregungsbildung und Erregungsausbreitung am Herzen

Eine Besonderheit der Erregungsbildung am Herzen ist die dort vorhandene elektrische Autonomie.
Spezialisierte Schrittmacherzellen im Sinusknoten erzeugen spontane, elektrische Spannungsidnderungen,
die Uber das kardiale Reizleitsystem in den Vorhdofen, dem AV-Biindel, an den AV- Knoten weiter
gegeben werden. Dort werden sie verzdgert und dann auf das Reizleitsystem der Herzkammer, von den
HIS-Biindeln auf die Tawaraschenkel iibertragen, bis deren Endstrecke in den Purkinjefasern miindet. Die
Purkinjefasern iibertragen diese elektrischen Impulse direkt an die Myokardzellen, die diese zum einen
iiber gap junctions an benachbarten Myozyten weitergeben und sie zum anderen in mechanische
Kontraktionen umsetzen. Die elektrischen Impulse bzw. Spannungsinderungen werden als
Aktionspotenziale (APs) bezeichnet. Der gesamte Vorgang wird elektromechanische Kopplung genannt.

Um eine synchrone, effektive Kontraktion der Herzkammern zu ermoglichen, lauft diese
Erregungsausbreitung nach einem streng geregelten Prinzip ab. Das ventrikuldre Myokard ldsst sich
funktionell von innen (endokardial) nach auflen (epikardial) in verschiedene Schichten unterteilen. Da die
Fasern des Reizleitsystems endokardial lokalisiert sind, werden auch die endokardialen Kardiomyozyten
bei der Erregungsausbreitung als Erstes erregt. Die Erregungsausbreitung lduft vom Vorhof zum
Ventrikel und dann an jeder Stelle von innen nach aulen ab. Die Dauer der Zellerregung und damit die
Lange der Aktionspotenziale (AP)ist in den einzelnen Schichten unterschiedlich lang (Abb 6). Der Grund
hierfiir ist die unterschiedliche Zusammensetzung der Ionenkanéle, die den de-und repolarisierenden
Stromen zu Grunde liegen (s 2.5.3). Die epikardialen Kardiomyozyten haben kiirzere APs und
repolarisieren daher schneller als die endokardialen Kardiomyozyten. Dadurch kann die Repolarisation
von auBlen nach innen ablaufen. Eine unterschiedliche Linge von APs gibt es auch fiir die
unterschiedlichen Regionen des Myokards von der Herzbasis zur Herzspitze. Dies ist die Grundlage
dafiir, dass die Erregungsausbreitung und -Riickbildung in entgegengesetzten Richtungen ablaufen und
damit regelméBige und immer wieder gleiche, geordnete Kontraktionen generiert werden konnen.
Storungen in diesem Ablauf préadisponieren fiir kardiale Arrhythmien und eine verminderte
Auswurfleistung des Herzens. Obwohl es sich bei der Depolarisation und der Repolarisation um zwei
elektrisch gegensitzliche Vorginge handelt, existiert in der Summe ein gemeinsamer Hauptvektor im
Oberflachen-EKG (Abb 6). Der Hauptvektor der Depolarisation, die ,,R- Zacke™ und der Hauptvektor der
Repolarisation, die ,,T-Welle“, zeigen bei einem gesunden Herzen in die gleiche Richtung (Cohen et al

1976, Franz et al 1987).
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Abbildung 6 Oberflichen-EKG und Aktionspotenziale

SA Node /\ o

Atrium )

AV Node

S \Purkinje Fiber | J\ \
s:\? \ \)‘ -
N Endocardium =

Midmyocardium

Apex
RV LV Epicardium

QT

Abb 6 (Modifiziert nach Nerbonne und Kass 2005) Oben. Die transmurale Heterogenitdt von Aktionspotenzialen im
humanen Herzmuskel- und Schrittmacherzellen des Herzens.

Unten: Ein normales Oberflichen EKG beim Menschen.

LV/RV: Linker und Rechter Ventrikel

SA Node: Sinusknoten AV Node:Atrioventrikularknoten.

2.5.1 Ionenkanile

Ionenkanile sind porenbildende Proteinkomplexe, die weitestgehend selektiv den Durchgang geladener
Ionen durch die fiir sie sonst undurchldssige Zellmembran ermdglichen. Der Ionenfluss findet entlang
eines Konzentrationsgradienten und unter dem Einfluss des Membranpotenzials statt (elektrochemischer
Gradient). Somit sind sie elementar an allen zelluldren Prozessen beteiligt bei denen eine elektrische
Signalweitergabe, eine Skelettmuskelkontraktion oder eine Erregung des Myokards ablduft. Entsprechend
ihrer Selektivitit fiir bestimmte lonen wird unter anderem zwischen K'-, Na'-, Ca®"- und CI -Kanilen
unterschieden, die jeweils verschiedene Offnungs- und SchlieBmuster aufweisen. Es kann zusitzlich
zwischen liganden- und spannungsgesteuerten lonenkanilen unterschieden werden. Erstere werden durch

Verdanderungen in der zelluliren Signaltransduktion mit Hilfe von Proteinen gedffnet. Die
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spannungsgesteuerten Kanidle 6ffnen oder schlieen sich abhingig von der zu einer bestimmten Zeit an

der Zellmembran anliegenden Spannung.

2.5.2 Das Ruhemembranpotenzial (RMP)

Ventrikuldre  Kardiomyozyten haben in der Regel ein Ruhemembranpotenzial. Das
Ruhemembranpotenzial entsteht durch unterschiedliche Ionenkonzentrationen und Leitfahigkeiten
zwischen dem intra- und extrazelluldren Milieu, welche durch aktive lonenpumpen und verschiedene
Tonenkanile (hauptsichlich K*,Na",Ca®" und CI") hergestellt werden. Mit der Constant-Field- oder der
Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung kann man das Membranpotenzial anhand der einzelnen
Tonenleitfahigkeiten und Konzentrationsunterschiede berechnen (Klinke et al 2010). Na*, CI" und Ca*"
liegen dabei extrazelluldr in viel hoheren Konzentrationen vor als intrazelluldr. Fiir K ist dieser Gradient
genau umgekehrt. Das hauptverantwortliche Kation fiir das Ruhemembranpotenzial ist K, was daran
liegt, dass im Ruhezustand hauptsichlich K'-Kanile gedffnet sind. Das bedeutet, dass man die

Leitfahigkeiten fiir CI, Ca®" und Na” bei der Betrachtung des RMPs vernachlissigen kann.

] RT . Pya-[Na™],+ Px-[K']o + Pa - [C17];
L"A f— —"° In T F —
F PNa . [.\Ia ]’i -+ P}\ ' [I< ]'z' —+ pcq ' [Cl ]a

Uwm: Membranpotenzial

R: universelle Gaskonstante

F: Faraday’sche Konstante

P: Permeabilitét fiir das bestimmte Ion iiber der spezifischen Zellmembran

K': Kalium-Ion, Na*: Natrium-Ion, CI": Chlorid-Ion

2.5.3 Das Aktionspotenzial (AP) in Kardiomyozyten

Ein Aktionspotenzial ist eine Spannungsschwankung oder eine voriibergehende Abweichung des
Membranpotenzials vom Ruhemembranpotenzial, die wihrend der Erregung an einer Zelle abgeleitet
werden kann. Aufgetragen werden APs als Spannungsdnderungen iiber die Zeit (Abb 6).
Aktionspotenziale setzen sich aus mehreren lonen-Einwirts- und Auswartsstromen zusammen. Die Ionen
bewegen sich durch lonenkanile hindurch iiber die Zellmembran. In ventrikuliren Kardiomyozyten
entsteht eine elektromechanische Kopplung durch die Aktionspotenziale und die sich periodisch

dandernden Leitfahigkeiten fiir verschiedene Ionen.
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Es gibt bei den APs nicht nur transmurale Unterschiede (Abb 6), sondern auch speziesabhingige (Abb
7A+B) (Nerbonne und Kass 2005). Diese Unterschiede konnten sich auf eine unterschiedliche Anzahl
von Kanilen (Kanaldichte) oder auf unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften, wie zum
Beispiel die Zeit fiir Aktivierungen und Inaktivierungen (Kanalkinetik), zuriickfiihren lassen. Hiervon
leiten sich die transmuralen Unterschiede der Aktionspotenzialdauern (APD) in den unterschiedlichen
Herzgeweben ab (Abb 6). Erst die regionalen und transmuralen Unterschiede in der APD ermdglichen
eine periodisch geordnete Erregungsausbreitung und Riickbildung (s 2.5). Die spezies-spezifischen
Unterschiede in der lonenkanalzusammensetzung und Ionenkanalkinetik ermoglichen kiirzere APs in den
Nagetierkardiomyozyten und damit hohere Herzfrequenzen als bei groeren Sdugetieren (zB beim
Menschen) (Abb 7A+B). Da die Zeitkonstanten und die Spannungsabhingigkeiten der Kanéle zwischen
den verschiedenen Regionen und Spezies nur geringe Unterschiede aufweisen, fithren verschiedene
Autoren die Heterogenitit der APs auf eine unterschiedliche Kanalexpression zuriick (Delmar 1992,

Antzelevitch und Dumaine 2002, Nerbonne und Guo 2002).

In der vorliegenden Arbeit geht es um die Beantwortung von Fragestellungen aus der Humanmedizin
unter Zuhilfenahme eines Ratten-Tiermodells (s 2.6-2.7). Aus diesem Grund sollen im Folgenden die
physiologischen Abldufe wihrend eines APs in den ventrikuliren Kardiomyozyten des Menschen
erldutert werden. Spezies-spezifische Unterschiede zu Abldufen bei der Ratte werden besonders

hervorgehoben (Tab 2).
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Abbildung 7 AP-Phasen und zugrundeliegende Strome

Phase 1

Phase 0

-80mV  Phase 4

INa j

ICa,L

100 ms

Ito,f

lto,s

IKs

Ikr

Ikur
IK,slow1
IK,slow2
|

SS
Ik .

IkaTP

Abb 74 (Modifiziert nach Nerbonne und Kass 2005): Die Abbildung zeigt ein Aktionspotenzial von humanen
ventrikuldren Kardiomyozyten. Es wird in seinem Ablauf'in 5 Phasen unterteilt. Phasen 0-4 (s 2.5.3). Unter den APs
sind die Leitfihigkeiten von dem AP zu Grunde liegenden lonenkandlen aufgetragen. Iy,:Schneller Na'-Einstrom.
Icas Ca’*-Einstrom iiber L-T yp Ca’*-Kandile. Lioys: transienter K -Auswirtsstrom frschnelle Komponente, s:

langsame Komponente. I, I, I, Iy (Ius): delayed rectifier K -Auswdrtsstrome. Iy;: K© Einwdrtsgleichrichter
Strom. Ig rp: ligandengesteuerter K -Auswirtsstrom

V,, (MV)

90+ -90

Abb 7B (Modifiziert nach Volk et al 1999): Ratten-Aktionspotenziale: links epikardiales AP , rechts endokardiales
AP

Ausgehend vom Ruhemembranpotenzial von ca. -80 bis -90mV kommt es durch einen ankommenden
Impuls von den Schrittmacherzellen des Herzens zu einer leichten Depolarisation auf ca. -55 mV. Damit
ist das sogenannte Schwellenpotenzial erreicht. Diese Spannungsidnderung reicht aus um

spannungsgesteuerte Na'- Kanile (Nav-Kanile) zu 6ffnen und einen sehr schnellen Na* - Einstrom (In,)
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in die Zelle auszulosen. Dieser Einstrom erfolgt entlang des Konzentrationsgradienten, der iiber der
Zellmembran liegt. Dies wird auch als schnelle Depolarisation oder Phase 0 bezeichnet (Abb 7). Das
Membranpotenzial wird kurzfristig positiv. Nav-Kanile 6ffnen und schlieBen sehr spannungsabhéngig,
sodass im Spannungsbereich des AP-Plateaus 99% der Na'-Kanile geschlossen sind (Fozzard 2002).
Direkt im Anschluss an Phase 0 schliefen die Na'-Kanile und es kommt in der Phase 1 ab -30mV zu
einer Offnung von spannungsgesteuerten K- Kanilen und damit einem K'- Auswirtsstrom, dem so
genannten transienten K -Auswirtsstrom I, der die schnelle Repolarisation unterstiitzt. Im AP erkennt
man diese Phase an dem so genannten ,,notch®, die eine Umkehr im Spannungskurvenverlauf darstellt.
Ebenso 6ffnen sich ab einem Membranpotenzial von positiver als -40mV die spannungsgesteuerten L-
Typ Ca’*-Kanile (Cav-Kanile), wodurch es zu einem langsamen Ca*'-Einstrom in die Zelle kommt
(Icar). Dieser depolarisierende Strom ist zum einen durch die Ca**-Konzentrationserhdhung in der Zelle
fir die Freisetzung von groBen Mengen Ca*" aus dem endoplasmatischen Retikulum und damit fiir die
elektromechanische Kopplung verantwortlich und wirkt zum anderen den Spannungsidnderungen
entgegen, die durch den K'-Auswirtsstrom entstehen. In Phase 2 kommt es zur Ausbildung der
Plateauphase im Aktionspotenzial (Bers und Perez-Reyes 1999). Bei Menschen und grofleren Saugetieren
wird vornehmlich der Verlauf des Plateaus in Phase 2 stark durch den transienten K'-Auswértsstrom (Lio,
s. 2.5.4) beeinflusst (Greenstein et al 2000). Bei Ratten hingegen werden alle Phasen der Repolarisation
maBgeblich durch die Stromhéhe des I, (s 2.5.4) bestimmt (Gussak et al 2000). Die GroBe des Ca*'-
Flusses (QCa®") hingt direkt mit der Dauer der Plateauphase und damit mit der Offenheitsdauer der Ca*'-
Kanile zusammen (Volk et al 1999, Volk et al 2002). Die L-Typ-Ca*"-Kanile inaktivieren iiber zwei
Mechanismen: 1. spannungsabhingig iiber die Zeit und 2. Ca’"-abhingig iiber die Aktivierung von
Calmodulin durch den Anstieg von intrazellulirem Ca”" (Grant 2009). Nach Inaktivierung des Ic,. wird in
Phase 3 die Repolarisation durch die jetzt vorherrschenden K'-Auswirtsstrome abgeschlossen. Es
existieren im Gegensatz zu den Na'- und Ca®’- Strémen eine Vielzahl verschiedener K'-Stréme (Abb 7)
wahrend des Aktionspotenzials in ventrikuliren Kardiomyozyten. Basierend auf Zeit- und
Spannungsabhéngigkeit sowie pharmakologischer Beeinflussbarkeit kann man die Strome in zwei
Gruppen einteilen: In den transienten K'-Auswirtsstrom (I,), der bereits friih, ab Potenzialen von
positiver als -30mV, rasch aktiviert und inaktiviert sowie die verzogerten Gleichrichterstrome Ix,,Ix,,IK
und Iy, die bei gleichem Membranpotenzial mit verzdgerter Kinetik aktivieren und deutlich spéter
inaktivieren. Abbildung 7 und Tabelle 3 geben einen Uberblick iiber die verschiedenen K'-
Gleichrichterstrome von ventrikuldren Kardiomyozyten und deren Vorkommen in anderen Geweben und
Spezies. An dieser Stelle muss erwdhnt werden, dass es hier einen grundlegenden Unterschied zwischen
der Repolarisation in humanen Kardiomyozyten und der Repolarisation von Ratten-Kardiomyozyten gibt.
Die verzdgerten Gleichrichter Ik, und Ik sind beim Menschen mafigeblich an der Repolarisation beteiligt.
Bei Ratten hingegen sind sie nur gering (Igx,) bzw. gar nicht vorhanden (Ixs). Der in ventrikuldren
Myozyten der Ratten zu messende langsam aktivierende und langsam inaktivierende IK ist wiederrum

beim Menschen nicht zu registrieren (Nerbonne 2005).
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Es existiert iiber die Spannungsgesteuerten K'-Kanile hinaus eine weitere Gruppe an K'-selektiven
Kanilen, die vor allem fiir die spite Repolarisation (Phase 3) wichtig sind: Die Kir-oder K'-

Einwirtsgleichrichter Kanéle (Lopatin und Nichols 2001).

Tabelle 3 Malgebliche Strome des AP in ventrikuliren Myozyten
A,P,V,SAN,
Nav  INa sehr schnell schnell schnell JA JA  Katze,Hund,Frettchen,Maus AVN
A,P,V,SAN,
Cav Ica(L)  schnell mittel* schnell JA JA  Katze,Hund,Frettchen,Maus AVN
Kv(lto) Ito,f schnell schnell schnell JA JA  Katze,Hund,Frettchen,Maus AP,V
Ito,s schnell mittel langsam JA JA  Frettchen,Maus,Kaninchen Vv
A,P,V,SAN,
Kv(lk) Ikr mittel schnell langsam JA JA  Meerschweinchen,Maus,Kaninchen = AVN
lks sehr langsam keine XX JA NEIN Hund, Meerschwein, Kaninchen A,P,V,SAN
IK langsam langsam langsam NEIN JA Vv
Isus langsam keine XX JA JA  Kaninchen,Hund,Maus A,V,AVN
Kir 1K1 JA JA  Katze,Hund,Frettchen,Maus,Kaninchen A,P,V

Tab3 (Modifiziert nach Nerbonne und Guo 2005): lonenkandle und die dazugehérigen Strome mit wesentlichem
Anteil am ventrikuldren, myokardialen AP. Auf Strome, die nicht bei Menschen oder Ratten in ventrikuldren
Myozyten nachgewiesen werden konnten, wurde verzichtet. Fiir die Abkiirzungen der Stréome siehe Abb 7A.
A=Atrium,V=Ventrikel, SAN=Sinusknoten, AVN=AV Knoten, P=Purkinjefasern

* Inaktivierung Ca’* - und Spannungsabhdingig.

2.5.4 Spannungsgesteuerte K -Kanile (Kv-Kanile, HERG, KvLQT).

Das Offnungsverhalten der spannungsgesteuerten K'-Kanile wird durch unterschiedliche
Membranpotenziale moduliert. Die spannungsgesteuerten K'- Kanile (Kv-Kanile) sind neben den
Einwirtsgleichrichter-Kanilen (Kir), den Ca*'- aktivierten (KCa) und den zwei Poren-K -Kanilen (K2P)
die groBte Gruppe K'-selektiver Kanile und besitzen Untergruppen von Kv1-Kv12 (Gutman et al 2005).
Die Kv4 - Familie zeichnet sich durch einen schnell aktivierenden und schnell inaktivierenden transienten
Auswirtsstrom aus. Es wurden bisher drei Untertypen beschrieben. Kv4.1, Kv4.2 und Kv4.3. Eine
physiologische Relevanz dieser Kanalgruppe konnte bisher im Gehirn und im Herzen nachgewiesen
werden (Pak et al 1991, Rudy et al 1992, Isbrandt et al 2000). Im Herzen sind der Kanal Kv4.2 und Kv4.3
fiir die schnelle Komponente des transienten K'-Auswirtsstroms (I,,f) bei Mensch, Hund und Ratte

verantwortlich (Brahmajothi et al 1999, Xu und Nerbonne 1999). Unterschiede in der Expression dieser
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Kanile tragen zu den regionalen und transmuralen Unterschieden beim Aktionspotenzial bei, jedoch gibt
es hierbei Unterschiede zwischen Ratten, anderen Nagetieren und groBeren Sdugetieren wie dem
Menschen. Bei Ratten fiihrt eine starkere Expression von Kv4.2 und Kv4.3 in epikardialen ventrikuldren
Myozyten zu einer Verkiirzung der epikardialen Aktionspotenziale. Beim Menschen hingegen scheint vor
allem die Expression von KChIP2 (Kv Channel Interacting Protein 2 s.u.) die GroBe des I, zu
beeinflussen (Litovsky und Antzelevitch 1988, Liu et al 1993, Rosati et al 2001). Wie in vorherigen
Arbeiten beschrieben (Rosati et al 2001, Goltz et al 2007), ist auch die Menge der Transkription von
Kv4.2 - und Kv4.3 - mRNA bei Nagetieren signifikant niedriger in der endokardialen Region der

Kontrollen als in der epikardialen.

Die spannungsgesteuerten K'- Kanile sind aus vier alpha - Untereinheiten (a-UE) der Gruppen Kvl-
Kv12 mit jeweils 6 transmembrandsen Segmenten S1-S6 aufgebaut. Jede a-UE besitzt aulerdem jeweils
ein zytoplasmatisches C-terminales Ende und ein zytoplasmatisches N-terminales Ende (Abb 8A). Die
Kanalpore liegt zwischen S5 und S6 und besitzt ihren Spannungssensor in Form von positiv geladenen
Aminosdureresten in Segment S4. Vier dieser porenbildenden a-UE bilden ein Tetramer welches fiir die
Funktion des Kanals wichtig ist. Einige spannungsgesteuerte K'-Kanile haben je nach Kanalfunktion und
elektrophysiologischer Eigenschaft zusétzlich eine akzessorische beta-Untereinheit (B-UE). Die
Bindungsstelle fiir diese zytoplasmatisch lokalisierten Proteine liegt am N-Terminus der a-UE (Shieh et
al 2000). Fiir die verzogerten Gleichrichter K'-Kanile, die den Stromen Ig,,Ixs IK und I unterliegen sind
die a-UE genauso aufgebaut wie bei den Kv-Kanélen (Abb 8A). Die zugrundeliegende Gene fiir die a-UE
sind KvLQT1 (Iks), HERG (Ik,) und Kv1.5 (Is). (Sanguinetti et al 1995, Gutmann et al 2005).

Es gibt verschiedene B-Untereinheiten (B-UE), die an den Kanélen binden:

Die transmembrandsen, ,minK“-verwandten Proteine bilden die Untereinheiten fiir den I
(minK/KCNE1) und Ix, (MiRP/KCNE2) und beeinflussen durch MiRP1 auch die Stromdichte des I, Es
konnte beispielsweise bei Miusen eine 25%-ige Reduktion des schnellen, transienten K'-Auswirtsstroms
(10.p) durch eine genetische Deletion des KCNE2-Gens (MiRP) bei unverdnderter Oberflichenexpression
von Kv4.2 erreicht werden (Roepke et al 2008). Es ist unklar, ob diese B-UE kanalspezifisch sind oder ob
die verschiedenen B-UE mit verschiedenen o-UE interagieren und dadurch unterschiedliche
Kanaleigenschaften generieren (Niwa und Nerbonne 2010). Mutationen von HERG sowie den MinK-
Proteinen fithren zu unterschiedlichen Formen des Long-QT Syndroms, welches unter anderem fiir den
plotzlichen Herztod verantwortlich gemacht wird (Shieh et al 2000). Es sind drei verschiedene Kvf-
Untereinheiten mit dazugehorigen Spleissvarianten bekannt. Fiir unterschiedliche Gewebe ist eine
Beeinflussung der Kv4.2/Kv4.3-Expression durch die Kv1B-UE gezeigt worden (Nerbonne und Niwa
2010). Es konnte aber bisher nur fiir ventrikuldre Myozyten der Maus gezeigt werden, dass eine Deletion

von Kvf1 zu einer Reduktion des , ¢ fiihrt (Aimond et al 2005).
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Eine weitere Gruppe dieser f-akzessorischen Untereinheiten heilen ,,Kv-Kanal-interagierenden Proteine®
(KChIPs). KChIPs sind Ca*"-bindende, zytoplasmatisch lokalisierte Proteine. Sie gehdren der Familie der
,Neuronalen Calcium Sensoren (NCS)“ an (Wang et al 2008, Cui et al 2008). Fiir KChIP wurden einige
Effekte auf die Kv-Kanile beschrieben. KChIP2 kann die Oberflaichenexpression von Kv4-Kanélen
erhohen. Neben der Oberflichenexpression kann KChIP2 auch die elektrophysiologischen Eigenschaften
und die Kinetik der Kv4-Kanile dndern (An et al 2000, Bahring et al 2001).

Bei groBen Mengen an KChIP2 - Expression kann es zu einer Zunahme des I, kommen. Die
Inaktivierung vom I, kann verzdgert und die Erholung von der Inaktivierung kann beschleunigt werden

(Béhring et al 2001).

Dariiber hinaus korreliert der I,-Gradient (groBere I,-Stromdichte im Epikard als im Endokard)nicht
immer mit der GroBe der Expression seiner Kv4-Untereinheit, sondern wie zB bei humanen

Kardiomyozyten auch mit einer hoheren Expression von KChIP2 (Rosati et al 2001).

Abbildung 8 Transmembrandser Aufbau der K™-Kanéle

A. Six transmembrane one-pore Native
Clones current
HERG IKr
KvLQT IKs
hSlo BKc,
Koo Ko,
B. Two transmembrane one-pore
I] Kir1.1 RomK
] Kir2.1 IK,

Y

Kir3.1/Kir3.4  Ing,
Kir6.2/SUR  Kurp

COO -

Abb 8 (Modifiziert nach Shieh et al 2000): Transmembrandser Aufbau von K' Kandlen. A: Aufbau eines
spannungsgesteuerten K -Kanals. B: Einwdirtsgleichrichter K'-Kanal (Kir).

30



2.5.4.1 Der transiente K -Auswartsstrom I,

Der I,, (transient outward current) ist ein transienter K'-Auswirtsstrom. Der Strom ist K -abhingig und
blockierbar durch 4-Aminopyridin (4-AP). Es sind bis heute zwei unterschiedliche Strome identifiziert,
die dem I, zu Grunde liegen. Eine schnelle Komponente I, sund eine langsame I, s (Brahmajoti et al
1999, Wang et al 1999). Die beiden Strome konnen hauptsidchlich durch ihre Kinetik der Inaktivierung
und der Erholung von der Inaktivierung und die ihnen zu Grunde liegenden Gene unterschieden werden.
Beide Strome wurden bislang in verschiedenen Regionen des Herzgewebes bei unterschiedlichen Spezies

nachgewiesen (Nerbonne und Guo 2005). (Tab 3)

Der Ionenkanal des I, wird durch die a-UE Kv4.2 sowie Kv4.3 gebildet und durch akzessorische [-
Untereinheiten beeinflusst (Dixon und MacKinnon 1994, Nerbonne et al 2005). Der Kanal fiir den Iy,
wird hingegen in Ratten (Wickenden et al 2001) und Menschen (Tamkun et al 1999) von der Kv-a-UE
Kv1.4 gebildet. Relativ gut untersucht ist bisher die Beeinflussung durch die Expression von KChIP2 (s
2.5.4 und s.u.). Es gibt auerdem Hinweise in Arbeiten an Méausen, dass auch andere akzessorische
Kanaluntereinheiten neben KChIP wie z.B. MiRP1 und Kv1f sowie KChAP die Stromdichte des Ii,¢
beeinflussen konnen (Kuryshev et al 2000, Aimond et al 2005, Roepke et al 2008). Es wird auch eine
Kopplung der Stromdichte an andere lonen-Kanile, wie beispielsweise den Nav-Kanal diskutiert. So
konnte an neonatalen, ventrikuldren, Rattenkardiomyozyten gezeigt werden, dass die Genausschaltung
der NavfB1-Untereinheit (NavpB1-UE) zu einer gleichzeitigen Reduktion der KChiP2-Expression und der
I, s Stromdichte gefiihrt hat (Dechenes et al 2008).

Der Iy, sin ventrikuldren Kardiomyozyten aktiviert ca. 20-30ms nach Beginn des Aktionspotenzials, bei
Membranpotenzialen zwischen -40mV und -30mV (Abb 9). Er ist wesentlich verantwortlich fiir die frithe
Repolarisation des Aktionspotenzials in Phase 1 sowie die Form des Plateaus des Aktionspotenzials in
Phase 2. Die kinetischen Eigenschaften dieses Stroms sind: sehr schnelle Aktivierung, schnelle
Inaktivierung und schnelle Erholung von der Inaktivierung (Sah et al 2003). I, aktiviert ebenfalls
schnell, inaktiviert etwas langsamer und bleibt anschlieBend ldnger inaktiv. Er ist dariiber hinaus von dem
I, dadurch zu unterscheiden, dass er sich nicht mit dem Spinnengift Heteropodatoxin-2 bzw. -3

blockieren lasst (Sanguinetti et al 1997).

Wie bereits in 2.5 und 2.5.3 beschrieben, sind die unterschiedliche transmurale Expression von
Ionenkanilen fiir die transmuralen Unterschiede in APD und AP-Form verantwortlich. Fiir die GroBe des
lir in ventrikuldren Kardiomyozyten bestehen beim Menschen und bei der Ratte transmurale
Unterschiede zwischen dem Epikard und dem Endokard. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Strom

hauptsachlich verantwortlich fiir die ,,spike and dome“-Form der APs ventrikuldrer Myozyten ist. Der I,
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ist bei nativen Rattenherzen im Epikard ca um den Faktor zwei grofer als im Endokard ausgepriagt und
hat damit einen wichtigen Anteil an der transmuralen AP-Langendifferenz zwischen endokardialen und
epikardialen APs (Volk et al 1999). Beim Menschen besteht ebenfalls diese transmurale Heterogenitét bei
der Expression von It,; in den unterschiedlichen Kardiomyozyten der verschiedenen Herzgeweben.
Allerdings ist die transmurale Heterogenitit der APD beim Menschen im Gegensatz zur Ratte zusétzlich
abhingig von der Offenheit der Na'-Kanile sowie von einer heterogenen Expression der verzogerten
Gleichrichterstrome (Antzelevitsch et al 2002). Diese unterschiedlichen Expressionen und die daraus
folgenden unterschiedlichen APDs sind fiir den Ablauf der Erregungsausbreitung wichtig. Zunéchst lauft
die Erregungsausbreitung (Depolarisation) von endokardial nach epikardial ab. Die lingeren APs im
Endokard sorgen dafiir, dass die endokardialen Zellen langer refraktir bleiben als die epikardialen. Die
Erregungsriickbildung (Repolarisation) lduft daher in umgekehrter Richtung von epikardial nach
endokardial ab (Nerbonne und Guo 2002). Dies ist fiir eine geordnete Ausbreitung der Erregung und der
Herzaktion unerldsslich. Die molekularen Grundlagen fiir die transmurale Heterogenitit der I, ¢ -Strome
sind dabei unterschiedlich zwischen Menschen und Ratten. Bei Nagetieren und Ratten konnte in
verschiedenen Experimenten die Wichtigkeit von Kv4.2 sowie Kv4.3 als Kanalbildende-a-Untereinheiten
belegt werden. In Zellkulturen von ventrikuldren Ratten-Kardiomyozyten konnte, unter Zuhilfenahme
von Antisense-Oligonukleotiden (AsODNs), die Gene fiir Kv4.2 und Kv4.3 ausgeschaltet und der Iy,
damit signifikant reduziert werden (Clark und Giles 1997). Auch die Expression von Mutanten-Kv4aUE
als ,,falsche® Kv-aUE fiihrte zu einer Abschwichung von I, ¢ in ventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte.
Im Vorhofgewebe zeigte sich zudem ein weiterer Unterschied: Bei Ratten zeigte sich hier in weiteren
Experimenten mit AsODNSs, die gegen Kv4.2 und Kv4.3 gerichtet waren, dass nur das Ausschalten von
Kv4.2 den I,y abschwéichen konnte (Xu Li und Nerbonne 1999). In menschlichen atrialen
Kardiomyozyten verhielt es sich genau gegensitzlich (Wang et al 1999). Bei Ratten existieren in
ventrikuldren Kardiomyozyten vor allem Gradienten fiir Kv4.2 die fiir die heterogene Stromdichte des Iy, ¢
verantwortlich gemacht werden (Nerbonne und Guo 2005). Transmurale Gradienten in der Expression
der Kanaluntereinheiten existieren beim Menschen hingegen ausschlieBlich fiir KChiP2, weshalb beim
Menschen das Zusammenspiel aus der a-UE Kv4.3 und der transmurale Gradient der akzessorischen UE
KChiP2 fiir die Heterogenitit des 1, ¢ verantwortlich gemacht werden (Nerbonne und Guo 2005, Nerbonne

und Niwa 2010).
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Abbildung 9 Stromkurvenverlauf des Iy,

A _ B
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Abb 9 (Modifiziert nach Volk 1999): A&B zeigen den Stromkurvenverlauf des I,,, normiert auf die Zellgrdfie gegen
die Zeit. C zeigt die Strom-Spannungs-Kurve fiir den I, (transienter K -Auswdrtsstrom); Vyip: Kommandopotenzial

Durch die frithe Aktivierung bestimmt I, das elektrische Niveau der Plateauphase des Aktionspotenzials
und hat somit grofen Einfluss auf nachfolgende spannungsaktivierte repolarisierende K'-Stréme sowie
den Ca®'- Einstrom (Qc,") in die kardiale Muskelzelle. Eine Verminderung dieses Stromes kann also zu
einer frithen Abweichung der Aktionspotenzialkonfiguration fiihren und somit Einfluss auf die
Aktionspotenziallinge haben. Solch eine Reduktion des I, ¢konnte experimentell durch eine Blockade
mit 4-Aminopyridin herbeigefithrt werden und es zeigte sich nicht nur eine Verldngerung des APs,
sondern auch ein bis um den Faktor vier erhGhten QCa2+ bei 90%-iger Blockade des Iy in epikardialen
Zellen. In endokardialen Zellen ist dieser Effekt weniger stark ausgeprigt. Fiir den I, konnte bisher in
mehreren Arbeiten eine Reduktion der Stromdichte und der Kanalexpression fiir Tiermodelle mit
iiberbelastungsinduzierter Herzinsuffizienz (Wiesner et al 1997, Volk et al 2001) sowie fiir Menschen mit

terminaler Herzinsuffizienz nachgewiesen werden (Nébauer et al 1996, Terraciano et al 2003). (Tab 2)

2542 Neurohumorale Beeinflussung des I,

Es existieren bisher nicht viele Untersuchungen zur posttranlationalen Modifikation der Kv4.x-Kanile.
Wichtig fiir die Ausbildung von Kv4.3 auf der Zelloberflache scheint z.B. die Modifikation von KChIP-
Splei-Varianten durch das Anheften von Palmitinsidure (Takimoto et al 2002). Glykosilierung tragt zur

Stabilisierung der K - Kanéle bei indem es die richtige Proteinfaltung intrazellulir beeinflusst (Khanna et
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al 2001). Die Entfernung von Sialsiure, einem Zuckerrest, durch die Behandlung mit Neuraminidase
konnte sogar eine Reduktion des I, und eine Verldngerung der Aktionspotenzialdauer hervorrufen (Ufret-

Vincenty et al 2001). Deutlich besser untersucht ist die Phosphorylierung der Kv4.x-Kanéle:

Adrenerge Stimulation

Es gibt eine ganze Reihe von Phosphorylierungsstellen an den Kanaluntereinheiten (Abb 10). Es gilt
mittlerweile als etabliert, dass die Stromdichte von I, durch adrenerge Stimulation im gesunden und
erkrankten Myokard beeinflusst werden kann (von der Heyden et al 2006). a-und [-adrenerge
myokardiale Stimulation fiithrt zur Aktivierung von intrazelluldren second messengern, damit zur
Aktivierung von verschiedenen Proteinkinasen und letztendlich iiber diese Mechanismen zur
Phosphorylierung  oder  Dephosphorylierung  bestimmter  Phosphorylierungsstellen in  den

Aminosduresequenzen der lonenkanaluntereinheiten (Abb 10).
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Abbildung 10 Kv4.3 mit Phosphorylierungsstellen
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Abb 10 (Modifiziert nach Niwa und Nerbonne 2010): zeigt die Aminosduresequenz des humanen Kv4.3L. Es sind die
Bindungsdomdine fiir KChip2 und Filamin C markiert. Ebenso sind farblich potenzielle Stellen fiir eine
Phosphorylierung in der  AS-Sequenz markiert. PKA=Proteinkinasen A; PKC=Proteinkinasen
C;PKG=Proteinkinasen G;CaMKII=Calcium-Calmodulin abhdingige Kinase II;ERK= Extrazellulir regulierte
Kinase

Es konnte fiir al-Agonisten gezeigt werden, dass die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) den Iy, ¢
effektiv in ventrikuldren Kardiomyozyten unterdriicken kann (Apkon und Nerbonne 1988, Nakamura et
al. 1997, Wang et al. 2001). Es existieren 2 bekannte Splei3-Varianten von Kv4.3. Die ldngere Variante
tragt eine Bindungsstelle fiir Phosphorylierung durch PKC und zeigt eine Reduktion des I, nach
Phosphorylierung. Die kiirzere Spleissvariante zeigte sich unempfindlich fiir diese Phosphorylierung
durch PKC (Po et al 2001). Jia und Takimoto konnten 2006 zeigen dass auch die Expression von KChIP2

negativ durch die aktivierte PKC beeinflusst werden kann. Fiir den Einfluss der PKA, der gemeinsamen
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Endstrecke der B-adrenergen Stimulation gibt es bisher nur Daten fiir nicht kardiales Gewebe wie zB den

Hippokampus (Hoffmann et Johnston 1998, Shimoni und Liu 2004, Tao et al 2005).

Hormonelle Beeinflussung

Es scheint eine geschlechtsspezifische hormonelle Beeinflussung des I, zu geben. In zwei verschiedenen
Studien an Ratten konnte eine Reduktion des I, durch Ostrogeneinfluss iiber eine Steigerung von MiRP1
gezeigt werden (Eghbali et al 2005, Kundu et al 2008). Im Gegensatz dazu scheint Testosteron bei
Hunden die Expression von Kv4.3 deutlich zu erh6hen und die Repolarisation zu verkiirzen. Es wird
dariiber hinaus von anderen Autoren vermutet, dass die Geschlechtshormon-bedingte Beeinflussung des
Iior einer der Griinde fiir eine hohere Inzidenz des Brugada Syndroms bei Ménnern ist (Di Diego et al
2002, Eckardt 2007). Das Schilddriisenhormon scheint ebenfalls eine Rolle bei der Regulation der
Expression von Kv4.2 und Kv4.3 sowie Kv1.4 bei Ratten zu haben. Unter anderem wird die postnatale
Zunahme des I, ¢ einem elektrophysiologischen Remodeling durch Effekte des Schilddriisenhormons
zugeschrieben. Dieses soll die Expression von Kv4.2/Kv4.3 erhohen und gleichzeitig die Expression von

Kv1.4 reduzieren (Shimoni et al 1997, Wickenden et al 1997, Guo et al 1998, Gassanov et al 2009).

Autokrine/Parakrine Beeinflussung

Angiotensin II (ATII) reduziert die I, ¢ Stromdichte in neonatalen Rattenventrikeln durch die Reduktion
der Kv4.3-Expression. In diabetischen Ratten mit chronisch erhohten ATII-Spiegeln, kam es zu einer
Hemmung der Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A (PKA), zur Aktivierung der Protein-Tyrosin-
Kinase PTK und einer Reduktion der Kv4.2-Expression (Shimoni et al 2004). In ventrikuldren
Kardiomyozyten des Menschen scheint es einen transmuralen Gradienten fiir die Transkription von ATII
zu geben. In ventrikuldren, endokardialen Myozyten wurde im Vergleich mit epikardialen Myozyten eine
deutlich erhohte Transkription von ATII gemessen. So konnte der inhibitorische Effekt von ATII iiber
eine Reduktion des I, rebenfalls zu der lokalen Heterogenitét in der APD des Menschen beitragen (Sawa

et al 1992).

Metabolische Beeinflussung

Es gibt eine Vielzahl von Arbeiten die sich mit metabolischen Einfliissen auf den I, befassen (Magyar et
al 1992, Xu et al 1996, Stanley et al 1997, Shimoni et al 2001, Qin et al 2001, Lengyel et al 2007). Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es diverse metabolische Beeinflussungen des I, gibt. Allerdings sind
die molekularen Mechanismen bisher noch unvollstindig verstanden und die Ergebnisse nicht immer

einheitlich.
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Eine Erhoéhung von Fettsduren im Zytoplasma sowie eine Umstellung der Energiegewinnung der Zelle
auf Fettsdurenoxidation fiihrt scheinbar zu einer Reduktion des I, s(Xu et al 1996, Stanley et al 1997).
Eine diabetische Stoffwechsellage scheint ebenso zu einer Reduktion des I, zu fithren (Magyar et al
1992, Lengyel et al 2007), ein Effekt der durch eine Insulinexposition der Zellen zumindest teilweise zu

verhindern oder umzukehren ist (Lengyel et al 2007, Li et al 2005).

2.5.5 Verzogerter Gleichrichterstrom Ix (Ixp,Iks, Isus)-

Die verzogerten Gleichrichterstrome Ig sind K'-Auswirtsstrome. Als Repolarisationsstréme nehmen sie
in Phase 2 (Abb 7) langsam zu und tragen maligeblich zur Repolarisation in humanen ventrikuldren und
atrialen Myozyten bei. In Nagetieren, wie Ratten und Mausen, sind sie hingegen schwach oder kaum
nachweisbar (Xu et al 1999, Clancy und Rudy 2002) (Tab 3). Sie teilen sich in eine mittel-schnell
aktivierende und schnell inaktivierende Stromkomponente Ix, und eine langsam aktivierende und nicht
inaktivierende Komponente Ixs auf. Der Ix-Strom wird durch Depolarisation aktiviert und hat seine
maximale Amplitude bei Spannungen von +0mV bis +10mV. Die Igx-Strome sind zum einen
mitverantwortlich fiir die Repolarisation. Aufgrund ihrer Einwértsgleichrichter-Funktion sind sie daiirber
hinaus, zusammen mit dem Ig; (s 2.5.6), fiir die Stabilisierung des Membranpotenzials auf -80mV mit
verantwortlich. Die Einwirtsgleichrichter-Funktion beschreibt eine Abnahme der K'-Leitfahigkeit bei
positiven Membranpotenzialen (Smith et al 1996). Der Ik, hat eine ansteigende Leitfahigkeit bei
Membranpotenzialen von >-30mV. Er erreicht widhrend der Plateauphase des AP einen
Gleichgewichtszustand (steady-state). Ein dritter, ebenfalls relativ schnell aktivierender Strom, ist der I
Dieser Strom zeichnet sich durch eine langsame Aktivierung und fast keine Inaktivierung aus. Diesen
Strom gibt es neben dem Rattenmyokard auch in den Kardiomyozyten des Menschen und Hunden (Wang

et al 1993, Nallet et al 1999).

Auch fiir die verzogerten Gleichrichterstrome existieren bereits eine Reihe von Untersuchungen
beziiglich deren Verdnderungen unter Herzhypertrophie und —Insuffizienz, sowohl an Tiermodellen
(Jiang et al 2000, Volk et al 2001) als auch humanen Geweben (Li et al 1998). Generell konnte in den
Arbeiten eine Reduktion des Ix -Gesamtstromes oder der einzelnen Komponenten Ixs und Ik,

nachgewiesen werden.

37



Neurohumerale Beeinflussung der ,,delayed rectifier-K -Strome

Das neuroendokrine System spielt eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Herzaktivitit. Die Anderung
der Herzfrequenz geht mit einer Anderung in der APD einher und somit unterliegen auch die ,,delayed
rectifier“-K -Kanile einer Modulation durch adrenerge und cholinerge Stimulation iiber unterschiedliche
second messenger. Uber Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und der Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)
konnte eine Erhohung des Iys bei Xenopus Oozyten herbeigefiihrt werden (Mason et al 2002). Ik,
unterliegt beispielsweise durch adrenerge Modulation des HERG - Kanals einer Stromsteigerung durch
Erhohung der direkten cAMP- Bindung (Cui et al 2000). Auch eine Tyrosinphosphorylierung fiihrte bei
der Ratte zur Erhéhung des K -stroms (Cyabyab und Schlichter 2002).

2.5.6 Einwartsgleichrichter Strom I,

Der Ik, ist zum Teil fiir die Form des Aktionspotenzials im spdten Teil von Phase 3 des APs
mitverantwortlich, indem es kleine K’ -Strome nach Auswirts zulidsst. Eine Ausschaltung des Ig; in
transgenen Knock-out Miusen konnte zeigen dass es bei kompletter Blockade des Ix; auch zur
Verldngerung von Aktionspotenzialdauern kommt. Die Hauptaufgabe des Igx; ist es jedoch das
Ruhemembranpotenzial stabil zu halten. Dies erreicht dieser stindig ge6ffnete Kanal mit seiner
Besonderheit als Einwértsgleichrichter wie in 2.5.7 beschrieben. Somit werden experimentell bei
Membranpotenzialen negativer als -90 mV grole Einwértsstrome aufgezeichnet: Bei positiveren
Kommandospannungen als dem Gleichgewichts (Nernst-) Potenzial von K sind kleine Auswirtsstrome
zu registrieren (Lopatin 1994, Kubo et al 1995). Physiologisch hat dies aber keine Relevanz, da es hier

nicht zu Membranpotenzialen kommt die negativer als -90 mV sind.

2.5.7 Einwirtsgleichrichter Kanéle Kir

Die kardialen Kir Einwartsgleichrichter—Kanile werden aus 4 a-UE mit 2 Transmembrandsen Segmenten
M1 und M2 und einer Porenschleife gebildet (Abb 8). Da ihnen ein Spannungssensor fehlt, sind sie bei
allen Spannungen gedffnet oder sie sind ligandengesteuert Ixatp, Ixacn).. Grundsitzlich konnten die
Kanile K'-Strome in beide Richtungen zulassen. Ihre Einwirtsgleichrichter-Funktion entfalten sie indem
sie K'-Strome hauptsichlich nach Innen zulassen. Diese Funktion wird mit dem Verschluss der Pore fiir
intrazellulires K™ durch intrazellulires Mg®" und die Polyamine wie Spermin und Spermidin erreicht
(Lopatin et al 1994; Fakler et al 1995). Dieser Effekt tritt ein, wenn das Membranpotenzial positiv wird
und die elektrochemische Triebkraft fiir Kationen nach auBen wirkt. Es kann jetzt kein K" mehr von intra-

nach extrazellulir austreten. Somit schlieBen diese Kanile kurz nach Beginn der Depolarisation fiir K'-
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Auswirtsstrome, wenn der schnelle Na™-Einstrom dafiir sorgt, dass das Membranpotenzial positiv wird.
Mit zunehmender Repolarisation 6ffnet der Kanal und sorgt durch die jetzt flieBenden Strome fiir eine
Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials (Kubo et al 1993, Kubo et al 2005). Physiologisch tragt der
Kanal zur Repolarisation und zur Stabilisierung des Membranpotenzials vor allem durch seine K'-
Auswdrtsstrome bei (Nerbonne und Kass 2005). Es werden in vivo keine negativeren Membranpotenziale
als das K'-Gleichgewichtspotenzial von -90 mV erreicht, sodass es trotz offener Kanile keine Triebkraft
fiir einen K'-Einwirtsstrom gibt. Eine besondere Bedeutung scheint diesen Kanilen in metabolischen
Stresssituationen wie Hypoxie oder Ischimie zuzukommen. In ventrikuliren Myozyten wird die Offnung
von Igatp Kandlen durch die Anwesenheit von intrazellulirem ATP blockiert. Das bedeutet, dass in
Abwesenheit von ATP (Ischdmie, Hypoxie) diese Kandle zunehmend 6ffnen und damit zu einer

schnelleren Repolarisation fiihren (Findlay 1994).

2.6 Ziele und Arbeitshypothesen der Arbeit

Motiviert von dem klinischen Kontext der Herzinsuffizienztherapie durch mechanische
Unterstiitzungssysteme, ist es Ziel dieser vorliegenden Arbeit Umbauvorginge bei der durch die
mechanische Entlastung hervorgerufenen Atrophie besser zu verstehen. Da, wie in 2.4.3 zu lesen, die
elektrophysiologischen Verdnderungen bei kardialer Atrophie noch unvollstindig verstanden sind, sollen
in dieser Arbeit die elektrophysiologischen Eigenschaften des transienten K- Auswirtsstroms I, und
seinen moglicher Einfluss auf die APD an druckentlasteten, ventrikuldren Kardiomyozyten an einem
etablierten Tiermodell untersucht werden. Aufgrund der vielen oben genannten Parallelen (s 2.4.3 und
Tab 2) zwischen druckiiberbelasteten und druckentlasteten Kardiomyozyten sollen die neuen
Beobachtungen an den druckentlasteten Kardiomyozyten mit den bereits bekannten Verdnderungen, bei
hypertrophierten, chronisch druckiiberbelasteten Kardiomyozyten verglichen werden um zu iiberpriifen,
ob es sich um ein lineares Kontinuum handelt oder eine andere Beziehung zwischen den beobachteten

und gemessenen Effekten existiert:

Aus den bisherigen Daten und Erkenntnissen ergeben sich drei mogliche Hypothesen:

a) Es kommt zu elektrophysiologischen Verdnderungen bei den druckentlasteten Kardiomyozyten,
analog zu den phinotypisch-morphologischen, linearen Verdnderungen mit Hypertrophie und
Atrophie an den jeweils gegeniiberliegenden Enden eines (linearen) Kontinuums (Abb 11). Damit
wire eine Reduktion der Aktionspotenzialdauer (APD) und eine VergroBerung der

.« . + .
repolarisierenden K'-Strome: Iy, lss,Ix; zu erwarten.
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Abbildung 11 Hypothese a). Lineare Beziehung zwischen Atrophie und Hypertrophie
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Abb 11 zeigt die hypothetische lineare Beziehung zwischen Hypertrophie und Atrophie bzw mechanischer
Entlastung. In Rot: Die mégliche Verdnderungen durch mechanische Entlastung.

APD: Aktionspotenzialdauer L,: transienter K Auswdrtsstrom
'Wickenden et al 1998 (Mensch) Kilborn et al 1990 (Ratte)
3Terraciano et al 2003 (Mensch) *Escobar et al 2003 (Ratte)
*Wiesner et al 1997 (Ratte) SRose et al 2005 (Kaninchen)
'Swynghedauw et al 1995 (Mensch) $Sabbah 2004 (Hund)
’Depre et al 1998 (Ratte). ""Nattel et al 2007 (Mensch)

"Harding et al 2001 (Menschen,LVAD)

b) Es kommt zu keinen elektrophysiologischen Verdanderungen bei den druckentlasteten
Kardiomyozyten im Vergleich zu den Kontrollen im Hinblick auf die Aktionspotenzialdauer

(APD) und die darauf Einfluss nehmenden K - Strome.

¢) Es kommt zu &ahnlichen elektrophysiologischen Verdnderungen in einer nicht linearen, U-
formigen Beziehung (Abb 12), wie sie bisher bei fetalen und den chronisch druckbelasteten
Kardiomyozyten beobachtet wurden (Tab 2): Es kommt zu einer Riickkehr zu fetalen genetischen

Expressionsmustern, einer Zunahme der APD und einer Abnahme des I,
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Abbildung 12 Hypothese c). U-formige Beziehung zwischen Hypertrophie, Atrophie und fetalen Zellen
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Abb 12 zeigt die hypothetische U-formige Beziehung zwischen Hypertrophie und Atrophie bzw mechanischer
Entlastung. In Rot: Die mégliche Verdnderungen durch mechanische Entlastung.

APD: Aktionspotenzialdauer L,: transienter K Auswdrtsstrom
'Wickenden et al 1998 (Mensch) Kilborn et al 1990 (Ratte)
3Terraciano et al 2003 (Mensch) *Escobar et al 2003 (Ratte)
*Wiesner et al 1997 (Ratte) SRose et al 2005 (Kaninchen)
'Swynghedauw et al 1995 (Mensch) ¥Sabbah (Hund)
’Depre et al 1998 (Ratte) ""Nattel et al 2007 (Mensch)

"Harding et al 2001 (Menschen,LVAD)

2.6.1 Notwendigkeit eines Tiermodells

Es gibt eine Vielzahl von Problemen bei der systematischen Beantwortung der vielen noch offenen
Fragen zu den Einfliissen der VAD-Therapie bei Herzinsuffizienz. Es ist zwar, dank der gewonnenen
Gewebeproben aus der Herzspitze bei der VAD- Implantation, moglich Untersuchungen an humanen
Kardiomyozyten vor und bei moglicher Transplantation oder VAD-Explantation auch nach der
Entlastungstherapie durchzufiihren, jedoch scheitern viele prospektiv und randomisierte Studiendesigns
an offensichtlichen ethischen Problemen bei der Behandlung von Menschen. Dariiber hinaus ist die
Patientenpopulation sehr heterogen. Das betrifft die Ursache der Herzinsuffizienz, die Dauer der
mechanischen Entlastung sowie viele nicht zu beeinflussende Kofaktoren wie Begleiterkrankungen und
bestehende Medikamentenregime (Hall et al 2011). Eine mogliche Losung dieses Problems liegt in der
Verwendung von Tiermodellen. Auch hier wird kritisiert, dass es nicht moglich ist die Komplexitit der
humanen Herzinsuffizienz mit Tiermodellen abzubilden (Ambardekar und Buttrick 2011, Hall et al
2011). Geht es jedoch um die isolierte Untersuchung der Atrophie und der Effekte von Druckentlastung
am Myokard ist das Tiermodell der heterotopen Herztranplantation (Lindsey und Ono1969) geeignet:
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Dieses Modell bedient sich einer heterotopischen Herztransplantation (hHTx) bei genetisch identischen
Lewis-Ratten. Der Vorteil der Verwendung dieser Ratten ist vor allem ihre Isogenitit, die zum einen die
Vergleichbarkeit zwischen den entlasteten Tieren und den Kontrollen erhoht und zum anderen eine
Immunsuppression iiberfliissig macht. Dies ist besonders wichtig, weil Immunsuppressiva wie
CyclosporinA oder FK506 zusdtzlich zur Immunsuppression auch eine Blockade von Calcineurin
verursachen und dadurch auch andere intrinsische Effekte auf das kardiale Remodeling haben konnten

(Wang et al 2001).

Dieses hier angewandte Tiermodell gilt in weiten Kreisen als etabliert und akzeptiert um die molekularen
und zelluldren Verdanderungen der Entlastung zu untersuchen (Kolar et al 1995, Depre et al 1998, Razeghi
et al 2003, Ito et al 2003, Doenst et al 2001, Takaseya et al 2004, Doenst et al 2006, Razeghi et al 2007,
Oriyanhan et al 2007). Das gewihlte Modell induziert eine mechanische und durch die Denervierung
neurohumerale Entlastung, die dem des HeartMate® (Thoratec®) Systems gleicht (Radovancevic
Radovancevic et al 1992). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden dafiir die Begriffe ,entlastete

Kardiomyozyten“ oder ,,entlastete Herzen* verwendet.

Beziiglich der Elektrophysiologie ist zu beachten, dass es eine groBe Ahnlichkeit zwischen den dem AP
zu Grunde liegenden Na'-, Ca®"- und K'- Strémen und ihren molekularen Mechanismen bei Menschen
und Ratten gibt. Ein wichtiger Unterschied ist allerdings, dass bei Ratten und den meisten anderen
Nagetieren der I, einer der wesentlichsten Strome fiir die Repolarisation ist, beim Menschen allerdings
die verzogerten K™ -Gleichrichterstrome Ik, I, und der K'-Einwirtsgleichrichterstrom (Kir) einen

grofleren Anteil an der Repolarisation und damit der Formung des APs haben (Nerbonne et al 2005).
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2.7 Zusammenfassung und Fragestellung

Die Anpassungsfdhigkeit des Herzens an wechselnden Belastungen kann in beide Richtungen als ein
lineares, offenes Kontinuum ohne eine Abgrenzung zwischen den einzelnen Phénotypen beschrieben

werden (Abb 11 & 2.6 Hypothese a).

,Die Epidemie der Herzinsuffizienz® (Yancy et al 2013) nimmt jdhrlich an Pravalenz und Inzidenz in den
westlichen Industrienationen zu. Die Atiologie ist vielfiltig, das Krankheitsbild heterogen und die
Reduktion der Lebensqualitdt sowie die Sterblichkeit unverdndert hoch. Bis vor 15 Jahren galt die
Herztransplantation in der Behandlung der terminalen Herzinsuffizienz als alternativlios. Mittlerweile
haben sich mechanische Unterstiitzungssysteme, sogenannten VADs (ventricular assist devices), als de-
facto-Goldstandard der chirurgischen Therapie der Herzinsuffizienz etabliert. VADs sind gut verfiigbar,
verbessern die kardiale Funktion und damit die Lebensqualitdt. Die 1-Jahres-Mortalitit ist giinstiger als
bei Patienten nach Herztranplantation. Sie erreichen dies durch die mechanische Unterstiitzung und
Stabilisierung des HZVs und durch eine Umkehr des phénotypisch pathologischen, kardialen
Genexpressionsmusters. Auch wenn noch keiner dieser Ablaufe vollstdndig verstanden ist, konnten bisher
einige Gemeinsamkeiten bei Verdnderungen auf den Ebenen Metabolismus und Kontraktilitit in iiber-
und entlasteten Herzmuskelzellen beobachtet werden. Eine Besonderheit ist, dass die Implantation von
VADs bei den Patienten vermehrt zu ventrikuldren Rhythmusstérungen und EKG-Verdnderungen wie
QT-Verlangerungen fiihren. Diese konnen ebenfalls bei kardialer Hypertrophie auftreten. Diese
Gemeinsamkeiten wiirden dem Modell der kardialen Anpassungsfahigkeit als lineares Kontinuum (s 2.6
Hypothese a) direkt widersprechen. Basierend auf diesen Beobachtungen kann die Hypothese c (s 2.6)
dieser vorliegenden Arbeit begriindet werden, dass die Verdnderungen der entlasteten Kardiomyozyten
im Aktionspotenzial (AP)-Verlauf, den Repolarisationsstromen, insbesondere dem I, den bisher

beobachteten Verdnderungen der druckbelasteten, hypertrophierten Herzmuskelzellen gleichen werden.

Die Fragestellungen lauten konkret:

1. Welche Verdnderungen gibt es bei den druckentlasteten Herzen beziiglich des Herzgewichts und
der ZellgroBe als Zeichen einer Atrophie?
Gibt es dabei transmurale Unterschiede zwischen endokardialen und epikardialen
Kardiomyozyten?

2. Wie verdndert sich das ventrikuldre Aktionspotenzial (AP) bei entlasteten Herzen? Gibt es
dariiber hinaus auch hier transmurale Unterschiede zwischen Endokard und Epikard? Ahneln die

beobachteten Verdanderungen denen von hypertrophierten Herzmuskelzellen, entsprechend einer
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U-férmigen Beziehung? Gibt es keine Anderungen im Vergleich zu den Kontrollen oder liegen
die Veranderungen auf gegeniiberliegenden Enden eines linearen Kontinuums?

3. Welche Verdnderungen sind bei den druckentlasteten Kardiomyozyten in Bezug auf die
repolarisierenden K'-Stréme L, L, Ix; im Hinblick auf die Grofe ihrer Strome und der ihnen zu
Grunde liegenden Kinetik zu beobachten? Gibt es transmurale Unterschiede zwischen Endokard
und Epikard?

4. Sollte es zu Verdnderungen bei der APD oder dem grofBten der repolarisierenden lonenstrome aus
Frage 3, dem [, kommen: Basieren diese Verdnderungen auf einer Verinderung der
Kanalstruktur oder auf einer Anderung der Anzahl der Kanile aufgrund einer verinderten

Proteinexpression?

Aufgrund der ethischen und technischen Schwierigkeiten an humanen Kardiomyozyten eine solche
Studie prospektiv und randomisiert durchzufiihren, wurde das mit der isolierten Druckentlastung von
Herzen durch VADs vergleichbare Tiermodell der heterotopen Herztranplantation (hHTx) gewihlt, um
diese Fragen zu beantworten (s 2.6.1). Das Tiermodell (s 3.1) basiert auf einer 2-wochigen Entlastung
von Herzen minnlicher Lewis Ratten durch eine hHTx. Im Anschluss an diesen Zeitraum wurde zunéchst
eine echokardiographische Untersuchung durchgefiihrt, um am darauffolgenden Tag die entlasteten
Herzen sowie die nativen Herzen als Kontrollen zu explantieren. Darauf folgten eine enzymatische
Zellisolation aus den explantierten Herzen sowie schlieBlich Patch-Clamp Versuche an den isolierten
endokardialen und epikardialen Kardiomyozyten. Teile der Herzen wurden einer anderen Arbeitsgruppe,

randomisiert fiir molekulargenetische Untersuchungen zur Verfiigung gestellt (s 3.2-3.7).
Die Antworten auf diese Fragen sollen zum einen in den bestehenden Vergleich zwischen chronischer

Druckentlastung und Druckbelastung eingebracht werden, zum anderen soll ein Ausblick auf mogliche

Konsequenzen der VAD-Therapie und auf zukiinftig notwendige Untersuchungen gegeben werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiermodell

Linksventrikuldre Entlastung wurde in 26 méinnlichen Lewis Ratten (247+8g, Charles River, Sulzfeld,
Germany) mit Hilfe einer heterotopen abdominalen Herztransplantation (hHTx) erreicht. Die

Durchfiihrung erfolgte nach der Methode von Ono und Lindsey aus dem Jahr 1969.

Die Tierversuche wurden nach Genehmigung durch die Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und
Verbraucherschutz (BSG) und nach institutionellen Leitlinien des Instituts fiir Zelluldre und Integrative

Physiologie der Universitdt Hamburg durchgefiihrt.

3.1.1 Entnahme des Spenderherzens

Die Spenderratte wurde mit 4,5-5% Isofluran in eine tiefe Allgemeinanésthesie versetzt. Nach dem
Erreichen einer ausreichenden Anisthesietiefe wurde das Spendertier in Riickenlage fixiert, das Abdomen
mit einem Léngsschnitt er6ffnet und die abdominale Aorta sowie die V. Cava inferior prépariert. Es
wurden 100.000 IE Heparin in die V. Cava inferior injiziert um thrombembolische Komplikationen zu
vermeiden. Durch die Er6ffnung der Aorta abdominalis wurde das Herz entlastet. Es wurden 10ml, 4°C
kalte, kardioplege Losung (L-01) {iber die V. Cava inferior injiziert, welche das Herz durch die induzierte

Hypothermie und einen sehr hohen K'-Anteil zum Stillstand brachte.

Es erfolgte eine Sternotomie und das Freipréparieren des Herzens. Dazu wurden die folgenden zu- und

abfithrenden Gefiale des Herzens ligiert:
Vv. cavae inferior und superior sowie die Vv. pulmonales. AnschlieBend wurde das Herz von der Lunge,

den Hohlvenen sowie der Aorta abgesetzt und in die 4° kalte, kardioplege Losung zur Verwahrung bis zur

Implantation gelegt. Es wurde die kalte Ischdmiezeit notiert.

45



3.1.2 Implantation / Empfangertier

Das Empfangertier wurde mit einer volatilen 1,5-2Vol% Isofluran Monoanésthesie anésthesiert, intubiert
und mechanisch ventiliert. Das Tier wurde in Riickenlage fixiert und mit einem Langsschnitt eroffnet. Die
Aorta abdominalis und die V. cava inferior wurden infrarenal freiprapariert. Es erfolge das Abklemmen
der beiden freipriparierten Gefialle und eine anschlieBende zwei mm lange, longitudinale Inzision in
beiden GefaBlen. Das Herz wurde anterior zum Operateur positioniert, sodass der superiore und anteriore
Anteil der Aortenanastomose gendht werden konnte. Nach einer Wendung des Herzens nach posterior
konnte auch die Riickseite der aortalen Anastomose gendht werden sowie die vendse Anastomose
zwischen V. Cava inferior des Empfangers und dem Truncus Pulmonalis des Spenderherzens (Abb 13).
Anschliefend wurden die Klemmen wieder gedffnet und das Ende der kalten Ischdmiezeit vermerkt.
Diese betrug bei unseren Versuchen zwischen 35 und 50 Minuten. Die Herzkranzkranzgefalle wurden
wieder anterograd durchblutet und das Herz begann erneut zu schlagen. Nach ca ein bis zwei Minuten

Reperfusion stellte sich erneut ein Sinusrhytmus ein. Der Situs wurde schichtweise verschlossen.

Jedes Tier erhielt perioperativ eine subkutane Schmerztherapie mit Buprenorphin in einer Dosierung von
0,04mg/kg KG s.c. 30 Minuten vor Narkoseeinleitung sowie Caprofen intraoperativ in einer Dosierung

von Smg/kg KG s.c.

Folgender Blutfluss wurde mit der hHTx etabliert: Von der Aorta retrograd in die Koronararterien,
Koronarvenen, Koronarsinus, rechter Vorhof, rechter Ventrikel, Truncus Pulmonalis, V. Cava inferior.
Dies fiihrte, bei erhaltener funktioneller Perfusion des Herzens, zu einer nahezu vollstdndigen Druck- und

Volumenentlastung des linken Ventrikels.

3.1.3 Dauer der Entlastungstherapie

Die Dauer der Entlastung wurde bewusst auf 14 Tage festgelegt. Vorarbeiten wie von Depre et al 1998
und Doenst et al 2006 konnten zeigen, dass nach 2-wochiger Entlastungstherapie sich ein steady-state der

kardialen Atrophie einstellt.
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Abbildung 13 Heterotope HTX

Orthotopische Herz
= Kontrollen

= ' .
Right atrium —
o ¥ E L4 Abdominal

aorta

Donor aorta

Donor pulmonary
artery

Coronary

Left atrium

Heterotopisches Herz
= druckentlastet

IVC: Vena cava inferior.

Abb 13 (Modifiziert nach Hasegawa et al 2007): Das Spenderherz wird mit seiner Aorta ascendens an die Aorta
abdominalis des Empfingertiers end-zu-seit anastomosiert. Ebenfalls vorne im Bild der linke Vorhof mit seinen
ligierten Vv. Pulmonales. Danach wird im nédchsten Schritt das Spenderherz nach rechts geklappt und der in diesem
Moment noch unten liegende Truncus pulmonalis an die V. cava inferior des Empfingertiers End-zu-Seit
anastomosiert.

3.2 Linksventrikulire Masse und Herzfrequenz

Um das Ausmall der Atrophie und eine Reduktion der linksventrikuldren Masse sowie der Herzfrequenz
zu bestimmen, wurde eine echokardiographische Untersuchung der Ratten in Sedierung durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die Empfangertiere 14 Tage postoperativ 2D - echokardiografisch untersucht
(Vevo 600, VisualSonics). Die Untersuchung wurde in einer 1% Isofluran-Sedierung durchgefiihrt. Es
wurde der ventrikuldre Durchmesser lings, quer, die Wanddicke und der Durchmesser des linken
Ventrikels inklusive muskuldrer Wand echokardiographisch ausgemessen. Dies wurde jeweils fiir die
Systole und die Diastole durchgefiihrt. Die Werte wurden gemittelt. Nach Collins et al (2001) wurde die

linksventrikuldre Masse (LVM) aus folgender Formel und den gewonnen Daten ermittelt (Abb 14).

47



Abbildung 14 Echokardiographische Ermittlung der linksventrikuldren Masse (LVM)

Abb 14: Echokardiografischer, apikaler, 4-Kammerblick (beim Menschen) zur exemplarischen Verdeutlichung der

echokardiographischen Bestimmung der Ventrikelmasse.

LVM (mg)=1.05[5/6A1x(L+T) -(5/6A2xL) ] (Collins et al 2001).

LA
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RV
LV
L
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A2
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Linker Vorhof

Rechter Vorhof

Rechter Ventrikel

Linker Ventrikel

Innendurchmesser quer zum Ventrikel

Innendurchmesser quer zum Ventrikel + muskuldrer Wand
Innendurchmesser ldngs zum Ventrikel

Wanddicke

Die Herzfrequenz wurde aus den Daten der Echokardiografie in 1,5-2Vol%-Isofluran-Inhalationsnarkose

abgeleitet
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3.3 Zellisolation

Einen Tag nach der echokardiographischen Untersuchung, am 15. postoperativen Tag, wurden die
Empfingertiere erneut mit einer 1,5-2Vol% Isofluran-Narkose anésthesiert. Nach dem Erreichen einer
ausreichenden Narkosetiefe wurde das Abdomen eréffnet und das implantierte Herz freiprapariert. Nach
Abklemmung der abdominalen Aorta und der V. Cava inferior des Empfiangers wurde des implantierte
Herz an den Gefédllen abgetrennt, entnommen und sofort in 4° kalte, kardioplege Losung (L-01) gelegt,
woraufhin das Herz nach ca. vier bis fiinf Schldgen erneut zum Stillstand gebracht wurde. AuBlerdem
wurde im Anschluss eine Thorakotomie durchgefithrt und als Kontrolle das native Herz ebenfalls
explantiert und in 4° kalte, kardioplege Losung gelegt. Die Zellisolation wurde leicht modifiziert nach
einer Methode von Isenberg und Klockner von 1982 mit einer Langendorff Apparatur durchgefiihrt

(Isenberg und Klockner 1982).

Die Aorta wurde hierzu mit einem Glasréhrchen kaniiliert und freihdngend, anterograd, mit einem
konstanten Druck von ca. 75Smmg Hg von verschiedenen Ldsungen, die mit 100% - O, bei 37° C
aufgesittigt wurden, perfundiert. Es wurde fiinf Minuten mit einer Ca*" - freien Tyrode - Lsung (L-02)
gespiilt um Blutreste aus dem Herzen zu entfernen. Im zweiten Schritt wurde das Herz von einer
Enzymlosung, die das kardiale Bindegewebe auflosen sollte, fiir 15 Minuten rezirkulierend perfundiert.
Diese Enzymldsung bestand aus Kollagenase (Typ CLS2, 200U/ml, Biochrom KG, Berlin, Deutschland)
und Protease (Typ 14, 0,7 U/ml; Sigma, Miinchen, Deutschland) sowie Ca" - freier Tyrode — Lsung (L-
02). Anschliefend wurde, um die Enzymreste zu entfernen, das Herz nochmal mit einer einem mmol Ca*

- enthaltenden Tyrode - Losung (L-03) fiir fiinf Minuten gespiilt.

Nach der enzymatischen Behandlung wurde das Herz ldngs, entlang des Septum intraventrikulare
aufgeschnitten. Somit erhielten wir die freie Wand des linken Ventrikels. Aus dieser entnahmen wir je
zwei endokardiale und epikardiale Proben. Der eine Teil der entnommen Proben wurden in 1mmol Ca®" -
haltiger Tyrode - Losung gegeben, daraufhin fiir einige Minuten in einem 41° warmen Wasserbad
geschwenkt und anschlieBend gezupft. Dies erzeugte eine triibe Zellsuspension. Nach der Sedimentierung
dieser Suspension konnte mit den elektrophysiologischen Untersuchungen begonnen werden. Der zweite
Teil der Proben wurde kryokonserviert um zu einem spiteren Zeitpunkt die molekulargenetischen

Untersuchungen vornehmen zu kénnen.
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34 Patch Clamp Technik

1976 wurde von Neher und Sakmann aus Gottingen die Patch-Clamp Technik beschrieben
(Patch=Membranflicken, clamp=Klemme). Bei diesem Verfahren wird eine saubere polierte Mikropipette
aus Glas (Patch-Pipette) mit einer Elektrolytlosung (Pipettenlosung L.-04) gefiillt und vorsichtig auf die
Zellmembran gesetzt. Nun wird an der Pipette ein Unterdruck angelegt, wodurch sich die Pipette an der
Zellmembran festsaugt. Der sich unter der Spitze der Pipette befindliche Teil der Zellmembran (Patch)
wird so elektrisch von seiner Umgebung isoliert. Diese Abdichtung wird auch Seal genannt und der Seal-
Widerstand in Q gemessen. Seal-Widerstinde im Bereich von mehreren GQ werden auch Giga-Seals
genannt. Diese Giga-Seals erlauben die Registrierungen von so kleinen Stromspriingen (im pA Bereich),
wie sie durch einzelne Schaltvorginge von Ionenkandlen verursacht werden. Die Mechanismen, die zu
einem solchen Seal filhren konnen, sind dabei noch weitgehend ungeklért. Erstaunlich ist auch die
mechanische Belastbarkeit eines einmal erreichten Seals. Messungen konnten iiber eine halbe Stunde
hinweg vorgenommen werden. Die Badlosungen konnten ebenfalls wihrend des Experimentes getauscht
werden. Die Verbindung, die direkt nach einer Sealbildung vorliegt, wird auch als cell-attached
Konfiguration bezeichnet. Dies stellt die Ausgangsposition fiir weitere Ableitungsmoglichkeiten (whole-
cell, outside-out, inside-out) dar. Die Versuche in dieser Arbeit sind alle in der whole-cell - Ableitung
durchgefiihrt worden, es wird daher an dieser Stelle auf einer Vertiefung der anderen Mdglichkeiten
verzichtet. Im Folgenden sollen die Herstellung und die Eigenschaften einer whole-cell - Ableitung

erklart werden.

3.4.1 Die ,,cell-attached*- Konfiguration

Nach Erreichen eines GQ -Seals befindet sich die Zelle in der cell-attached Konfiguration. Es konnen nun

Strome gemessen werden, die durch den Membranfleck unter der Pipettenspitze flieBen.

Durch Modifikation der extrazelluldren Badldsung (L-05 — L07) konnen nur Ionenstréme unter Wahrung
des physiologischen Zellzustandes gemessen werden. An dieser Stelle ist aber weder das genaue
Zellmembranpotenzial noch die cytosolische Ionenkonzentration bekannt, was eine genaue Definition

unmoglich macht. Es ist die Ausgangsstelle fiir die Ganzzellableitung (whole-cell Konfiguration).
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342 Ganzzellableitung (whole-cell Konfiguration)

Bei der whole-cell Konfiguration korrespondiert das Zellinnere mit dem Pipetteninnenraum. Damit
konnen elektrische Strome iiber der gesamten Zellmembran gemessen werden. Aulerdem erlaubt es eine
Bestimmung und Verdnderung des Gesamtmembranpotenzials. Da hier nur ein Summenstrom, also alle
Ionenkanile gleichzeitig gemessen werden, wird nur ein sehr grobes Bild des Strommusters der Zelle
aufgezeichnet. Dies gibt dieser Ableitungsform den Namen Ganzzellableitung. Der Anteil der einzelnen

Kanalgruppen an dem Gesamtstrom variiert.

343 Die ruptured-patch Technik

Der Weg von der cell-attached Konfiguration zur whole-cell - Ableitung geht {iber die hierfiir {ibliche
ruptured-patch Technik. Es muss ein Zugang durch die Zellmembran geschaffen werden. Dafiir wird ein
kurzer Strompuls auf die Zellmembran gegeben (z.B. 900mV fiir 0,1s). Damit destabilisiert man die
Zellmembran an dem zuvor geschaffenen Patch, so dass man sie hinterher mit der vorsichtigen
Verwendung von Uber- und Unterdruckimpulsen an dieser isolierten Stelle mechanisch zerstdren kann.
Dies fiihrt zu einem korrespondierenden Raum zwischen Pipetteninnenraum und Zelle. Die cytosolische
Ionenkonzentration entspricht, durch Verdiinnung und Auswaschen mit dem viel groBeren

Losungsvolumen der Pipette, nun der des Pipetteninnenraums.

3.4.4 Strom- und Spannungsklemme

Ist der elektrische Zugang wie oben beschrieben etabliert, gibt es unterschiedliche Moglichkeiten die
Strome der Zelle zu registrieren. Man unterscheidet im Allgemeinen zwischen der Spannungsklemme
(voltage-clamp) und der Stromklemme (current-clamp). Bei der Spannungsklemme wird das
Membranpotenzial fest angelegt (,,geklemmt™) und die Strome registriert, die zur Aufrechterhaltung
dieses Potenzials notig sind. Bei der Stromklemme wird hingegen der gesamte Stromfluss iiber der Zelle
vorgegeben und das sich daraus ergebene Membranpotenzial registriert. Um das Ruhemembranpotenzial
zu erfassen, wird die ,,Nullstromklemme® als Sonderkonfiguration der Stromklemme angelegt. Dabei
wird der Gesamtstrom auf OpA ,geklemmt“. Das jetzt registrierte Membranpotenzial entspricht

weitgehend dem Ruhemembranpotenzial der Zelle.
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3.4.5 Die Ganzzellableitung und elektrische Strome

Das elektrische Potenzial in der voltage-clamp der Ganzzellableitung wird durch eine festgelegte
Kommandospannung V., festgelegt. Vi, entspricht nicht genau dem an der Zellmembran anliegenden
Potenzial V,,. Zwischen Mess- und der Referenzelektrode liegen zwei in Serie geschaltete Widerstdnde.
R,, der Serienwiderstand und R,, der Membranwiderstand. Im Idealfall ist Ry, der Widerstand zwischen
der Silber-Messelektrode und dem Zytosol der Zelle genauso grofl wie der Pipettenwiderstand Rps,.
Sollten jedoch beim Rupturieren der Zelle Verunreinigungen wie Membranbestandteile und
Zellorganellen in den Bereich der Pipettenspitze geraten, erhoht sich der R unter Umstdnden auf ein
Vielfaches. Dieser Wert ist stets zu kontrollieren. Es ist mdglich durch vorsichtige Uberdruckpulse die
Pipettenspitze wieder von Verunreinigungen zu befreien und den R zu senken. Der R; lag bei allen
Versuchen iiblicher Weise <10 MQ. Wie bereits erwihnt, liegt in Reihe zum R; zusétzlich noch der

Membranwiderstand R,,, sodass sich folgende Gesamtsituation ergibt.

Rges= R+ Rin dementsprechend gilt auch Vin=Vpip-Vs

Wobei V; die am Serienwiderstand R abfallende Spannung ist.

Aus dieser Beziehung erkennt man, dass V., nur dann anndhernd Vpi, gleicht, wenn Ry sehr viel kleiner
als Ry, ist und damit V sehr klein wird. So fillt die Kommandospannung zum grofiten Teil an der
Zellmembran ab und man kann V,, anndhernd mit Vpj, gleichsetzen, also mit dem tatsdchlichen
Zellmembranpotenzial. Um also Verfialschungen der Ergebnisse zu vermeiden, wurden nur Zellen mit

sehr niedrigen R fiir die Messungen ausgewahlt.

3.4.5.1 Kompensation des Serienwiderstandes Ry

Wie bereits erwihnt, fillt bei der Spannungsklemme immer ein Teil der Kommandospannung Vpi, am
Serienwiderstand R ab. Das fiihrt, wie ebenfalls unter 3.4.5 beschrieben, zu einer niedrigeren Spannung
an der Zellmembran als im Versuchsprotokoll vorgesehen ist. Zur Kompensation dieses Verlustes addiert
die Software des Verstirkers einen zusétzlichen Strom hinzu. Ry wird zu diesem Zweck stindig mit einem

Testpuls {iberpriift und der zu erwartende Verlust berechnet. Die Kompensation wurde auf 85 % begrenzt.
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3452 Ubergangspotenziale und deren Kompensation

Ein Ubergangspotenzial ist ein elektrisches Potenzial was an Grenzflichen zwischen unterschiedlichen
Losungen oder einem Leiter und einer Losung entsteht. Es sind lonenverschiebungen aufgrund von

Konzentrationsunterschieden die diese Potenziale erzeugen.

In unserem Versuchsaufbau gibt es folgende Ubergiinge auf dem Weg von der Referenz zur

Messelektrode.

1. Ag/AgCl-Messelektrode im Referenzbad und der Pipettenlosung.
2. Zwischen der Pipettenlosung in der Agar-Briicke und der Badldsung
3. Zwischen der Badlosung und der Pipettenldsung in der Pipettenspitze

4. Zwischen der Pipettenlosung und der Ag/AgCl Referenzelektrode des Verstirkers

Potenzial 1+4 sind gleich grofl und heben sich gegenseitig auf. Potenzial 2+3 sind ebenfalls gleich grof3
und heben sich so lange gegenseitig auf, so lange die Pipettenspitze frei in der Losung liegt. Kommt es zu
einem Seal mit einer Zelle, gibt es keine Grenzflaiche mehr zwischen Bad- und Pipettenlosung. Und damit
auch keine Grenzfliche 3. Die Grenzfliche in 2 bleibt bestehen, ihr Ubergangspotenzial wurde fiir alle
Losungen bestimmt und wird automatisch von der Software des Verstirkers beriicksichtig. Bei der
Standard Pipettenldsung liegt das Ubergangspotenzial (K-Glutamat)-Losung bei ca. 12mV mit der
Tyrode - Losung.

3.4.6 Vorzeichen

Die Richtung des Stromflusses und das angelegte Potenzial werden aus Sicht der Zelle benannt. Ein
Einwartsstrom bedeutet, positive Ladungstrager flieBen in die Zelle hinein bzw. negative Ladungstrager

flieBen hinaus. Ein solcher Einwértsstrom wird mit einem negativen Vorzeichen (-) versehen.

Auswirtsstrome bedeuten analog dazu, dass entweder positive Ladungstriager aus der Zelle hinausflieBen
bzw. negative Ladungstriger in die Zelle hineinflieBen. Damit erhalten Auswirtsstrome ein positives
Vorzeichen (+). Einwértsstrome sind somit in Grafiken unterhalb der X-Achse (Nulllinie) zu finden,
Auswirtsstrome  werden oberhalb aufgetragen. Negativere Klemmpotenziale als -80mV
(Ruhemembranpotenzial) entsprechen einer Hyperpolarisation der Membran (das Zellinnere ist negativer

als der Extrazellularraum), positivere Klemmpotenziale entsprechen einer Membrandepolarisation.
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3.5 Das Patch-Clamp Setup

3.5.1 Mechanische Komponenten und Schutz gegen Umwelteinfliisse

Bereits kleinste Bewegungen zwischen der Pipette und der Zelle (Gr6Be im um Bereich) konnen Patch-
Clamp-Versuche storen oder gar die zu untersuchende Zelle zerstéren. Daher wurden -einige
Vorkehrungen getroffen um den Versuchsstand gegen auch kleinste mechanische Erschiitterungen
abzuschirmen. Der Versuchsstand wurde auf einem Luftkissen gelagert und zusétzlich auf einem

schwingungsgeddmpften Steintisch aufgebaut:

Ein Faradayscher Kifig aus Eisen schiitzte den Versuchsstand vor elektromagnetischen Feldern in der
Umgebung. Vorverstiarker und Pipettenhalterung wurden an einem motorgetriebenen Mikromanipulator
(HS6/3 Marhduser) montiert. Das Mikroskop war ein inverses Auflichtmikroskop (Zeiss Axiovert 25).
Die Versuchskammer wurde hierbei von oben beleuchtet und die Objektive von unten an die Kammer
herangefiihrt, sodass oben genug Platz fiir die anderen Versuchsapperaturen, wie z.B. die

Pipettenhalterung, blieb.

Das Mikroskop erreichte 100 - bzw. 400 - fache Vergroferung. Eine an das Mikroskop angeschlossene
CCD-Kamera (Sony) erlaubte ein zusitzliches Beobachten der Zelle iiber einen Monitor. Die
Pipettenhalterung war mit einem Schlauch verbunden iiber den per Glasspritze oder mit einem

Mundstiick Uber - und Unterdriicke in der Pipette erzeugt werden konnten.

352 Versuchskammer

Die Versuchskammer war eine Eigenkonstruktion der Werkstatt aus Plexiglas 6x7 cm in Lange und
Breite sowie 7 mm Dicke. Es wurden ein Versuchs- und ein damit verbundener Absaugkanal
hineingefrist. Zusdtzlich gab es eine getrennte Kammer fiir die Referenzelektrode. Badlosungen wurden

iiber einen separaten Einlaufstutzen direkt in die Versuchskammer injiziert.
Der Absaugkanal, der sich parallel zum Versuchskanal befand und mit ihm durch einen Tunnel

verbunden war, konnte {iber eine Absaugpipette abgesaugt werden. So lie sich der Fliissigkeitspegel in

der Versuchskammer regulieren.
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Links vom Absaugkanal befand sich zudem die Kammer fiir die Referenzelektrode, die mit der
Versuchskammer {iber eine Agarbriicke, die in Pipettenldosung getrankt war, verbunden wurde. Unter

Versuchsbedingungen befanden sich ca. 0,5ml Fliissigkeit in der Versuchskammer.

Der Einlaufstutzen wurde iiber Perfusor®-Leitungen der Firma Braun-Melsungen AG, Deutschland, mit
den Reservoirbehéltnissen der Versuchslosungen verbunden. Bei den Reservoirbehéltnissen handelte es
sich um 50ml-Perfusorspritzen. Die Regulation des Zuflusses geschah iiber Absperrhdhne. Ein kompletter

Losungstausch konnte in ca. drei Sekunden erfolgen.

3.5.3 Elektrische Komponenten

3.5.3.1 Der Verstiarker

Der Patch-Clamp-Verstarker besteht aus zwei Komponenten. Einem Vorverstirker und einem

Hauptverstérker.

Der Vorverstiarker misst das Stromsignal und wandelt es in die Messspannung um. Der Hauptverstarker
amplifiziert dieses Messsignal noch weiter und kann es zusitzlich filtern. Er dient auBerdem als

Steuereinheit. Das Prinzip des Schaltkreises wird in Abbildung 15 verdeutlicht:

Der Differentialverstirker registriert an seinen beiden Eingdngen — und + eine mogliche Differenz
zwischen dem tatsdchlichen Membranpotenzial E;,, und der Kommandospannung E. Daraufhin gibt er an
seinem Ausgang einen proportionalen Strom ab, der die Differenz zwischen E. und E,;, kompensieren soll.
Es existiert nun eine Potenzialdifferenz zwischen 2 und 1 (Abb 15). Da der Verstiarker einen
Eingangswiderstand in der GroBenordnung von 1012 Q besitzt kann der Strom nicht wieder in den
Verstarker zuriirckfliessen, sondern flieft iiber den Riickkopplungswiderstand R; bis E,=E.. Die
Differenz zwischen Ausgangsspannung des ersten Verstirkers und der Kommandospannung kann
letztendlich vom Vorverstirker gemessen und an ein Oszilloskop bzw. an einen Computer ausgegeben

werden.
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Abbildung 15 Verstirker Schaltkreis
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Dies ist eine vereinfachte Darstellung des Patch-Clamp-Verstirkers. Ev enthdlt einen Vorverstirker sowie einen
Differentialverstdrker (OP-AMP). E.=Kommandospannung (Voin)- R=Riickkopplungswiderstand.
E,.=Membranpotenzial. Modifiziert nach Feigenspan Praktikum Neurophysiologie, Patch clamp Skript WS05,
Neuroscience Universitit Oldenburg 2005

Es wurde der Verstiarker EPC9 der Fa. HEKA, Lambrecht, Deutschland, verwendet. Die Steuerung und
Sicherung der Daten erfolgte iiber die Software ,,Pulse” der Firma HEKA auf einem Power Macintosh

9500/200.

3.53.2 Elektroden

Die Referenzelektrode bestand aus einem Silber/Silberchlorid Pellet und wurde in das Referenzbad
getaucht. Die Messelektrode des Verstirkers bestand aus einem Silberdraht, der in einer 100 mmol/l KCl-
Losung zuvor chloriert wurde. Uber diesen Draht wurde fiir jeden Versuch eine neue Pipette, gefiillt mit
Pipettenlosung, aus Borosilikat-Glas gestiilpt. Die elektrische Verbindung zwischen Mess- und
Referenzelektrode (Versuchskammer und Kammer der Referenzelektrode) wurde durch eine Agar-
Briicke hergestellt, ein U - formiges Glasrohrchen, welches mit der jeweiligen Pipettenldsung, geliert mit

2% Agar-Agar, gefiillt wurde.
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3,533 Die Pipetten

Die von uns verwendeten Pipetten wurden mit einem Pipettenziehgerdt, Modell Flaming/Brown P-97
(Sutter Instruments Company, San Rafael, CA, USA) aus 7,5cm langen Kapillaren aus Borosilikatglas
mit einem Innendurchmesser von 0,86mm gezogen (GC 150-15, Clark Electromedical Instruments,

Harvard Apparatus Ltd., England).

Das Ziehgerdt war iiber die Parameter: Temperatur, Ziehgeschwindigkeit, Zugkraft und Anzahl der
Zyklen programmierbar. Die Borosilikatréhrchen wurden horizontal eingespannt und durch einen
Platinheizdraht in der Mitte erhitzt. Die so erweichten Glasrohrchen wurden nun in sieben Stufen gezogen
bis sie auseinanderrissen. Es entstanden so zwei ca. vier Zentimeter, an der Spitze diinn auslaufende,
Patchpipetten. Die Pipettenspitzen wurden anschlieBend an ihren Spitzen mit Hitze ,,poliert” um
eventuelle Unebenheiten nach dem Abrissvorgang zu beseitigen und eine gute Sealbildung mit den
Versuchszellen zu erleichtern. Ein durchschnittlicher Pipettenwiderstand (Rpj,) lag bei Pipettenlosung

4+0.1MQ (K-Glutamat Losung) (n=73).

3.54 Durchfiihrung der Patch-Clamp Experimente

Von der zuvor hergestellten Zellsuspension (wie in 3.3 beschrieben) wurden 100ul in die Badldsung
(L05-L07) hinein pipettiert. Nach einer kurzen Wartezeit von 3-5 Minuten hatten sich alle Zellen auf dem
Boden der Versuchskammer abgelagert. In 100-facher VergroBerung wird die gesamte Versuchskammer
nach geeigneten Versuchszellen durchmustert. Solche Zellen sind nicht spontan kontrahierende, ,,intakte*

Zellen mit der typischen Querstreifen (Abb 16).
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Abbildung 16 Ventrikuldre Myozyte im Auflichtmikroskop

Abb 16 zeigt eine ventrikuldre Kardiomyozyte mit der typischen Querstreifung sowie die Patch-Clamp-Pipette
(Modifiziert nach Verkerk et al, Europace 2007).

Daraufhin wird die ,,Patch-Pipette mit der entsprechenden Pipettenlosung gefiillt. Durch Erzeugung
eines Unterdrucks mittels einer Einwegspritze wurde zunichst die Pipettenspitze und anschlieBend der
Rest der Pipette mit einer 26 G Spinalkaniile gefiillt. Luftblasen wurden nicht toleriert und vorsichtig
herausgeklopft. Nachdem die Pipette mit der Pipettenlosung (L-04) gefiillt wurde, wurde sie vorsichtig
auf die Silber/Silberchlorid Messelektrode gesetzt, so dass die Messelektrode ca. vier Millimeter in die
Pipettenlosung hineinragte. Die Pipette wurde vorsichtig mit dem Mikromanipulator in die
Versuchslosung hineingefahren. An dieser Stelle musste dafiir gesorgt werden, dass bereits vor dem
Eintauchen in die Badlosung ein leichter Uberdruck in der Pipette anliegt um Verunreinigungen durch die
Badlésung/Zellsuspension zu vermeiden. Nach dem Eintauchen wurde automatisch vom EPC-9-
Verstarker das dort gemessene Potenzial als Nullpunkt festgelegt. Jegliche Grenzschichtenpotenziale
wurden an dieser Stelle mitkompensiert. In 400-facher VergroBBerung wurde die Pipette vorsichtig auf die
Zelle aufgesetzt. Die Anndherung an die Zelle wurde iiber die Kamera sowie ein akustisches Signal
mitverfolgt, was den Membranwiderstand in unterschiedliche Tonhéhen umwandelte. Nun wurde der
Uberdruck in einen Unterdruck umgewandelt. Dies fiihrte in iiber 50 % der Zellen zu einer GQ-Seal-
Bildung, also einer kompletten Abdichtung zwischen Pipettenspitze und Zellmembran. Dies stellte die in
3.4.1 Dbeschriebene cell-attached Konfiguration dar. Von hier wurde anschlieBend in die
Ganzzellableitung (,,whole-cell Modus* 3.4.2; Abb 17) gewechselt. Mit den im EPC-9 implementierten
Routinen konnte nun die Zellkapazitit (C,) sowie der Zugangs- bzw. Serienwiderstand (R;) bestimmt

werden. Die Samplefrequenz lag bei 5 kHz. Die Ganzzellstrome wurden bei 1 kHz gefiltert.
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R; lag bei den hier durchgefiihrten Versuchen im Mittel in der K-Glutamatlosung bei 6.1£0.3 MQ (n=57)
und wurde wie in Kapitel 4.4.5 beschrieben zu 85 % kompensiert. Auflerdem wurden die
Kardiomyozyten anschlieBend auf ihr zu erwartendes Ruhemembranpotenzial von Vpi;=-80 mV
geklemmt um Kontraktionen zu verhindern. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur zwischen

21°und 24° C durchgefiihrt.

Abbildung 17 Ganzzellableitung

pipette

Badlosung = Erdung

Abb 17 zeigt vereinfacht die Schaltungsskizze einer Ganzzellableitung mit einer Zelle in der Badlosung.
C,=Membrankapazitit; R,=Membranwiderstand; R;=Serienwiderstand. Modifiziert nach Feigenspan, Praktikum
Neurophysiologie, Patch clamp Skript WS05, Neuroscience Universitdit Oldenburg 2005
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3.6 Die Pulsprotokolle und Strommessungen

Um die unterschiedlichen -elektrophysiologischen Eigenschaften der Zelle zu messen, mussten
verschiedene Pulsroutinen iiber den Verstarker in den beiden Modi Stromklemme und Spannungsklemme

durchlaufen werden. Fiir einige Messungen war zusétzlich eine Verdnderung der Badlosungen notwendig.

3.6.1 Zellkapazitit C,, und Serienwiederstand Rg

Nach der Etablierung eines GQ-Seals und dem Wechsel in die Ganzzellableitung (s 3.4.2 und 3.5.4)
konnte die Zellkapazitit bestimmt werden. Dafiir musste die Zelle in den Spannungsklemmmodus. Eine
Zelle an die eine Spannung angelegt wird, verhdlt sich wie ein Kondensator der elektrisch aufgeladen
werden kann. Diese Kapazitit C,, konnte jetzt wie der Serienwiderstand R, liber den EPC-9 Verstirker

gemessen werden. Die Grofle der Kapazitdt korrelierte mit der Zellgrofe.

3.6.2 Ruhemembranpotenzial (R,,). und Aktionspotenzialdauer APD

Nach der Messung der Zellkapazitdt wurde der Verstirker in den Stromklemmmodus umgeschaltet. Die
Zelle wurde nun auf einen festen Strom von OpA geklemmt. Dieser Modus wird ,,Nullstromklemme2
genannt. Die jetzt iiber der Membran anliegende Spannung entsprach dem Ruhemembranpotenzial (Ry,).

Die Zellen wurden anschlieBend mit rechteckigen in der Stromgréfe zunehmenden Pulsen von 5 ms
Dauer in einer Frequenz von 0.3Hz bis zur Auslésung des APs depolarisiert und die folgenden

Aktionspotenziale (AP) registriert und ausgewertet.

3.6.3 I, und I, Kinetik (I, Inaktivierung und Erholung von der Inaktivierung)

Um alle Eigenschaften des transienten K'-Auswirtsstroms zu erfassen, wurde nicht nur der Strom selbst
(s 3.6.3.1), sondern auch die Kinetiken der ihm zu Grunde liegenden Kanile gemessen und errechnet (s

3.6.3.2-3.6.3.4).
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3.6.3.1 Messung des transienten K" - Auswirtsstroms I,

Im Anschluss an die APD-Registrierungen wurde der Verstdrker fiir die Messungen der Ionenstrome in
den Spannungsklemmmodus umgeschaltet (s 3.4.4). Das bedeutet, an die Zelle wurde eine vorgegebene
Spannung Vpi,, die bei einem zu vernachldssigbar kleinem Ry, dem Membranpotenzial V,, entspricht,
angelegt, sodass anschlieend die zur Aufrechterhaltung des angelegten Membranpotenzials nétigen

Tonenstrome (Na*,K",Ca®") registriert werden konnten.

Um ausschlieBlich K*-Stréme zu registrieren, mussten die spannungsabhingigen Na' - und Ca®" - Kanile
vor unseren Messungen blockiert und inaktiviert werden. Zum einen wurde die Badlésung hierfiir durch
eine CdCl, 0.03 mmol/L - haltige Losung ersetzt. Das Cd*" ist in der Lage konzentrationsabhingig die L-
Typ-Ca®*- Kanile zu blockieren. Zur Ausschaltung der Na“-Kanile wurde die Zelle kurz vor der Messung
tiber 20 ms auf Vpi,—-50 mV vordepolarisiert. Diese wurden dadurch fiir den Zeitraum unserer Messung

refraktér.

Abbildung 18 Pulsprotokoll des I,

+60mv

+0mv

-60mv

-90mv 20ms 600ms -90mv

Abb 18 zeigt das Pulsprotokoll des I,,; Ein 20ms langer Vorpuls von -90mV auf -50mV und anschliefSend jeweils
600ms lange Depolarisationen von -90mV auf'-60 bis +60mV in 20mV — Schritten

Zur Registrierung des I, wurde die Zelle nun in einer Frequenz von 0.3Hz mit 600ms andauernden
Pulsen, ausgehend jeweils von ihrem Ruhemembranpotenzial von Vpjy= - 90mV auf -60mV bis +60mV in
20mV-Schritten depolarisiert. Um die I,-GroBe zu quantifizieren, wurde der transiente Anteil des
flieBenden Stromes errechnet, in dem man den Ruhestrom am Ende des 600ms Spannungspulsintervalls
von dem gemessenen Spitzenstrom abzog. Die flieBenden Strome wurden auf die ZellgroBBe

(Zellkapazitit) normalisiert und gegen die Zeit aufgetragen (Abb 18).
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3.6.3.2 Inaktivierungszeitkonstante t (I;,)

Bei der Betrachtung des Stromkurvenverlaufs wird deutlich, dass der gemessene Strom bei einer
definierten Klemmspannung V,;, iiber die Zeit abfillt (Abb 9 und Abb 25). Dieser Abfall folgt einer
monoexponetiellen  Funktion. Aus der Geschwindigkeit des Abfalls ldsst sich die

Inaktivierungszeitkonstante fiir den Iy, T(10) (ms) berechnen:

-t

f(t) =Lparxet

Imax:  Ausgangswert (Maximaler I,)
t: Zeit

T: Inaktivierungszeitkonstante ,,Tau“ T

Dies wurde unter Zuhilfenahme der Auswertungssoftware Pulsefit (HEKA Elektronik) fiir die
unterschiedlichen Klemmspannungen Vy;, durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die errechneten
Zeitkonstanten gegen die Klemmspannung V,;, mit Hilfe der Software PRISM (Graphpad Software)

aufgetragen.

3.6.3.3 Steady - State - Inaktivierung

Die Steady-State-Inaktivierung zeigte den Strom des I, bei seiner maximalen Aktivierung bei +60mV
nach unterschiedlichen, im Protokoll definierten, Konditionierungs-Vorpulsen. Hierfiir war ein zwei-

schrittiges Pulsprotokoll nétig (Abb 19).
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Abbildung 19 Steady-State Inaktivierungsprotokoll Iy,

+60mV

omV omV

-90mV -90mV
600 ms 600 ms

Abb  19:  Steady-State-Inaktivierungs-Protokoll:  Ein  600ms langer variabler (Vp,-90 bis +10mV)
Konditionierungspuls, gefolgt von einem 2. Puls fiir 600ms auf Vpip=+60mV (bei dem der I, seine maximale
Aktivierung zeigt).

Der erste Puls war der Konditionierungspuls fiir eine Dauer von 600ms, der in 10mV - Schritten von -
90mV bis +10mV gesteigert wurde. Anschlieend folgte ein zweiter Puls auf +60mV fiir weitere 600 ms.
Die maximal gemessene Grofle des I, beim 2. Puls wurde mit der maximalen Grofe des I, beim

Konditionierungspuls von -90mV in Annahme einer Maxwell-Boltzmann Verteilung korreliert.

I—90mv <V1—Vpip>
2

1+e k

f_ Ime . 1

Li: Maximaler I, beim 2. Puls nach dem Konditionierungspuls von Vpip=x mV
Loomv: Maximaler I, beim 2. Puls nach dem Konditionierungspuls von -90mV

Vyip:  Konditionierungspotenzial

Vin:  Vpip bei dem die halbmaximale Inaktivierung vorliegt

k: gibt die (negative) Steigung der Boltzmannkurve (=slope) an

Der relativ gemessene Strom wird im Ergebnisteil fiir jedes Konditionierungs-Membranpotenzial (Vpi,)
aufgetragen. Bestimmt wird daraus V., das Konditionierungspotenzial bei dem 50 % des I, in der Steady-
State-Inaktivierung vorliegen (relativer Strom 0.5) sowie die (negative) Steigung der Boltzmannkurve

(Slope) k.
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Die Einpassung in die Boltzmann Kurve erfolgte mit der Software Pulsefit (HEKA Elektronik). Die
graphische Auftragung mit der Software PRISM (Graphpad Software).

3.6.34 Erholung von der Inaktivierung

Um die Erholung von der Inaktivierung zu messen, wurde folgendes Pulsprotokoll zu Grunde gelegt:

Abbildung 20 I,,: Messprotokoll der Recovery (Erholung von der Inaktivierung)

+60mV

-20mVvV 600 ms 5-5000ms 600 ms -290mV

Abb 20: Zwei aufeinanderfolgende, 600ms-andauernde Pulse von Vpy,= -90mV auf +60mV. Das Zeitintervall
zwischen den Pulsen wird exponentiell (x'’) gesteigert.

Es wurden zwei depolarisierende Pulse von -90 mV auf +60 mV abgegeben. Beide hatten eine Dauer von
600ms. Das Intervall zwischen beiden Pulsen wurde von 5ms auf 5000ms exponentiell (x'~) gesteigert
und die flieBenden Strome registriert. Der maximale Strom des I, beim zweiten Puls wurde mit dem
Strom des ersten Pulses korreliert. Diese Werte wurden gegen die Zeit aufgetragen und exponentiell mit
Hilfe von Pulsefit (HEKA Elektronik) eingepasst. Zur besseren Auflosung des Kurvenverlaufs wurde die
relative Stromstdrke (2. Puls normiert auf den 1. Puls)linear, die Zeit hingegen halblogarithmisch

aufgetragen. Die Kurven (Abb 26C) wurden mit Hilfe einer biexponentiellen Funktion eingepasst.

I, —t1 —t2

f(t) = E =1 - ((lnaxe1 * 67) + (Inaxt2 * e?) )

I: Strom beim 1. Puls= maximaler Strom
I, Strom beim 2. Puls

t1 12: Zeitkonstanten

e: eulersche Zahl

Linax maximaler erreichter Strom beim 2. Puls zum Zeitpunkt t1+t2
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3.6.4

Der Iy, der verzogerte Gleichrichtungsstrom (delayed rectifyer) ist ein langsam aktivierender und fast gar
nicht inaktivierender Strom. Dieser erreicht daher gerade bei prolongierter Depolarisation einen steady-
state (Apkon et al 1991). Zur Registrierung des Iy, wurde das gleiche Protokoll wie fiir den I, verwendet,
jedoch wurden hierbei die verbleibenden Strome nach jeweils 600ms registriert. Am Ende des 600 ms
dauernden Spannungspulses zur Registrierung des I, war dieser bereits inaktiviert (Bryant et al 1999,

Volk et al 2001) und es blieb nur der steady-state - K'-Auswirtsstrom I, zu registrieren.

3.6.5 Der K+—Einwéﬂsgleichrichter Strom Ik,

Der Einwirtsgleichrichterstrom  ist ein  wichtiger Strom  zur  Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotenzials und triagt auBerdem zum spiten Anteil der Repolarisation bei. Das Pulsprotokoll

fiir diesen Strom ist in Abbildung 21 dargestellt.

Die Zelle wurde fiir jeweils 600 ms, schrittweise in Stufen von 10mV, von V= -120mV bis V=

+20mV geklemmt.

Abbildung 21 IK1 Einwirtsgleichrichterstrom-Pulsprotokoll

+20mv

+0mv

-120mv

600ms

Abb 21: Die Zelle wurde fiir jeweils 600ms, schrittweise auf Membranpotenziale von Vpj,—-120mV bis +20mV in
Schritten von 10mV geklemmt.
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Um den BaCl, sensiblen K" - Strom zu messen, wurde unserer Badlosung 1mmol/l BaCl, nach dem ersten
Durchlauf des Protokolls beigemischt. Die dann registrierten Strome wurden am Ende von den zuerst

gemessenen (ohne BaCl,) abgezogen.

3.7 Quantitative PCR - Analyse

Die im Rahmen der Zellisolierung gewonnenen und mit fliissigen Stickstoff eingefrorenen Gewebeproben
der epikardialen und endokardialen Schichten der freien Wand des linken Ventrikels bildeten die
Grundlage fiir die spiter von Dr. med. D. Goltz aus dem Institut fiir vegetative Physiologie und
Pathophysiologie der Universitit Hamburg durchgefiihrte quantitative PCR - Analyse. Es wurde eine
quantitative real time-PCR nach Standardmethoden der Molekularbiologie durchgefiihrt (Goltz et al
2007).

3.8 Auswertung der Experimente / Statistik

Alle aufgefiihrten Werte sind die arithmetischen Mittelwerte mit ihren entsprechenden Standardfehlern
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Signifikanzen wurden je nach Indikation mit Hilfe von ein- oder
zweifaktorieller univariaten Varianzanalysen (ANOVA), gefolgt von Newman-Keuls posthoc tests, oder
unter Verwendung eines zweiseitigen, ungepaarten Student t-tests berechnet. Dazu wurde die Software
PRISM (Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA) zur Hilfe genommen. Signifikant sind
Unterschiede mit p<0.05. Fiir p, die Irrtumswahrscheinlichkeit, gilt dabei
*=p<0.05;**=p<0.01;***=p<0.001,****=p<0.0001

Die Steuerung des EPC-9 —Verstirkers sowie die Aufzeichnung der gemessenen Daten wurde von der
Software ,,PULSE“ (HEKA Electronic, Lambrecht, Deutschland) {ibernommen. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit ,,PULSEFIT* sowie IGOR (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA). Die Statistik
bzw. statistische Analysen wurden mit PRISM (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefiihrt
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3.9 Die Losungen, Enzyme und Chemikalien

Tabelle 4 Losungen

Bezeichnung Inhaltsstoffe (in mmol) Titriert mit

. NaCl 15; KCl 9; MgCl: 4;
.01 Kardioplege NaH2PO4 0,33; CaCl2 0,015; NaOH

Losung Glukose 10; Mannitol 238
Tyrode Losung NaCl 138; KCI 4; NaH,PO4
(Ca*" - frei) 0,33; MgCl, 1; HEPES 10;
L-02 Glukose 10 NaOH

Tyrode Losung NaCl 138; KCI 4; NaH,PO4
L-03 (Ca%-haltig) 0,33; CaCl, 1; HEPES 10; NaOH
Glukose 10

Bezeichnung Inhaltsstoffe (in mmol/l) Titriert mit

‘ K-glutamate 120, KCI 10,
L-04 Pipettenlosung MgCl, 2, EGTA 10, HEPES KOH

10, Na,-ATP 2
Bezeichnung Inhaltsstoffe (in mmol/l) Titriert mit
NaCl 138; KCI 4; NaH,PO
Standard > ’ 2
L-05 i i 0,33; MgCl, 1; CaCl, 2; NaOH
HEPES 10, Glukose 10
' NaCl 138; KCI 4; NaH2PO4
L-06 ZWGI}G 0,33; MgClz 1; CaClz 2; NaOH
Badlosung  HEPES 10, Glukose 10, CdCl,

0,03
Badlssune gur NEC1 138; KCI 4 NaH,PO,
107 Mosorma 200 033 MgCl, 1; CaCly 2;
. ung BaCl, 1; HEPES 10, Glukose
K1
10;

NaOH

Die Titration erfolgte fiir alle Losungen mit den angegebenen Substanzen auf einen pH von 7,30.



Tabelle 5 Chemikalien und ihre Herkunft

Substanz Hersteller

Kollagenase Biochrome AG

SIGMA-ALDRICH

.
LB ) GmbH (A-2383),

SIGMA-ALDRICH

IR ETiEo) GmbH (M-9546).
EGTA Roth GmbH&Co KG
Glukose Fluka Chemie GmbH
Glutamat SIGMA-ALDRICH

GmbH (H-3375).
HEPES SIGMA (P-5147).

SIGMA-ALDRICH
Protease

GmbH

Die Chemikalien wurden von Merck (CdCl,, HCl, KCI, KOH, NaOH, CaCl2, MgCI2) und J.T. Baker
(NaCl) bezogen.
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3.10

Zeitlicher Versuchsablauf
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3.11 Experimentelle Eigenleistung des Doktoranden

Die hier vorliegende Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit verschiedenen Wissenschaftlern aus mehreren
Instituten durchgefiihrt. Daher soll im Folgenden die Eigenleistung wihrend der experimentellen Phase

beschrieben werden.

Die operativen Eingriffe wurden in Kooperation mit Dr. Ivan Melnychenko (Institut fiir Pharmakologie
und Toxikologie) und nach Erlernen und Abnahme einer Priifung durch den zustdndigen Veterinir

selbststdndig unter Aufsicht (PD Dr. A. Schwoerer, Dr. 1. Melnychenko) durchgefiihrt.

Zellisolation, Zellaufbereitung, Patch-Clamp Versuche sowie deren Auswertung wurden nach einer
ausfiihrlichen Einarbeitung und Teilnahme an anderen Forschungsprojekten wahrend einer
vorausgegangenen Beschéftigung im Institut fiir vegetative Physiologie und Pathophysiologie (jetzt

Institut fiir Zelluldre und Integrative Physiologie) fiir diese Experimente selbststdndig durchgefiihrt.
Die Gewebesicherung und Konservierung fiir die molekulargenetischen Untersuchungen wurden
ebenfalls selbststindig durchgefiihrt. AnschlieBende molekularbiologischen Untersuchungen wurden von

Dr. Diane Goltz durchgefiihrt.

Die echokardiographischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. 1. Melnychenko

durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Herzgewicht und Zellgrofie

Zwei Wochen nach der Transplantation wurde die Entlastung, die sich durch die Ausbildung einer

Atrophie des transplantierten Herzens zeigte, mit Hilfe der Echokardiografie, wie in 3.2 beschrieben,
iiberpriift.
Abbildung 22 Herzgewicht und Zellkapazitét

Herzgewicht

8001 *k

A
Kontrollen n=11 Entlastet n=7
Zellkapazitat
180 *
| |
[Ty
2
E 1604
= 1404
N

Kontrollen n=32 Entlastet n=28

- Kontrollen

Entlastete
Kardiomyozyten

LVM= Linksventrikulire Masse
Abb 22: Graphische Darstellung der Verdnderungen des echokardiographisch bestimmten Herzgewichts (LVM) und

der elektrophysiologisch gemessenen Zellkapazitdt. ***=p<0.001; *=p<0.05. mg=Milligramm. pF=Pikofarad
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Es zeigte sich ein statistisch signifikant geringeres Gewicht der linken Ventrikel (LVM) der entlasteten
Herzen von 271+£30mg (n=7) im Gegensatz zu 582+22mg (n=11), in den Kontrollen (p<0.001) (Abb
22A). Als Kontrollen wurden die nativen Empfangerherzen verwendet. Daraus ldsst sich ableiten, dass es
durch Entlastung des linken Herzens fiir eine Zeitperiode von 2 Wochen durch eine heterotope
Herztranplantation zu einer Verringerung der Masse des linksventrikuldren Herzmuskels kommt. Die ca.

50%-ige Reduktion der LVM konnte durch Apoptose oder Atrophie bedingt sein.

Dies wird auch durch die Untersuchung der Zellkapazitit (Abb 22B) deutlich, die zu Beginn eines jeden
Patch-Clamp Versuches (s 3.6.1) gemessen wurde und als Parameter der Zellgrof8e herangezogen wird.
Hier zeigt sich eine signifikante GroBenabnahme der einzelnen Zellen der entlasteten Herzen im
Vergleich zu den Kontrollen. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass es durch die 14-tdgige Druckentlastung
nicht nur zu einem Verlust der LVM, sondern tatsdchlich zu einer Atrophie der Zellen gekommen ist. Bei
einer Subgruppenanalyse zeigte sich, dass es zwar transmural zu einer Reduktion der Zellkapazitdt kam,
welche jedoch nur in den endokardialen, nicht aber in den epikardialen Kardiomyozyten statistisch

signifikant war.
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4.2 Herzfrequenz

Um die Folgen der Denervierung auf die Herzfrequenz abschdtzen zu konnen, wurde diese aus den

volumetrischen, echokardiographischen Untersuchungen abgeleitet (s 3.2 und Abb 23).

Abbildung 23 Herzfrequenz

Herzfrequenz

k%

| I [ Kontrollen n=11

5001
4001 Bl Entlastete Kardiomyozyten n=9
300-
200+

Herzfrequenz

100

Kontrollen n=11 Entlastet n=9

Abb 23: Graphische Darstellung der Verdnderungen der echokardiographisch bestimmten Herzfrequenz der
mechanisch entlasteten, heterotop transplantierten Herzen im Vergleich zu nativen Herzen der Empfingertiere als
Kontrollen. ****=p<(0.0001

Bei dieser Bestimmung in Narkose zeigte sich eine signifikant niedrigere Herzfrequenz bei den
transplantierten Herzen als bei den orthotopen Herzen (Abb 23). Neben der Denervierung muss hierbei

jedoch auch der Einfluss der Narkose beriicksichtigt werden.

4.3 Regionale Eigenschaften der Aktionspotenziale

Nach enzymatischer Isolation linksventrikuldrer Kardiomyozyten wurde zu Beginn jedes Patch-Clamp
Experiments, nachdem die Ganzzellableitung durch Erdoffnen der Zellmembran unter dem GQ-Seal
etabliert wurde, das Membranpotenzial V, aufgezeichnet. Dazu wurde die Zelle auf einen Strom von OpA
»geklemmt* wie in  3.4.4 beschriecben. Bei einem Strom von OpA entspricht V, dem

Ruhemembranpotenzial.
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Das Ruhemembranpotenzial V,, verhielt sich in endo- und epikardialen Zellen gleich, sodass wir diese
Daten zusammenfassen konnten. Das Ruhemembranpotenzial betrug hier im Durchschnitt V= -

84.6+3.3mV (n=32) bei den Kontrollen und V= -84.6+3.0mV (n=21) bei den entlasteten Herzen.

Eine Depolarisation wurde mit Pulsen von Sms-Dauer in einer Frequenz von 0.3Hz ausgeldst. Dadurch
konnten Aktionspotenziale ausgeldst und aufgezeichnet werden. Untersucht wurden die maximale Hohe
(Aufstrich) des Aktionspotenzials (AP) sowie die Dauer der Aktionspotenziale (APD). Der
durchschnittliche Aufstrich erreichte 30.9£2.3mV (n=32) bei den Kontrollen und 36.9+2.6mV (n=21) bei

den entlasteten Myozyten. Der Unterschied war nach statistischer Analyse nicht signifikant.

Es wurden folgende Aktionspotenzialszeiten (APD) registriert:

APDgny: Die Zeit bis das Membranpotenzial 0mV erreicht hat (Abb 24 B)
APDy,. Die Zeit bis 90% des Aktionspotenzials erreicht worden sind (Abb 24 C)

Die Aktionspotenzialdauer (APD) bei Repolarisation zu einem Membranpotenzial von OmV (Abb 24B)
und zum Zeitpunkt von 90% Repolarisation (Abb 24C) wurden als Marker fiir die Friih- sowie die
Spatphase der Repolarisation herangezogen. Die Anzahl n fiir endokardiale Zellen betrug 23 (Kontrollen
n=12; Entlastet n=11). Die Anzahl der gemessenen epikardialen Zellen betrug 30 (Kontrollen n=20;
Entlastet n=10).

Es zeigte sich in beiden Gruppen ein transmuraler Gradient und damit kiirzere APs in den epikardialen als
in den endokardialen Zellen. Dieser transmurale Gradient blieb auch bei den druckentlasteten Zellen
erhalten, ist jedoch nur fiir die APDy, signifikant (Abb 24B * 24C ** **) Dariiber hinaus zeigten sich fiir
endokardiale und epikardiale Zellen in der Gruppe der entlasteten Herzen deutlich verldngerte APs mit
einer viel ausgepriagteren Plateauphase als bei den Kontrollen (Abb 24A). Die APDO,yv und APDy,
werden bei epikardialen und endokardialen Myozyten in den entlasteten Myozyten signifikant spéater

erreicht als in den Kontrollen (Abb 24B** #¥% 4CH** **¥) *=p<(),05;**=p<(.01;***=p<0.001
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Abbildung 24 Aktionspotenziale
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erreicht sind

Abb 24A zeigt reprdsentative Aktionspotenziale (APs). in endo- und epikardialen Myozyten der Kontrollen
respektive der entlasteten Herzen (gestrichelte Linie) . Die Messung der APs erfolgte in einem Patch-Clamp-
Versuch nach Etablierung eines GQ-Seals in der Ganzzellableitung. Abb 20B,C zeigen die Zeiten bis zum Erreichen
von APD,,y und APDgy *=p<0.05;**=p<0.01,;***=p<0.001
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Um die Griinde und Mechanismen fiir die Verlingerung in der Aktionspotenzialdauer genauer zu
untersuchen, wurden wie im folgenden beschrieben, zugrundeliegende repolarisierenden K™ - Strome

gemessen.

Das Patch-Clamp-Setup wurde jetzt so gedndert, dass von der Stromklemme (current-clamp) in die
Spannungsklemme (voltage-clamp) gewechselt wurde. Mit Hilfe des Differentialverstirkers wurden in
diesem Modus nach individuellen Protokollen unterschiedliche Spannungen an die Zellmembran der
Kardiomyozyte angelegt und die dann flieBenden Ganzzellstrome gemessen (s 3.5.3-3.6.5). Es folgen die

Messungen des Iy, I und Ik,

4.4 Der transiente K - Auswértsstrom I,

4.4.1 Stromkurvenverlauf, Stromdichte

Zur Messung des I, wurde wie in 3.4.2 beschrieben zunichst eine Ganzzellableitung etabliert, um dann
nach dem in 3.6.3.1 beschriebenen Protokoll die Messungen durchzufithren. Der flieBende Strom wurde
auf die Zellkapazitit, als Marker fiir die ZellgroBe, normalisiert (pApF™"). Dieser auf die ZellgroBe
genormte Strom wurde zum einen gegen die Zeit (Abb 25 A,B) und in einer Strom - Spannungsbezichung
(Abb 25C) aufgetragen. Die gemessenen Strome und errechneten Zeitkonstanten bei Vpi,=40mV sowie

die Anzahl der Experimente kann man der Abb 25 sowie Tabelle 6 entnehmen.

Der flieBende Strom wurde auf die Zellkapazitit als Marker fiir die ZellgroBe normalisiert (pApF™).
Dieser auf die ZellgroBBe genormte Strom wurde zum einen gegen die Zeit (Abb 25 A, B) und in einer
Stromspannungsbeziehung (Abb 25C) aufgetragen. Die gemessenen Strome bei Vpj,= 40mV sowie die

Anzahl der Experimente kann aus der Abbildung 25, sowie der Tabelle 6 entnommen werden.

Bei den entlasteten Kardiomyozyten war die mittlere I, Stromdichte in den Stromspannungskurven z.B.
bei Vpi,=40 mV in den endokardialen Zellen ungefdhr 80% kleiner und in den epikardialen Zellen ca.
60% kleiner im Vergleich zu den Kontrollen (Abb 25C). Diese Reduktion passt gut zu den in 4.3
gemessenen APs. Die Unterschiede zwischen den endokardialen und epikardialen I,-Stromdichten war in

beiden Gruppen statistisch signifikant.
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Tabelle 6: I, Stromdichte bei Vpj,= 40 mV

ENDOKARD  EPIKARD
Ito (40mV) (pApF ™) KONTROLLE ~ 8.9%2.9 20.8+1.6%**
ENTLASTET ~ 1.80.3** 7.441.9%%* **
N KONTROLLE 11 22

ENTLASTET 16

11

e **P<(.01, *** P<(0.001 Entlastete vs. Kontrollen
e ¥¥PL0.01, *** P<0.001 Epikard vs. Endokard

N gibt die Anzahl der untersuchten Zellen an. pA:Pikoampére pF:Pikofarad. mV:Millivolt

Die Daten sind Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen
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Abbildung 25 Stromkurvenverlaufe des I,
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Abb 25 zeigt reprdsentative Stromkurvenverliufe des I,,von Myozyten die aus dem Endokard und dem Epikard der
untersuchten entlasteten Herzen (B) sowie den Kontrollen (A) isoliert wurden. C zeigt die dazugehérigen Strom-
Spannungskurven. In allen Zellen wurde der schnell aktivierende und inaktivierende transiente Auswdrtsstrom (1)
beobachtet, wenn die Zelle positiver als auf Vpip=-20mV depolarisiert wurde (A+B). **P<0.01, *** P<0.001
entlastet vs. Kontrollen und **P<0.01, ***P<0.001 Epikard vs. Endokard. Vp,=Kommandopotenzial;
I,=transienter K'-Auswdrtsstrom. pA:Pikoampére. pF: Pikofarad. mV:Millivolt.
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4.4.2 Kinetik des I,

Da eine gemessene reduzierte StromgroBe zum einen weniger Kandle mit unverdnderter
Zusammensetzung, aber auch eine unverinderte Kanalanzahl mit verinderten Offnungs- und
SchlieBeigenschaften (Kanalkinetik) bedeuten kann, wurde in der vorliegenden Arbeit auch die

Kanalkinetik des I;, untersucht.

Die Kinetik eines spannungsgesteuerten Kanals beschreibt den zeitlichen Verlauf fiir die Aktivierung und
die Inaktivierung der Kanidle sowie die Dauer ihrer Refraktiritidt. Verdnderungen in der Kanalkinetik
konnen eine Verdnderung der Konfiguration der den Kanilen zu Grunde liegenden Proteine und ihrer
Struktur bedeuten. Untersucht wurden dazu die Inaktivierungszeitkonstante t als Marker dafiir wie
transient der Strom ist, also dafiir wie schnell die Kanile nach der Offnung wieder schlieBen. Als Zweites
wurde die Gleichgewichtsstadium (,,Steady-state)-Inaktivierung bestimmt und damit die
(Konditionierungs-)Spannung V1/2 (mV) bei der 50% der I,,- Kanéle inaktiviert vorliegen. Als MaB fiir
die Refraktéritdt wurde mit dem in 3.6.3.4 beschriebenen Protokoll die Erholung von der Inaktivierung
(Recovery from Inactivation-REC) mit 2 Zeitkonstanten t1 und 12 bestimmt. Einen Uberblick iiber die

kinetischen Eigenschaften des I, - Kanals sollen Tabelle 7 und Abbildung 26 verschaffen.
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Tabelle 7 Zeitkonstanten und Kinetik des I,

Endokard Epikard
Inaktivierung
T (40mV). (ms). Kontrolle 41.615.1 45.8%+1.9
Entlastet 50.8+4.4 38.0+4.6
N Kontrolle 9 21
Entlastet 11 9
"Steady-state" Inaktivierung
V% (mV). Kontrolle -549+1.4 -52.8+1.0
Entlastet -53.1+2.9 -53.9+1.0
Slope (mV). Kontrolle -5.9+0.6 -4.1+0.1
Entlastet -5.1+0.9 -4.7+1.1
N Kontrolle 7 19
Entlastet 7 7
Erholung von der
Inaktivierung
Tl (ms) Kontrolle 67.6+£7.9 47.9+3.2*
Entlastet 64.2+7.2 42.2+4.9
12 (ms) Kontrolle 3433+700 31711631
Entlastet 2195+591 2063%495
%tl Kontrolle 75.5+6.7 92.0£2.9
Entlastet 63.3+11.1 85.6+8.0%*
%12 Kontrolle 27.6+6.8 11.6+3.8
Entlastet 44.0+10.2 25.3+11.5
N Kontrolle 9 16
Entlastet 7 7

Tab 7 zeigt die kinetischen Eigenschaften des Ito. t ist die Inaktivierungszeitkonstante. V', ist die Spannung an der
die Hiilfte der Steady-State-Inaktivierung gemessen wurde. Die Slope ist die Steilheit der Boltzmann-Verteilung (s
Abb 26B). tlund 12 sind die Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung. % tlund t2 stehen fiir die
Jeweiligen Anteile der Zeitkonstanten an der Erholung. ¥P<0,05 N: Die Anzahl der untersuchten Zellen.
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4421 Inaktivierungskonstante t

Die durchschnittliche Zeitkonstante fiir die Inaktivierung t wurde mit den Stromverlaufskurven des Ito
(Abb 25A+B), die nach dem in 3.6.3.1 beschriebenen Protokoll aufgezeichnet wurden, bestimmt. Dazu
wurden die Datenpunkte fiir jedes Kommandopotenzial Vi, aus Abbildung 25A+B mit Hilfe der

Software Pulsefit in eine Exponentialfunktion 1. Ordnung eingepasst.

-t

f(t) = Ipax * et

Imax:  Ausgangswert (Maximaler I,) (in Stromkurve) =1

t: Zeit
T Inaktivierungszeitkonstante
e: eulersche Zahl.

Wenn man fiir t= 1t annimmt ist nach dieser Zeit nur noch ca. 36% des Ausgangsstroms vorhanden. Nach
t=5 1 ist weniger als 1% des Ausgangsstroms vorhanden. Die numerischen Ergebnisse fiir T fiir die
jeweilige Kommandospannung V,;, wurde in Abbildung 26A aufgetragen. Tabelle 7 zeigt exemplarisch
den Wert fiir T bei Vi, von 40 mV. Dieser lag fiir endokardiale Zellen der Kontrollen bei 41.6+5.1ms, fiir
epikardiale Zellen der Kontrollen bei 45.8+1.9 ms. Fiir die hHTx entlasteten Zellen lag der Wert bei
50.8+4.4ms im Endokard und bei 38.0+4.6 im Epikard.

Die Ergebnisse (Abb 26 A und Tab 7) der Untersuchung von insgesamt (n=50) Zellen zeigen, dass die
Inaktivierung des I, zum einen einfach exponentiell erfolgt, die Inaktivierung spannungsunabhingig
gleich schnell verlduft und keine signifikanten transmuralen Unterschiede zwischen Endokard und
Epikard sowie keine Unterschiede zwischen den Kontrollen und den druckentlasteten Zellen bestehen.

Die Kinetik fiir die Inaktivierung der Kanéle bleibt demnach bei Entlastung unverandert.
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4422 Steady-state Inaktivierung

Bei der Gleichgewichtsstadium-Inaktivierung wurde mit dem Protokoll aus 3.6.3.2 die GroBenordnung
der Inaktivierung nach einem variierenden Konditionierungsvorpuls untersucht. Ziel war es
herauszufinden bei welcher konditionierenden Vordepolarisation V(1/2) iiber eine Zeit von 600ms nur
noch 50% des I, -Stroms flieBen und ob es Unterschiede zwischen den untersuchten Zellgruppen gibt.
Wie aus der Tabelle 7 zu entnehmen ist, wurden insgesamt 40 Zellen untersucht. Bei den Kontrollen war
Endokard n=7 sowie Epikard n=19 und bei den druckentlasteten Zellen war Endokard n=7 und Epikard
n=7.

Die Ergebnisse zeigen, wie es in Abbildung 26B zu sehen ist, eine Spannungsabhingigkeit fiir die
Steady-State-Inaktivierung. Die Ergebnisse sind nach dem Maxwell-Boltzmann Gleichgewicht verteilt
und zeigen den dafiir typischen sigmoiden Kurvenverlauf. Tabelle 7 fasst die Ergebnisse fiir die

halbmaximale Inaktivierung zusammen:

V1/2 lag fiir endokardiale Zellen der Kontrollen bei —54.9+1.4 mV und fiir epikardiale Zellen der
Kontrollen bei —52.8£1.0 mV. Demgegeniiber stehen bei den endokardialen Zellen der hHTX,
druckentlasteten Herzen -53.1£2.9 mV sowie —53.9+1.0 mV fiir die epikardialen Zellen der gleichen

Gruppe.

Demnach gibt es keine signifikanten Unterschiede bei der Steady-State-Inaktivierung zwischen den
untersuchten Zellen. Die Spannungsabhingigkeit der Steady-State Inaktivierung bleibt durch die

Entlastung unverandert.

4423 Erholung von der Inaktivierung

Bei dem Messprotokoll fiir die Erholung von der Inaktivierung (s 3.6.3.3) sollte die Refraktaritdt des Ii,-
Kanals untersucht und zwischen Endokard und Epikard sowie zwischen den Kontrollen und den hHTx,
entlasteten Zellen verglichen werden. Die Zeit ist hier halblogarithmisch gegen den linearen relativen
Stromfluss nach vorausgegangener maximalen Aktivierung des Ito aufgetragen. Es zeigte sich ein
biexponentieller Verlauf der Kurve, sodass sich fiir diese Funktion 2 verschiedene Zeitkonstanten

ergeben. Eine schnelle 11 und eine langsame t2. Tabelle 7 und Abbildung 26C zeigen diese Ergebnisse.
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Es wurden 40 Zellen untersucht, die sich auf die folgenden Gruppen verteilen: Kontrollen endokardial

n=9, Kontrollen epikardial n=16. HHTX, druckentlasteten Zellen epikardial und endokardial jeweils n=7.

Bei den Kontrollen zeigte sich ein transmuraler Gradient bei der kurzen Zeitkonstante t1. Epikardiale
Zellen hatten mit 47.9+3.2 ms eine signifikant kiirzere t1 als die endokardialen Zellen mit 67.6+7.9ms*
(Tab 7). Bei den entlasteten Herzen hingegen war zwar ebenfalls ein transmuraler Unterschied zwischen
einer 11 von 42.2+4.9ms in epikardialen Zellen und 64.24+7.2ms bei endokardialen Zellen auszumachen,
dieser war rechnerisch allerdings nicht signifikant. Es gab des weiteren fiir t1 keinen Unterschied
zwischen hHTX, entlasteten Zellen und den Kontrollen. Fiir die langsame Zeitkonstante t2 war weder bei
den Kontrollen noch bei den hHTX, druckentlasteten Zellen ein transmuraler Gradient festzustellen. Die
Werte waren fiir epikardiale und endokardiale Zellen in beiden Gruppen nahezu identisch (Tab 7). Eine in
der Gruppe der endokardialen Zellen mit 2195+591ms kiirzere 12 bei entlasteten Zellen im Gegensatz zu
3433+700ms bei den Kontrollzellen war ebenso wenig signifikant wie der Unterschied fiir 12 in der
Gruppe der epikardialen Zellen: 2063+495ms bei den druckentlasteten Zellen vs. 3171£631ms bei den
Kontrollen. In der Gruppe der hHTx, druckentlasteten Zellen hatten die endokardialen Zellen mit einem
Anteil von 63.3+11.1%t1 einen signifikant geringeren prozentualen Anteil an der Gesamterholung von
der Inaktivierung als die epikardialen Zellen mit einem Anteil von 85.6+8.0% tl. Es gab keine weiteren
Unterschiede zwischen den anderen Gruppen und Zellen. Demnach ist auch hier kein Effekt der
Entlastung zu beobachten. Zusammenfassend betrachtet lassen sich bei keinem der betrachteten
kinetischen Eigenschaften des I, Verdnderungen der entlasteten Kardiomyozyten im Vergleich mit den

Kontrollen feststellen.
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Abbildung 26 I, -Kinetik
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Abb 26 gibt einen Uberblick iiber die I,-Kinetik. A: Inaktivierungszeitkonstante des I, B: Steady-state
Inaktivierung des Ito. C: Recovery from Inactivation des 1, Die Zeitkonstanten der Inaktivierung (4) und auch die
steady-state-Inaktivierungen (B) waren gleich in allen Kardiomyozyten und Gruppen. Die Erholung von der
Inaktivierung (C) hat einen biexponentiellen Kurvenverlauf. Diese zeigt zwei Zeitkonstanten: eine kurze
Zeitkonstante tl und eine lange Zeitkonstante t2 im nicht linearen Verlauf bei halblogarithmischer Auftragung.
r:Inaktivierungszeitkonstante (ms). Vpip: Kommandopotenzial. s:Sekunde. mV:Millivolt. ms: Millisekunde
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4.5 Verzogerter gleichrichtender K' - Strom (delayed rectifyer) Iy

Der I (s 2.5.3 und 2.5.5) aktiviert langsam und inaktiviert fast gar nicht und tragt damit zur spéten Phase
der Repolarisation bei. Der Strom aktiviert bei Kommandospannungspotenzialen, die positiver als -40mV
sind und erreicht dann ein Gleichgewicht. Der Strom inaktiviert deutlich spéter als der I,, sodass nach
600ms der Iys aus der Stromkurve des I, bestimmt werden kann, der zu diesem Zeitpunkt bereits
inaktiviert ist. Der Iy wurde wie auch der I, auf die ZellgroBe normiert. Die hieraus resultierenden

Strom-Spannungsbeziechungen konnen in Abbildung 27 betrachtet werden.

Abbildung 27 Isys Strom-Spannungsbezichungen
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Abb 27 zeigt die Strom-Spannungsbeziehungen des I, *p<0,05 Vpip=Kommandospannung I ,=delayed rectifier
K'Strom. pA: Pikoampére. pF: Pikofarad.

Die Stromdichte des Iy verhélt sich nahezu gleich in endokardialen und epikardialen Myozyten.
Vergleicht man die entlasteten Herzen mit den Kontrollen zeigt sich bei den entlasteten Herzen eine
geringere Stromdichte in den korrespondierenden Myokardregionen (Abb 27). Statistisch signifikant war

dies jedoch nur fiir die endokardialen Zellen mit p<0,05.
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4.6 Einwirts gleichrichtender K" - Strom Ix; (Kir).

Der einwirtsgleichrichtende K-Strom (Kir). Ig; ist der Haupt-K'-Strom fiir die Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotenzials. Dariiber hinaus trigt er zur spaten Phase der Repolarisation bei. Um die Grofle
des IK; zu messen, wurde das Protokoll wie in 3.6.5 beschrieben, angewandt. Die Stromkurven sind in
Abbildung 28 A+B zu sehen. Der Ix; Strom wurde auf die Zellkapazitidt normiert. Abbildung 28 C zeigt

die Strom- Spannungsbeziehung.

Es handelt sich um einen am Ende des 600-ms-Spannungspulses gemessenen Strom. Es wurden
insgesamt 39 Zellen untersucht. Davon waren n=19 endokardiale Zellen (Kontrollen, n=8; druckentlastete
Myozyten n=11) und n=20 epikardiale (Kontrollen, n=12; druckentlastete Myozyten n=8) ventrikulére
Myozyten. Bei unphysiologischen Kommandopotenzialen (Vp;p) < -90 mV waren grofle Einwértsstrome,
bei Membranpotenzialen (Vpip) > -90mV kleine Auswirtsstrome messbar. Die absolute Stromdichte bei
einem Potenzial von -120 mV sowie die Verldufe der Strom-Spannungskurven zwischen -90 und -120

mV waren gleich in allen untersuchten Myozyten.
Es scheint also keinen transmuralen Gradienten zwischen endokardialen und epikardialen ventrikuldren

Kardiomyozyten fiir den Ix; zu geben. Dariiber hinaus scheint auch die chronische Druckentlastung

keinen Einfluss auf die Stromdichte des Ix; und damit auf diesen K" -Einwértsgleichrichter zu haben.
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Abbildung 28 Ik, Stromkurvenverldufe
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Abb 28 zeigt BaCl, -sensitive Einwdrtsstrome in epi- und endokardialen Myozyten. “Ix;" A Kardiomyozyten der
Kontrollgruppe. B Druckentlastete Kardiomyozyten. C Zeigt die Strom-Spannungsbeziehungen des Ig;.
pA:Pikoampere. pF':Pikofarad
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4.7 mRNA - Expression von Kv4.2, Kv4.3 und KChIP2

Die Arbeitsgruppe von Dr. Diane Goltz und PD Dr. Alexander Schwoerer im Institut fiir Zellulare und
Integrative Physiologie bestimmten mit Hilfe einer RT-PCR die Mengen an Kv4.2-, Kv4.3- und KChIP-
mRNA aus Gewebeproben von den in dieser Arbeit untersuchten hHTx-druckentlasteten Herzen sowie
aus Gewebeproben der Kontrollherzen. Die Menge der Expression von KChIP2-mRNA (Abb 29C) wurde
mit speziellen Primern untersucht, die dazu designt wurden, die drei iiblichen Varianten von KChip2 in

Rattenherzen zu verstirken (Takimo et al 2002).

In den Kontrollen besteht ein groBer transmuraler Gradient fiir die Menge der Transkription von Kv4.2
(Abb 29A) und Kv4.3 (Abb 29B)-mRNA. Diese war signifikant niedriger in der endokardialen Region
als in der epikardialen (Abb 29A** B***),

Bei den entlasteten Herzen hingegen kommt es zu einer signifikanten Abnahme der mRNA-Mengen von
Kv4.2 und Kv4.3 in der epikardialen Region im Vergleich zu den Kontrollen (Abb 29A*** B***) Ein

transmuraler Gradient ist bei den entlasteten Zellen nicht vorhanden.

Fiir die Menge von KChIP2-mRNA besteht in den Zellen der Kontrollen ebenfalls ein transmuraler
Gradient. Jedoch ist dieser zu dem Gradient von Kv4.3 und Kv4.3 genau invers. KChIP2-mRNA ist im
endokardialen Gewebe signifikant starker exprimiert als im epikardialen Gewebe (Abb 29C*). Hier fiihrt
die chronische Druckentlastung der Herzen zu einer deutlichen Reduktion der KChIP2-mRNA-Menge in
den endokardialen Zellen im Vergleich mit den Kontrollen (Abb 29C*). Auch hier ist der transmurale

Gradient aus den Kontrollen nach der Entlastung aufgehoben.
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Abbildung 29 mRNA Expression v Kv4.2,Kv4.3 und KChIP
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Abb 29: Expression von Kv4.2-, Kv4.3- und KChIP2-mRNA, normiert auf die Gesamt-mRNA. Gemessen mit einer
RT-PCA. Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Alexander Schwoerer und Dr. Diane Goltz.
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Diskussion

Im folgenden Teil sollen nun die in 2.7 gestellten Fragen zu Verdnderungen bei Atrophie durch

mechanische Druckentlastung der Reihe nach beantwortet und die Ergebnisse der Versuche diskutiert

werden.

werden:

Zum besseren Verstindnis sollen an dieser Stelle die vier Fragen aus Kapitel 2.7 kurz wiederholt

Welche Verdnderungen gibt es bei den druckentlasteten Herzen beziiglich des Herzgewichts und
der ZellgroBe als Zeichen einer Atrophie?

Gibt es dabei transmurale Unterschiede zwischen endokardialen und epikardialen
Kardiomyozyten?

Wie verdndert sich das ventrikuldre Aktionspotenzial (AP) bei entlasteten Herzen? Gibt es
dariiber hinaus auch hier transmurale Unterschiede zwischen Endokard und Epikard? Ahneln die
beobachteten Verdnderungen denen von hypertrophierten Herzmuskelzellen, entsprechend einer
U-férmigen Beziehung? Gibt es keine Anderungen im Vergleich zu den Kontrollen oder liegen
die Verdanderungen auf gegeniiberliegenden Enden eines linearen Kontinuums?

Welche Verdnderungen sind bei den druckentlasteten Kardiomyozyten in Bezug auf die
repolarisierenden K'-Strome L, L, Ix; im Hinblick auf die Grofe ihrer Strome und der ihnen zu
Grunde liegenden Kinetik zu beobachten? Gibt es transmurale Unterschiede zwischen Endokard
und Epikard?

Sollte es zu Verdnderungen bei der APD oder dem grofBten der repolarisierenden lonenstrome aus
Frage 3, dem [, kommen: Basieren diese Verdnderungen auf einer Verinderung der
Kanalstruktur oder auf einer Anderung der Anzahl der Kanile aufgrund einer verinderten

Proteinexpression?

Im Anschluss an die Beantwortung dieser Fragen sollen mdgliche Ursachen diskutiert werden (s 5.1-5.4).

In 5.5 werden die experimentellen Limitationen der Arbeit aufgezeigt. In Abschnitt 5.6 wird das in dieser

Arbeit verwendete Tiermodell in Bezug zu Erkenntnissen aus klinischen Beobachtungen bei der VAD-

Therapie gesetzt. AnschlieBend wird in Abschnitt 5.7 ein moéglicher Zusammenhang zu intrazelluldren

Signalkaskaden dargestellt. AbschlieBend werden in 5.8 Implikationen und mogliche Erkenntnisse fiir die

mechanische Entlastungstherapie der Herzinsuffizienz erortert.
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5.1 Herzgrofle und Zellgrofie nach hHTx - Entlastung

Die durchgefiihrte Studie zeigt, dass zwei Wochen in vivo druckentlastete Rattenherzen ausgeprigte

Umbauvorginge durchlaufen.

Nach einer zweiwochigen Entlastung haben sich das Herzgewicht und das Volumen des linken Ventrikels
um ~50%, die Zellgrofle um ~25% signifikant reduziert. Dies steht im Einklang mit den erwarteten
Veranderungen bei einer Druckentlastung (Korecky et al 1983, Frenzel et al 1987, Klein et al 1990,
Campbell et al 1991). Interessant ist, dass diese Anderungen nicht gleichmiBig iiber alle Wandschichten
verteilt gemessen werden konnen. Lediglich bei endokardialen Zellen war die Reduktion der Zellgrofie
signifikant. Diese asymmetrische Reduktion ist ein bereits bekanntes Phanomen (Campbell et al 1991).
Ein moglicher Erkldrungsansatz hierfiir konnte sein, dass die grofite Arbeitslast der Kardiomyozyten in
der endokardialen Schicht liegt. Damit wiirden diese Zellen bei einer Entlastung auch am deutlichsten
druckentlastet werden. Die Grofle der Verdnderung des mechanischen Stresses scheint hier proportionale
Auswirkungen auf die molekularen und morphologischen Umbauvorgidnge zu haben (Campbell et al

1991).

Die chronisch druckentlasteten Zellen zeigen damit einige phanotypische Verdnderungen einer Atrophie.
Chronische Druckbelastung, wie bei spontan hypertensiven Ratten oder nach einem operativen Abbinden
der abdominalen Aorta, fiihrt hingegen zu einer Herzmuskelhypertrophie sowie zu einer Zunahme der

ZellgroBe (Depre et al 1998, Volk et al 1999, Volk et al 2001, Rose et al 2005).

Betrachtet man diese Verdanderungen im Hinblick auf die Eingangsfragestellung (s 2.7) und die zu Beginn
aufgestellten Hypothesen (s 2.6.1) handelt es bei diesen phinotypischen Anderungen nach chronischer
Druckentlastung der Herzen durch eine hHTx, um Verdnderungen, die verglichen mit
druckiiberbelasteten Kardiomyozyten am gegeniiberliegenden Ende eines linearen Kontinuums stehen.
Diese Erkenntnisse sprechen fiir Hypothese a) mit linearen Verdnderungen zwischen

Druckiiberbelastung/Hypertrophie und Druckentlastung (Abb 11a und Abb 30).
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Abbildung 30 Phénotypische Verdnderungen nach hHTx

Hypertrophie:
Herzgewichtf\[5,6,9]
ZellgroRemN7,9]

Atrophie/hHTX -
Herzgewicht¥([2,89]
ZellgroReW([2,8,9] .«

hHTXx. heterotope Herztranplantation
Abb 30 zeigt, dass hHTx - entlastete Herzen phdnotypisch beziiglich des Herzgewichts und der Verdnderung der
Zellgrofie atrophen Herzen dhneln. Fiir die Zitierungen siche Abb 11a.

5.2 AP - Langendifferenz und deren Beeinflussung durch die repolarisierenden
K'- Strome nach hHTx - Entlastung

Die gemessenen Ergebnisse fiir die Aktionspotenzialdauern (APD) zeigen, dass es bei den gesunden
Kontrollherzen erwartungsgemall (s 2.2.3ff) einen physiologischen transmuralen Gradienten fiir die
Aktionspotenzialdauern APDy,,v und APDy, gibt. Endokardiale und epikardiale Myozyten von hHTx-
entlasteten Herzen zeigen nach zwei Wochen eine deutliche Verlangerung in der Aktionspotenzialdauer
im Vergleich zu den Zellen aus den Kontrollherzen. Die vorbestehende physiologische, transmurale
Langendifferenz bleibt dabei erhalten. Sie ist allerdings nur noch fiir die APDy, als Marker fiir die
Gesamtlidnge des APs, signifikant.

Verschiedene Verdnderungen auf Basis der Ionenkandle konnen die Ursache der verldngerten
Aktionspotenziale sein. Zum einen konnte es zu einer Anderung der Kanalzusammensetzung auf der
Zellmembran fiir die repolarisierenden Strome kommen, zum anderen wire eine Verdnderung der

kinetischen Kanaleigenschaften denkbar.

Die beobachtete Reduktion des I, im Endo- und Epikard der entlasteten Myozyten hat wahrscheinlich
einen entscheidenden Einfluss auf die Aktionspotenzialdauer, denn bisherige Studien zeigten ebenfalls
eine starke Abhéngigkeit der Aktionspotenzialdauer von der Stromstirke des I, in Myozyten der Ratte
(Neher et al 1976, Kaprielian et al 1999, Volk et al 1999, Volk et al 2001) (s 2.2.3 und 2.2.4). Aullerdem
tragt wahrscheinlich auch die Reduktion des Iy in den entlasteten endokardialen Myozyten zu der
Verlangerung der Repolarisationszeit und damit zu einer weiteren Verldngerung der

Aktionspotenzialdauer bei (Shieh et al 2000).
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Der einwértsgerichtete Gleichrichterstrom Ik zeigt keinen transmuralen Gradienten und ist auch bei den

entlasteten Kardiomyozyten nicht veridndert.

Um die Ausgangshypothesen aus Kapitel 2.6.1 mit den Ergebnissen der Messungen der
Aktionspotenzialdauer zu {iiberpriifen, ist auch hier ein Vergleich mit chronisch druckiiberbelasteten
Zellen notwendig. Dieser wird im folgenden Kapitel zusammen mit den Verdnderungen der

repolarisierenden K- Strdmen behandelt.

53 Veriinderungen der repolarisierenden K'- Strome nach hHTx - Entlastung

Entsprechend der aktuellen Literatur (s 2.2.3, 2.2.4) konnte auch in dieser Arbeit bei allen Zellen
(Kontrollen & hHTx-entlasteten Zellen) ein transmuraler Gradient mit einem groBeren I, in epikardialen
als in endokardialen Zellen, und einem entsprechenden Unterschied in der Aktionspotenzialdauer
(Endokard>Epikard), gemessen werden (Clark et al 1993, Casis et al 1998). Dieser transmurale Gradient
blieb auch bei den hHTx - druckentlasteten Kardiomyozyten erhalten (s 4.3), die dariiber hinaus eine

signifikante Reduktion des I, im Vergleich mit den Kontrollen zeigten.

Die Stromdichte des Iys verhielt sich nahezu gleich in endokardialen und epikardialen Myozyten.
Vergleicht man die entlasteten Herzen mit den Kontrollen zeigte sich bei den entlasteten Herzen eine
geringere Stromdichte in den korrespondierenden Myokardregionen. Statistisch signifikant war dies
jedoch nur fiir die endokardialen Zellen. Der einwértsgerichtete Gleichrichterstrom Ik, zeigte keinen

transmuralen Gradienten und war auch bei den entlasteten Kardiomyozyten nicht verdndert.

Verschiedene Faktoren konnen zu einer Abnahme der Stromdichte fiihren. Die Untersuchung der
Kanalkinetik kann zusammen mit der Untersuchung der Proteinexpression der Kanile wertvolle Hinweise
dariiber liefern, ob die Unterschiede in den Strdmen auf eine verdnderte Funktion oder verdnderte Anzahl
der zu Grunde liegenden Kanéle zuriickzufiihren ist. Verdndert sich die totale Stromgrofle eines Stroms,
der iiber der Zellmembran messbar ist, gibt es folgende mogliche Ursachen dafiir: Zum einen ist es
denkbar, dass die totale Anzahl der dem Strom zu Grunde liegenden Kanile zu- bzw abgenommen hat.
Auf der anderen Seite wire es auch mdoglich, dass sich die Offnungs- und SchlieBgeschwindigkeit bzw
die Offenwahrscheinlichkeit der zu Grunde liegenden Kaniéle, also die Kanalkinetik, bei unverdnderter

Kanalanzahl gedndert hat. Mischformen sind ebenfalls denkbar (Patel et al 2002).

Eine Anderung der Kanalanzahl bedeutet, dass es zu einer verinderten Menge der dem Kanal zu Grunde

liegenden a- oder B-UE in der Zellmembran gekommen sein muss. Eine Moglichkeit die Menge der a-
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und B-UE abzuschidtzen ist das Bestimmen der Menge der mRNA der zu Grunde liegenden Proteine.
Jedoch kann man durch die blofle Betrachtung der mRNA - Mengen keine sicheren Aussagen iiber die
Anzahl der auf der Zellmembran ausgebildeten funktionierenden Kanidle oder die Menge der
entsprechenden Proteine treffen. So fanden Foeger et al 2013 heraus, dass es bei KChiP2” transgenen
Maiusen zu einem kompletten Verlust an Kv4.2 Protein ohne eine Verdnderung der Transkription des
Gens Kcend2 (Kv4.2) kam. Die Autoren leiteten daraus ab, dass KChiP2 eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Kv4.2 Proteinkomplexes zukommt. Wichtig fiir die Ausbildung von Kv4.3 auf der
Zelloberflache scheint zB auch die Modifikation von KChIP-Spleif3-Varianten durch das Anheften von
Palmitinsiure (Takimoto et al 2002) zu sein. Glykosilierung trigt zur Stabilisierung der K'- Kanile bei,
indem es die richtige Proteinfaltung intrazelluldr beeinflusst (Khanna et al 2001). Die Entfernung von
Sialsdure, einem Zuckerrest, durch die Behandlung mit Neuraminidase konnte sogar eine Reduktion des
I, und eine Verldngerung der Aktionspotenzialdauer hervorrufen (Ufret-Vincenty et al 2001). Solche
posttranskriptionellen Einfliisse oder auch hormonelle Einfliisse wie in 5.3.2 sowie 2.2.4.2 beschrieben,

konnen Einflisse auf die Kanalkinetik und auch die Kanalanzahl nehmen.

Eine Anderung der Kinetik kdnnte hingegen zum einen auf posttranlationalen Modifikationen wie zB das
Spleilen und die Phosphorylierung bestimmter Bindungsstellen der Kanalproteine und damit auf eine
verdnderte Proteinkonfiguration zuriickgehen. Alternativ denkbar wire aber auch eine Verdnderung des
Verhiltnisses von a- zu B-UE. Denn Patel et al berichten, dass es durch eine erhdhte Expression von
KChIP zu einer langsameren Inaktivierung und zu einer schnelleren Erholung des I, kam (Patel et al
2004). Andere B-UE haben wiederrum keinen Einfluss auf die Kanalkinetik. Die Coexpression von Kv1f,
Kv2B und Kv3p (Yang et al 2001) sowie von KChAP (Wang et al 2003) erh6hen MiRP2 und Mink, aber

erniedrigen den I;,-Strom ohne dessen Kinetik zu beeinflussen (Lundby et al 2006).

Fiir die Kanalkinetik wurden die Inaktivierungszeitkonstante des I;,, die Steady-state Inaktivierung sowie
die Erholung von der Inaktivierung untersucht. Die durch hHTx druckentlasteten Kardiomyozyten zeigten

keinerlei Verdnderung in der Kanalkinetik im Vergleich zu den Kontrollen (s 4.4.2).

Bei dem Vergleich mit Daten von chronisch druckiiberbelasteten Kardiomyozyten zeigen sich auch dort
verlingerte Aktionspotenzialdauern und reduzierte Amplituden der repolarisierenden K'-Strome. Es
wurden von mehreren Autoren reduzierte I;,-Strome in epikardialen Myozyten und reduzierte Iy, -Strome
in endokardialen Myozyten beschrieben (Cerbai et al 1994, Tomita et al 1994, Tomaselli et al 1999, Volk
et al 2001, Lebeche et al 2004). Auch die verzogerten Gleichrichterstrome Igx; der Ratte waren
unverdndert bei chronisch druckiiberbelasteten Kardiomyozyten der Ratte. Lediglich bei
unphysiologischen Klemmstrémen von negativer als -100mV wurden Verdnderungen des Ix; beschrieben

(Volk et al 2001).
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Diese beobachteten Verdnderungen anderer Autoren zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit deuten
darauf hin, dass die Unterschiede in den Aktionspotenzialdauern von Rattenherzen vor allem auf die
Anderungen des frithen transienten K'-Stroms I, und nicht auf andere repolarisierende K'-Strome
zuriickgehen. Dariiber hinaus scheinen damit die Verinderungen an den K'-Kanélen eine spezifische und

keine willkiirliche Antwortreaktion zu sein.

Zusammenfassend betrachtet, sind die beobachteten elektrophysiologischen Verdnderungen, ndmlich die
Verldngerung der APD einhergehend mit einer Reduktion des I, bei unverdnderter Kanalkinetik in
atrophierten, chronisch entlasteten Kardiomyozyten, denen von hypertrophierten, chronisch
druckbelasteten Zellen sehr dhnlich. Sie stellen damit moglicher Weise eine gemeinsame Endstrecke
einer molekularen und funktionalen Antwortreaktion auf mechanischen Stress dar, auch wenn ihnen
gegensitzliche Stimulationsreize zu Grunde liegen. Ein weiterer Hinweis hierfiir konnte sein, dass auch
fetale Kardiomyozyten in Bezug auf APD und I, den druckiiberbelasteten und den druckentlasteten
Zellen dhneln. Verschiedene Autoren, die bisher kardiales Remodeling bei hypertrophierten Herzen
untersucht haben, berichten von einer Reaktivierung von fetalen Genexpressionsmustern (Kolar et al
1995, Depre et al 1998, Doenst et al 2001, Razeghi et al 2003, Ito et al 2003, Sharma et al 2006) und
einer Regression zu fetaler Energiegewinnung (Depre et al 1998, Ito et al 2003). Diese Verdnderungen
entsprechen der Hypothese c), die eine U-formige Beziehung postuliert (s 2.5.3, Abb 11b und Abb 31)
(Kilborn et al 1990, Depre 1998, Terraciano et al 2003).
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Abbildung 31 U-Beziehung Hypertrophie/hHTx
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Abb 31: U-férmige Beziehung der elektrophysiologischen und molekulargenetischen Verdnderungen zwischen
chronisch druckbelasteten und hHTx-entlasteten und fetalen Herzzellen. Rot markiert sind die neuen Erkenntnisse
aus der vorliegenden Arbeit und aus den molekulargenetischen Untersuchungen von PD Dr. Alexander Schwoerer
und Dr. Goltz.

5.4 Verianderungen der Kanalstruktur und der Kanalexpression des I, nach
hHTx - Entlastung

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen (s 4.4, 4.6, 5.2, 5.3), dass es nach einer 2-wdchigen
Entlastungstherapie nicht nur zu einer Verlangerung der APD sondern auch zu einer Reduktion von zwei
repolarisierenden Stromen dem I, und dem I, im Vergleich zu den Kontrollen, gekommen ist. Es bleibt
nun offen, inwieweit diese beobachteten Verdnderungen auf eine Anderung der Kanalanzahl oder der

Kanaleigenschaften zuriickzufiihren sein konnte.

Die kinetischen Eigenschaften eines spannungsabhédngigen Kanals werden unter anderem durch seine
Proteinzusammensetzung aus verschiedenen a- und B-UE geregelt (s 2.2.4, 2.2.5, 2.2.6). Durch eine
Verdanderung dieser Zusammensetzung konnen transmurale Unterschiede im Verhalten der Kanéle

erreicht werden. So konnen aus einer RNA, durch posttranskriptionelles Verarbeiten, funktionell

96



verschiedene Proteine gebildet werden (alternatives Spleillen) (Rosati et al 2001, Patel et al 2002). Wie
bereits in 5.3 diskutiert, wurden bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen keine Unterschiede in
der Kanalkinetik beobachtet. Das legt die Vermutung nahe, dass es sich bei den in dieser Arbeit
gemessenen Verinderungen der K'-Stréme um eine unterschiedliche Expression der Kanalanzahl handeln

muss.

Es gibt fiir die Regulation des I, und seine transmurale Differenz unterschiedliche Daten beziiglich den
zu Grunde liegenden molekularbiologischen Mechanismen. Rosati et al (2001) fanden keinerlei
Unterschiede bei der Expression von Kv4.3 oder KChIP2 zwischen epikardialen und endokardialen
Schichten in ventrikuldaren Kardiomyozyten von Hunden und Menschen, sondern lediglich einen
Gradienten fiir Kv4.2 und folgerten daraus, dass vor allem Kv4.2 fiir die Expression des Gradienten
verantwortlich ist. Es konnte in mehreren Publikationen gezeigt werden, dass die Coexpression von [3-
UE, wie KChIP2, dazu fiihren, dass mehr Kanéle in der Zellmembran ausgebildet werden sowie die
Inaktivierungskinetiken verlangsamt und die Aktivierungskinetiken beschleunigt werden (An et al 2000,

Béhring et al 2001, Beck et al 2002, Patel et al 2002).

Andere Arbeiten (Goltz et al 2007) sowie die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Messungen der
unterschiedlichen Proteinexpressionen zeigen Gradienten fiir Kv4.2, Kv4.3 und KChIP2 zwischen
epikardialen und endokardialen Zellen der Kontrollen und lassen damit vermuten, dass auch Kv4.3 und

KChIP2 die Kanalexpression in Ratten - Kardiomyozyten beeinflussen.

Die in dieser Arbeit gemessene, geringere I, - Stromdichte in der epikardialen Schicht der entlasteten
Zellen ist auf molekulargenetischer Ebene mit einer geringeren Ausbildung von o-UE des K'- Kanals Kv
4.2 sowie Kv 4.3 verbunden. Die Menge an B-UE KChiP2 - mRNA ist hier nicht verdndert (s 4.7 und
Abb 29).

Eine reduzierte Menge an Kv4.2-mRNA ist eine typische Beobachtung bei der Untersuchung dieser
Kanaluntereinheiten bei Pathologien, die mit einer reduzierten I,-Amplitude in Rattenherzen
einhergehen. Dazu gehoren kardiale Hypertrophie (bedingt durch Hyperkortisolismus, Abbinden der
Aorta, renalen Hypertonus oder auch spontanen Hypertonus der Ratten) (Takimoto et al 1997, Capuano et
al 2002, Lebeche et al 2004, Goltz et al 2007), Myokardinfarkt (Huang et al 2001, Kaprielian et al 2002)
oder Diabetes mellitus (Qin et al 2001, Nishiyama et al 2001). Bei diesen Experimenten und
Tiermodellen war auch die Reduktion von Kv4.3 eine haufige Beobachtung (Lebeche et al 2004, Goltz et
al 2007, Capuano et al 2002, Takimoto et al 1997, Huang et al 2001, Qin et al 2001).

Diese Daten machen es sehr wahrscheinlich, dass die Reduktion des I, in epikardialen Myozyten der

entlasteten Rattenherzen zumindest zu einem Teil auf eine Verdnderung der Genexpressionsmuster der

97



K'-Kanal-o-Untereinheiten Kv4.2 und Kv4.3, jedoch nicht der pB-Untereinheiten (KChIP2),

zurickzufiihren ist.

Auf der anderen Seite sieht es bei den endokardialen Zellen der Kontrollen und auch der entlasteten
Herzen anders aus. Obwohl der I, auch in den endokardialen Zellen zu einem vergleichbaren Maflle
reduziert ist, gibt es keine signifikanten Unterschiede der Mengen von mRNA von Kv 4.2 oder Kv 4.3. (s
4.1, Abb 29). Da die Menge an mRNA dieser Kanile in den endokardialen Zellen von vorne herein sehr
gering ist, konnte es sein, dass der Unterschied zwischen den Kontrollen sowie den entlasteten Myozyten
unterhalb der Detektionsgrenze geblieben ist. Es konnte allerdings auch sein, dass die signifikante
Reduktion von KChIP2-mRNA in den endokardialen Zellen hauptsédchlich fiir die Verdnderungen des Iy,
verantwortlich ist. Interessanterweise konnte nach Rosati et al (2001) der physiologische Ii,-Gradient
zwischen endo- und epikardialen Zellen bei humanen Kardiomyozyten ebenfalls mehr einer
unterschiedlichen Expression von KChIP2 zuzuordnen sein, da es dort einen sehr dhnlichen transmuralen
Gradienten der Kv4-Kanal-a-UE Kv4.3 und ihrer akzessorischen B-UE KChIP2 gibt. Es wird an dieser
Stelle ein regulativer Effekt von KChIP2 vermutet (Rosati et al 2001). Nur sehr wenige Studien haben
bisher in pathophysiologischen Tiermodellen die Verdnderungen von KChiP2 in Hinblick auf den I,
untersucht und sind bisher zu widerspriichlichen Ergebnissen gekommen. Wihrend das Abbinden der
abdominalen Aorta (Jia et al 2006) zu einer starken Reduktion der KChIP2 - mRNA fiihrte, konnte man
bei diabetischen Hunden sowie spontan hypertensiven Ratten eine Hochregulierung der mRNA von

KChIP2 bei gleichzeitig reduziertem I, vorfinden (Goltz et al 2007; Lengyel et al 2007).

Es gibt aufBlerdem Hinweise durch Arbeiten an Maéausen, dass auch andere akzessorische
Kanaluntereinheiten neben KChIP wie zB MiRP1 und Kv1p sowie KChAP die Stromdichte des Ii,¢
beeinflussen konnen (Kuryshev et al 2000, Aimond et al 2005, Roepke et al 2008). Die
transmembrandsen, ,,minK“-verwandten Proteine bilden die Untereinheiten fiir den Ix, (minK/KCNET1)
und Ix, (MiRP/KCNE2) und beeinflussen durch MiRP1 die Stromdichte des I, s Es konnte beispielsweise
bei Mausen eine 25%-ige Reduktion des schnellen transienten K'-Auswirtsstroms (1o.f) durch eine
genetische Deletion des KCNE2 Gens (MiRP) bei unverdnderter Oberflichenexpression von Kv4.2
erreicht werden (Roepke et al 2008). Es wird auch eine Kopplung der Stromdichte an andere Ionen-
Kanile wie z.B. an den Nav- Kanal diskutiert. So konnte an neonatalen ventrikuldren Rattenmyozyten
gezeigt werden, dass die Genausschaltung der Navp1-Untereinheit (Navp1-UE) zu einer gleichzeitigen

Reduktion von KChiP2 Expression und I, f Stromdichte gefiihrt hat (Dechenes et al 2008).

Zusammenfassend lasst sich folgendes festhalten:

Auch unter molekulargenetischen Aspekten existieren auffillige Parallelen zwischen den hHTx
entlasteten Herzen dieser Arbeit und Pathologien, die durch eine Druckiiberbelastung induziert wurden.

Nicht nur die elektrophysiologischen Eigenschaften der I,-Strome, sondern auch die
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molekulargenetischen Mechanismen, die den I,-Verdnderungen zu Grunde liegen verhalten sich sehr
dhnlich. Die Kanal a-UE Kv4.2/Kv4.3 sowie die B-UE KChIP2 spielen eine grof3e, reproduzierbare Rolle
bei der Verdnderung des I, in hypertrophierten und hHTx entlasteten Herzen. Es scheint jedoch noch

weitere zu geben, die ebenfalls darauf Einfluss nehmen.

Auch die in der Molekulargenetik gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen die Hypothese einer U-
formigen Beziehung zwischen kardialer Pathologie/Hypertrophie und kardialer Druckentlastung mittels

hHTx (s 2.6.1 und 5.3).

54.1 Zusammenfassung der Verdnderungen an den Kv Kanilen

Zusammengenommen kann man feststellen, dass bei entlasteten Herzen, genau wie auch bei
hypertrophierten Herzen, die Verdnderungen auf der Transkriptionsebene ihrer molekularen
Komponenten zu der Erniedrigung des I, fithren, wobei es aber Unterschiede bei den involvierten
Transkriptionsmechanismen zwischen epikardialen und endokardialen Zellen und Spezies zu geben
scheint. Dass es sich hierbei aller Wahrscheinlichkeit nach nicht um einen unspezifischen Proteinabbau in
der Zellmembran handelt, kann man zum einen aus einem nicht veridnderten Ig; in allen Zellgruppen und
zum anderen aus der Reduktion der mRNA - Transkription fiir die Proteine der I,,-Kanaluntereinheiten

Kv 4.2, Kv 4.3 in epikardialen Zellen und KChIP2 in endokardialen Zellen ableiten.

Die, in dieser Arbeit festgestellte, vollig unverdnderte Kinetik der Aktivierung und der Inaktivierung des
I, - Stroms, sowie eine vollig unverdnderte Erholung von der Inaktivierung in allen gemessenen
Zellgruppen (s 4.4.2, 5.3), bei gleichzeitig reduzierten Stromen des I, und Iy, deuten hingegen eher auf
eine reduzierte Anzahl von Kanélen, als auf eine Verdnderungen der Kanaleigenschaften durch eine

veranderte Proteinstruktur hin.

Wann und weshalb eine Verdnderung der Stromdichte mehr auf die Verdnderungen in der Transkription
der o-Untereinheit und wann die Verdnderungen mehr auf eine verdnderte Expression der [-
Untereinheiten zuriickzufiihren ist, konnte bisher noch nicht abschlieBend geklart werden. Man konnte
aber vermuten, dass unterschiedliche Stimuli, wie sie z.B. eine Druckentlastung mit einer hHTx oder ein
induzierter Hypertonus durch ein Abbinden der abdominalen Aorta, unterschiedliche Signalkaskaden in
Gang setzen, die nur die Endstrecke der Verdnderungen in der I, - Stromdichte und den Verdnderungen
der Aktionspotenziale gemeinsam haben. Es werden noch mehr Studien zur Erorterung dieser Frage ndtig

sein.
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5.5 Limitationen /Einschrinkungen

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Auswirkungen von kardialer Entlastung eines gesunden Herzens
auf die Repolarisation untersucht, ohne die anderen Faktoren, die normalerweise zu einem Herzversagen
fiihren, zu beriicksichtigen. In der klinischen Situation werden LVADs implantiert, um zuvor
versagenden Herzen zu entlasten. Daher werden noch weiterfiihrende Studien notwendig sein, um zu
bestétigen, ob die Effekte, die wir beim Entlasten der gesunden Herzen gemessen haben auch bei Herzen
zu beobachten sind, welche sich zundchst im Versagen befanden. Erst dann ldsst sich beurteilen ob es,
abhingig von dem zugrunde liegenden Krankheitsbild Unterschiede und Verdnderungen beziiglich

unserer Messungen gibt.

Allerdings sollte an dieser Stelle erwdhnt werden, dass mechanische Entlastung von gesunden
Rattenherzen erstaunlich dhnliche Ergebnisse hervorbringt, wie die mechanische Entlastung von
menschlichen versagenden Herzen. Hier scheint es auf den ersten Blick also sowohl wenige Unterschiede
zwischen den untersuchten Spezies als auch einer zugrunde liegenden Erkrankung zu geben (Doenst et al
2006, Razeghi et al 2006, Razeghi et al 2007). Eine andere wichtige Einschrinkung ist, dass es
grundlegende Unterschiede bei der kardialen Repolarisation zwischen Ratten- und Menschenherzen gibt.
Beim Menschen haben neben dem I, und dem I,s noch andere Kanile groflen Einfluss auf die Lange der
APD. Die transmurale Heterogenitidt der APD beim Menschen ist im Gegensatz zur Ratte zB zusétzlich
abhingig von der Offenheit der Na'-Kanile sowie von einer heterogenen Expression der verzogerten

Gleichrichterstromen Ik und I, (Antzelevitsch et al 2002).

Auch wenn diese Einschriankungen keinen Einfluss auf die Hauptfeststellungen und Riickschliisse haben,
die wir aus unserer Studie ziehen, miissen in Zukunft mehr Studien an menschlichen Herzzellen
vorgenommen werden, welche die besonderen Verdnderungen und Einfliisse einer Entlastung auf die
Elektrophysiologie einer menschlichen Herzzelle beriicksichtigen, wie z.B. die verzdgerten

Gleichrichterstrome.

Es gibt einige Einschrinkungen, die bei der Betrachtung und Interpretation der vorliegenden Ergebnisse
mit einbezogen werden miissen. In Abschnitt 5.5.1 werden mogliche experimentelle Einfliisse aufgefiihrt
und diskutiert um im Anschluss in Abschnitt 5.5.2 und 5.5.3 mogliche, aus der Literatur bisher bekannte,
physiologische Einfliisse auf die in dieser Arbeit untersuchten Parameter zu diskutieren. In Abschnitt
5.5.4 werden die Unterschiede und Gemeinsamkeiten des in dieser Arbeit verwendeten Tiermodells mit

den, bei der Therapie der Herzinsuffizienz genutzten, VADs verglichen.
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5.5.1 Experimentelle Einfliisse

In diesen durchgefiihrten Experimenten sind einige Kompromisse beziiglich der Versuchsumgebung

eingegangen worden, die Auswirkungen auf die Messergebnisse haben konnten.

5.5.1.1 Temperatur

Die Versuche sind bei Raumtemperatur zwischen 22° und 25° C durchgefiihrt worden. Die Nernst-
Gleichung bestimmt die Triebkraft der lonen iiber die Zellmembran. Diese ist temperaturabhéingig.
AufBlerdem sind die Kanéle auch in ihrer Funktion temperaturabhéngig. Bei Versuchen bei 37° C haben
sich Kardiomyozyten sehr vulnerabel gezeigt und die Strome waren teilweise zu grof3 und zu schnell um
verniinftige reproduzierbare Messungen zu erhalten. Da es sich hier um einen Vergleich zwischen zwei
Zellgruppen handelt, die beide bei der gleichen (geringeren) Temperatur gemessen wurden, gilt es als ein

akzeptierter Kompromiss die Messungen bei Raumtemperatur durchzufiihren.

55.1.2 CdCl, in der Badlosung

Cd** blockiert den L-Typ Ca®"-Kanal (Fox et al 1987). Eine wie in diesem Experiment verwendete
Konzentration von 300 uM Cd*" fithrt zu einer effektiven Blockade aller L-Typ Ca®"-Kanile. Dies ist
jedoch kein ausschlieBlich fiir diesen Kanal spezifischer Blocker. In der vorliegenden Konzentration
werden wahrscheinlich auch die Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften des transienten K' -
Auswirtsstroms Iy, beeintrachtigt (Agus et al 1991). Damit wird bei den voltage-clamp Experimenten
wahrscheinlich ein anderer I, gemessen als zum Zeitpunkt der AP- Bestimmung geflossen ist, da dabei
kein CdClI, verwendet wurde. AuBlerdem wird der Iy, in den beiden Versuchsgruppen unterschiedlich stark
exprimiert, sodass man davon ausgehen muss, dass es bei druckentlasteten Kardiomyozyten, die den
Kanal weniger stark exprimieren, zu einer geringeren relativen Beeinflussung der Messwerte durch das
CdCl, kommt. Eine mdgliche Schlussfolgerung konnte sein, dass es sobald in einer der beiden zu
vergleichenden Kardiomyozyten weniger Kv-Kanédle vorliegen relativ zu einer geringeren Blockade
dieser Kv-Kanéle kommt. Dadurch konnte der I, in den Kontrollen in Wirklichkeit noch grofer sein als
gemessen und in den entlasteten Kardiomyozyten noch kleiner oder gleichgeblieben. In diesem Fall wére

der beobachtete Unterschied im Iy, sogar noch unterschétzt.
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5.5.1.3 Stimulationsfrequenzen

Die APs wurden mit einer Frequenz von 0,3Hz ausgelost. Dies stellt im Vergleich zu der physiologischen
Herzfrequenz der Ratte von ca. 300 Herzaktionen/min einen sehr kleinen Wert dar. Wie bereits zuvor
gezeigt werden konnte, hat der I, eine frequenzabhingige Kinetik. Je hoher die Frequenz, desto kleiner
werden die Zeitkonstanten der Inaktivierung (Shimoni et al 1995), sodass insgesamt ein Kkleinerer
Repolarisationsstrom flieBen wiirde. Dies ist in den endokardialen Schichten ausgeprigter als in den
epikardialen. So kommt es, dass die Langen der APs bei hoheren Herzfrequenzen (Stimulationsraten) in
den endokardialen Schichten schneller wachsen als in den epikardialen, da hier der I, schneller inaktiviert
wird (Shimoni et al 1995, Kocic et al 2003). Aller Wahrscheinlichkeit nach wurden somit die
Aktionspotenzialdifferenzen  zwischen  Epikard und Endokard aufgrund der niedrigeren
Stimulationsfrequenz in diesem Experiment unterschitzt. Die druckentlasteten Kardiomyozyten, die in
dieser Arbeit untersucht wurden, entstammten der gleichen Herzregion wie ihre Kontrollen, sodass die
oben beschriebene, transmurale Verfalschung, in dieser Arbeit bei den intramuralen Vergleichen keinen

Effekt hitte.

55.14 Der Einfluss der volatilen Anésthetika

Die Anisthesie fiir die bei den Versuchen operierten und untersuchten Tiere wurde als Inhalationsnarkose
mit volatilen Anésthetika durchgefithrt. Volatile Anisthetika haben ausgeprigte Effekte auf das
kardiovaskuldre System. Eine solche Anésthesie ist negativ inotrop und negativ chrono- bzw. dromotrop.
Daraus resultieren eine Reduktion der Herzfrequenz und zum Teil starke Blutdruckabfille (Hanley et al
1998). Es konnte gezeigt werden, dass die negativ inotropen Eigenschaften der Anisthetika vor allem auf
eine geringere Freisetzung von Ca’" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und zum anderen auf eine
geringere Empfindlichkeit der kontraktilen Elemente auf Ca®" zuriickzufiihren ist (Hanley et al 1998).
Eine Auswirkung auf die K" - Kanile und Stréme ist auBerdem wahrscheinlich. Fiir fast alle volatilen
Anisthetika konnte eine dosisabhingige Verldngerung des QT- Intervalls (Michaloudis et al 1996,
Michaloudis et al 1998, Giiler et al 2001, Karagdz et al 2005) nachgewiesen werden. Aullerdem konnte
fiir Kardiomyozyten des Meerschweinchens und des Hundes gezeigt werden, dass diese Verdnderungen
auf eine Inhibition des Ix — Stroms zuriickzufiihren ist (Suzuki et al 2000). In ventrikuldren Myozyten des

Menschen konnte ebenfalls eine Reduktion des I, bei unveridndertem I, unter dem Einfluss von Isofluran
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nachgewiesen werden. Diese Effekte waren nach dem Auswaschen der Anisthetika komplett reversibel

(Hiineke et al 2001).

Alle, durch volatile Anisthetika verursachten Effekte auf das kardiovaskuldre System, beginnen akut und
sistieren nach dem Ende der Zufuhr der Anésthetika schnell wieder. Durch die ausfiihrlichen Waschungen
der Herzen in kardiopleger Losung, sowie vor Beginn der Zellisolation im Langendorf-Apparat ist ein

fortbestehender Effekt der Anésthetika auf die Kardiomyozyten unwahrscheinlich.

5.5.2 Endokrine/Parakrine Einfliisse auf Kv4.2/Kv4.3- Kanile

Es existieren, wie bereits in der Einleitung in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben, verschiedene hormonelle
Einfliisse auf den I,. So existiert eine Beeinflussung durch Testosteron und Ostrogen, durch das
Schilddriisenhormon, durch Angiotensin II, durch eine sympathikoadrenerge Aktivierung von PKC und

PKA sowie durch Insulin.

Zusammenfassend betrachtet ist davon auszugehen, dass es wie bei allen Vorgédngen in der Zelle eine
Vielzahl von beeinflussenden Signalkaskaden und Einflussfaktoren gibt. In dieser Arbeit ging es jedoch
darum, Effekte auf Zellgrofe und die der Repolarisation zugrunde liegenden Strome zu identifizieren, die
primdr durch eine hidmodynamische Entlastung bedingt sind. Das kann unabhingig von der genauen
Kenntnis dieser Signalkaskaden geschehen, da alle endokrin- vermittelten Einfliisse, sich immer auf beide

Herzen, die entlasteten und die nativen Empfangerherzen als Kontrollen, ausgewirkt haben.

5.5.3 Einfluss der cytosolischen Ca*" - Konzentration auf Kv4.2, Kv4.3-Kanile

Patel et al (2002, 2004). konnten zeigen, dass bestimmte Anteile der Kanalkinetik des Kv4.3- Kanals in
Gegenwart von KChIP2 B-UE Ca*"-abhingig sind. Ca®" bindet an die EF-Hand- Abschnitte des KChIP2
und fithrt an diesen zu einer strukturellen Verdnderung, die wahrscheinlich Einfluss auf die
Positionierung der B-UE im Kanalkonstrukt hat. Es kann sich hierbei um einen negativen Feedback-
Mechanismus handeln: Stark erhohtes zytosolisches Ca*" fithrt demnach zu einer Aktivierung von
KChiP2 und dariiber zu einer Erhdhung des I,. Ein erhdhter I, trdgt wiederum zu einer Verkiirzung der

APD und damit zu einer Reduktion der intrazelluldren Ca®* Konzentration bei.
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5.6 hHTx -Tiermodell und der Vergleich mit LVAD

Die vorliegende Arbeit versucht mit Hilfe eines Tiermodells und elektrophysiologischen Methoden die
Zusammenhinge zwischen den Umbauvorgingen bei kardialer Hypertrophie und druckentlasteten
Kardiomyozyten wie z.B. bei Patienten mit LVAD-Therapie besser zu verstehen. Diese Arbeit geht davon
aus, dass die Entlastung mittels hHTx ein gutes Modell fiir die Entlastung von Kardiomyozyten ist. Wie
gut sich im Tiermodell gewonnene Ergebnisse auf die LVAD-Therapie iibertragen lassen, wird allerdings

kontrovers diskutiert.

Kritiker beméngeln bei der hHTx von gesunden Herzen, dass durch die unterschiedlichen
Ausgangssituationen vor der Entlastung, bei hypertrophierten, kranken Herzen im Vergleich zu gesunden
Herzen andere Mechanismen und Signalwege aktiviert werden konnten. AufBlerdem konnten Herzen
unterschiedlicher Spezies ebenso verschieden auf die Entlastung reagieren. Dennoch scheint es
Umbauvorginge am Herzen zu geben, die durch mechanische Druckentlastung initiiert werden, die
unabhingig von der Ausgangssituation sind (Doenst et al 2006). Es war ein Ziel der Arbeit vor allem die,
durch hidmodynamische Entlastung eines gesunden Herzens hervorgerufenen Verdnderungen, zu
identifizieren. Dafiir war es unerldsslich gesunde Rattenherzen zu entlasten um mogliche Einfliisse durch
eine Grunderkrankung bzw die auslosenden Faktoren einer vorangegangenen Hypertrophie zu vermeiden.
Es wird nun der Vergleich zu Studien iiber VAD-entlastete Herzen getétigt um zu zeigen, dass die in
dieser Arbeit gemessenen Ergebnisse, die primidren Verdnderungen bei hidmodynamischer

Druckentlastung widerspiegeln.

5.6.1 hHTx vs. LVAD-Therapie: Phianotypische Unterschiede

Bei der Therapie von hypertrophierten, insuffizienten Herzen mittels LVADs kommt es zu einer
Reduktion der Herzmasse und der zelluliren Hypertrophie, worauthin wieder nahezu physiologische
Ausmale erreicht werden (Zeiferidis et al 1998, Terracciano et al 2003). Auch bei einem Tiermodell
kommt es zur Reduktion der Herzmasse und ZellgroBBe (Nourani et al 2001, Oriyanhan et al 2007).
Allerdings kommt es hier durch eine andere Ausgangssituation (normales, gesundes Herz) letztendlich zu
einer Atrophie. Zusammen genommen lasst sich behaupten, dass die Reduktion von Vor- und Nachlast zu

einer Abnahme der kardialen Masse fiihrt.

Wie in 2.4.5 bereits beschrieben, hypertrophierten Herzen durch eine erhohte Arbeitsanforderung.
Unterschiedliche Faktoren machen die Herzarbeit aus. Dazu gehoren die Vor- und Nachlast, die

Herzfrequenz und die Kontraktilitét.
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Alle diese Faktoren hangen eng mit neuroendokrinen Stimuli und der vegetativen Innervation zusammen.
Katecholamine steigern als Effektoren des vegetativen Nervensystems die Nachlast, die Kontraktionskraft
und die Herzfrequenz. Daher fiihrt eine chronische Steigerung von Katecholaminen auch zu einer
Hypertrophie von Kardiomyozyten (Simpson et al 1985). Auch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) hat einen Einfluss auf die Herzarbeit und die Hypertrophie. Zum einen fiihrt eine
Aktivierung des Systems zu einer Erhohung der Vor- und Nachlast, aber auch eine gesteigerte Menge an
Angiotensin II verursacht, iiber einen direkten Mechanismus, eine Hypertrophie der Kardiomyozyten
(Lee und Lindpaintner 1993). Interessanterweise konnte an spontan hypertensiven Ratten gezeigt werden,
dass durch eine pharmakologische Intervention mit Captopril, einem ACE - Hemmer und damit einem
Antagonisten des RAAS, zum einen der Bluthochdruck und die Herzhypertrophie gesenkt, zum anderen
aber auch die Reduktion von Kv4.2 und Kv4.3 verhindert wird. Auch an dieser Stelle zeigt sich eine
interessante Verbindung zwischen Hypertrophie und der dem I, zu Grunde liegenden a-UE (Takimoto et

al 1997).

Betrachtet man nun das hHTx Modell der Entlastungstherapie stellt sich die Frage inwiefern die
Denervierung durch die Transplantation und die daraus folgende Reduktion der parakrinen Effekte des
vegetativen Nervensystems einen Einfluss auf die Reduktion der Zellgroe und Herzmasse haben. Die
Herzfrequenz der transplantierten Herzen sank in den in Narkose durchgefiihrten Versuchen um beinahe
50 % (4.2). Es konnte also argumentiert werden, dass diese Reduktion der Herzfrequenz hauptséchlich
durch die fehlende Innervation des Transplantat-Herzens zu Stande gekommen ist und dass die damit
reduzierte Herzarbeit einen groBen Einfluss auf die Reduktion der Zellgrofle hat. Dagegen sprechen zwei
Dinge:

Zum einen konnte gezeigt werden, dass bei hHTx transplantierten Herzen eine gesteigerte endokrine
Sympathikusaktivitdt, durch erhohte Katecholaminspiegel im Blut, keinen Einfluss auf die Reduktion der
ZellgrofBle des transplantierten Herzens haben, jedoch eine Hypertrophie des nativen Empfangerherzens
bewirken. Die Hypertrophie des nativen Herzens wird in diesem Modell wahrscheinlich durch den
mechanischen Stress einer katecholamininduzierten Erhohung der kardialen Nachlast bewirkt, die sich
durch die Entlastung nicht auf das transplantierte Herz auswirken wiirde (Petrie et al 1994). Zum anderen
zeigt sich bei einer besonderen Form der hHTx bei der weiterhin eine gewisse Vor- und Nachlast erhalten
bleibt, dass es trotz Denervierung zu nahezu keiner Atrophie kommt. Beide Beobachtungen deuten
demnach mehr auf eine mechanische als auf eine parakrine Induktion der Hypertrophie bzw. Atrophie hin
(Galinanes et al 1994). AuBerdem handelte es sich bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen der Herzfrequenz um echokardiographische Untersuchungen in Inhalationsnarkose. In
bisher unverdffentlichten Telemetriemessungen des Instituts fiir Zelluldre und Integrative Physiologie des
Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf zeigte sich, dass der Unterschied der Herzfrequenzen
zwischen nativem Herz und Transplantat beim nicht narkotisierten Tier deutlich geringer ausfillt. Die

reine Denervierung ohne Entlastung hat also nur einen geringen Einfluss auf die GroBe der
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Kardiomyozyten. Daher ist damit zu rechnen, dass der ausbleibende parakrine Einfluss nicht den

Hauptteil zur Reduktion der Zellgrofle beitragt.

Bei der Implantation eines LVADs kommt es zu keiner Denervierung des Herzens. Die verbesserte
Durchblutung fiihrt auBlerdem zu einer Reduktion des RAAS und zu einer Senkung der
Sympathikusaktivitdt (Dipla et al 1998). Dariiber hinaus sind einige der herzinsuffizienten Patienten mit
einer medikamentosen B-Blockade gegeniiber sympathischen Einfliissen geschiitzt. Wie grof3 der Einfluss
der reduzierten Sympathikusaktivitit auf die ZellgroBe ist, kann also nicht sicher gesagt werden. Dass es
sich hierbei um einen alleinstehenden Effekt handelt, ist aber ebenso unwahrscheinlich (s.0.) (Klein et al

1991, Petrie et al 1994).

5.6.2 hHTx vs. LVAD-Therapie: Elektrophysiologische Unterschiede

Herzinsuffizienz ist hdufig von ventrikuldren Arrhythmien begleitet. Man geht davon aus, dass die
Ursache fiir diese Prédisposition in den elektrophysiologischen Verdnderungen, die eine kardiale
Hypertrophie begleiten, zu finden ist. Harding et al (2001) und Volk et al (2000) gehen davon aus, dass
die Ursache dafiir bei Patienten mit LVAD (Harding et al 2001) und im Tiermodell (Volk et al 2000) in
der Verlangerung der APD liegt. Eine solche Verldngerung der APs spiegelt sich in verldngerten QT-
Intervallen im Oberflichen - EKG wider. Die APD ist wiederum stark abhédngig von den

Repolarisationsstromen und damit auch vom I, (s 2.3.7, 2.4).

Welche Rolle die spannungsgesteuerten K'-Kanile bei der Entwicklung solcher Arrhythmien spielen
konnen, zeigt sich bei der Betrachtung der genetischen Formen des Long-QT-Syndroms (LQTS).
Mutationen in den zugrunde liegenden Genen fiir die a-und B-UE (z.B. KvLQT1, minK, hERG werden
als ursdchlich fiir die unterschiedlichen Varianten des LQTS angesehen (Sanguinetti et al 1995, Wang et
al 1996, Shieh et al 2000, Nerbonne und Guo 2002). Die transmuralen Lingenunterschiede der APs
bilden zum einen die Grundlage fiir den komplizierten Ablauf der Depolarisation und Repolarisation des
Myokards, zum anderen kann jede Verstarkung dieses Unterschieds die Wahrscheinlichkeit erh6hen, dass
Extrasystolen wieder auf erregbares Myokard treffen und damit eine Reentry-Tachykardie ausldsen.
Vielleicht ist es aber auch die transmurale Heterogenitit der APD, die durch die Verdnderungen bei
Belastung und Entlastung noch verstirkt wird und die dadurch die Préadisposition fiir ventrikulére
(Reentry-)Arrhythmien erkldren kann (Wettwer et al 1994, Nabauer et al 1996, Bryant et al 1999,
Nerbonne und Weinong 2002). Dass dieser Effekt nicht nur auf druckbelastete Kardiomyozyten zutrifft,
zeigen neben den Daten dieser Arbeit auch Arbeiten, die eine Zunahme der QT - Intervalle im
Oberflaichen-EKG nach Implantation der LVADs und damit auch eine Zunahme der arrhythmischen
Komplikationen beschreiben (Harding et al 2001, Harding et al 2005, Kawabata et al 2008).
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Die Daten der 6. INTERMACS Studie (Kirklin et al 2014) zeigen, dass es im 1. Monat nach VAD-
Implantation ein ca. 10-fach erhohtes Risiko fiir ventrikuldre Arrhythmien gibt. Diskutiert werden als
Ursachen dafiir neben einer kardialen Fibrosierung auch mechanische Probleme wie ein Ansaugen der
intrakardialen Kaniile und ein elektrophysiologisches Remodeling mit Verlangerung der QT-Intervalle
(Pedrotty et al 2013). Wie es dazu kommt, dass sich nach Wochen und Monaten die QT - Intervalle
wieder normalisieren ist unklar. Jedoch scheint es, als sei diese Normalisierung ein wichtiger Teil des
Erfolges der VAD-Therapie (Harding et al 2005). Ob es bei den hHTx entlasteten Zellen, die zunichst
auch eine Verldngerung der APD zeigen, im Verlauf auch zu einer Normalisierung kommen wiirde, ist

nicht untersucht worden.

Dass es in beiden Fillen zu dhnlichen elektrophysiologischen Verdnderungen kommt, konnte ein Hinweis
dafiir sein, dass APD - Verldngerungen, unabhéngig von der Spezies und der kardialen Vorgeschichte zu
den primdren, durch hidmodynamische Entlastung herbeigefithrten, Verdnderungen zédhlen. Die
Veranderungen des I, sind bisher nicht an Kardiomyozyten nach LVAD - Implantation untersucht
worden. Somit ldsst sich liber Parallelen nur mutmaBen. Dass dem Unterschied in der APD eine
Reduktion des I, zu Grunde liegt, kann also bisher nur sicher fiir hHTx entlastete Herzen behauptet

werden.
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5.7 Zusammenhinge zwischen dem I, und der Ca’*-Calcineurin Signalkaskade
bei der myokardialen Stressantwort.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten starken unter anderem die Hypothese, dass die Reduktion des Iy,
und die Verlingerung der APD Teil einer gemeinsamen Endstrecke einer Antwortreaktion der
Kardiomyozyte auf mechanischen Stress darstellt, auch wenn diesen Prozessen gegensétzliche Stimuli
vorausgehen (s 5.3). Im folgenden Abschnitt sollen diese neuen Erkenntnisse und die mdgliche Rolle des
I, bzw. die Verdnderung der APD in den intrazelluldren Signalkaskaden bei der Entstehung der Atrophie

bzw. Hypertrophie diskutiert werden.

Die Menge an intrazellulirem Ca®’ spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von kardialen
Pathologien und bei deren Kompensation. Die Stirke der Kontraktilitdit hingt z.B. eng mit der
intrazelluliren Menge an Ca®" zusammen (Klinke et al 2010), was unter dem Aspekt eines erhohten
Bedarfs an Inotropie bei erhohter Herzarbeit sinnvoll erscheint. Es konnte im Rattentiermodell fiir die
GroBe und Liange von Aktionspotenzialen an kardialen Myozyten ein direkter Zusammenhang zu
groBeren transmembrandsen Ca®™ -Strémen gezeigt werden. In ventrikuldren, kardialen Myozyten der
Ratte hat die Dauer und Form des Aktionspotenzials einen wichtigen Einfluss auf die GroBe des Ca”*-

Einstroms in die Zelle iiber L-Typ Ca**-Kanile (Volk et al 2004).

Bisherige Untersuchungen, die den L-Typ Ca®-Kanal betreffen, haben unterschiedliche Ergebnisse
beziiglich der Verdnderung des Kanals bei Hypertrophie durch chronische Belastung hervorgebracht.
Linksventrikuldre Hypertrophie durch ein Abschniiren der thorakalen Aorta mit einem Band (Wang et al
2001), durch renovaskuldren Hypertonus (Keung 1989) oder rechtsventrikuldre Hypertrophie aufgrund
eines erhohten pulmonal-vaskuliren Widerstandes (Lee et al 1997) werden mit einer Erhohung der
Stromdichte von Ic, assoziiert. Allerdings haben weder die erhohte Zufuhr von Katecholaminen (Bryant
et al 1999) noch die Aorta- ascendens-Stenose (Volk et al 2002) einen messbaren Einfluss auf die Ca*'-
Stréme. Schwere Hypertrophie und Herzversagen haben dagegen eher verringerte Ca**-Stréme in den

Myozyten zur Folge (Tomaselli und Marban 1999).

Viele Autoren bringen die Entwicklung der kardialen Hypertrophie eng mit einer Ca’'-abhingigen
Aktivierung von Calcineurin in Verbindung (Gong et al 2006, Liu et al 2010, Bernado et al 2010, Dong et
al 2010). Dass die Gabe eines Calcineurin-Inhibitors (Cyclosporin A) dazu gefiihrt hat, die Hypertrophie
zu vermeiden, ldsst vermuten dass Calcineurin eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der kardialen
Hypertrophie einnimmt (Wang et al 2001). Wahrscheinlicher ist, im Hinblick auf die Masse an Daten, die
einen Einfluss auf den I, belegt, der Erklarungsansatz von Kassiri et al (2003), der zwar Calcineurin eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung der Hypertrophie zuschreibt, jedoch die Aktivierung der Calcineurin-

Kaskade auf eine Reduktion des I, zuriickfiihrt. Durch die Reduktion der repolarisierenden Strome
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kommt es zu einer Verlingerung der APD und damit einer Erhdhung des Ca** Einstroms. Einen
Uberblick iiber einen mdglichen Zusammenhang gibt Abbildung 32. Ein weiterer Hinweis fiir die
Richtigkeit dieser Annahme konnte sein, dass ein Kv4.2 negatives, transgenes Mausmodell dazu gefiihrt
hat, dass der I, nicht nur komplett ausgeschaltet wurde, sondern es zusétzlich zu einer Zunahme der APD
und zur Ausbildung von phénotypischen Hypertrophie- und Herzinsuffizienzzeichen, wie Zunahme der

Zellgrofe, Dilatation der Herzhohlen und interstitieller Fibrose kam.

Abbildung 32 Calcineurin und Hypertrophie

Kv4.3 | \
Itol \
APD t
Kardiale Hypertrophie

Ca2+ Einstrom {

Calcineurin
Aktivierung

Abb 32 (Modifiziert nach Huo et al 2014): Dieser Kreislauf zeigt einen moglichen Zusammenhang zwischen einer
Reduktion des Ito, einer Verlingerung der APD und einer vermehrten Calcineurin-Aktivierung durch einen
erhéhten Ca’* - Einstrom welche zur einer kardialen Hypertrophie fiihren.

Die Einfliisse auf den Ca*" -Haushalt der entlasteten Zellen sind hingegen groBtenteils noch unbekannt.
Erste Hinweise konnten erhoht gemessene Ic, - Strome bei Patienten mit LVAD- Unterstiitzung sein
(Terracciano et al 2003). Die in dieser Arbeit gemessenen, verlingerten Aktionspotenziale stiitzen diese
Beobachtungen, da man bei einer vergroferten APD von einem vergroBerten und verlidngerten Ca*'-
Strom ausgehen wiirde. Das wiederrum wirft die Frage auf wozu eine druckentlastete, ventrikuldre
Myozyte diese erhohten Ca®" - Einstrome braucht. Ein Erklarungsansatz kénnte die Rolle von Calcineurin

bei der Entwicklung der kardialen Hypertrophie und moglicherweise auch Atrophie sein.
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Eine der Hypothesen dieser Arbeit ist es, dass die Reduktion des I, und die Verldngerung der APD,
genauso wie die metabolischen Verdnderungen im Sinne einer U-férmigen Beziehung die gemeinsame
Endstrecke eines kardialen Kompensations- bzw. Antwortmechanismus auf Stress darstellt. Die meisten
Studien zeigen eine Verldngerung des APD sowie eine Reduktion des I, in Folge einer kardialen
Hypertrophie (Cerbai et al 1994, Tomita et al 1994, Tomaselli et al 1999, Volk et al 2001, Lebeche et al
2004). Es gibt allerdings auch hier widerspriichliche Daten. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es
bei kardialer Hypertrophie neben der Reduktion des I, auch zu einer Steigerung der L-Typ Ca®" - Stréme
kommen kann (Wang et al 2001, Bodi et al 2003).

Dariiber hinaus muss einschrinkend erwdhnt werden, dass bei ventrikuldren Kardiomyozyten von
Menschen eine Reduktion des I, iiber die Reduktion von Kv4.3 nur einen geringen Einfluss auf die
Linge der APD und damit wahrscheinlich auch nur einen geringen Einfluss auf die Menge des
intrazelluliren Ca®" hat. In neueren Arbeiten wurde nun ein Zusammenhang zwischen der Expression von
Kv4.3 und einer Hemmung der Ca*'/Calmodulin-abhingigen Proteinkinase II (CaMKII) sowie der
Entstehung von kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz postuliert. Die CaMKII ist bei einer Reihe
von kardialen Pathologien beteiligt und ist auf der einen Seite an der Induktion von Apoptose und auf der
anderen Seite {iber die Aktivierung von Calcineurin an der Entstehung von Hypertrophie beteiligt (Dong
et al 2010, Li et al 2012, Huo et al 2014). Huo et al fanden heraus, dass Kv4.3 einen inhibierenden
Einfluss auf die CaMKkII hat, was einen potenziellen kardioprotektiven Effekt darstellen wiirde (Huo et al

2014).

Es sind also weiterfiihrende Untersuchungen und Messungen der transmembranésen Ca®" -Strome iiber
z.B. L-Typ Ca’" - Kanile und vor allem auch der wirklichen intrazelluldren Ca>" - Konzentrationen sowie
Untersuchungen des Calcineurins in kardialer Hypertrophie und Atrophie notwendig, um mehr Einblicke
in den Ca®" - Haushalt von druckentlasteten Kardiomyozyten zu erhalten. Dass Verinderungen des I, bei
den Ca*"-abhingigen Signalkaskaden eine wichtige Rolle spielen konnten, ist in Anbetracht der in dieser

Arbeit erhobenen Daten und der hier aufgefiihrten Quellen als wahrscheinlich anzusehen.

5.8 Implikationen / Erkenntnisse fiir die VAD Therapie

In dieser Arbeit und auch in Arbeiten anderer Autoren wurde gezeigt, dass die gegensitzlichen
Belastungen eines Herzens bei Hypertrophie und kardialer Entlastungstherapie mit dhnlichen zelluldren
Umbauprozessen einhergehen konnte (Kolar et al 1995, Depre et al 1998, Doenst et al 2001, Razeghi et al
2003, Ito et al 2003). Kardiale Atrophie und auch kardiale Hypertrophie induzieren sowohl ein fetales

Genmuster (Depre et al 1998) und eine Verschiebung hin zu einem fetalem Energieverbrauch (Kolar et al
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1995, Ito et al 2003), als auch sehr dhnliche Verdnderungen fiir die kardiale Repolarisation. Letzteres

konnte erstmals in dieser Arbeit gezeigt werden.

Wie in 5.6.2 zu lesen ist, pradisponiert die Implantation eines VAD héaufig fiir ventrikuldre Arrhythmien.
Daher kann man vermuten, dass obwohl die Reexpression von fetalen Genmustern die kardiale Funktion
verbessern und das Herz vor einem programmierten Zelltod schiitzen kann (Rajabi et al 2007), es
moglicherweise auch einen gefahrlichen Nachtteil dieser Umbauvorgiange gibt, nimlich die Entwicklung
von potenziell tddlichen Rhythmusstorungen. Moglicherweise lassen sich diese potenziellen
Nebenwirkungen effektiv pharmakologisch antagonisieren. Die Heterogenitidt der Kanalverteilung in
allen Schichten des Myokards macht es zumindest theoretisch mdglich, durch gezielte Blockade
bestimmter K'-Kanile, die im Epikard, Endokard oder den Schichten dazwischen (M-Zellen) vorrangig
fiir die Repolarisation verantwortlich sind, eine Reduktion der Aktionspotenzialdifferenzen iiber alle
Wandschichten zu erreichen. Damit liefe sich unter Umstdnden die Anfilligkeit fiir Arrhythmien
reduzieren. Allerdings gelten pharmakologische K'-Kanalblockaden therapeutisch als problematisch, da
sie auf der einen Seite bestimmte Arrhythmien therapieren gleichzeitig jedoch neue induzieren (Nerbonne

und Guo 2002).

Ein weiterer pharmakologischer Therapieansatz konnte die Behandlung mit Schilddriisenhormonanaloga
sein. Ratten, die nach einem Infarkt mit dem Schilddriisenanalogon DITPA (3,5-
Dijodothyropropionsédure) behandelt wurden, zeigten eine nahezu komplette Wiederherstellung der I, -
Stromdichten und eine Erhéhung der Expression von Kv4.2 (Wickenden et al 2000). Und auch eine
Therapie mit Cyclosporin A, einem Antagonisten von Calcineurin zeigte vielversprechende Ergebnisse
bei der Umkehrung einer vorherigen Iy, - Reduktion im Tiermodell (Deng et al 2001). Diese Erkenntnisse
sind auch im Hinblick auf die von Huo et al aufgestellte Theorie interessant, dass eine Erhohung der
Expression von Kv4.3 einen protektiven Effekt auf das Myokard durch Inaktivierung von der CaMKII
haben konnte (Huo et al 2014).

Auch die Dauer der Entlastung scheint nicht irrelevant zu sein. Am hHTx-Tiermodell mit bereits
insuffizienten Herzen konnte gezeigt werden, dass sich positive Auswirkungen auf das Myokard vor
allem in den ersten 2-3 Wochen manifestieren. Bei einer himodynamischen Entlastung iiber diesen
Zeitraum hinaus, kam es auch hier zu einer erneuten Verschlechterung der Kardiomyozytenfunktion, vor

allem der diastolischen Parameter, aufgrund der Zunahme von Fibrosierung (Oriyanhan et al 2007).

In neueren Arbeiten wie von Pedrotty et al (2013) werden vor allem 3 Dinge fiir die Entstehung von
Arrhythmien nach Implantation von VADs verantwortlich gemacht. Mechanische Probleme wie das

Ansaugen der intrakardialen Kaniile, sogenannte ,,Suction-Events*, ein fibrotischer Umbau des kardialen
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Gewebes sowie ein elektrisches Remodeling welches sich klinisch vor allem durch eine Verldngerung der

QT-Intervalle zeigt.

Die Daten dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die Entlastung per se eine Verlingerung der APD
verursachen kann (s 5.2). APD-Verldngerungen pradisponieren wiederum fiir ventrikuldre Arrhythmien
und zeigen sich klinisch am Patienten und experimentell im Tierversuch durch QT-Zeit-Verlangerungen
(Harding et al 2001, Volk et al 2002). Man kann anhand dieser Erkenntnisse die Hypothese aufstellen,
dass es eine Abhidngigkeit geben konnte zwischen der Grofle der APD-Verlangerung und dem Grad der
mechanischen Entlastung, die man mit einem LVAD erzeugt. Auch im Hinblick auf die ,,Suction-
Events“, die durch eine relativ zu hohe Forderleistung der Pumpe begiinstigt werden, konnten eine
relative Reduktion und genaue Anpassung der mechanischen Entlastung helfen, die Arrhythmien bei den
LVAD Patienten zu reduzieren. Um diese Hypothese zu bestitigen oder zu falsifizieren sind weitere
Studien notig, die unterschiedliche Grade der mechanischen Entlastung im Hinblick auf Verdnderungen
in der APD und den QT-Intervallen untersuchen. In einigen klinischen Studien konnte gezeigt werden,
dass die Implantation von VADs auch zur langfristigen Therapie und Wiederherstellung der eigenen
Pumpfunktion genutzt werden kénnen (Birks et al 2003, Birks et al 2011). Dies konnte ein neuer Ansatz
der VAD - Therapie sein: ,,bridge to recovery*“- eine Uberbriickung bis zur Erholung. In Erginzung zu
,bridge to transplant* und ,,bridge to destination (s.0.). Auch wenn diese Ergebnisse nicht unumstritten
sind, konnte eine elektive, frithere Implantation eines solchen Unterstiitzungssystems in Zukunft fester
Bestandteil einer Herzinsuffizienztherapie werden. Schon heute ist aufgrund der guten Uberlebenszahlen,
des relativ niedrigen perioperativen Risikos und der ausgezeichneten Verfligbarkeit die Implantation
solcher mechanischen Unterstiitzungssysteme der de-facto Goldstandandard der Therapie der terminalen
Herzinsuffizienz. Aktuelle Daten aus dem Jahr 2014 zeigen, dass sich, gemessen am gesamten
Patientenkollektiv, ca. 1% aller VAD - Patienten im Verlauf der ersten 24 Monate erholen, wobei ca. 22%
verstarben und 3% eine Transplantation erhielten (Kirklin et al 2014). Mit der Einfithrung der 2.
Generation von Unterstiitzungssystemen, die anstelle eines pulsatilen Flusses einen kontinuierlichen Fluss
erzeugen (wie z.B. das Heartmate II von Thoratec® (Abb 5)), konnten die Uberlebensraten und Zeiten
nach VAD-Implantation gegeniiber den Gerdten der 1. Generation noch einmal deutlich verbessert
werden. Die 1-Jahres-Uberlebensrate nach der Implantation eines Herzunterstiitzungssystems ist
mittlerweile besser als die einer Herztransplantation. Der Gewinn an Lebensqualitit fiir die Patienten mit
LVAD ist mit der von herztranplantierten Patienten zu vergleichen (Kirklin et al 2014; Tschope et al
2015; ISHLT.org 2015). Die neueste Generation von VAD-Geriten, wie z.B. das Heartware® HVAD®,
konnen mittlerweile auch ohne Sternotomie und extrakorporaler Zirkulation - ,,off-pump* - implantiert
werden (Riebandt et al 2014, Rojas et al 2015). Dies fiihrt unter anderem dazu, dass der Eingriff deutlich

besser toleriert wird als beispielsweise eine HTX.
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Sollte es in Zukunft gelingen die Patienten von vornherein ausreichend zu evaluieren und perioperative
Risiken, wie die hohe Anfilligkeit fiir ventrikuldre Arrhythmien, in den ersten Wochen nach Implantation
z.B. durch eine bessere Kontrolle der Pumpenleistung zu kontrollieren oder gar zu eliminieren, konnte
vielen Patienten mit Herzinsuffizienz zu mehr Lebensqualitit und einem lingeren Uberleben verholfen
werden. Diskutiert wurden bisher operative Mallnahmen zur Verminderung des Ansaugens der
intrakardialen Kaniile sowie prophylaktische ICD-Implantationen (Shirazi et al 2013, Pedrotty et al
2013).
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6 Zusammenfassung

Die Anpassungsfahigkeit des Herzens ist ebenso beeindruckend wie wichtig. Sie ermoglicht ein
Uberleben des Organismus unter den unterschiedlichsten Anforderungen. Viele Herzerkrankungen fiihren
im Rahmen dieser Anpassungsfihigkeit zu einer Herzhypertrophie, zu elektrophysiologischen
Verdanderungen der Repolarisation sowie einer Genexpression, die einem fetalen Muster dhnelt. Diese
Veranderungen werden in der Literatur hdufig als kardiales Remodeling zusammengefasst. Es wird davon
ausgegangen, dass dieses Remodeling trotz initialer Verbesserungen langfristig zu einer Verschlechterung
der Herzfunktion fiihrt und maligne Herzrhythmusstorungen (HRST) begiinstigen kann. Die Therapie der
terminalen Herzinsuffizienz durch eine mechanische, kardiale Entlastung mit ventrikuldren
Unterstiitzungssystemen (VADs) gewinnt zunehmend an Bedeutung. Eine deutlich bessere Verfligbarkeit
der Systeme als Spenderorgane und eine Verbesserung der Lebensqualitdt filhren zu einer stetigen
Zunahme der implantierten Systeme. Auch die kardiale Entlastung durch VADs fiihrt zu einem kardialen
Remodeling. Dieses scheint in der fetalen Genexpression und in der Umstellung des Metabolismus dem
Remodeling von Herzinsuffizienz/Herzhypertrophie zu &hneln, obwohl gegensétzliche mechanische
Stimuli vorliegen. Uber die elektrophysiologischen Folgen einer solchen Entlastung ist bisher noch wenig
bekannt. Eine der am héaufigsten auftretenden Komplikationen im Verlauf der VAD-Therapie stellt das
Auftreten von malignen HRST dar. Ein vermehrtes Auftreten von HRST mit QT-Zeit-Verlangerungen
legt eine Verldngerung der Aktionspotenzialdauern (APD) und eine Reduktion der zur kardialen
Repolarisation beitragenden K'-Strome, wie dem I, nahe. Dieser Zusammenhang ist bereits bei
druckiiberbelasteten, hypertrophierten Herzen bekannt. Daraus begriindet sich die Hypothese dieser
Arbeit, dass eine Druckentlastung die gleichen elektrophysiologischen Verdnderungen der
Aktionspotenzialdauern und der ihr zugrunde liegenden repolarisierenden Ionenstrome induziert, wie eine
Druckiiberbelastung. Die vorliegende Arbeit untersucht mit Hilfe einer Ganzzellableitung, der Patch-
Clamp-Technik, Anderungen der ventrikuliren Aktionspotenziale und deren zugrunde liegender K'-
Strome, bei Druckentlastung an einem Tiermodell. Herzen von ménnlichen Lewis Ratten wurden einer
zweiwochigen Entlastungstherapie mittels heterotoper Herztransplantation (hHTx) ausgesetzt und
anschlieBend mit den nativen Herzen der Empfangertiere verglichen. Die Ausbildung einer kardialen
Atrophie wurde zunichst durch eine echokardiographische in vivo Untersuchung und anschlieBend durch
die Messung der Zellkapazitit im Patch-Clamp-Versuch verifiziert. Nach einer enzymatischen
Zellisolation wurden linksventrikuldre Kardiomyozyten in eine endokardiale und eine epikardiale
Gruppe, jeweils fiir die hHTx-entlasteten Zellen sowie fiir die Kontrollen, unterteilt. Es konnte mit der
Patch-Clamp-Technik gezeigt werden, dass es nach der zweiwdchigen Entlastung bei epikardialen und
endokardialen Zellen zu einer Abnahme der ZellgroBe, zu einer Verldngerung der APD und zu einer
Reduktionen der repolarisierenden Strome I, und Iy bei unverdnderter Kanalkinetik kommt. Die
unverdnderte Kinetik sowie die von einer assoziierten Arbeitsgruppe gemessene Reduktion der

Expression der Ionenkanalproteine des I, deuten auf eine reduzierte Kanalanzahl als Ursache fiir die
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Reduktion der Strome hin. Im Gegensatz hierzu fanden sich keine Anderungen im Ig;.
Zusammengenommen spiegeln diese Ergebnisse die Untersuchungen von Tiermodellen mit kardialer
Hypertrophie sowie Untersuchungen von humanen, insuffizienten Herzen wider. Die Hypothese dieser
Arbeit, dass eine Entlastung der Herzen das gleiche elektrophysiologische Remodeling induziert wie es in
hypertrophierten Herzen zu finden ist, konnte damit bestitigt werden. Die beobachteten Anderungen in
der zelluldren Elektrophysiologie konnten ursichlich fiir die bei LVAD Patienten vermehrt auftretenden

HRST sein.

115



7 Abkiirzungsverzeichnis

A Ampére

Aa. Arteriae

Abkiirzung Bedeutung

AHA American Heart Association

APD Aktionspotenzialdauer

AT II Angiotensin 1

AV-Knoten Atrioventrikulidrer Knoten

Ba®* Barium-Ion

bpm beats per minute (Schldge pro Minute).

BTD Bridge to Destination

BTT Bridge to Transplantation

ca. circa

CABG Koronarbypassoperation

CaMKII Ca”"/Calmodulin-abhingige Proteinkinase I

cd*” Cadmium-Ion

Cr Chlorid-Ion

cm Zentimeter

CRT kardiale Resynchronisationstherapie

DIPTA 3,5-Dijodothyropropionsdure

e Eulersche Zahl

EF Ejektionsfraktion

EKG Elektrokardiogramm
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ESC European Society of Cardiology

F Farad

G Gray

h Stunde

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl) -
ethansulfonséure

HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion

hHTx heterotopische Herztransplantation

HIV human immundeficiency virus

HTx Herztransplantation

HZV Herzzeitvolumen

) %) K+-Einwértsgleichrichterstrom

Isus verzogerter K -Auswirtsstrom

ICD implantierter Kardioverter/Defibrillator

) % Verzogerter K" Gleichrichterstrom

K' Kalium-Ton

Kc,-Kaniile Ca’"aktivierte K -Kanile

KCl Kaliumchlorid

kHz kiloHertz

KOH Kaliumhydroxid

KvLQT a- Untereinheit des IKs

LA linker Vorhof

LV linke Ventrikel
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LVM linksventrikuldre Masse

MCS Mechanical circulatory support

=

[C]
5]
+

Magnesium-lon

MHC schwere Myosinketten

minK minimal Potassium-channel 3-Untereinheit des Iks

MiRP Mink-related Peptide; B-Untereinheit des IKr

mm Millimeter

Mrd. Milliarden

ms Millisekunden

MQ Megaohm

Na® Natrium-Ion

NaH,PO, Nariumhydrogenphosphat

NCS Neuronale Calcium Sensoren

0.g. oben genannt

OP-AMP Differentialverstiarker

pPA PikoAmpére

PD Privatdozent

PKA Proteinkinase A

QCa** GrofBe des Ca*'-Einstroms

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

R¢ Riickkopplungswiderstand

R Membranwiderstand

Rpip Pipettenwiderstand

RT-PCR real time- polymerase Kettenreaktion
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S Sekunden

SAS Sympathiko-Adrenerges-System

Tab Tabelle

TEA-CI Tetraethylammoniumchlorid

TNF Tumor Nekrose Faktor

USA United States of America

V. Vena

Vi Membranpotenzial

V, die an R, abfallende Spannung

WHO World Health Organisation

um Mikrometer

T Inaktivierungskonstante Tau

°C Grad Celsius
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