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Zusammenfassung

Ziele:
Erhdhte Serumkonzentrationen von Palmitoleat sind mit einem erhéhten Herzinsuffizienzrisiko
assoziiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Palmitoleat auf die intrazelluléare

Ca?* -Homgostase und die T-Tubuli in ventrikuldren Kardiomyozyten untersucht.
Methodik und Ergebnisse:

Ventrikuldre Kardiomyozyten der Ratte wurden mit Palmitoleat (C16:1, 120 ng/l, 30 min) oder
BSA als Kontrolle inkubiert. Es wurden Ca?* -Transienten, Sparks und Waves (Fluo-4, konfokal)
wahrend der Stimulation im elektrischen Feld (1 und 5 Hz) und der Ca?*-Gehalt des
sarkoplasmatischen Retikulums (Gabe wvon Coffein) untersucht. Weiterhin wurde die
Phosphorylierung der Ryanodin-Rezeptoren (Western Blot) und die Verteilung der T-Tubuli
untersucht (Di-8-ANEPPS). Bei 1 Hz zeigten die mit C16:1 inkubierten Myozyten eine gegentber
der Kontrolle unveranderte Amplitude der Ca?*-Transienten, aber eine verlangerte Zeit bis zur
maximalen Ca?*-Freisetzung (34,6 ms vs. 24,2 ms, p < 0,05) und eine verlangsamte Ca?*-
Elimination (TAU, 116 ms vs. 68 ms, p<0,05). Die Ca®*-Freisetzung war dyssynchroner mit
signifikant weniger friihen Ca?*-Freisetzungsereignissen (29% vs. 64%, p < 0,05). Bei 5 Hz zeigte
sich ein erhohter Ca?*-Gehalt des sarkoplasmatischen Retikulums (2,58 vs. 2,24 F/F0, p < 0,05)
und ein signifikanter Anstieg des diastolischen Ca?* (5Hz/1Hz, 1,090 vs. 1,014, p < 0,05). Die
Amplitude der Ca?*-Transienten (5Hz/1Hz, 0,79 vs. 0,93, p < 0,05) fiel bei 5 Hz bei mit C16:1
behandelten Myozyten starker ab. Die verlangsamte Ca?*-Elimination von Coffein-induzierten
Ca?*-Transienten (0,88 s vs. 0,59 s, p < 0,05) und von Waves (88,1 ms vs. 47,9 ms, p < 0,05, in
ONaOCa Losung) legte eine Reduktion der SERCA2A Aktivitat und des NCX Vorwértsmodus
nahe. Die Variabilitat (Variationskoeffizient) der T-Tubuli war erhéht (0,57 vs. 0,54, p < 0,05),
aber die Dichte vergleichbar. Die mit Palmitoleat inkubierten Zellen zeigten mehr Sparks (1,39 vs.
0 Sparks/ nl /s, p<0,05), eine langsamere Propagation der Waves (120,4 pm/ms vs. 150,4 um/ms,
p < 0,05 wund ein geringeres Verhdltnis von Waves relativ zu Sparks.

Schlussfolgerung:

Palmitoleat fiihrt in ventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte zu ausgepréagten Veranderungen der
Ca?* -Homdostase mit dyssynchroner Ca?* -Freisetzung, verlangsamter Ca2*-Elimination, Ca?* -
Akkumulation bei héheren Stimulationsfrequenzen sowie erhéhtem diastolischen Ca?* -Verlust.
Die Veranderungen der Ca®* -Homdostase kénnen zur Erkliarung der Assoziation der C16:1

Serumkonzentration und des Herzinsuffizienzrisikos beitragen.

VIl



Abstract

Aims:
Increased serum levels of palmitoleic acid are associated with an increased risk to develop heart
failure. In this study the effects of palmitoleic acid on the intracellular Ca?*-homeostasis and the

t-tubules in ventricular cardiomyocytes were investigated.
Methods and Results:

Rat ventricular cardiac myocytes were incubated with palmitoleic acid (C16:1, 120ng/ul, 30 min)
or BSA without fatty acid (control). We examined Ca?*-transients (Fluo-4, confocal), sparks,
waves and sarcoplasmic reticulum Ca?*-load (caffeine) during field-stimulation (1 and 5 Hz) and
compared t-tubule structures (Di-8-ANEPPS). At 1 Hz, myocytes incubated with C16:1 showed a
normal Ca?*-transient amplitude but prolonged time to peak (34.6 ms vs. 24.2 ms, p < 0.05) and
decay (tau, 116 ms vs. 68 ms, p<0.05). Ca?*-release was more dyssynchronous with significantly
less early release sites (C16:1: 29%; control: 64%, p<0.05). At 5Hz, sarcoplasmic Ca?*-content
was higher (2.58 vs. 2.24 F/F0, p<0.05) but the ratio of Ca2*-transient amplitudes (5Hz/1Hz, 0.79
vs. 0.93, p < 0.05) and fractional release were decreased (0.67 vs 0.84, p<0.05) and resting Ca?*
was increased (5Hz/1Hz, 1.090 vs. 1.014, p < 0.05). Slowed decay of the caffeine-induced Ca?" -
transients (0.88 s vs. 0.59 s, p<0.05) and waves (88.1 ms vs. 47.9 ms, p<0.05, in ONaOCa solution)
suggested reduced forward mode Na*/ Ca?* exchanger activity and reduced SERCA2A activity.
T-tubule variability was higher (0.57 vs. 0.54, p < 0.05) but t-tubule density was unchanged.
C16:1-treated cells showed more sparks (1.39 vs. 0 sparks /nl /s, p<0.05), slower propagation

velocity of waves (120.4 um/ms vs. 150.4 um/ms, p<0.05) and a lower wave to spark ratio.

Conclusions:

This study shows that C16:1 acutely induces pronounced alterations in Ca?" -homeostasis,
resulting in dyssynchronous Ca?* -release, slowed Ca?" -decay, Ca?" -accumulation at higher
frequencies and increased diastolic SR Ca?* -leak in rat left ventricular cardiomyocytes. These
effects of C16:1 on the Ca?* -homeostasis could be a part of the explanation for the association of

the C16:1 serum level and heart failure risk.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz zahlt zu den hdufigsten internistischen Erkrankungen. Sie ist in Deutschland
die dritt h&ufigste Todesursache, der haufigste Grund fir eine Hospitalisierung und stellt sowohl
in Deutschland als auch global die Gesundheitssysteme vor eine grof’e Herausforderung [1, 2].
Durch die voranschreitende Alterung der Gesellschaft, besonders in den entwickelten L&ndern, ist
eine deutliche Zunahme der Pravalenz der Herzinsuffizienz, in den USA geschatzt von 2,8% im
Jahr 2010 auf bis zu 3,5% im Jahr 2030, zu erwarten [3].

Die Herzinsuffizienz kann als ,,Abnormalitat der kardialen Struktur und/oder Funktion, welche
trotz normaler Fullungsdriicke eine Minderversorgung des metabolischen Gewebes mit Sauerstoff
zur Folge hat“ (Ubersetzung durch den Autor), definiert werden [4]. Das klinische Syndrom der
Herzinsuffizienz ist gekennzeichnet durch Dyspnoe, Mudigkeit und Belastungsintoleranz sowie
die folgenden klinischen Zeichen: erhéhter Jugularvenendruck, periphere Odeme und pulmonale
Rasselgerausche [4, 5]. Die Herzinsuffizienz kann nach der linksventrikuldren Ejektionsfraktion
in eine Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF), in eine Herzinsuffizienz mit
mittelgradig reduzierter Ejektionsfraktion (HFmrEF) [6] und in eine Herzinsuffizienz mit

erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF) unterteilt werden [7].

In den letzten 30 Jahren konnte durch erhebliche Fortschritte in der Therapie der HFrEF eine
Verbesserung der Uberlebenszeit und eine Steigerung der Lebensqualitat erreicht werden [4, 8].
Im Gegensatz dazu existiert momentan, trotz vieler grofler multizentrischer Studien, keine

prognostisch relevante Therapie der HFpEF [9].

1.1.1 Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion

Es wird davon ausgegangen, dass der relative Anteil von Patienten mit HFpEF an allen Patienten
mit Herzinsuffizienz von ca. 38% im Jahr 1986 auf 54% im Jahr 2002 gestiegen ist und in Zukunft
weiter steigen wird [10]. Ein Hauptgrund flr diese Entwicklung ist die Alterung der Gesellschaft,
da die Pravalenz der HFpEF mit dem Alter stark zunimmt [11]. Als weitere Ursachen werden die
Zunahme der mit HFpEF assoziierten Risikofaktoren wie der arteriellen Hypertonie [12] in der
Bevolkerung diskutiert [13-15]. Dariiber hinaus ist bei Patienten mit HFpEF die Prévalenz von
sowohl Adipositas (84%) [16] als auch Diabetes mellitus (20-45%) [12] erheblich erhoht.
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Aulerdem wurde gezeigt, dass weibliches Geschlecht und Vorhofflimmern mit einem erhéhten
Odds-Ratio fur die Entstehung von HFpEF verbunden sind [15].

HFpEF ist ein funktionell und strukturell sehr heterogenes Krankheitsbild unterschiedlicher
Auspragung [17]. Dabei ist bei den meisten Patienten eine diastolische Dysfunktion nachweisbar
[18]. Nach momentanem Stand der Literatur ist daftr hauptséchlich eine Kombination aus
Einschrankung der aktiven isovolumetrischen Relaxation in der frihen Diastole und Erhéhung der
linksventrikuldren Steifigkeit des Myokards verantwortlich [19, 20]. Physiologisch ist die
adaquate Relaxation wahrend der frilhen Diastole wichtig fiir die ,,Saugfunktion* des linken
Ventrikels [21].

Weiterhin zeigen viele HFpEF Patienten trotz erhaltener linksventrikularer Ejektionsfraktion eine
Einschrankung der systolischen Funktion durch Beeintrachtigung der myokardialen Kontraktilitat
und der regionalen Kammerdeformation [22, 23]. Sowohl die diastolische als auch die systolische
Dysfunktion kénnen in Ruhe asymptomatisch sein. Beide verstarken sich jedoch unter Belastung
durch ein Unvermdgen, die Relaxation und/oder die Kontraktilitit ausreichend zu steigern und an
den Bedarf anzupassen [24]. Dieses Phdnomen bezeichnet man als limitierte systolische und

diastolische Reserve.

Weiterhin  wurde gezeigt, dass abnormale Vasodilatation, endotheliale Dysfunktion,
Veranderungen des vegetativen Nervensystems, reduzierte periphere Sauerstoffextraktion und
rechtsventrikuldre Dysfunktion zum Krankheitsbild beitragen [14]. Unklar ist jedoch, wie eine
Veranderung des Metaboloms zum Beispiel bei Adipositas und Diabetes mellitus zur Pathogenese
der Herzinsuffizienz beitrdgt. Zu untersuchen ist in diesem Zusammenhang unter anderem die
Rolle der Verdnderung der aktiven Relaxation von Kardiomyozyten, fir welche eine Arbeit der

Arbeitsgruppe des Autors bereits erste Hinweise lieferte [25].

1.1.2 ,,Lipotoxische* und diabetische Kardiomyopathie

Bereits im Jahr 1858 wurde von Rudolph Virchow die Ablagerung von Lipiden in
Kardiomyozyten als ,,fettige Degeneration* des Herzens beschrieben [26]. Es ist lange bekannt,
dass Adipositas ein Risikofaktor fir die Herzinsuffizienz ist [27]. Ein direkter lipotoxischer Effekt
von Lipiden auf das Herz wurde jedoch lange angezweifelt. Erst seit Ende des 20. Jahrhunderts
wird die Lipotoxizitat sowohl in vivo als auch in vitro genauer untersucht. Dabei sprechen einige

Autoren von lipotoxischer Kardiomyopathie®“ als Unterform der nicht-ischdmischen
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Kardiomyopathie, welche durch linksventrikulére Hypertrophie und kombinierte systolische und

diastolische Dysfunktion charakterisiert ist [28-31].

Heute werden die Auswirkungen einer gestorten Lipidhomdostase und erhohter
Lipidkonzentrationen im Blut auf das Herz, insbesondere im Rahmen der diabetischen
Kardiomyopathie [32] und der Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion, untersucht [33].
Fur die Pathogenese der diabetischen Kardiomyopathie wurde gezeigt, dass die Toxizitat
verschiedener Lipide eine entscheidende Rolle spielt [34]. In einer grofRen prospektiven
Kohortenstudie konnten Djousee et al. eine lineare Korrelation von erhohten
Plasmakonzentrationen der Fettsdure Palmitoleat mit dem Herzinsuffizienzrisiko zeigen [35]. Die
Kausalitat und der zugrundeliegende Pathomechanismus auf zelluldrer Ebene dieser Assoziation

sind jedoch bis dato unklar.

1.2 Palmitoleat

Palmitoleat (C16:1n-7, kurz C16:1) ist eine einfach ungeséttigte langkettige Fettsdure mit einer
Kette aus 16 Kohlenstoff-Atomen und einer Doppelbindung in cis-Konfiguration an Position neun
[36]. Palmitoleat ist mit einem Anteil von 5% aller Lipide des menschlichen Korpers eine haufige
Fettsdure [37]. Sie kann entweder tber die Nahrung aufgenommen werden oder aus Palmitat
(C16:0) in der Leber durch das Enzym Stearoyl-CoA Desaturase (SCD) de novo synthetisiert
werden. Dabei ist der Anteil des tUber die Nahrung aufgenommenen Palmitoleats bei einer typisch
westlichen Diat an der Gesamtmenge sehr gering [38]. Die Rolle von Palmitoleat in der Genese
kardiometabolischer Erkrankungen wird kontrovers diskutiert. In préklinischen Studien konnten
antiinflammatorische Effekte [39], eine Erhéhung der Insulinsensitivitdt [40] und B-Zell
Proliferation [41] durch Palmitoleat nachgewiesen werden. In klinischen Interventionsstudien, bei
denen Palmitoleat supplementiert wurde, zeigte sich eine deutliche Verringerung der LDL-Werte
[42]. In Korrelationsstudien fanden sich dagegen Assoziationen von erhéhten Palmitoleat-
Konzentrationen im Plasma mit Adipositas [43], dem Metabolischen Syndrom [44], Diabetes

mellitus Typ 2 [45], nicht-alkoholischer Steatohepatitis [46] und koronarer Herzerkrankung [47].

Weiterhin sind in der Literatur Effekte auf das Myokard beschrieben. In mehreren experimentellen
Studien wurde eine Assoziation von Palmitoleat mit der Entwicklung von kardialer Hypertrophie
in einer burmesischen Python, in Mdusen und Menschen nachgewiesen [48, 49]. Djousee et al.
konnten in einer retrospektiven Studie zeigen, dass die Inzidenz von Herzinsuffizienz unabhéngig

von weiteren  Risikofaktoren wie  Vorhofflimmern und Hypertonie mit der
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Palmitoleatkonzentration im Plasma korreliert [35]. Je Standardabweichung der Palmitoleat
Konzentration stieg dabei das Herzinsuffizienzrisiko um 17% [35]. Im Gegensatz dazu fanden
Salatzki et al. bei Mé&usen mit druckinduzierter Herzinsuffizienz eine Hochregulation von
Palmitoleat-haltigen Phosphatidyl-Ethanolaminen [50]. Daruber hinaus zeigten sie, dass die
Deletion von  Adipozyten-Trigylcerid-Lipase zu  sowohl einer  Reduktion  der
Palmitoleatkonzentration im Serum als auch des Herzinsuffizienz Risikos flihrte [50]. Es existieren
jedoch bis dato keine Studien, die isoliert den Effekt von Palmitoleat auf die elektromechanische

Kopplung in Kardiomyozyten untersucht haben.

1.3  Elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung (ECC) beschreibt das flr eine geordnete Herzaktion essentielle
Zusammenspiel von elektrischer Depolarisation des Sarkolemmas wahrend des Aktionspotenzials
und der daraus resultierenden Kontraktion des myofilamentéren Apparates der Kardiomyozyten.
Hierbei ist das intrazellulare Calcium (Ca?") ein wichtiger Mediator, dessen regulierte
Konzentrationsanderung mit der Zeit im Zytoplasma der Kardiomyozyten eine geregelte Abfolge

der zellularen Kontraktion und Relaxation ermdglicht [51].

1.3.1 Transversales tubulares System und der ,,junktionale Spalt*

Um eine synchronisierte, effektive Kontraktion der ventrikuldren Kardiomyozyten zu
ermdglichen, ist eine an vielen Orten simultan erfolgende Ca?*-Freisetzung erforderlich. Das wird
durch ein dichtes, dreidimensionales Netzwerk von Einstilpungen des Sarkolemmas in das
Zytosol mit einem Durchmesser von 100-300 nm [52], welche als transversale Tubuli (T-Tubuli)
bezeichnet werden, ermdglicht [53]. Diese hochverzweigten Membraneinstilpungen sind
untereinander im Zytoplasma uber longitudinale Tubuli verbunden [53] und bilden mit dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) den ,junktionalen Spalt”. Dieser Begriff beschreibt sich
periodisch wiederholende Regionen, in denen das Sarkolemma und das SR sehr dicht
aneinandergrenzen. In diesem 10-15 nm breiten ,junktionalen Spalt“ bilden Cluster
spannungsgesteuerter L-Typ Ca?*-Kanale (LTCC) und 10-300 Ryanodin-2-Rezeptoren (RyR) in
sog. ,,Couplons® eine funktionelle Einheit und kdénnen dadurch die Effektivitat der elektro-

mechanischen Kopplung erheblich erhéhen [54, 55].
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1.3.2 Ca?*-Freisetzung

Eine durch das kardiale Aktionspotenzial synchronisierte Offnung spannungsgesteuerter LTCC
fiihrt zu einem kleinen Einstrom von Ca?*-lonen (lcaL) in den junktionalen Spalt, wodurch eine
Erh6hung der Offenwahrscheinlichkeit der RyR und ein dadurch resultierender Einstrom von Ca?*
aus dem SR in das Zytosol ausgelost wird [52]. Die Ca?*-induzierte Ca®*-Freisetzung (CICR) eines
Couplons wird als ,,Ca?*-Spark* (Spark) bezeichnet [52]. Die értliche und zeitliche Summation
dieser Sparks fiihrt zu einem Anstieg der globalen zytosolischen Ca?*-Konzentration auf das 10-
100-fache und schlieRlich zur Bindung von freiem Ca?* an Troponin C, welches durch den
Querbriickenzyklus zu einer Kontraktion der Myofilamente und damit des gesamten
Kardiomyozyten flhrt [56, 57]. Bei der Kontraktion des Kardiomyozyten werden nur 50-70% des
gesamten SR Ca?* freigesetzt [58]. Die Hohe dieser Fraktion wird u.a. durch die Amplitude des
Ical, den SR Ca?*-Gehalt [59] und die Offenwahrscheinlichkeit der RyR bestimmt [60].

1.3.3 Ca?"-Elimination

Damit sich die Ca?*-lonen wieder von Troponin C l6sen und demzufolge die Relaxation eintreten
kann, muss die zytosolische Ca?*-Konzentration wieder gesenkt werden. Dies wird hauptséchlich
durch die Ca®*-ATPase 2A des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums
(SERCA2A) mediierte Wiederaufnahme von Ca?* in das SR und die Extrusion nach extrazellular
durch den Natrium-Ca?*-Austauscher (NCX) im ,,forward-mode* erreicht [52]. Der relative Anteil
an der Ca?*-Elimination von SERCA2A und NCX variiert erheblich von Spezies zu Spezies. Bei
Nagetieren wird 92% des Ca?* durch SERCA2A und 7% durch NCX entfernt [61]. Im Hasen und
im Menschen ist der Anteil von SERCA2A mit 70% bzw. 63% deutlich geringer und der von NCX
entsprechend héher (28% bzw. 37%) [52]. Ebenfalls beteiligt sind mitochondriale Ca?*-ATPasen
und Plasmamembran Ca?*-ATPasen, welche aber quantitativ fir nur ca. 1-2% der Ca?*-Extrusion

verantwortlich sind und deshalb eine untergeordnete Rolle spielen [62].

1.3.4 Spontane diastolische Ca?*-Freisetzung

In unstimulierten Zellen und wéhrend der Diastole kann es durch die stochastische Offnung von
RyR zu einem Verlust von Ca?" aus dem SR (,,Ca?*-Leak®) in Form von spontanen Sparks
kommen [63]. Diese lokalen, zeitlich auf wenige Millisekunden begrenzten Ca?* -Freisetzungs-
Events schaffen es normalerweise nicht, eine Ca?*-Freisetzung an benachbarten RyR auszulGsen.

In einer Zelle mit sensitivierten RyR konnen Sparks jedoch durch Offnung benachbarter RyR zu



Einleitung

Makrosparks oder wellenférmig propagierender Ca?*-Freisetzung, sogenannte ,,Ca’*-Waves*
(Waves), filhren [63]. Der Anstieg der zytosolischen Ca?* Konzentration durch Waves kann
vermittelt durch den elektrogenen lonentransport durch den NCX zu einem transienten Netto-
Einwartsstrom und damit zur Depolarisation der Zelle fihren und in Form von frithen (EADs) und

spaten Nachdepolarisationen (DADs) proarrhythmogene Aktionspotenziale auslésen [51, 64] .
1.4 Struktur, Funktion und Regulation von Proteinen der Ca?*-Homgostase

1.4.1 L-Typ Ca*-Kanéle

Die LTCC sind essentiell flr die Synchronisation der Depolarisation des Sarkolemmas und der
Ca?*-Freisetzung aus dem SR [52]. Sie gehoren zur Familie der spannungsgesteuerten Ca?*-Kanéle
und kommen in Kardiomyozyten fast ausschliellich als Subtyp Cavl,2.1c vor [65]. Die LTCC
werden durch die Depolarisation des Sarkolemmas aktiviert [52]. Flr die Inaktivierung hingegen
ist die Komplexbildung mit Calmodulin (CaM) essentiell. Das nach der Offnung der RyR
freigesetzte Ca?* bindet an CaM und tragt damit entscheidend zu einer Inaktivierung der LTCC im
Sinne einer negativen Feedbackschleife bei. Darlber hinaus moduliert CaM ebenfalls die LTCC

Offenwahrscheinlichkeit (iber die basale zytoplasmatische Ca?*-Konzentration [66].

1.4.2 Ryanodin Rezeptor Typ 2

Ryanodin Rezeptoren Typ 2 (RyR) spielen eine Schliisselrolle bei der CICR. Die RyR sind riesige
Multipass-Transmembranproteine mit einem Molekulargewicht von 565 kDa und bilden Cluster
von bis zu 200 funktionell verbundenen Homotetrameren pro ,,Couplon® in der SR-Membran [67,
68]. Die RyR bestehen aus einer zytosolischen Domane, einer Transmembrandoméne und einer
SR-Lumen standigen Doméne [69] und bilden einen makromolekularen Komplex mit vielen
anderen Proteinen. Die zytosolische Domine dient hauptsachlich der Regulation der Ca?*-
Freisetzung durch Interaktion mit Liganden wie Ca?*, CaM, FK-506-bindendes Protein (FKBP)
und Proteinkinase A (PKA) [70]. Die Transmembran-Domane durchspannt die Membran des SR
und bildet die zentrale Pore fiir die Ca?*-Freisetzung [71]. Die intra-SR-Doméne interagiert mit
den Proteinen Junctin, Triadin-1 und Calsequestrin, welche wahrscheinlich eine Regulation der
Dauer der CICR und der Anpassung der RyR-Offenwahrscheinlichkeit an den Ca?*-Gehalts des
SR ermdglicht [72, 73].
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1.4.3 Ca?*-ATPase 2A des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums

Die Enzyme der SERCA2 Familie gehoren zu den P-Typ ATPasen, wobei die Splicevariante 2A
die dominante Variante in Kardiomyozyten ist. SERCA2A besteht aus einer zytoplasmatischen
Doméne und einer Transmembran Doméne, welche unter anderem die Ca?*-Bindungsstelle bildet
[74]. SERCA2A bildet ebenfalls einen makromolekuldren Komplex mit anderen regulatorischen
Proteinen. Der Hauptregulator der SERCA2A Aktivitat ist, nach momentanem Stand der
Wissenschaft, das aus nur 52 Aminosduren bestehende SR-Membran sténdige Protein
Phospholamban (PLN), welches die Funktion eines reversiblen SERCAZ2A Inhibitors hat [75]. Das
bedeutet, dass PLN im dephosphoryliertem Zustand reversibel an SERCA2A bindet und somit die
Ca?" Affinitat reduziert [76]. Durch Phosphorylierung von PLN oder durch erhéhte
zytoplasmatische Ca?*-Konzentrationen wird diese physikalische Interaktion mit SERCA2A
wieder aufgehoben [77, 78]. Dieser Sachverhalt ermoglicht eine differenzierte Regulation der
SERCAZ2A-AKktivitat durch Kinasen und SR-assoziierte Phosphatasen [79].

1.4.4 Na*-Ca?*-Austauscher

Der NCX ist ein Plasmamembran-standiger Antiporter. Die Transmembran-Doméne ist fur den
Austausch von drei Natrium-lonen (Na*) gegen ein Ca?*-lon verantwortlich [80]. Der
zytoplasmatische Teil hat zwei zusitzliche Bindungsstellen fiir Ca?*, tber welche der lonen-
Antiport durch die Bindung von Ca?* reguliert werden kann [81]. Der lonentausch ist bidirektional
maoglich und ist durch den Transport einer unterschiedlichen Anzahl von Ladungen elektrogen
[82]. Das kann zu einer Anderung des Membranpotenzials in beide Richtungen fiihren.
Normalerweise operiert der NCX angetrieben durch den Na*-Gradienten im ,,Forwértsmodus‘
definiert durch Ca?*-Efflux und Na*-Influx [82]. Es wurde gezeigt, dass unter physiologischen
Bedingungen der NCX-mediierte Ca?*-Ausstrom dem Ca?*-Einstrom durch die LTCC entspricht
— der Ca?*-Gehalt der Zelle also konstant gehalten wird [83].

1.4.5 Protein-Kinasen A

Die PKAs sind von cyclischem Adenosin-Monophosphat (cCAMP) abhéngige Serin/Threonin
Kinasen, welche durch die Bindung von cAMP an die regulatorische Untereinheit aktiviert werden
[84]. Zu den wichtigsten Zielstrukturen der PKA zdhlen RyR und SERCA2A. Am Beispiel von
RyR wurde gezeigt, dass Ankerproteine die PKA in der Né&he der Zielaminoséduren und der

regulierender Faktoren wie die Phosphatasen PP1 und PP2A verankern und dadurch eine lokale
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Regulation der PKA-AKktivitdt und damit der RyR-Phosphorylierung méglich machen [85, 86].
Ein in der Literatur haufig beschriebener PKA-abhéngiger Phosphorylierungsort ist die
Aminosdure Serin-2809/2808 der zytosolischen RyR-Domane [85, 87]. Der genaue Effekt des
Phophorylierungslevels von Serin-2809 auf die Ca?*-Freisetzung wird jedoch kontrovers diskutiert
[70, 88]. In Doppelmembran Studien konnten mehrere Arbeitsgruppen einen Einfluss der
Phosphorylierung auf die Offenwahrscheinlichkeit von RyR zeigen [85, 87]. Dabei wird davon
ausgegangen, dass sowohl eine relative Erhéhung als auch eine relative Verringerung der
Phosphorylierung ausgehend vom ,,steady-state zu einer Erh6hung der Offenwahrscheinlichkeit
von RyR filhren [87]. SERCA2A wird dagegen durch eine Phosphorylierung des Mediators PLN

an den Aminoséuren Serin-16 und Threonin-17 reguliert [75].

1.4.6 Calmodulin und Calmodulin abhangige Kinasen

Neben den PKA sind sowohl Calmodulin als auch die Calmodulin-abhangigen Kinasen 2
(CaMKI1) zwei wichtige regulatorische Systeme der Ca?*-Homoostase. CaM kann sowohl an Ca?*
als auch mit Ca2*-konzentrationsabhangiger Affinitat an Proteine wie RyR binden [70], wodurch

es zu einer Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit kommt [89].

CaMKII wird hingegen durch die Bindung von aktiviertem CaM aktiviert [90]. Bei anhaltender
Erhohung der Ca?*-Konzentration bzw. einer vermehrten Bindung von CaM kann es zu einer
Autophosphorylierung kommen, welche in einer Ca?*/CaM unabhangigen, langfristigen,
autonomen Aktivierung von CaMKII resultiert [91]. Neben der Autophosphorylierung wird eine
autonome Aktivierung auch im Zusammenhang mit posttranslationalen Modifikationen wie

Oxidierung durch Sauerstoffradikale und N-Acetyl-Glucosaminierung beschrieben [92, 93].

CaMKII konnen eine Vielzahl von Proteinen der Ca?*-Homdostase wie LTCC, RyR und PLN
phosphorylieren und damit regulieren. Im Falle des RyR wurden Serin-2809/2808 und Serin-
2814/2815 als Zielaminosauren identifiziert [94, 95], deren Phosphorylierung insbesondere mit
einer Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit assoziiert wird [90]. Bei PLN ist Threonin-17 ein
wichtiges Ziel der CaMKII-abhangigen Phosphorylierung mit eingangs beschriebenen Folgen
[96].
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1.5 ,,Hallmarks“ der gestorten Ca**-Homdostase bei Herzinsuffizienz

1.5.1 Gestorte Ca?*-Freisetzung

Die gestorte Ca?*-Freisetzung ist eine der Hauptursachen fiir die eingeschrinkte systolische
Funktion des Herzens bei der Herzinsuffizienz [97]. Ein Grund dafir ist eine dysfunktionale
Regulation der RyR. Es wurde gezeigt, dass es bei der Herzinsuffizienz gleichzeitig zu einer
Reduktion der systolischen Ca?*-Freisetzung und einer Zunahme der spontanen diastolischen
Ca?*-Freisetzung kommt [97]. Diese Beobachtung wird unter anderem durch eine Zunahme der
Sensitivitat und damit der Offenwahrscheinlichkeit der RyR erklart. Dies fihrt durch den
diastolischen Verlust von Ca?* aus dem SR zu einer Abnahme des SR Ca?*-Gehalts und damit zu
einer Verringerung der Amplitude des globalen Ca?*-Transienten [98]. Die Ursache dieser
Funktionsstorung ist komplex und wird kontrovers diskutiert. Trotz teils widersprichlicher
Studienergebnisse spielt wahrscheinlich eine Dysregulation der RyR durch PKA- und CaM-

abhangige Kinasen eine entscheidende Rolle [97].

Weiterhin kénnen auch Remodeling und der Verlust von T-Tubuli zur gestorten Ca?*-Freisetzung
beitragen [99, 100]. Die Folge ist ein gestortes Zusammenspiel von LTCC und RyR im
junktionalen Spalt, welches zu dem Phanomen der ,,orphaned” RyR flihren kann [101]. Diese
,,orphaned“ RyR sind isoliert von den LTCC. Dies kann zu einer Verzogerung der lokalen Ca?*-
Freisetzung durch die ldngere Diffusionsstrecke und damit zu einer dyssynchronen Ca?'-

Freisetzung fiihren [99].

1.5.2 Gestorte Ca2*-Elimination

Die Herzinsuffizienz ist auBerdem durch eine gestorte Ca?*-Elimination und die daraus
resultierenden erhohten diastolischen Ca?*-Konzentrationen charakterisiert [97]. Die erhéhten
diastolischen Ca?*-Konzentrationen fiihren wiederrum zu einer Verringerung der Kontraktion und
zu einer Storung der Relaxation [97]. Es wurde gezeigt, dass in diesem Zusammenhang haufig die
SERCAZ2A Aktivitét reduziert ist. Ursdachlich daftir kbnnen eine verringerte Expression [102], eine
vermehrte Inhibition durch PLN [103] oder eine erhohte Aktivitat von Histidine-rich Ca?*-binding
Protein sein [104]. Der relative Anteil des NCX an der Ca?-Elimination ist dagegen bei
Herzinsuffizienz erhoht [105]. Weiterhin kann es zu einer Hemmung des NCX bzw. zu einem
Wechsel aus dem Vorwértsmodus in den Rickwartsmodus durch erhéhte subsarkolemmale Na*

Konzentrationen kommen [106], welches die Ca?*-Elimination weiter beeintrachtigen kann.
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1.5.3 Proarrhythmogenes Remodeling

Die Storung der Ca?* Homoostase fiihrt ebenfalls zu einer erhdhten Inzidenz von arrhythmogenen
Events bei Herzinsuffizienz [107]. Durch die erhohte Sensibilitat der RyR und den erhohten
diastolischen ,,Ca?" -Leak* kommt es vermehrt zu proarrhythmogenen Waves und DADs [97].
Ebenfalls wurde gezeigt, dass es bei Herzinsuffizienz zu einer Funktionsédnderung der LTCC
kommt. Diese ist charakterisiert durch einen erhohten Ca?*-Einstrom und eine verzigerte
Inaktivierung und kann schlussendlich zu einer Ca?*-Uberladung und der Entstehung von EADs
beitragen [108]. Eine h&ufig diskutierte Ursache flr das proarrhythmogene Remodeling ist die
erhohte Aktivitat der CaMKII, welche unter anderem entscheidend fir die Funktionsanderung von
RyR und LTCC verantwortlich ist [109].

1.6  Veranderungen der Ca?*-Homd@ostase bei der diabetischen Kardiomyopathie

In Tiermodellen fir sowohl Diabetes mellitus Typ 1 als auch fiir Diabetes mellitus Typ 2 konnte
eine Dysregulation der Mediatoren der intrazellularen Ca?*-Homoostase in ventrikularen
Kardiomyozyten nachgewiesen werden [110, 111]. Die LTCC-Aktivitat zeigte sich entweder
unveréndert [112] oder reduziert [113, 114]. Die Reduktion der LTCC-Aktivitat wurde mit einer
verringerten LTCC-Expression [115] in Verbindung gebracht.

Neben einem Effekt auf die LTCC beschrieb die Mehrheit der Studien eine Erhéhung der
Sensitivitat der RyR. Als Ursachen werden eine vermehrte Phosphorylierung [116], eine
Oxidierung durch vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [117, 118] und eine

reduzierte Expression [119] diskutiert.

Die Aktivitdt von SERCA2A zeigte sich in vielen Studien vermindert, welches mit einer
verminderten Expression von SERCA2A [119], einer Erhéhung der Expression von PLN [120],
einer verstarkten Phosphorylierung von PLN [121] oder mit vermehrter ROS-Bildung [122]
assoziiert war. Die NCX-Aktivitat war in Diabetes mellitus Typ 1 Tiermodellen reduziert [123]

und in Diabetes mellitus Typ 2 Tiermodellen erhoht [121].

Durch welche zelluldren Mechanismen die diabetische Stoffwechsellage zu diesen Effekten fiihrt,
ist Gegenstand aktueller Forschung. Es wird postuliert, dass ein vermehrtes Angebot und ein
vermehrter Metabolismusvon Fettsduren fur einen Teil der Effekte verantwortlich sind [34]. Es
wurde gezeigt, dass Fettsduren unabhdngig von Diabetes mellitus direkte Effekte auf die

Mediatoren der Ca?*-Homgostase haben kénnen. Fiir einige Fettsduren konnte eine direkte

10
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Aktivierung der LTCC mit Zunahme des Ica. gezeigt werden [124]. Eine sehr fetthaltige Diat
flhrte in einem Mausmodell zu einer Hypophosphorylierung von PLN [125] und verringerte die
SERCA2A Expression [126]. Beides war assoziiert mit einer Verlangsamung der Ca?'-
Wiederaufnahme in das SR [126]. Welche fettsdurespezifischen Effekte existieren und welche
Fettsauren fir die Veranderungen der Ca?*-Homdostase nach einer sehr fetthaltigen Diét oder bei

einer diabetischen Stoffwechsellage ma3geblich verantwortlich sind, ist noch weitgehend unklar.

1.7  Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Hypothesen untersucht:

1. Die Inkubation mit Palmitoleat fiinrt zu akuten Veranderungen der intrazelluldren Ca?*-
Homoostase ventrikuldrer Kardiomyozyten von Wildtyp-Ratten.

2. Die Inkubation mit Palmitoleat fuhrt zu akuten Verdnderungen der
Proteinphosphorylierung der Mediatoren der Ca?-Homoostase ventrikularer
Kardiomyozyten von Wildtyp-Ratten.

3. Die Inkubation mit Palmitoleat fihrt zu einem Remodeling des T-Tubuli Systems in

ventrikuldren Kardiomyozyten von Wildtyp-Ratten.

11



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere

Die Organentnahmen wurden beim Landesamt fir Gesundheit und Soziales (LAGeSo0) angezeigt

und unter der Beriicksichtigung des ,,Guide for the Care und Use of Laboratory Animals* (National

Institute of Health, USA) durchgefiihrt. Fir die Organentnahme wurden méannliche Wildtyp-

Ratten Typ Wistar im Alter von 11-12 Wochen verwendet.

2.2  Chemikalien

4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsdure (HEPES)
Albumin Standard

Aprotinin

Blebbistatin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Ca?*-Chlorid (CaCl2)

Coffein

di-8-ANEPPS

Diacetylmonoxim (BDM)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (NA2HPO4
7H20)

Engelbreth Holm Laminin
Ethylenbis(oxyethylennitrilo)tetraessigsaure
(EGTA)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fluo-4 AM

Glukose

Gradient Gel Criterion XT 4-12 %
Isofluran (Forene ®)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

ThermoFischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Molecular Probes, Eugene, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Invitrogen™ by Thermo Fischer Scientific
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Biorad, Hercules, CA, U.S.A.

abbVie Inc., Chicago, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
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Leupeptin

Liberase™ Research Grade
Lithiumchlorid (LiCl)

Lithiumhydroxid (LiOH)
Magnesiumchlorid (MgClz)
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCI2 x
6H20)

Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO4 7H20)
Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumflourid (NaF)
Natrium-Orthovanadat
Natriumphosphat, dibasisch
Natrium-Pyrophosphat

NP40

Palmitoleat

(Stock freundlicherweise zur Verfigung
gestellt durch die AG Kintscher)
Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pierce™ BCA Protein Assay Reagant A + B
Pluronic Acid F-127 (20% in DMSO)
Ponceau S Ldsung

Precision Plus Protein™ All Blue Prestained
Protein Standards

Restore™ PLUS Western Blot Stripping
Buffer

Running Buffer XT MOPS

Taurin

Tris-HCL

Trypsin 2,5% 10x

Tween 20

B-Glyerophosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
ThermoFischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
ThermoFischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Biorad, Hercules, CA, U.S.A.

ThermoFischer Scientific, Waltham, USA

Biorad, Hercules, CA, U.S.A.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
ThermoFischer Scientific, Waltham, USA
Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
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XT Sample Buffer Biorad, Hercules, CA, U.S.A.
XT Reducing Agent Biorad, Hercules, CA, U.S.A.

2.3  Verwendete Losungen und Puffer

2.3.1 Kardiomyozyten-Isolation

Perfusionslésung

NaCl 135 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 0,6 mM, NA2HPO4 7H20 0,6 mM Natriumphosphat,
dibasisch, Magnesiumchlorid Hexahydrat MgSO4 7H20 1,2 mM, Taurin 30 mM, HEPES 10
mM, Diacetylmonoxim (BDM)10 mM, Glukose 10 mM

Kanilierungsldsung

Perfusionsldsung, 1 mM CacCl:

Enzymldsung
40 ml Perfusionslosung, 50 pl 10 mM CacClz, Liberase™ Research Grade, Trypsin 2,5% 10x

Stopplésung
0,01 mM CacClz, Perfusionslosung, 10 mg/ml bovines Serum Albumin (BSA)

Ca?*- Reihe

0,125 mM CaClz, Perfusionslésung, 4,7 mg/ml BSA
0,52 mM CacClz, Perfusionsldsung, 4,7 mg/ml BSA
0,5 mM CaClz, Perfusionslésung, 4,7 mg/ml BSA

Normal Tyrode
NaCl 136 mM, KCL 4 mM, MgCI2 x 6H20 1 mM, HEPES 10 mM

2.3.2 Untersuchungen zur Proteinphosphorylierung

Modifizierter RIPA Puffer

20 mM Tris-HCL, 137 mM NaCl, 1% NP40

20 mM NaF, 1 mM Natrium-Orthovanadat, 10 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Natrium-
Pyrophosphat, 50 mM B-Glyerophosphat, 1mM PMSF, 4 pug/ml Aprotinin, 4 pg/ml Pepstatin

A, 4 pg/ml Leupeptin
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Towbin Puffer

25 mM Tris-HCL, 192 mM Glycin, 5% Methanol

TBS-T(Tris-Borat-Natrium-Tween 20)-Puffer

100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, Tween 20 0,1%

2.3.3 Messungen am Fluoreszenz-Mikroskop

Normal Tyrode 2 (NT2)
Normal Tyrode, 2 mM CaCl:

ONaOCa Ldsung

LiCl 91 mM, LiOH 21 mM, KCL 4 mM, MgCl21 mM, HEPES 20 mM, EGTA 10 mM, Glukose
10 mM, dd H20, pH 7,4 (eingestellt mit LiOH bei Raumtemperatur)

Coffein LOsung

Normal Tyrode, 2 mM CaClz, 20 mM Coffein

2.4 Antikorper

Anti-Ryanodinzeptor Antikorper

C3-33 #ah2827

Anti-Phospho-Ser2808 Ryanodinrezeptor
Antikorper #A010-30AP

Anti-Phospho- Ser2814 Ryanodinrezeptor
Antikorper #A010-31AP

IRDye® 680RD IgG (Ziege anti-Hase)
IRDye® 800CW IgG (Ziege anti-Maus)

2.5 Gerate und Materialien

Amersham™ Protran™ 0,45 um NC
Criterion™ Blotter
Criterion™ Cell

Criterion™ XT Gel (4-12%)

ThermoFischer Scientific, Waltham, USA

Badrilla, Leeds, UK

Badrilla, Leeds, UK

LI-COR Inc., Lincoln, USA
LI-COR Inc., Lincoln, USA

GE Healthcare Life Science

Biorad, Hercules, CA, U.S.A.
Biorad, Hercules, CA, U.S.A.
Biorad, Hercules, CA, U.S.A.
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Einkanal Lésungserhitzer TC-324C
Feinwaage BD ED 100

Glasbodenschalen

Konfokales Mikroskop LSM 800

Langendorff-Apparatur
Doppelwandige Glasgefalie
Einhangethermostat Julabo ED
Rollerpumpe ISM 831 C

Milli-Q Integral 5

Multimode Microplate Reader

Narkosebox

Odyssey® ClIx Imaging System

pH-Meter ORION 4-STAR

Tischzentrifuge UNIVERSAL 320R

VC-8M Ventil Kontrollsystem

2.6 Isolation von Kardiomyozyten

Warner Instruments LLC, Hamden, USA
Sartorius Lab Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

WillCo Wells B.V. , Amsterdam, Niederlande
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Gebr. Rettberg GmbH, Gottingen

Julabo GmbH, Seelbach

Ismatec, Wertheim

Merck Millipore, Billerica, USA

Perkin Elmer Inc, Waltham, USA
Rothacher Medical GmbH

LI-COR Inc., Lincoln, USA
ThermoFischer Scientific, Waltham, USA
Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Warner Instruments LLC, Hamden, USA

2.6.1 Pré&paration und Kanulierung des Herzens

Die Wildtyp-Ratten wurden in einer Inhalationsnarkosebox mit Isofluran anasthesiert und nach
der Sicherstellung einer tiefen Narkose durch Decapitation geopfert. Die Ratten wurden an den
Extremitaten fixiert und der Thorax eroffnet. AnschlieBend wurde das Herz prépariert, die Aorta
dargestellt und knapp unterhalb des Truncus brachiocephalicus durchtrennt. Die Aorta wurde dann
mit einer Pinzette komprimiert und das Herz samt Aorta nach Durchtrennung der Lungengefalie
entnommen. Um die , warme Ischdmiezeit“ zu minimieren, wurde die Aorta in eiskalter
,,Kantillierungslosung* kanuliert und retrograd perfundiert. Dabei war es wichtig, weder die
Aortenklappe zu perforieren, noch die Koronarostien mit der Kanilenspitze zu verlegen, um eine
suffiziente Perfusion der Koronararterien zu gewahrleisten. Die Aorta wurde dann mit zwei

doppelten Uberhandknoten an der Kandle fixiert.
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2.6.2 Verdau am Langendorff-Apparat

AnschlieRend wurden die Herzen an einem Langendorff Apparat perfundiert. Das Herz wurde Uber
die Koronararterien zuerst zwei bis drei Minuten mit der nominell Ca?*-freien Perfusionslosung
und danach mit der enzymhaltigen Verdauungslésung perfundiert. Die Verdauungslésung wurde
auf Grundlage der Perfusionslésung durch Zugabe von CaClz und der Enzyme Liberease™ und

Trypsin 2,5% hergestellt.

Der Langendorff-Apparat besteht aus doppelwandigen Kammern. Durch einen mit einem externen
Heizstab temperierten Warmwasserkreislauf in der Wand dieser Kammern wurden die Lésungen
konstant bei 37 °C gehalten und so moéglichst physiologische Bedingungen, insbesondere fiir die
Arbeit der ,,Verdauungsenzyme®, ermoglicht. Eine Luftblasenfalle verhinderte eine Luftembolie
in den Koronararterien. Nach abgeschlossenem Verdau wurde der linke Ventrikel exzidiert und in
die BSA-haltige Stoppldsung (BSA) tberfuhrt, um das verbliebene Enzym zu puffern und den

enzymatischen Verdau zu beenden.

Die Rationale hinter der Perfusion mit nominell Ca?*-freier Losung ist die Hypothese, dass diese
dazu beitragt die Zell-Zell-Verbindungen zu l6sen, bevor die Extrazelluldrmatrix durch die
Enzyme zersetzt wird [127]. Diese sogenannte ,,Null- Ca?*-Zeit* wurde mdglichst kurz eingestellt
und danach die Ca?*-Konzentration langsam erhoht, um das sogenannte ,,Ca?*-Paradoxon* zu
verhindern. Dieses beschreibt das Phanomen, dass Kardiomyozyten nach zu schneller Ca?*-
Repletion in einen Zustand der Hyperkontraktilitat ibergehen und die resultierenden Rupturen des
Sarkolemmas zum Zelltod fiihren [128, 129].

2.6.3 Mechanische Dissoziation und Habituation an physiologische Ca?*-Konzentrationen

Fur die mechanische Dissoziation der einzelnen Kardiomyozyten wurde der linke Ventrikel mit
einer Schere zerkleinert. Einzelne Kardiomyozyten wurden durch wiederholte Resuspension mit
Pipetten absteigenden Durchmessers aus dem Zellverband geldst. Anschliefend wurde die
Suspension durch eine Nylongaze (300 um Poren) gefiltert, um die dissoziierten Zellen von den
verbliebenen Geweberesten zu trennen. Nach einer zehnminitigen Sedimentation wurde die
tiberschiissige Flussigkeit entfernt und die Myozyten wurden durch eine sogenannte ,,Ca?*-Reihe*
an physiologischen Ca?*-Konzentrationen gewohnt. Der Begriff , Ca?*-Reihe* beschreibt die
Zugabe von Ca?*-Lésungen ansteigender Konzentration bis zum Erreichen einer physiologischen

Konzentration. Im letzten Schritt wurden die Kardiomyozyten in 1 mM Ca?*-haltige NT uiberfiihrt.
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2.7  Untersuchungen zur Proteinphosphorylierung

2.7.1 Herstellung von Homogenisaten fir Western Blot Untersuchungen

Zur Herstellung von Homogenisaten wurden Kardiomyozyten von drei Ratten isoliert, an Ca?*
habituiert und in NT mit 2 mmol Ca?* und Palmitoleat bzw. BSA in einer finalen Konzentration
von 120 ng/pl 35 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben auf Eis gelagert, der Uberstand
iber den sedimentierten Zellen (,,Pellet™) entfernt und Radioimmunoprezipitation-Assay-Puffer
(RIPA Puffer) hinzugegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Um den Phosphorylierungsstatus
der zu untersuchenden Proteine bestmdoglich zu konservieren, wurde die 4 °C kalte Pufferldsung
vorher mit Protease - und Phosphatase-Inhibitoren (modifizierter RIPA Puffer) versetzt. Zusétzlich
wurde der Lyseprozess durch mechanische Agitation mit einer schmalkalibrigen Pipette
unterstltzt. Nach Entfernen des verbliebenen Pellets durch Zentrifugation fur 5 min bei 15000

Umdrehungen pro min bei einer Temperatur von 4 °C resultierte ein klares Homogenisat.

2.7.2 Protein Quantifizierung

Nach der Proteinextraktion wurde die in jeder Probe enthaltene Proteinmenge quantifiziert, um die
im Elektrophorese-Gel laufende Proteinmenge zu standardisieren. Daflir wurde das Pierce BCA
Protein Assay von ThermoFischer, welches analog zur klassischen photometrischen Methode nach
Bradford auf einer Anderung des Absorptionsmaximums bei Proteinbindung basiert [130],
benutzt. Durch die proportionale Abhangigkeit dieser Farbanderung von der Proteinkonzentration
lieR sich mit Hilfe wvon Proteinstandards eine Standardkurve zur Kalibrierung der
Proteinkonzentration erstellen. Fir die Messung wurde ein Perkin Elmer Microplate Reader

verwendet.

2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese diente der Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht und Ladung.
Fur die Gelelektrophorese wurde die entsprechende Menge Homogenisat mit Probenpuffer (XT
Sample Buffer) und Detergenz zur Denaturierung (XT Reducing Agent) versetzt. Der vorher zur
Lyse verwendete modifizierte RIPA Puffer wurde benutzt, um die Volumina aller Proben
anzugleichen. Fur die Gelelektrophorese wurde das System Criterion™ Cell mit einem Criterion™
XT Gel (4-12%) und dem Laufpuffer XT MOPS verwendet. Die Taschen des Gels wurden jeweils
mit 35 ml Homogenisatgemisch und mit je 30 pg Protein beladen. Je Tier wurde eine Probe nach

18



Material und Methoden

Inkubation mit Palmitoleat und eine Probe nach Inkubation mit BSA als Kontrolle untersucht.
Zusétzlich wurde flr jede Probe ein technisches Duplikat auf dem gleichen Gel prozessiert. In
allen Versuchen wurde als Marker 5 pl Precision Plus Protein™ verwendet. Fir die Auftrennung
der denaturierten Proteine wurde eine Laufzeit von 2 h bei einer Spannung von 120 V bei

Raumtemperatur eingestelit.

2.7.4 Western-Blot, Gesamtproteinfarbung und Blockierung

Fir den Transfer der nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine wurde eine Amersham™
Protran™ 0,45 pum Membran mit einem Criterion™ Blotter Tank und Towbin Puffer mit 5%
Methanol verwendet. Der Transfer erfolgte tber Nacht mit einer Stromstarke von 40 mA bei einer
Temperatur von 4°C. Zur Uberpriifung des Transfererfolgs und zur Ladekontrolle erfolgte nach
dem Transfer eine temporére Ponceau Protein-Farbung. Dafur wurde die Membran 15 min lang in
Ponceau S Losung inkubiert und anschlieBend 2 - 3 min mit ultrareinem Wasser gewaschen
(MilliQ) und gescannt. Nachdem die Ponceau Farbung mit Tris-Borat-Natrium-Tween-20 Puffer
(TBS-T) abgewaschen wurde, erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen der
Membran mit 5% Milch in TBS-T fir 1 h bei Raumtemperatur. Anschlief’end wurde die Membran

erneut zwei Mal 5 min in TBS-T gewaschen.

2.7.5 Immundetektion und Auswertung

Zur Immundetektion wurde die Membran zuerst 1 h bei Raumtemperatur unter standiger Agitation
mit den Primdrantikdrpern gegen RyR total C3-33 und gegen RyR pSer2808 inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (je 5 min) in TBS-T erfolgte dann die Inkubation mit den entsprechenden
Sekundérantikorpern ebenfalls fur 1 h bei Raumtemperatur. Die Membran wurde dann erneut
gewaschen und anschliefend mit dem Odyssey® Clx Imaging System gescannt. Danach wurden
die Antikorper mittels des Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffers entfernt, um die
Membran anschliefend mit RyR pSer2814 und dem entsprechenden Sekundérantikorper erneut zu

inkubieren und zu scannen.

Primare Spezies | Verdinnung kDa Sekundare Verdinnung
Antikdrper Antikorper

RyR  total, | Maus 1:2000 in TBS-T | 565 IRDye 800CW IgG | 1:10000 in
C3-33 (Ziege anti-Maus) | TBS-T
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RyR Hase 1:2000 in TBS-T | 565 IRDye 680RD IgG | 1:10000 in
pSer2808 (Ziege anti-Hase) | TBS-T
RyR Hase 1:1000 in TBS-T | 565 IRDye 680RD IgG | 1:10000 in
pSer2814 (Ziege anti-Hase) TBS-T

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikorper

Die Western Blots wurden densitometrisch mit der Software Image Studio (LI-COR, Lincoln,
USA) analysiert. Das Dichtesignal der Phospho-Antikorper wurde auf das Dichtesignal des
Gesamtproteins normiert. Der resultierende Wert wurde dann als prozentualer Anteil des Wertes

der Kontrollgruppe ausgedruickt.

2.8  Fluoreszenzmikroskopie

2.8.1 Konfokales Ca?*-Imaging

Zur Untersuchung des intrazellularen Ca2*-Stoffwechsels wurden die isolierten Kardiomyozyten
mit dem Ca?*-affinen Fluorochrom Fluo-4 AM in einer finalen Konzentration von 20 pM und
einer Inkubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur beladen. Um ein vorzeitiges Ausbleichen
zu verhindern, wurde die Farbung der Kardiomyozyten mit Fluo-4 unter Minimierung der
Lichtexposition durchgefihrt. Fluo-4 ist ein Fluorescin-Derivat, das sich durch eine
vergleichsweise hohe Signalintensitat, einen hohen Dynamikbereich und ein geringes
Hintergrundsignal auszeichnet [131]. Die Acetoxymethyl-veresterte Form (AM) des Farbstoffs hat
den Vorteil, dass sich dieser besonders effektiv in den Zellen anreichert. Der hydrophobe Farbstoff
kann so passiv in die Zelle diffundieren und wird dann durch Hydrolyse der Estergruppe durch
Esterasen in der Zelle gefangen [132]. Diese Eigenschaften ermdglichen es, dass eine hohe

Signalintensitat bei geringem Hintergrundsignal erreicht werden kann.

Die mit dem Fluorochrom beladenen Zellen wurden dann mit Laminin auf einer Glasbodenschale
fixiert. Das Laminin verhindert, dass sich die Zellen wéhrend der Messungen am
Konfokalmikroskop bewegen. AnschlieBend wurden die Kardiomyozyten 30 min mit Palmitoleat
bzw. BSA in einer finalen Konzentration von 120 ng/pl inkubiert. Die Untersuchung der
intrazellularen Ca?*-Homg@ostase erfolgte mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (ZEISS
LSM 800). Dieses regt das Fluorochrom mit einem Argon-Laser mit einer Wellenldange von
488 nm an. Die emittierten Photonen werden vom Galliumarsenidphosphid (GaAsP)
Photomultiplier im Spektralbereich von 510 nm Wellenldnge quantifiziert und als Intensitatswerte

(8 bit Auflésung) ausgegeben. Die Intensitit des Emissionssignals korreliert dabei direkt mit der
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Ca?*-Konzentration [133]. Bei allen Messungen wurden die Messparameter entsprechend
kalibriert, sodass die Signale innerhalb des dynamischen Bereichs des Detektors lagen. Die
Messungen erfolgten im Linescan Modus, wobei jede Zelle wiederholt entlang einer 65 pum Linie
parallel der longitudinalen Achse unter Vermeidung der Regionen der Nuclei gescannt wurde und
die resultierenden Signalwerte als Funktion der Zeit dargestellt wurden (,,Linescan Modus*). Die
Messungen im Linescan Modus ermoglichten eine, verglichen mit 2D Aufnahmen, hohere
zeitliche Auflésung von 0,8 ms/Linie und eine gute raumliche Auflésung mit einer PixelgroRe von

0,12 pm in der horizontalen Ebene.

Unmittelbar vor und wahrend der Messung wurde durch ein Superfusionssystem fiir einen stetigen
Austausch des umgebenden Mediums gesorgt und die Temperatur konstant bei 37°C gehalten.
Weiterhin konnten Uber das Superfusionssystem die anderen Ldsungen des Messprotokolls
appliziert werden. Die NT2 flr das Superfusionssystem war entweder mit Palmitoleat oder BSA
in den Konzentrationen der Inkubation versetzt, um ein , Auswaschen® der Fettsdure zu
verhindern. Die Stimulation der Kardiomyozyten erfolgte in einem elektrischen Feld Uber
Platinelektroden. Die Spannung wurde auf einen Wert 50% uber der Schwellenspannung - die
Spannung, die erstmals eine Kontraktion auslost - eingestellt. Gemessen wurden ausschliel3lich

stabformige, ruhende Kardiomyozyten mit gut erhaltener Querstreifung.

Kontraktionsartefakte wurden durch die Zugabe von Blebbistatin in einer finalen Konzentration
von 20 mM verhindert, welches den Querbriickenzyklus durch die Inhibition der ATPase Aktivitét
von Myosin Il hemmt. In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass Blebbistatin in dieser
Konzentration keinen Einfluss auf den Ca?*-Stoffwechsel hat [134].

2.8.2 Stimulationsprotokoll und Messung des gespeicherten Ca?*

Durch die Stimulation im elektrischen Feld entstehen synchronisierte, globale Ca?*-Transienten.
Fir die Analyse der frequenzabhangigen Auswirkungen von Palmitoleat auf den Ca®-

Stoffwechsel wurden Messungen bei 1 Hz und 5 Hz durchgefhrt.

Zuerst wurden die Zellen mit NT2 superfundiert und dann fir 30 s mit einer Frequenz von 1 Hz
stimuliert um einen ,steady state” der intrazelluliren Ca?*-Homgostase sicherzustellen. Im
folgenden 10 s Zeitintervall wurden mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop Ca?*-Transienten
aufgezeichnet. Dann wurde die Stimulationsfrequenz stufenweise von 1 Hz auf 3 Hz und
letztendlich auf 5 Hz erhoht. Vor der Stimulation erfolgte ein 5 s langes Intervall ohne

Aufzeichnung, um den ,,steady state* der Ca?*-Homdostase zu erreichen und ein Ausbleichen des
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Fluorochroms zu minimieren. Dann wurden 3 s lang Ca?*-Transienten bei 5 Hz aufgezeichnet und
anschlieBend Uber das Superfusionssystem ONaOCa Lésung eingewaschen. Ohne Unterbrechung
der Aufzeichnung schloss sich ein stimulationsfreies Intervall von 30 s an, in welchem spater
spontane Ca?*-Freisetzungs-Events quantifiziert werden konnten. AnschlieBend erfolgte nach dem
Stopp der Superfusion von ONaOCa Ldsung eine Superfusion mit NT2 und das Einwaschen von
20 mM Coffein NT2 Losung. Die resultierende zellulare Reaktion (,,caffeine response*) wurde flr
ca. 10 s aufgezeichnet. Die Superfusion mit Coffein hat eine dauerhafte Offnung aller RyR und
die Freisetzung des gesamten SR Ca?* zur Folge. Die Amplitude des resultierenden

Fluoreszenzsignals ist ein Surrogatparameter fiir die gesamte SR Ca?*-Konzentration.

Zeit (s} 60 10 5| 8 30 10
Losung NT 2mM Ca ONaOCa -
Stimulation

Scan

Abbildung 1: Graphische Darstellung des Messprotokolls

2.8.3 Quantifizierung der Verteilung der T-Tubuli

Fur die Visualisierung der T-Tubuli wurden die in NT2 tberfuhrten Kardiomyozyten mit dem
Membranfluorochrom di-8-ANEPPS in einer finalen Konzentration von 2uM 35 min bei
Raumtemperatur geféarbt. Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit Palmitoleat oder BSA in einer
Konzentration von 120 ng/pl 35 min bei Raumtemperatur. Um ein vorzeitiges Ausbleichen zu
verhindern, wurde die Farbung der Kardiomyozyten mit di-8ANEPPS unter Minimierung der
Lichtexposition durchgefiihrt. Die Quantifizierung der T-Tubuli erfolgte wiederum mit einem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop (ZEISS LSM 800). Hierfir wurden zweidimensionale
Aufnahmen (365x1024 px) in der Equatorialebene der Kardiomyozyten in der x-y Ebene
angefertigt. Dadurch war es mdglich, einen représentativen Anteil des t-tubuldren Systems mit

einer hohen rdumlichen Auflésung und einer Pixelgrofie von 0,12 um (x-y Ebene) zu untersuchen.
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2.9  Begriffsdefinitionen

In Abbildung 2 ist die Darstellung eines zytosolischen Ca?*-Transienten zur Veranschaulichung
der wichtigsten Parameter der Ca?*-Homdostase, die in dieser Arbeit bestimmt wurden, zu sehen.
Der Ca?*-Transient wurde als x-y Plot dargestellt. Die Signalintensit4t wurde auf der y-Achse
gegen die Zeit auf der x-Achse aufgetragen. Dabei sind die Parameter Fo, Fso und Fmax ein MaR fir
die Hohe des Fluoreszenzsignals und damit ein relatives MaR der Ca?*-Konzentration zu
verschiedenen Zeitpunkten im Zytosol des Kardiomyozyten. Die Parameter TFso und TTP
beschreiben die Zeit bis zum Eintreten von Fso bzw. Fmax. TAU ist die Zeitkonstante des Abfalls
der Ca?*-Konzentration in der Zelle, welche durch eine monoexponentielle Anniherung des Ca?*-

Abfalls (von 90% der Amplitude bis zum Ende der Zyklusléange) bestimmt wurde.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Parameter der Ca*-Homdostase

2.10 Software-gestiitzte Auswertung der Daten

Die Aufnahmen im ,,Linescan*“-Modus wurden mit der von der Arbeitsgruppe programmierten
IDL basierten Software Liscana analysiert [99]. Die Anderungen der zytosolischen Ca?*-
Konzentrationen (Ca®'-Transienten) wurden als Verhéltnis F/Fo des zeitabhingigen
Fluoreszenzsignals F und des diastolischen Fluoreszenzsignals Fo beschrieben. Bei der in der
vorliegenden Studie verwendeten Pixelgré3e von 0,12 um werden entlang der 61 um langen Scan-
Linie ca. 512 lokale Signalintensitaten (Fioka) pro Zeiteinheit aufgezeichnet. Die globale
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Signalintensitét (Fgiobat) wurde durch den Mittelwert aller lokalen Signalintensitaten entlang der
Scan-Linie berechnet. Zur Beurteilung der lokalen Kontrolle der CICR wurden lokale Ca?*-
Transienten (Fiokal /Fo) in einem ca. 1 um groRen Bereich analysiert. Die lokalen Ca?*-Transient

zeigen die zeitliche Anderung der Ca?*-Konzentration in diesem Bereich.

Zelluldre Lokalisationen mit frither (Ca?*-Influx getriggerter) Ca?*-Freisetzung wurden definiert
durch eine lokale TF50 < 5 ms in wenigstens drei von zehn konsekutiven Schldgen [99, 100]. Das
Zeitintervall von 5 ms entspricht dem Mittelwert der globalen TF50 der Kontrollzellen. Die
Wahrscheinlichkeit  einer frihen Ca?'-Freisetzung wurde in allen frilhen Ca?*-
Freisetzungseinheiten durch die Anzahl der Schldge mit einem lokalen TF50 < 5 ms in zehn

konsekutiven Schlagen berechnet.

Die Zeitkonstante des zytosolischen Ca?*-Abfalls, TAU, der im elektrischen Feld induzierten Ca?*-
Transienten bei 1 Hz (TAUss), der Waves (TAUwaves) und der Antwort auf die Coffeinexposition
(TAUCcoffein) wurden berechnet. TAUwaves (aufgezeichnet in Na*/ Ca?*-freier Losung) und
TAUcoffein Wurden als Naherung der SERCA2A bzw. der NCX Aktivitdt verwendet, wobei der
geringe Anteil von sarkolemmalen und mitochondrialen Ca?*-ATPasen an der gesamten Ca?*-
Elimination vernachlassigt wurde. Die fraktionierte Ca?*-Freisetzung wurde als Quotient des SR
Ca?*-Gehalts dividiert durch die maximale Ca?*-Freisetzung bei 5 Hz definiert. Die relative
diastolische Ca?*-Freisetzung und die relative maximale Ca?*-Freisetzung wurden als Quotient

von Fobzw. Fmax bei 5 Hz dividiert durch Fo bzw. Fmax bei 1 Hz definiert.

Die Frequenz und Charakteristika der Sparks wurden mit der Software Sparkmaster [135]
analysiert. Um sicherzustellen, dass sich die Myozyten im ,,steady-state* befinden, wurde bei der
Analyse ein Zeitintervall von 0,4 s nach jeder Wave von der Analyse ausgeschlossen. Lokale Ca?*-
Signale mit einer geringen Amplitude, definiert als Fmax < 0,5 F/Fo (sog. Sparklets), wurden

ebenfalls ausgeschlossen.

Die T-Tubuli wurden mit der von der Arbeitsgruppe programmierten IDL basierten Software TTub
analysiert [100]. Diese Software fiihrt eine automatische iterative Schwellwertbildung basierend
auf der maximalen Zwischen-Klassenvarianz von Signal- und Hintergrundsintensitaten durch, um
dadurch ein binares Bild bestehend aus T-Tubuli und Hintergrund zu erstellen [136]. Uber die
Signaldichte des binédren Bildes konnte die T-Tubuli Dichte und der Variationskoeffizient der
Dichte bestimmt werden. Fir die Analyse der T-Tubuli wurden die Aufnahmen der
Kardiomyozyten mittels Superimposition eines Gitternetzes in kleine Einheiten eingeteilt, welche

manuell in intrazelluldre, sarkolemmale und extrazellulare Bereiche aufgeteilt wurden. Fur die
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Analyse wurden ausschlieBlich die intrazellularen T-Tubuli Regionen ohne angrenzende &uRere

Zellmembran beriicksichtigt. [99].

2.11 Darstellung der Daten und statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden graphisch als Streudiagramme mit Mittelwert und Standardabweichung
bei normalverteilten Daten und als Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand bei nicht-
normalverteilten Daten dargestellt und entsprechend im Text beschrieben. Alle Daten wurden
durch mindestens drei unabhéngige Experimente mit Zellen aus mindestens drei verschiedenen
Tieren generiert. Fir die statistische Auswertung und Darstellung wurden Graph Pad Prism (Graph
Pad 6 Software, San Diego, USA) und SPSS (IBM SPSS Statistics Version 25, Armonk, USA)

verwendet.

Die statistische Auswertung wurde unter der Annahme der Unabhangigkeit der Stichproben
durchgefiihrt. Bei den verwendeten Versuchstieren handelte es sich um ndherungsweise genetisch
identische Tiere desselben Geschlechts mit dhnlichem Alter, weshalb interindividuelle
Unterschiede der Tiere als minimal betrachtet wurden. Mdogliche Effekte durch geringflgige
Abweichungen bei der Durchfuhrung der Isolation der Kardiomyozyten wurden ebenfalls als
statistisch vernachldssigbar betrachtet. Diese Annahmen sind insbesondere dadurch begriindet,
dass die Kardiomyozyten jedes Versuchstieres jeweils flr eine vergleichbare Zahl von
Experimenten in der Kontrollgruppe und in der Interventionsgruppe genutzt wurden. Maogliche
Effekte durch Unterschiede der Versuchstiere und der Zellisolation betrafen daher beide
Versuchsgruppe in gleichem MaRe. Diese Annahmen wurden durch die exemplarische
Bestimmung des Intraklassen-Korrelationskoeffizients der Zeitkonstante TAU der Ca?"
Elimination Uberpruft. Der Intraklassen-Korrelationskoeffizient wurde durch Berechnung der
Kovarianzen in einem gemischten linearen Modell, in welchem der kumulierte Effekt der
interindividuellen Unterschiede der Ratten und der Isolationen als zufélliger Effekt moduliert
wurde, berechnet. Der resultierende Intraklassen-Korrelationskoeffizient von 0,2 deutete darauf
hin, dass diese Effekte ausreichend klein waren und nur eine geringe Clusterung vorliegt. Die

Stichproben kdnnen somit ndherungsweise als unabhéngig betrachtet werden.

Die Daten wurden mithilfe des D'Agostino & Pearson Omnibus Normalitétstests auf das Vorliegen
einer Normalverteilung getestet. Es wurde der zweiseitige Student’s T-Test modifiziert nach
Welch fur normalverteilte Daten und der Mann-Whitney-U Test fur nicht-normalverteilte Daten

angewendet. Flr die Analyse der normalisierten Western-Blot Daten wurde der Wilcoxon
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matched-pairs signed-ranks Test verwendet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +
Standardfehler (SF) bei normalverteilten Daten oder als Median mit Interquartilsabstand (IQA)
bei nicht normalverteilten Daten im Text beschrieben und graphisch als Streudiagramme mit
entsprechend Mittelwert und Standardabweichung oder Median mit Interquartilsabstand

dargestellt.

Zur Analyse der Korrelation der Daten wurden lineare Regressionen mit anschlielender
statistischer Testung des Steigungskoeffizienten durchgefiihrt. Als MaR der Giite der Regression
wurde das Bestimmtheitsmal} R? bestimmt. Analog der Referenzwerte von Cohen, abgewandelt
nach Ellis, wurde orientierend in der vorliegenden Arbeit ein R >0,25 als grol3e, ein R2 0,1-0,25
als mittlere und ein R? 0,01-0,09 als geringe Effektstarke beschrieben [137]. Von statistischer
Signifikanz wurde bei allen Tests ab einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p < 0,05

ausgegangen.
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3 Ergebnisse

3.1  Auswirkungen von Palmitoleat auf die Ca?*-Freisetzung und Ca?*-Elimination

Fur die Untersuchung der Ca?*-Homdostase mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie im
,,Linescan-Modus* wurden Kardiomyozyten von insgesamt zehn Wildtyp-Ratten untersucht. Die
elektrisch induzierten Ca?*-Transienten der mit Palmitoleat behandelten Zellen zeigten einen
deutlich ungleichméaliigeren und ,,gezackt* erscheinenden Anstieg der Signalintensitat und einen

verzogerten Abfall der Signalintensitat des Ca?*-affinen Fluorochroms.
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Abbildung 3: Représentative Linescans und globale Ca?*-Transienten. Reprasentative Line Scans einer
Kontrollzelle und einer Zelle der Interventionsgruppe (oben) mit der korrespondierenden Darstellung des
globalen Ca**-Transienten als x-y-Plot der mittleren Signalintensitét entlang der Scanlinie gegen die Zeit

aufgetragen (unten). Die schwarzen Pfeile illustrieren den Zeitpunkt der elektrischen Stimulation.
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Bei den Ca?*-Transienten der reprisentativen Linescans imponierte eine geringere Anstiegsrate
und ein deutlich langsamerer Abfall der Signalintensitat (Abbildung 3, unten). In der Analyse der
globalen Ca2*-Transienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Amplitude der Ca?*-
Freisetzung zwischen den beiden Gruppen (Fmax, C16:1: 2,31 (IQA 2,00 — 2,78) n = 85 vs.
Kontrolle: 2,12 (IQA 1,84 — 2,77) n = 86 (F/Fo); Mann-Whitney-U Test, p = 0,0877).
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Abbildung 4: Amplitude der Ca?*-Freisetzung. Die Amplitude wird dargestellt als Quotient der

Signalintensitaten F/Fo. Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand.

Die mit Palmitoleat inkubierten ventrikuldren Kardiomyozyten zeigten jedoch eine signifikant, um
ca. 50% ldngere Zeit bis zum Erreichen der maximalen Ca?*-Freisetzung (TTP: 34,6 ms (IQA
30,51 — 44,52) n=85 vs. 242ms (IQA 20,69 — 28,98) n=86; Mann-Whitney-U Test,
p* < 0,0001) und eine verlangerte Zeit bis zum Erreichen der halbmaximalen Ca?*-Freisetzung
(TF50: C16:1: 7,76 ms (IQA 6,27 — 11,32) vs. Kontrolle: 4,88 ms (IQA 4,24— 5,75), Mann-
Whitney-U Test, p* < 0,0001) verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abbildung 5: Parameter der Kinetik der Ca?*-Freisetzung. Gezeigt wird die Zeit bis zur maximalen

Ca?*-Freisetzung (TTP, links) und die Zeit bis zur halbmaximalen Ca**-Freisetzung (TF50, rechts).

Dargestellt als Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand.

Die Inkubation mit Palmitoleat fuhrte aulerdem zu einer signifikanten Verlangerung der
Zeitkonstante TAU der globalen Ca?*-Elimination um ca. 50% (TAUss: 116 ms (IQA 89 — 182)
n=85 vs. 68 ms (IQA 54 — 116) n=_86; Mann-Whitney-U Test, p* < 0.0001) in der

Interventionsgruppe.
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Abbildung 6: Zeitkonstante TAU der Ca?"-Elimination. Dargestellt als Streudiagramm mit Median

und Interquartilsabstand.
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Weiterhin fand sich nach der elektrischen Stimulation mit einer Frequenz von 5 Hz ein erhohter
SR Ca?*-Gehalt (2,58 (IQA 2,30 — 3,26) n = 19 vs. 2,24 (IQA 1,94 — 2,56) n = 29 (F/Fo); Mann-
Whitney-U Test, p* = 0,0111) und eine um ca. 15% geringere fraktionierte Ca?*-Freisetzung (0,67
+0,05(SF)n=12vs. 0,84+ 0,03 (SF) n = 21; Welch’s T-Test, p* = 0,0114) in den mit Palmitoleat
inkubierten Myozyten.
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Fraktionierte Ca?*-Freisetzung 5Hz

Abbildung 7: SR Ca?*-Gehalt und fraktionierte Ca?*-Freisetzung. Der Quotient der Signalintensitaten
F/Fo der Coffeinantwort als Surrogatparameter des SR Ca®"Gehalts dargestellt als Streudiagramm mit
Median und Interquartilsabstand (links). Die fraktionierte Ca**-Freisetzung wird dargestellt als Mittelwert

mit Standardabweichung (rechts).

3.1.1 Veranderung der subzellularen Ca?*-Freisetzung

Subzellulér zeigte sich eine signifikant dyssynchronere CICR in der Interventionsgruppe. Die
erhohte Dyssynchronie wird nachfolgend durch die Darstellung der unterschiedlichen Verteilung
der TF50 Werte entlang der Scan Linie in konsekutiven Ca?'-Transienten veranschaulicht.
Auffallig war eine deutlich hdhere Variation der TF50 Werte im représentativen Beispiel der mit
Palmitoleat behandelten Kardiomyozyten (Abbildung 8: in rot dargestellt). Weiterhin zeigten sich

signifikant hohere TF50 Werte verglichen mit der représentativen Kontrollzelle.
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der lokalen Ca?*-Freisetzungskinetik einer Kontrollzelle

(oben) und einer mit Palmitoleat behandelten Zelle (unten).Die lokalen TF50 Werte von flnf

konsekutiven Ca®*-Transienten (x-Achse) wurden gegen die Position auf der Scan Line (y-Achse)

aufgetragen. Die Pfeile heben Regionen hervor, in denen die Variabilitat auch von Herzzyklus zu

Herzzyklus besonders deutlich wird. Die griine Linie markiert den Mittelwert von TF50 der

Kontrollzellen (5 ms).
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Weiterhin war ein verringerter relativer Anteil von Ca?*-Freisetzungseinheiten mit friiher Ca?*-
Freisetzung auffallig (C16:1: 29,12% =+ 2,64 (SF) n = 58; Kontrollgruppe: 63,58% * 2,61 (SF)
n=62; Welch’s T-Test, p* < 0,0001).
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Abbildung 9: Anteil der Ca®*-Freisetzungseinheiten mit friiher Ca?*-Freisetzung. Dargestellt als
Streudiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung.

Die Zeit bis zum Erreichen der halbmaximalen Ca?*-Freisetzung der Ca?*-Freisetzungseinheiten
mit spater Ca®*-Freisetzung war erhoht (12,61 ms (IQA 10,48 — 16,20) n = 58 vs. 8,78 ms (IQA
7,59 — 10,21) n = 62, Mann-Whitney-U Test, p* <0,0001; Fig. 2F) und die Wahrscheinlichkeit
einer frihen Ca?*-Freisetzung reduziert (0,61 + 0,05 (SF) n=56 vs. 0,72 + 0,03 (SF) n =62,
Welch’s T-Test, p* < 0,0001).
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Abbildung 10: TF50 der spaten Ca**-Freisetzungseinheiten (links) und die Wahrscheinlichkeit der
friihen Ca®*-Freisetzung (rechts). Dargestellt als Streudiagramm mit Median und Interquartilsabstand
(links) und mit Mittelwert und Standardabweichung (rechts).

3.2 Auswirkung auf das T-Tubuli System

Fir die Untersuchung des T-Tubuli-Systems wurden Kardiomyozyten von sechs Wistar Wildtyp-

Ratten untersucht.

Kontrolle

Abbildung 11: Repréasentative Aufnahmen der T-Tubuli. Oben: Analyse der T-Tubuli mittels
Superimposition eines Gitternetzes und Einteilung in intrazellul&re (griin), sarkolemmale (blau) und
extrazelluldre (rot) Bereiche. Mitte: Die T-Tubuli und das Sarkolemma gefarbt mit di-8-ANEPPS. Unten:
Das Ergebnis der Schwellwertbildung verwendet zur Quantifizierung der T-Tubuli Dichte. Auf den

Aufnahmen rechts sind die beiden Zellkerne des Kardiomyozyten zu sehen.
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Es konnte kein Unterschied der mittleren T-Tubuli Fluoreszenz-Signaldichte zwischen den
Gruppen gezeigt werden (19,73% (IQA 18,42 — 21,04) n =41 vs. 19,41% (IQA 18,12 — 21,31)
n = 64, Mann-Whitney-U Test, p = 0,6624). Es fand sich jedoch eine signifikante Erhéhung des
Variationskoeffizientens der Signaldichte in den mit Palmitoleat behandelten Zellen (0,5748 (IQA
0,51 — 0,66) n =41 vs. 0,5407 (IQA 0,49 — 0,60) n =64, Mann-Whitney-U Test, p* = 0,0271),

welches auf eine heterogenere Verteilung der T-Tubuli hindeutet.
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Abbildung 12: T-Tubuli Signaldichte (links) und Variationskoeffizient der T-Tubuli Dichte

(rechts). Dargestellt als Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand.

3.3  Palmitoleat hemmt die Aktivitat von SERCA2A und NCX

Wahrend der Superfusion mit ONaOCa Ldsung zeigte sich eine verlangsamte Ca?*-Elimination von
spontanen Ca?*-Waves in den mit Palmitoleat inkubierten Zellen (TAUwaves: 88,1 ms (IQA 79,7 —
156,1) n = 18 vs. 47,9 ms (IQA 45,0 — 67,1) n = 19; Mann-Whitney-U Test, p* = 0,0001), welche
auf eine reduzierte SERCA2A-AKtivitat hinweist. Weiterhin zeigte sich auch die Ca?*-Elimination
wahrend der Superfusion von NT2 mit 20 mmol Coffein verlangsamt (TAUcoffein, 0,876 s (IQA
0,556 — 1,431) n=16 vs. 0,5878 (IQA 0,501 — 0,633) n=28; Mann-Whitney-U Test,
p* = 0,0104), was auf eine Hemmung der NCX-Aktivitéit im ,,forward mode* schlieBen ldsst.
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Abbildung 13: Surrogatparameter der Aktivitaten von SERCA2A und NCX. Die Zeitkonstante TAU
der Waves als Surrogatparameter der SERCA2A Aktivitét (links) und die Zeitkonstante TAU der
Coffeinantwort als Surrogatparameter der NCX Aktivitat (rechts). Dargestellt als Streudiagramme mit

Median und Interquartilsabstand.

3.4 Auswirkung auf die Phosphorylierung von Proteinen der Ca?*-Homdostase

Fir die Untersuchung der Phosphorylierung der Proteine der Ca?*-Homoostase wurden
Kardiomyozyten von drei Wildtyp-Ratten untersucht (N=3).

Es zeigte sich kein Unterschied in der Phosphorylierung von RyR Serin2808 (88,87 (IQA 80,12 —
135,8)der Kontrolle , N=3, Wilcoxon matched-pairs signed-ranks Test, p =0,99), aber eine

Tendenz zur Hypophosphorylierung von RyR Serin2814 in den mit Palmitoleat inkubierten Zellen
(69,05 (IQA 60,79 — 83,84) der Kontrolle, N =3, Wilcoxon matched-pairs signed-ranks Test,

p = 0,2500).
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Abbildung 14: Phosphorylierung von RyR P-Ser 2808 und RyR P-Ser 2814. Dargestellt als

Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand. Die RyR-Phosphorylierung in der

Interventionsgruppe werden als relative Werte in Bezug auf die Kontrollexperimente gezeigt. Die

Signaldichte der Kontrollexperimente wurde auf 100% gesetzt. Die IQA der Kontrollexperimente

illustriert die Streuung der Messwerte bevor sie auf 100% gesetzt wurden (oben). Ausschnitt der

korrespondierenden Western Blot Membran mit Markierung des Molekulargewichts. Kennzeichnung der

Kontrollgruppe (BSA) und der Interventionsgruppe (FS) (unten).
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3.5  Auswirkung auf die Ca?*-Homgostase bei héheren Stimulationsfrequenzen
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Abbildung 15: Frequenzabhangige Veranderungen der Ca?*-Transienten. Dargestellt sind
reprasentative x-y-Plots der Signalintensitét der Ca?*-Transienten aufgetragen gegen die Zeit von
Kontrollzellen und von mit Palmitoleat behandelten Zellen jeweils bei Stimulationsfrequenzen von 1 Hz
und 5 Hz.

Die Erhéhung der Stimulationsfrequenz auf 5 Hz fuhrte in den mit Palmitoleat behandelten Zellen
zu einer signifikanten relativen Erhéhung der diastolischen Ca?*-Konzentration (1,090 (IQA 1,028
— 1,147) n=24 vs. 1,014 (IQA 0,994 — 1,062) n = 24; FOsH/FO1Hz, Mann-Whitney-U Test,
p* = 0,0008) verglichen mit der Kontrollgruppe. Ebenfalls zeigte sich im Vergleich mit der
Kontrollgruppe eine zehnprozentige Reduktion der Amplitude der relativen maximalen Ca?*-
Freisetzung (0,79 £ 0,03 (SF) n = 19 vs. 0,93 £ 0,01 (SF), Fmax 5Hz/Fmax 11z, N = 22; Welch’s T-Test
p* < 0,0001).

Abbildung 15 illustriert sowohl die diastolischen Ca?*-Konzentrationen als auch die Amplituden
bei einer Stimulationsfrequenz von jeweils 1 Hz und 5 Hz in beiden Versuchsgruppen.
Hervorzuheben ist die deutliche relative Erhohung der basalen diastolischen Ca?*-Konzentration
(Signalintensitat FO) und die Verringerung der Amplitude des Ca®'-Transienten der

Interventionsgruppe bei 5 Hz.
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Abbildung 16: Die relative diastolische Ca?*-Konzentration und die relative maximale Ca?*-
Freisetzung. Die relative diastolische Ca?*-Konzentration dargestellt als Verhaltnis von Fo bei 5 Hz zu
1 Hz als Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand (links) und die relative maximale Ca®*-

Freisetzung dargestellt als Verhéltnis von Fmax bei 5 Hz relativ zu 1 Hz als Streudiagramm mit Mittelwert

und Standardabweichung (rechts).

Fir die relative diastolische Ca?*-Erhéhung konnte eine positive lineare Korrelation mit TAUss
dargestellt werden (R2 = 0,32, p* = 0,0049). Ebenfalls fand sich eine negative lineare Korrelation

der fraktionierten Ca?*-Freisetzung mit TF50 (R? = 0,27, p* = 0,0015).
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Abbildung 17: Korrelationen der frequenzabhangigen Anderung von Fo mit TAUss (links) und der
fraktionierten Ca?*-Freisetzung mit TF50 (rechts). Dargestellt als X-Y-Plots mit linearen
Korrelationslinien. Die linearen Korrelationen wurden links flr jede Gruppe getrennt und rechts fiir beide

Gruppen gepoolt berechnet.
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Es fand sich jedoch keine lineare Korrelation der relativen Erhéhung des diastolischen Ca?* und

der relativen Abnahme der maximalen Ca?*-Freisetzung.

3.6 Auswirkung auf die spontane Ca?*-Freisetzung und die Arrhythmogenitat

Palmitoleat flhrte zu einer erhohten Sparkfrequenz (1,39 (IQA 0,17 — 4,35) n =24 vs. 0,0 (IQA
0,00 — 0,36) n=230 sparks/nl /s; Mann-Whitney-U Test p* =0,0003), welche jedoch nach
matching nach SR Ca?*-Gehalt keine statistische Signifikanz mehr erreichte (1,738 (IQA 0,198 —
3,514) n=13 vs. 0,2799 (IQA 0,0 — 0,869) n=15 Sparks/nl /s; Mann-Whitney-U Test
p = 0,0698). Die Sparkfrequenz wurde nach SR Ca?*-Gehalt gematcht, um den Effekt des SR Ca?*-

Gehalts untersuchen zu kdnnen.
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Abbildung 18: Line Scan mit reprasentativem Spark in der Interventionsgruppe (links) und Spark
Frequenz mit und ohne Matching nach SR Ca?*-Gehalt (rechts). Dargestellt als Streudiagramme mit

Median und Interquartilsabstand.

Die mittlere Dauer der Sparks war in der Interventionsgruppe verglichen mit der Kontrollgruppe
reduziert (44 ms + 2 (SF) n =18 vs. 53 ms + 4 (SF) n = 13; Welch’s T-Test, p* = 0,0438). Bei der
Amplitude bestand kein Unterschied zwischen den Gruppen (0,90 + 0,04 (SF) n=19 vs. 0,86 +
0,05 (SF) n =13 (AF/Fo); Welch’s T-Test, p =0,5793). Eine lineare Korrelation zwischen der

Dauer der Sparks und TAUwaves konnte nicht gezeigt werden.
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Abbildung 19: Sparkdauer (links) und Spark Amplitude (rechts). Dargestellt als Streudiagramme

mit Mittelwert und Standardabweichung.

Es fand sich weder ein signifikanter Unterschied der nicht nach SR Ca?*-Gehalt gematchten
Frequenz der Waves (0,2738 (IQA 0,034 — 0,916) n =24 vs. 0,2735 (IQA 0,0 — 0,460) n = 30,
waves/nl /s; Mann Whitney Test, p = 0,5264) noch der nach SR Ca?*-Gehalt gematchten Frequenz
der Waves (0,2787 (IQA 0,0 — 0,869) n = 14 vs. 0,2768 n = 15, waves/nl /s; Mann Whitney Test,
p =0,7042). Als Surrogatparameter fur die Offenwahrscheinlichkeit der RyR wurde das
Verhaltnis von Sparks zu Waves je Zelle berechnet, welches die Wahrscheinlichkeit widerspiegelt,
dass ein Spark (iber CICR eine Ca?*-Propagation in Form einer Wave auslst. Dieses Verhiltnis
fand sich signifikant reduziert in der mit Palmitoleat behandelten Gruppe (0,13 (IQA 0,02 — 0,56)
n=23vs. 0,75 (IQA 0,18 — 1,0) n =25, Mann-Whitney-U Test, p* = 0,0302).
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Abbildung 20: Wave Frequenz (links) und Verhaltnis von Wave zu Spark Frequenz (rechts).

Dargestellt als Streudiagramme mit Median und Interquartilsabstand.

Weiterhin zeigte sich ebenfalls eine um 20% reduzierte Propagationsgeschwindigkeit der Ca?*-
Waves wahrend der ONaOCa Superfusion (120,9 pum/s £ 6,78 (SF) n = 18 vs. 150,4 um/s + 5,02
(SF) n =20, p* = 0,0014). Der Unterschied in der Propagationsgeschwindigkeit blieb auch nach
Matching nach SR Ca?*-Gehalt statistisch signifikant (120,3 pm/s + 7,36 (SF) n = 10 vs. 149,6
pum/s + 6,65 (SF) n = 10; Welch’s T-Test, p* = 0,0084).
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Abbildung 21: X-Y-Plot der Wave Propagationsgeschwindigkeit gegen den SR Ca?*-Gehalt (links)
und Wave Propagations-Geschwindigkeit nach dem Matching (rechts). Das griine Rechteck
umschlief3t die fur das Matching beriicksichtigten Messwerte. Wave Propagationsgeschwindigkeit nach

Matching dargestellt als Streudiagramme mit Mittelwert und Standardabweichung.
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Fur die Propagationsgeschwindigkeit der Waves konnte eine positive lineare Korrelation mit

TAUwaves ermittelt werden (R? = 0,29, p* = 0,0005).
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Abbildung 22: Korrelation der Wave Propagations-Geschwindigkeit mit TAUwave. Dargestellt als X-

Y-Plot mit linearer Korrelationslinie.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie untersucht nach Wissen des Autors erstmalig die akuten Effekte der
ungesattigten Fettsaure Palmitoleat auf die Ca*-Homgostase in ventrikularen Kardiomyozyten der
Ratte. Die Studie prasentiert Evidenz, dass Palmitoleat akute Effekte auf die Kinetiken der Ca?*-
induzierten Ca?*-Freisetzung (CICR), sowie die Ca?*-Wiederaufnahme in das SR und die Ca?*-
Elimination hat. Bei erhohter Stimulationsfrequenz (5 Hz) kommt es dartiber hinaus zu einer
Erniedrigung der maximalen Ca?*-Freisetzung und letztendlich zur diastolischen Ca?*-

Akkumulation.

4.1  Effekte von Fettsauren auf Kardiomyozyten

Die Wirkung von Fettséduren auf Kardiomyozyten wird seit vielen Jahren untersucht. Fir die
Untersuchung der Auswirkungen einer chronischen Fettsaureexposition erhalten Versuchstiere
meist eine sehr fetthaltige Diat. Knowles et al. prasentierten Evidenz fur eine Reduktion von
Calveolin-3, insbesondere im T-Tubuli System, nachdem C57BL Mause ber 12 Wochen eine
Diét reich an Palmitat oder mittel langkettigen Triglyceriden erhalten hatten [138]. Turdi et al.
zeigten, dass eine sehr fetthaltige Di&t in einem Mausmodell zu einer signifikanten Verlangsamung
der Ca?*-Wiederaufnahme in das SR fiihrte. Dieser Befund war mit einer Hypophosphorylierung
von PLN und einer verringerten SERCA2A Expression assoziiert [126]. Die Kinetiken der Ca?*-
Wiederaufnahme wurden jedoch bei subphysiologischen Temperaturen von 25 °C gemessen,
weshalb die Aussagekraft dieses Befundes eingeschréankt ist [126]. Eine weitere Arbeitsgruppe
konnte ebenfalls eine mit sehr fetthaltiger Diét assoziierte Hypophosphorylierung von PLN
nachweisen. Sie fanden jedoch im Gegensatz zu Turdi et al. keine Reduktion der SERCA2A
Expression. Die Auswirkungen auf die intrazellulare Ca**-Homdostase wurden nicht untersucht
[125].

Weiterhin kdnnen Fettsdure-vermittelte Effekte in Tiermodellen mit einer veranderten zellul&ren
Verstoffwechslung untersucht werden. Joseph et al zeigten, dass eine zellulére Lipidiberladung
durch Uberexpression des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors-y (PPAR y) zu einer
erhohten Amplitude der Ca?*- Transienten, einer verlangsamten Ca?*-Wiederaufnahme in das SR,
zu einem erhohtem SR Ca?*- Gehalt und einer erhéhter Sparkfrequenz fiihrt. Diese Befunde waren
assoziiert mit einer Oxidierung der RyR, einer verringerten Expression von SERCA2A und einer

erhéhten Phosphorylierung von PLN [139].
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Ferner zeigen sich die Auswirkungen von erhéhten Fettsaurekonzentrationen auf Kardiomyozyten
in Tiermodellen der diabetischen Kardiomyopathie. Hier ist jedoch zu bedenken, dass neben den
erhohten Fettsdurekonzentrationen im Blut auch die diabetogene Stoffwechsellage mit erhéhten
Blutzuckerkonzentrationen, erhéhten Insulinspiegeln und erhohter Insulinresistenz bzw.
Insulinmangel fiir den Zellmetabolismus und die intrazellulare Ca?*-Homgostase eine Rolle spielt
[140]. Die in diesen Tiermodellen beschriebenen Veranderungen der Ca?*-Homdostase stehen
daher wahrscheinlich nicht ausschlieflich mit den erhohten Fettsdurekonzentrationen in

Zusammenhang.

In den Studien zeigten sich zudem teils deutliche Unterschiede zwischen den Befunden bei
Diabetes mellitus Typ 1 und Diabetes mellitus Typ 2 Tiermodellen [111]. In Diabetes mellitus
Typ 2 Tiermodellen spielen erhdhte Fettsdurekonzentrationen im Blut kausal eine entscheidende
Rolle, da h&ufig Tiermodelle mit Leptin-Defizienz verwendet werden [141]. Das Krankheitsbild
Diabetes mellitus entstent in diesen Modellen sekundéar durch einen primér veranderten

Fettsauremetabolimus bzw. eine verédnderte Nahrungsaufnahme.

Bei Diabetes mellitus Typ 1 Tiermodellen steht dagegen die Induktion eines absoluten
Insulinmangels durch zytotoxische Substanzen im Vordergrund [142, 143]. Daraus resultiert, dass
die haufig verwendeten Leptin-Defizienz Diabetes mellitus Typ 2 Tiermodelle bessere Modelle
flir das Studium der Auswirkungen der chronisch erhéhten Fettsaureexposition bzw. Lipotoxizitét
sind. Die Veranderungen der Ca?*-Homdoostase in diesen Tiermodellen kénnen als zumindest

richtungsweisend fir die Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Studie gewertet werden.

Pereira et al. untersuchten die intrazellulare Ca?*-Homdostase in einem Mausmodell mit Leptin -
Defizienz (57BL/KsJ-db (db/db)). Sie fanden sowohl im ganzen Herz als auch in isolierten
Kardiomyozyten eine Reduktion der Amplitude der Ca?'-Transienten, eine verzogerte Ca?*-
Freisetzung und eine Verldngerung der Zeitkonstante der Ca?*-Wiederaufnahme in das SR.
Weiterhin fanden sie eine Verringerung der Ca?*-Spark Frequenz und einen geringeren SR Ca?*-
Gehalt. Die Befunde brachten sie mit einer verringerten RyR - und SERCA2A Expression in
Zusammenhang. Zusétzlich beschrieben sie eine verminderte LTCC-Expression und eine
Erhohung der NCX-Aktivitat [115].

Stalen et al. fanden eine verringerte Kardiomyozytenkontraktion, eine erniedrigte Amplitude der
Ca?*-Transienten, einen vermehrten diastolischen Ca?*-Verlust aus dem SR, eine erhihte

Dyssynchronitit der Ca?*-Freisetzung assoziiert mit einer verringerten T-Tubuli Dichte, eine
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verringerte SERCA2A Aktivitdt assoziiert mit einer erhohten CaMKII mediierten PLB
Phosphorylierung und eine erhohte NCX-Aktivitat [121].

Eine verringerte SR Ca?*-Wiederaufnahme unabhéngig von der SERCA2A Expression wurde
ebenfalls von Wold et al. beschrieben [144]. Sie konnten im Gegensatz zu Stglen et al. jedoch
keine Veranderung des NCX Stroms nachweisen [144]. Stglen et al. untersuchten ein Mausmodell
mit Leptin-Defizienz (db/db) [121]. Wold et al. nutzten dagegen Ratten, die eine Saccharose-

reiche Diét erhielten.

Neben der chronischen Exposition von Kardiomyozyten mit Fettsduren wird ebenfalls die akute
Exposition von Kardiomyozyten mit Fettsduren untersucht. Kelly et al. zeigten mittels [H3]-
Ouabain und Digoxin Radiorezeptor-Assays, dass Palmitoleat und andere nicht-esterifizierte

Fettsauren die in-vitro Aktivitat von isolierter Na™-K*-ATPase hemmen kénnen [145].

Weiterhin wurde von mehreren Arbeitsgruppen die Wirkung der geséttigten, strukturell eng mit
Palmitoleat verwandten Fettsdure Palmitat auf Kardiomyozyten im Rahmen der diabetischen
Kardiomyopathie untersucht. Dabei zeigten Fauconnier et al., dass die akute Exposition mit
Palmitat zu einer Reduktion sowohl der Ca?*-Transienten Amplitude und des SR Ca?* Gehalts als
auch zu einer Verzogerung der Ca2*-Elimination in ventrikularen Kardiomyozyten von Wild-Typ
Ratten flihrt [146]. In Kardiomyozyten von tibergewichtigen C57BL Méausen mit Leptin-Defizienz
filhrte die akute Exposition mit Palmitat dagegen zu einer Erhéhung der Ca?*-Amplitude und einer
Reduktion der Zeitkonstante der Ca?*-Elimination [146]. Haim et al. beschrieben, dass eine akute
Exposition mit Palmitat den fir die Repolarisation wichtigen Ky-Strom erhoht, ohne
spannungsabhingige Ca?*-Kanile zu beeinflussen. Sie schlussfolgerten, dass dadurch ein negativ-
inotroper Effekt auf die Kardiomyozyten resultiert [147].

4.2 Unterschiede der Fettsauren Palmitat und Palmitoleat

Palmitoleat und Palmitat sind strukturell eng verwandt, aber unterscheiden sich in relevanten
Aspekten. Palmitat ist mit 23% der Gesamtfettmenge die zweit hdufigste Fettsaure im
menschlichen Korper, wohingegen Palmitoleat seltener vorkommt [37]. Im Gegensatz zu
Palmitoleat, welches hauptsachlich de-novo synthetisiert wird, werden Palmitat und viele andere
Fettsauren hauptsachlich Gber die Nahrung aufgenommen [148]. Die effektive Palmitat Menge im
Fettgewebe wird dabei streng reguliert. Dies geschieht durch das Enzym Stearoyl-CoA Desaturase
(SCD), von welchem 4 Subtypen mit organspezifischer Expression und unterschiedlichen

Affinitaten zu den jeweiligen als Substrat dienenden Fettsduren beschrieben wurden (SCD 1-4).
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Die SCD wandelt unter anderem den Uberschuss des mit der Nahrung aufgenommenen Palmitats

in Palmitoleat um [149].

Das Enzym SCD wird insbesondere durch das Adipokin Leptin reguliert, wobei hohe
Leptinkonzentrationen die SCD hemmen [149]. Tiermodelle mit Leptin-Defizienz sind fir die
Untersuchung der Effekte von erhdhten Palmitoleatkonzentrationen besonders interessant, da die
Leptin-Defizienz zu einer vermehrten relativen Umwandlung vom Palmitat zu Palmitoleat
katalysiert durch die SCD fihrt. In diesem Zusammenhang zeigten Dobrzyn et al., dass ein
genetischer Knockout der SCD1 in einem Leptin-Defizienz Modell zu einer Verbesserung der
diastolischen und systolischen Funktion fuhrt. Die Konzentration von freien Fettsduren und
Triglyceriden im Blut war dabei nicht veréndert. Es konnte aber eine geringere Lipidakkumulation
in Kardiomyozyten nachgewiesen werden [150]. Djousee et al. bieten diese strenge Regulation der
Palmitatkonzentrationen und die Umwandlung des Uberschusses von Palmitat zu Palmitoleat
durch die SCD als Erklarung an, warum keine Korrelation des Herzinsuffizienzrisikos mit der
Serumkonzentration von Palmitat, sondern lediglich mit der Serumkonzentration von Palmitoleat

demonstriert werden konnte [35].

Generell korreliert die Zusammensetzung des im Blut zirkulierenden Lipidpools, und damit die
Lipidexposition der Organe, stark mit der Zusammensetzung des Lipidpools im Fettgewebe und
mit der Nahrungsaufnahme der letzten sechs bis acht Wochen [151]. Interessanterweise wurde
gezeigt, dass die Palmitoleat De-Novo-Synthese in Adipozyten stark reguliert ist und deutlich
gesteigert werden kann [40]. Weiterhin ist das Potenzial der Mobilisierung von Palmitoleat aus
dem Fettgewebe hoher als bei andere Fettsduren [152]. Die relative im Blut zirkulierende Menge
von Palmitoleat kann dadurch erheblich gesteigert werden. Dahingegen kann die Konzentration
von anderen langkettigen Fettsduren wie zum Beispiel Palmitat unter physiologischen
Bedingungen kaum gesteigert werden [40]. Unter anderem aufgrund dieser Ergebnisse wird
Palmitoleat eine Rolle als wichtiger Mediator flr die Regulation des Metaboloms zugeschrieben
[40]. Erkenntnisse Gber den Einfluss von Palmitoleat auf die elektromechanische Kopplung in
Kardiomyozyten liegen bisher nicht vor. Alles in allem bekraftigen diese Unterschiede und die
noch unzureichend untersuchte Rolle der SCD die Relevanz, die Wirkung von Palmitoleat auf die
Funktion von Kardiomyozyten zu untersuchen. Dies kann helfen, die Rolle des Metaboloms bei
der Entstehung der Herzinsuffizienz besser zu verstehen und neue pharmakologische Ziele fir die

Therapie der Herzinsuffizienz zu identifizieren.
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4.3  Aufnahme von Palmitoleat in Kardiomyozyten

Palmitoleat zirkuliert im Plasma sowohl in Form von komplexen Lipiden wie Triglyceriden,
Phospholipiden (z.B. Phoshopatidylethanolamine, Phosphatidylcholine, Phosphatidylserine) und
Cholesterolestern als auch in nicht-esterifizierter Form, als freie Fettsduren an Albumin gebunden
[153]. Die Fettséduren gelangen tber die Endothelzellen in das Interstitium, wo sie an Albumin
gebunden werden [154]. Es wurde gezeigt, dass die Aufnahme von Fettsduren in die
Kardiomyozyten durch passive Diffusion ber die Zellmembran und durch aktiven Transport,
mediiert insbesondere durch die Proteine ,.fatty acid binding proteine* (FABP), ,fatty acid
translocase* (FAT/ CD36) und ,,fatty acid transport protein“ (FATP) erfolgen kann [155-160].

Die Regulation dieser Prozesse kdnnte ein wichtiger Faktor fir die Lipotoxizitadt sein. Zum
Beispiel zeigten sich im Rahmen der diabetischen Kardiomyopathie und der kardialen
Hypertrophie signifikante Verdnderungen in der Expression von FABP [161] und FAT [162]. Im
Rahmen der vorliegenden Studie kann davon ausgegangen werden, dass eine Regulierung der
Fettsdureaufnahme keine Auswirkungen auf die Aussagekraft der Ergebnisse hat. Da die
Kardiomyozyten einer Ratte immer sowohl fir die Interventionsgruppe als auch fir die
Kontrollgruppe verwendet werden, sind zugrundeliegende Unterschiede in der Fettsdureaufnahme
unwahrscheinlich. Eine mdogliche Regulation der Fettsaureaufnahme der Zellen der
Interventionsgruppe, ausgeldst durch die Inkubation mit Palmitoleat, ist daher als Teil des akuten

Effekts von Palmitoleat und nicht als Confounder zu sehen.

Beim Vergleich der vorliegenden Studie, in der die zeitlich limitierte akute Exposition mit
Palmitoleat untersucht wurde, mit Studien der chronischen Exposition von Kardiomyozyten mit
Palmitoleat, wie zum Beispiel von Foryst-Ludwig et al., kann eine mogliche Herunterregulation
der Fettsdureaufnahme durch eine dauerhaft hohe Fettsdureexposition jedoch relevant sein und
eine potenzielle Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse bieten. Foryst-Ludwig et al.
zeigten, dass Palmitoleat ein wichtiger Mediator fir die durch Ausdauertraining induzierte kardiale

Hypertrophie ist [49].

4.4  Uberlegungen zur Wahl der Konzentration von Palmitoleat

Die in der Studie genutzte Konzentration von Palmitoleat wurde aufgrund einer friiheren
massenspektroskopischen Analyse murinen Serums von gesunden, trainierten BL6 Maé&usen
(unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe von Professor Kintscher, Institut fur Pharmakologie,

Charité Universitatsmedizin Berlin), bei welcher sich Konzentrationen von 100-120 ng/ul fanden,
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gewadhlt. Die physiologischen Konzentrationen von Palmitoleat im Serum variieren von Spezies
zu Spezies. In TAC/SHAM Mausen ergab die Analyse der Palmitoleatkonzentration im Serum
Werte von 50-60 ng/upl. In gesunden, mannlichen Biathleten fanden sich dagegen deutlich
geringere Werte von 13,8 bis 49,7 ng/ul (Mittelwert 27,1 ng/ul) [49]. Bei einer Analyse der
Palmitoleatkonzentration der Cholesterolester im Blut adipdser Patienten in Mexico fand sich ein
Mittelwert von 86 ng/ul verglichen mit einem Mittelwert von 69 ng/ul bei gesunden Probanden
[163]. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Palmitoleatkonzentration im Blut bei Adipositas deutlich
erhoht ist. Konzentrationsabhdngige Effekte sollten daher immer im Kontext speziesabhangiger

Vergleichswerte interpretiert werden.

Fur den Vergleich verschiedener publizierter Ergebnisse muss bericksichtigt werden, dass
unterschiedliche Verfahren der massenspektroskopischen Analyse von Fettsdaurekonzentrationen
im Blut verwendet werden. Um eine Aussage Uber die Rolle der Serumkonzentration in
Physiologie und Pathophysiologie von Palmitoleat treffen zu konnen, ist es daher wichtig zu
differenzieren, welche Lipidklassen zur Quantifizierung der Fettsduren analysiert wurden. Die
Publikation von Salatzki et al. unterstreicht die Relevanz dieser Problematik [50]. Durch die
verwendete Lipidomics-Analyse war es mdoglich die verschiedenen Kopfgruppen der
Phospholipide zu differenzieren und die Regulation der verschiedenen Lipidklassen bei HFrEF zu
beschreiben. Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen Lipidklassen teils unterschiedlich reguliert
werden [50]. Ohne eine Unterscheidung nach Kopfgruppen ist es nicht moglich diese Unterschiede
zu erfassen. In der Studie von Djousee et al. wurden dagegen nur Phospholipide analysiert und der
relative Anteil von Palmitoleat in den Phospholipiden berechnet, ohne zwischen den Kopfgruppen
(PE, PC, PS) zu differenzieren [35]. Es kann daher aus dieser Studie nicht abgeleitet werden, ob
eine Regulation des nicht in Phospholipiden gebundenen Palmitoleats und der verschiedenen
Phosholipidkopfgruppen fir die Erhdhung des Herzinsuffizienzrisikos von Bedeutung ist. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie erscheinen aber dennoch richtungsweisend fir die Relevanz
von Palmitoleat bei der Pathogenese einer moglichen Palmitoleat-assoziierten kardialen

Dysfunktion.

In der als Grundlage fur die Wahl der Konzentration von Palmitoleat in der vorliegenden Studie
beriicksichtigten ~ massenspektroskopischen  Analyse  wurde durch  Hydrolyse die
Gesamtkonzentration von Palmitoleat im Blut unabh&ngig von der Lipidklasse ermittelt. Dies
reflektiert nicht die physiologische Situation im Blut, in der Palmitoleat an verschiedene
Kopfgruppen gebunden vorkommt. Das experimentelle Design ist dagegen eine Naherung fur die

Situation im Interstitium, in welchem insbesondere an Albumin gebundene, freie, nicht-
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esterifizierte Fettsduren von Kardiomyozyten aufgenommen werden [164]. Es ist jedoch unklar,

inwiefern sich die Fettsdurekonzentrationen im Blut und im Interstitium unterscheiden.

Letztendlich wurde fur die vorliegende Studie eine Palmitoleat-Konzentration von 120 ng/pl am
oberen Ende der gemessenen Werte gewahlt, um im physiologischen Bereich zu bleiben, aber

trotzdem eine hinreichende Effektgrofie zu erreichen.

4.5  Ergebnisse der Untersuchungen der Ca?*-Homdostase

4.5.1 Veranderungen der Ca?*-Freisetzung bei 1 Hz

Bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz zeigte sich kein Unterschied in der Amplitude der Ca?*-
Transienten zwischen den Gruppen, obwohl sich Verianderungen der Kinetiken der Ca?*-
Freisetzung und der Ca?*-Elimination fanden. Die mit Palmitoleat inkubierten Kardiomyozyten
zeigten eine Verlangsamung der Zeit bis zur maximalen Ca?*-Freisetzung (TTP) und bis zur

halbmaximalen Ca?*-Freisetzung (TF50).

Eine Erklarung fir die verlangsamte Ca®*-Freisetzung ist die erhohte Dyssynchronitat mit einer
héheren Anzahl von Couplons mit spater Ca?*-Freisetzung und einer langsameren lokalen Ca?*-

Freisetzung dieser spaten Ca?*-Freisetzungseinheiten in der Interventionsgruppe [165].

Aufgrund der hohen Intertransienten-Variabilitit (,,beat-to-beat variability”) der lokalen TF50
Werte (Abbildung 8), ist von einer stochastischen Ursache der Dyssynchronitit der Ca?*-
Freisetzung in den Couplons, der Gesamtheit aller Ca®*-Freisetzungseinheiten, auszugehen. Dieser
Sachverhalt wird untermauert durch die geringere Wahrscheinlichkeit einer frihen Ca?*-
Freisetzung der als frihe Ca?*-Freisetzungseinheiten Klassifizierten Couplons in den mit
Palmitoleat inkubierten Kardiomyozyten (Abbildung 10, rechts). An diesen Freisetzungseinheiten
kam es also neben den, der Definition entsprechenden, mindestens 30% friinen Ca?*-Freisetzungen
(lokale TFso< 5 ms) haufiger zu spaten Ca?*-Freisetzungen - entsprechend einer héheren Varianz.
In der Kontrollgruppe war die Ca?*-Freisetzungen an diesen Einheiten dagegen ,,homogener* friih

- entsprechend einer geringeren Varianz.

Andererseits ist es moglich, dass die hohere intrazelluldre T-Tubuli Variabilitat ein Zeichen eines
frihen Remodelings des T-Tubuli Systems ist. Die Arbeitsgruppe des Autors hat in friheren
Publikationen gezeigt, dass ein Remodeling des T-Tubuli Systems zu eine Erhdéhung der
Dyssynchronitit der Ca2*-Freisetzung beitragen kann [99, 100]. Ein Remodeling des T-Tubuli
Systems wurde ebenfalls in einem Tiermodell der diabetischen Kardiomyopathie beschrieben.
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Stalen et al. zeigten eine Verringerung der T-Tubuli Dichte in einem Leptin-Defizienz Tiermodell
[121]. Dieser Befund ist moglicherweise durch den Effekt von erhohten Fettsaurekonzentrationen
in dem Leptin-Defizienz Tiermodell auf das T-Tubuli System zu erkl&ren und unterstltzt damit

die Hypothese eines Palmitoleat-assoziierten Remodelings des T-Tubuli Systems.

Die Synchronitit der Ca?*-Freisetzung an den Couplons bestimmt die Anstiegsrate des globalen
zytosolischen Ca?*-Transienten in den Kardiomyozyten wahrend der Systole [165] und ist damit
entscheidend fiir eine effektive Kontraktion des Myokards. Geringftigige lokale Variationen der
Ca?*-Freisetzung gelten als physiologisch und sind bedingt durch die stochastische Natur der
Offnung von LTCC und RyR [166]. Eine erhohte Dyssynchronitit wird dagegen mit
Herzinsuffizienz [99, 167-169], Vorhofflimmern [170] und diabetischer Kardiomyopathie [121,
171] in Tiermodellen und humanem Gewebe assoziiert. Es wurde gezeigt, dass die Ursache der
erhdhten Dyssynchronitét, neben einem Remodeling des T-Tubuli Systems, eine Reduktion der
Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ Ca?*-Kanale und damit eine Abnahme des lca., oder eine
Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit der RyR sein kann [167, 172]. Die erhohte
Dyssynchronitét ist ein hdufiger Befund in Diabetes mellitus Tiermodellen [111, 171]. Da in der
vorliegenden Studie bereits eine akute Exposition mit Palmitoleat zu einer erhéhten
Dyssynchronitét fuhrt, lasst sich daraus eine womaoglich relevante Rolle von Palmitoleat bei der
Pathogenese der diabetischen Kardiomyopathie ableiten. Gegen eine spezifische Rolle von
Palmitoleat spricht jedoch, dass auch in Diabetes Typ 1 Tiermodellen, welche weniger durch einen
gestorten Fettsauremetabolismus charakterisiert sind, eine dyssynchrone Ca?*-Freisetzung
beschrieben ist [116]. In Anbetracht der Assoziation von Dyssynchronitat mit diversen
Krankheitsbildern [99, 170] konnte diese auch eher eine Gemeinsamkeit der pathologischen
Dysregulation der Ca?*-Homgostase im Rahmen von zelluldrem Stress als ein spezifischer Effekt

sein.

Die Zunahme der értlich und zeitlich dyssynchronen Ca?*- Freisetzung konnte in einer Studie von
Diaz et al. durch eine pharmakologische Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit der RyR in
ventrikularen Kardiomyozyten der Ratte illustriert werden [172]. Fur die Dyssynchronie ist dabei
wahrscheinlich eine Population der RyR verantwortlich, die von den LTCC entkoppelt sind. Diese
sogenannten nicht-junktionalen oder ,orphaned® RyR werden normalerweise durch die
Propagation des Ca?* von benachbarten mit LTCC gekoppelten RyR in den Couplons geoffnet.
Diaz et al. stellten die Hypothese auf, dass bei einer herabgesetzten Offenwahrscheinlichkeit aller
RyR zwar die CICR in den Couplons funktioniert, jedoch die Offnung der entkoppelten RyR durch
die Ca?*-Propagation beeintrachtigt ist [172].
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In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Inkubation mit Palmitoleat zu einer deutlichen,
jedoch statistisch nicht-signifikanten, relativen Hypophosphorylierung der RyR an der
Aminosdure Serin2814 verglichen mit der Kontrollgruppe fuhrt (Abbildung 14). Die
Implikationen einer Hypophosphorylierung von Serin2814 wurden jedoch bis jetzt nicht
hinreichend untersucht. Im Gegensatz dazu wurde flr die PKA-abhangige Phosphorylierungsstelle
Serin2808 gezeigt, dass sowohl eine Hyperphosphorylierung als auch eine Hypophosphorylierung
verglichen mit der basalen Phosphorylierung die Offenwahrscheinlichkeit und damit die
Sensitivitdt der RyR erhoht [87]. Im Gegensatz zu CamKIl ist die Relevanz der PKA im
Zusammenhang mit einem chronischen SR Ca?*-Verlust und proarrhythmogenem Remodeling

jedoch umstritten [98].

Dartber hinaus ist die in dieser Studie beobachtete, erhohte Spark Frequenz in der
Interventionsgruppe ein Argument gegen die Madoglichkeit, dass eine reduzierte RyR
Offenwahrscheinlichkeit verantwortlich fir die erhéhte Dyssynchronie ist. Die hohe Spark
Frequenz spricht dagegen eher fir eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit der RyR [98]. Die
Offenwahrscheinlichkeit der RyR wird neben der Phosphorylierung malRgeblich durch sowohl die
zytosolische als auch durch die SR luminale Ca?*-Konzentration (SR Ca?*-Gehalt) beeinflusst
[98]. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen liegen in der vorliegenden Studie Hinweise auf
eine Erhéhung sowohl der basalen diastolischen als auch der SR luminalen Ca?*-Konzentration
vor, welches weitere Argumente gegen eine reduzierte RyR Offenwahrscheinlichkeit sind.
Verénderungen der RyR-Aktivitdt konnten ebenfalls in Tiermodellen der diabetischen
Kardiomyopathie demonstriert werden. In einem Tiermodell, induziert durch eine sehr fetthaltige
Diét, konnte eine Erhohung der RyR-Aktivitat gezeigt werden [173]. Diese war jedoch nicht mit
einer Anderung des Phosphorylierungsstatus, sondern mit einer vermehrten Oxidierung der RyR
assoziiert [173]. Eine erhohte RyR-Aktivitat assoziiert mit einer vermehrten Oxidierung der RyR
konnte ebenfalls in einem Tiermodell der kardialen Lipiduberladung gezeigt werden [139].
Dartiber hinaus konnten Tian et al. eine Erhohung der Ca?*-Freisetzung der RyR in einem Diabetes
mellitus Typ 1 Tiermodell nachweisen [174]. Alles in allem sind die Befunde in den beschriebenen
Tiermodellen konsistent mit den Befunden in der vorliegenden Studie. Das unterstreicht erneut die

Relevanz einer Palmitoleat-assoziierten Toxizitat.

Die Synchronitat der Ca?*-Freisetzung hangt dariiber hinaus von der Funktion und Verfuigbarkeit
der LTCC ab. Song et al. demonstrierten, dass die Synchronitdt vom Membranpotenzial und damit
von der Rekrutierung der LTCC abhéngig ist [175]. Niedrigere Membranpotenziale fiihrten dabei
zu dyssynchroner Ca?*-Freisetzung [175]. Weiterhin fanden Inoue et al., dass die Variabilitat der
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Anzahl der LTCC pro Couplon insbesondere bei einer zusétzlichen Veranderung der Funktion zu
einer dyssynchronen Ca?*-Freisetzung fiinrt, da mehrere LTCC an der Generation eines Ca?*-
Sparks beteiligt sind [176]. Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen auch Litwin et al. bei der

Untersuchung der Dyssynchronitat in einem Herzinfarkt Tiermodell [167].

Es ist bekannt, dass es bei der diabetischen Kardiomyopathie ebenfalls zu VVeranderung der LTCC
kommt [111]. Pereira et al. beschrieben eine Reduktion des makroskopischen IcaL assoziiert mit
einer verringerten LTCC-Expression ohne Verdnderung der Funktion der einzelnen LTCC in
einem Leptin-Defizienz Modell [115]. In verschiedenen Diabetes mellitus Typ 1 Tiermodellen
wurde ebenfalls eine verringerte LTCC-Aktivitat beschrieben [111, 113]. Diese Ergebnisse sind
ein Indiz dafur, dass ein veranderter Fettsduremetabolismus Effekte auf die LTCC haben kann. Es
ist jedoch ebenfalls mdglich, dass die Veranderungen der LTCC in Diabetes mellitus Tiermodellen
alleine durch die hyperglykamische Stoffwechsellage zu erkléaren sind. Diese Vermutung wird
durch eine verringerte LTCC-AKktivitat in Diabetes mellitus Typ 1 Tiermodellen bestérkt, da in
diesen der gestorte Fettsduremetabolismus nicht im Vordergrund steht. Die in der vorliegenden
Studie beschriebene Konstellation aus erhdhter Spark-Frequenz, normaler Amplitude der globalen
Ca?*-Transienten und erhohtem SR Ca?*-Gehalt spricht wie bereits ausgefiihrt gegen eine
Verringerung der RyR-Offenwahrscheinlichkeit und damit fir eine Palmitoleat-assoziierte
Inhibition der LTCC. Die Hemmung der LTCC ware konsistent mit den beschriebenen Studien
der diabetischen Kardiomyopathie. Eine mogliche Inhibition der LTCC durch die akute Exposition
mit Palmitoleat konnte auf eine wichtige Rolle von Palmitoleat bei der Lipid-assoziierten
Kardiotoxizitat hindeuten. Dieser Sachverhalt sollte in Zukunft durch direkte Messung des IcaL

bestatigt und der zugrundeliegende Mechanismus weiter charakterisiert werden.

Ein weiterer fir die Kinetiken der Ca?*-Freisetzung relevanter Faktor ist die zytoplasmatische
Diffusion von Ca?*. Es wurde gezeigt, dass die Diffusion des aus dem SR freigesetzten Ca?* und
die dadurch entstehenden intrazellularen Ca?*-Gradienten relevant fir die Analyse des CICR sind
[177]. Um den Effekt einer unterschiedlichen Diffusion auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie
zu eruieren, kann die Uberlegung genutzt werden, dass die Zeit bis zum Erreichen der
halbmaximalen Ca?*-Freisetzung weniger von der Ca?*-Diffusion nach der Freisetzung am
junktionalen SR beeinflusst wird, als die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Ca?*-Freisetzung
[99]. Da sich sowohl die Zeit bis zur maximalen Ca?*-Freisetzung als auch die Zeit bis zur
halbmaximalen Ca?*-Freisetzung zwischen den Gruppen in der vorliegenden Studie unterscheiden,

ist davon auszugehen, dass der Effekt auf die Ca?*-Freisetzung nicht alleine durch eine Anderung
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der Diffusionsgeschwindigkeit durch beispielsweise eine Anderung der Architektur und

Zusammensetzung des Zytoplasmas zu erklaren ist.

Zusammengefasst kann die vorliegende dyssynchrone Ca?*-Freisetzung sowohl durch eine durch
,orphaned RyR* assoziierte Reduktion der Offenwahrscheinlichkeit der RyR als auch durch eine
Veranderung des lca. bedingt sein. In der vorliegenden Studie lasst sich die Konstellation aus
Reduktion der frilhen Ca?*-Freisetzungseinheiten und die geringere Wahrscheinlichkeit der Ca?*-
Freisetzung an den frilhen Ca®*-Freisetzungseinheiten jedoch am ehesten durch eine Reduktion

des IcaL erklaren.

4.5.2 Veranderungen der Ca?*-Elimination bei 1 Hz

Die Inkubation mit Palmitoleat fuhrte in dieser Studie zu einer signifikanten Verlangsamung der
Ca?*-Elimination in der Interventionsgruppe. Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass die
verzogerte Ca?*-Elimination nach Inkubation mit Palmitoleat durch eine kombinierte Inhibition
der SERCA2A-Aktivitat und der NCX-Aktivitdt im Vorwértsmodus verursacht wird.

Die Zeitkonstante TAU des Abfalls der zytosolischen Ca?*-Konzentration wahrend der Diastole
ist ein Surrogatparameter fiir die Aktivitit der hauptsachlich an der Ca?*-Elimination beteiligten
Mediatoren SERCA2A und NCX unter Vernachldssigung der mitochondrialen Ca?*-ATPasen
(MCA) und der Plasmamembran Ca?*-ATPasen (PMCA). Durch die pharmakologische Inhibition
von entweder SERCAZ2A oder NCX l&sst sich die isolierte Aktivitét des jeweils anderen Mediators
naherungsweise ableiten. Die verlangerte Zeitkonstante TAU des Abfalls spontaner Ca?*-Waves
wahrend der Inhibition des NCX durch Superfusion von Ca?* -und Na*-freier Losung deutet daher
auf eine ausgepragte Inhibition der SERCA2A Aktivitét hin. Die Aktivitat des NCX wurde durch
Bestimmung der Zeitkonstante TAU des Abfalls der Coffein-Antwort ndherungsweise bestimmt.
Durch die Superfusion mit Coffein werden alle RyR dauerhaft gedffnet und die SERCA2A damit
kurzgeschlossen, wodurch die folgende Ca?*-Elimination hauptsachlich von der Aktivitat des
NCX abhédngt. Auch die Aktivitdt des NCX zeigte sich hier in der Interventionsgruppe deutlich

reduziert.

Die Aktivitat der einzelnen Mediatoren kann jedoch nicht isoliert betrachtet werden, sondern muss
respektive der Wechselwirkungen und Auswirkungen auf die gesamte intrazellulare Ca?*-
Homoostase betrachtet werden. Der relative Anteil an der Entfernung des zytosolischen Ca?* in
der Diastole von SERCA2A und NCX bestimmt entscheidend wie viel Ca** in das SR

aufgenommen wird und wie viel Ca?* nach extrazellular transportiert wird [178]. Eine reduzierte
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SERCAZ2A-AKktivitat alleine wiirde durch die verringerte Ca?*-Wiederaufnahme in das SR zu
einem geringeren SR Ca?*-Gehalt fiihren und hitte dann ein neues FlieBgleichgewicht (,,steady
state*) mit Verringerung der Amplitude der globalen Ca?*-Transienten zur Folge. Der nicht durch
SERCA2A wiederaufgenommene Anteil des systolischen Ca?" wird entsprechend hauptsichlich
durch den NCX im ,forward-mode“ nach extrazellular transportiert. Bei einer
Stimulationsfrequenz von 1 Hz zeigte sich in der vorliegenden Studie jedoch eine verglichen mit
der Kontrollgruppe normale Amplitude der globalen Ca?*-Transienten. Dies lasst darauf schlieRen,
dass die SERCA2A-Kapazitat bezogen auf die Zeit ausreichend ist, um den SR Ca?*-Gehalt nicht
signifikant zu verringern. Diese Beobachtung wird durch eine Studie von Bode et. al unterstitzt,
die zeigt, dass die Reduktion der SERCA2A-Aktivitit sehr ausgeprégt sein muss, um eine
effektive Senkung des SR Ca?*-Gehalts zu erreichen [179].

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ist die gestorte Ca?*-Elimination ein im Rahmen vieler
Studien belegter ,,Hallmark* der Herzinsuffizienzpathophysiologie [97]. Eine gestorte SERCA2A
mediierte Ca?*-Elimination wird ebenfalls in der Mehrzahl der Studien der diabetischen
Kardiomyopathie beschrieben [111]. Die Stérung der Ca?*-Elimination scheint daher ein typischer
Befund der diabetischen Kardiomyopathie zu sein. In verschiedenen Diabetes mellitus Typ 2
Tiermodellen wurde eine Phosphorylierung von PLN als mdgliche Ursache der verringerten
Aktivitat von SERCA2A dargelegt [121, 144]. Da die Verlangsamung der Ca2*-Elimination in der
vorliegenden Studie bereits als akuter Effekt in Folge der Inkubation mit Palmitoleat auftrat,
konnte Palmitoleat auch im Rahmen einer chronischen Fettsédureexposition, wie in den Leptin-
Defizienz Tiermodellen, entscheidend zur Pathogenese einer postulierten Lipidtoxizitat beitragen.
Die in der vorliegenden Studie beschriebene Palmitoleat-mediierte Ca?*-Eliminationsstorung kann
daher eine Erklarung fur die Assoziation von Palmitoleat mit einem erhohten

Herzinsuffizienzrisiko sein.

45.3 Ca%*-Homoostase bei 5 Hz

Bei der Erhéhung der Stimulationsfrequenz auf 5 Hz zeigte sich in der Interventionsgruppe eine
Erhohung des SR Ca?"-Gehalts und ein starkerer relativer Anstieg des diastolischen Ca?* im
Zytosol. Diese Befunde weisen auf eine deutliche frequenzabhingige Ca?*-Akkumulation
verursacht durch die Inkubation mit Palmitoleat hin.

Ein Anstieg der diastolischen Ca?*-Konzentration auch in Kontrollzellen ist physiologisch und

wird durch die Verkiirzung der Diastole und damit der Zeit, in der die Ca?*-Elimination stattfinden
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kann verursacht [178]. AuRerdem kommt es physiologisch ebenfalls zu einer frequenzabhéngigen
Erhohung des SR Ca?*-Gehalts. Dies kann unter anderem durch einen vermehrten Ca?*-Influx tiber
die LTCC, bedingt durch eine verzogerte Inaktivierung bei erhohten Frequenzen erklart werden
[180]. Kombiniert mit dem reduzierten Efflux Uber den NCX und einer beschriebenen
Phosphorylierung von PLN, ausgelost durch die erhohten basalen Ca?*-Konzentrationen, resultiert
eine Erhdhung des SR Ca?*-Gehalts [180]. In der vorliegenden Studie zeigte sich jedoch ein
signifikanter Anstieg der diastolischen Ca?*-Konzentration in den behandelten Zellen iiber das
Niveau der Kontrollzellen. Dieses Ergebnis kann durch die zusétzliche Inhibition von sowohl
NCX als auch SERCA2A erklart werden. Bedingt durch das Fehlen einer kompensatorischen
Erhohung der Ca?*-Extrusion Uber den NCX steigt das diastolische Ca?* (iber die Werte der

Kontrollzellen.

Weiterhin steigt normalerweise die Amplitude der Ca?*-Transienten durch die Erhéhung des SR
Ca?*-Gehalts nach einer Erhéhung der Frequenz [52], wobei bei Nagetieren im Gegensatz zum
Menschen die Amplitude der Ca?*-Transienten nach Frequenzanstieg trotz Erhdhung des SR Ca?*-
Gehalts nur geringfugig zunimmt [180]. In der vorliegenden Studie war jedoch eine relative
Reduktion der Amplitude der Ca?*-Transienten (F/F0) verglichen mit 1 Hz zu sehen. Dies kann
eine direkte Folge der Erh6hung der zytosolischen Ca?*-Konzentration wihrend der Diastole sein,
da die Amplitude Gber das Verhaltnis des systolischen zur diastolischen Ca?*-Konzentration
berechnet wird. Es konnte jedoch keine lineare Korrelation zwischen Erhohung der relativen
diastolischen Ca?*-Konzentration und der Reduktion der Amplitude dargestellt werden. Das
spricht gegen die Hypothese, dass alleine die Erhohung der diastolischen Ca?*-Konzentrationen

fir die Abnahme der Amplitude verantwortlich ist.

Die Ursachen fir eine verglichen mit dem Menschen geringere frequenzabhangige Erhéhung der
Amplitude bei Nagetieren kénnen sowohl eine reduzierte fraktionierte Ca?*-Freisetzung [52] als
auch eine Reduktion des Auslésers der CICR, der maximale Ca?*-Strom (ber die LTCC, sein
[180]. Die fraktionierte Ca?*-Freisetzung zeigte sich in der vorliegenden Studie signifikant
reduziert und kann neben der erhohten relativen diastolischen Ca?*-Konzentration zu einer
Reduktion der Amplitude bei 5 Hz in der Interventionsgruppe beitragen (Abbildung 7). Weiterhin
sollte eine Reduktion des lcaL als zusatzlicher Faktor, der fir die Reduktion der Amplitude bei

5 Hz nach Inkubation mit Palmitoleat ursachlich sein kdnnte, in Betracht gezogen werden.

Die Kombination des erhohten diastolischen Ca?* und des erhdhten SR Ca?*-Gehalts bei
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gleichzeitig reduzierter SERCAZ2A-Funktion unterstreicht die Auspragung der NCX-
Funktionseinschrankung. Die genaue Ursache der reduzierten NCX-Aktivitat ist jedoch ungewiss
und sollte weiter untersucht werden, kann aber durch eine Erhéhung des intrazellularen Na*-
Konzentration durch eine Palmitoleat-mediierte Hemmung der Na*-K*-ATPase, wie von Kelly et
al. beschrieben, erklart werden [145]. Interessanterweise zeigte sich die NCX-Aktivitét in Diabetes
mellitus Typ 1 Tiermodellen in vielen Studien ebenfalls reduziert [111]. In Diabetes mellitus Typ
2 Tiermodellen war die NCX-Aktivitdt hingegen unverandert bzw. erhoht [111, 121, 144].
Zuséatzlich war die Amplitude der Ca?*-Transienten in diesen Tiermodellen meist reduziert [121],
wohingegen die Amplitude in der vorliegenden Studie bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz
noch normal ist und erst nach der Erhéhung der Frequenz auf 5 Hz starker abnimmt als in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied zu der vorliegenden Studie konnte mit der unterschiedlich

langen Dauer der Palmitoleat-Exposition erklart werden.

Bei der hier vorliegenden akuten Exposition kann der Abfall der Amplitude initial durch eine
Erhohung des SR Ca?*-Gehalts kompensiert werden. Zusétzlich wird dies durch die von Kelly et
al. beschriebene Hemmung der Na*-K*-ATPase unterstiitzt, welche tber die Interaktion mit NCX
zu einer intrazelluldren Ca?*-Akkumulation filhrt und damit zu einer Erhéhung der
Offenwahrscheinlichkeit der RyR beitragt [145]. Wie zuvor beschrieben konnte dieser
Kompensationsmechanismus jedoch bei erhohten  Stimulationsfrequenzen zu einer
,,Dekompensation und Abnahme der Amplitude der Ca?*-Transienten fiihren. Eine Ca®'-
Akkumulation im SR, wie in der vorliegenden Studie, wird mit Apoptose ausgeldst durch
mitochondriale Mediatoren assoziiert [181] und kann dadurch ein entscheidender Faktor einer

postulierten Palmitoleat-mediierten Kardiotoxizitat sein.

4.5.4 Spontane Ca?*-Freisetzung

Die mit Palmitoleat behandelten Kardiomyozyten zeigten signifikant mehr spontane Sparks, aber
einen erniedrigten Quotienten von Waves dividiert durch Sparks (Waves/Sparks), was flr einen
erhohten Schwellenwert der Ca?*-Konzentration spricht, den ein Spark erreichen muss, um eine

Ca?*-Propagation durch die gesamte Zelle (Wave) auszuldsen.

Die Hypothese des erhohten Schwellenwertes wird durch die um 20% verringerte
Propagationsgeschwindigkeit der Waves in mit Palmitoleat behandelten Kardiomyozyten
unterstutzt. Izu et al. zeigten, dass die Propagationsgeschwindigkeit unter anderem von der

Offenwahrscheinlichkeit der RyR abhangt [182]. Daher ware im Gegensatz zu den Ergebnissen
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der vorliegenden Studie bei einer Erhéhung des SR Ca?'-Gehalts eine erhohte
Offenwahrscheinlichkeit der RyR und damit eine erhohte Propagationsgeschwindigkeit zu
erwarten. Es wurde in Studien jedoch ebenfalls demonstriert, dass eine Inhibition von SERCA2A
zu einer Reduktion der Propagationsgeschwindigkeit fiihren kann [183]. Ein mdgliche Erklérung
flir den daftr ursachlichen Mechanismus kann die ,,fire-diffussion-uptake-diffusion* Theorie von
Maxwell et al. liefern [184]. Maxwell et al. demonstrierten, dass die SERCA2A-mediierte Ca?*-
Wiederaufnahme an der Front der Wave zu einer Sensitivierung der umgebenden RyR fiihrt und
dadurch die weitere Propagation durch die Zelle erleichtert wird [184]. Eine verlangsamte
Propagation trotz eines erhéhten SR Ca?*-Gehalts in mit Palmitoleat behandelten Zellen kann
daher durch die stark verminderte SERCA2A-AKktivitat zu erkldren sein, welche dem Effekt des
erhohten SR Ca?*-Gehalts entgegenwirkt. Diese Erklarung wird auch durch die negative lineare
Korrelation der Wave Propagationsgeschwindigkeit und der Zeitkonstante TAU der Waves, ein
Surrogatparameter fiir die SERCA2A-AKktivitét, in der vorliegenden Studie gestutzt (Abbildung
22).

Aulerdem ist die reduzierte Dauer der spontanen Sparks in den Kardiomyozyten der
Interventionsgruppe ein weiteres Argument, das fur die Hypothese der SERCA2A-mediierten
Erhéhung des Schwellenwertes der Propagation spricht. Die Faktoren, welche fiir die Dauer eines
Sparks verantwortlich sind, werden nach wie vor diskutiert und modelliert [63]. Ein
entscheidender Faktor scheint jedoch analog zur Propagation der Waves die lokale Depletion des
SR Ca?*, wichtig als treibende Kraft der Ca?*-Freisetzung und der luminalen Sensitivierung der
RyR, zu sein [63]. Der Befund der reduzierten Dauer der spontanen Sparks in der
Interventionsgruppe ist insofern  konkordant mit dem Befund der reduzierten
Propagationsgeschwindigkeit. Die Inhibition von SERCAZ2A fiihrt zu einer verlangsamten lokalen
Repletion des SRs und somit zu einer friheren Termination der Sparks. Es konnte jedoch keine
lineare Korrelation der Dauer der Sparks mit der Zeitkonstante TAU der Waves als
Surrogatparameter fir die SERCA2A Funktion gezeigt werden, um diese Hypothese weiter zu

untersttitzen.

Die erhthte Frequenz der Sparks in den mit Palmitoleat behandelten Kardiomyozyten spricht fir
eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit der RyR. Die erhohte Offenwahrscheinlichkeit kann sowohl
durch die erhohten basalen Ca?*-Konzentration als auch den erhohten SR Ca?*-Gehalt erklart
werden [63]. Nach Matching der Sparkfrequenz nach SR Ca?*-Gehalt war der Unterschied
zwischen den Gruppen nicht mehr statistisch signifikant. Das deutet daraufhin, dass die erhohte

Sparkfrequenz erheblich durch den erhéhten SR Ca?*-Gehalt bedingt ist. Es ist jedoch nicht
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auszuschlieBen, dass weitere Faktoren, wie die erhohten basalen Ca?*-Konzentrationen, zur
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit beitragen. Weiterhin passt die normale Amplitude der
Sparks nicht zu dem erhéhten SR Ca?*-Gehalt. Die Amplitude der Sparks reflektiert die Menge
des initial freigesetzten Ca?* [63]. Die Amplitude (F/Fo) wird aber wiederum durch die erhéhte
diastolische Ca?*-Konzentration verringert, welches den Effekt des erhdhten SR Ca?*-Gehalts auf
die Amplitude der Sparks aufheben kann. Die Aussage der Messung der Spark Amplitude muss
dartber hinaus bedingt durch die technischen Limitationen der Aufnahme mit Vorsicht
interpretiert werden. Die ,,confocal sampling theory* beschreibt, dass ein Bias durch die Aufnahme
von Sparks aulRerhalb der fokussierten Ebene unter einem zufalligen Winkel entsteht. Dadurch
kann die gemessene Amplitude geringer ist als die wahre Amplitude sein und ebenso die Kinetiken
verzerrt werden [63, 185]. Zusammen mit einer relativ geringen Stichprobengrof3e konnte das eine
Erklarung fur die normale Amplitude sein, aber auch dafir, dass keine lineare Korrelation
zwischen der Zeitdauer der Sparks und der Zeitkonstante TAU der Waves gezeigt werden konnte.
Bei den Waves spielen diese Limitationen eine geringere Rolle. Durch die gréfiere Ausdehnung
relativ gesehen zu den lokal begrenzten Sparks resultiert eine geringere Fehleranfalligkeit bei der
Analyse der Kinetiken und damit robustere Werte. Alles in allem besteht jedoch aktuell kein
Konsens Uber eine Erklarung fir die Mechanismen, die verantwortlich fur die Interaktion von
SERCAZ2A und den Eigenschaften von Waves und Sparks sind.

Der Befund der erhohten Spark Frequenz deutet auf einen vermehrten Ca?*-Verlust aus dem SR
wahrend der Diastole in der vorliegenden Studie hin. Es konnte gezeigt werden, dass ein
vermehrter Ca?*-Verlust aus dem SR sowohl proarrhythmogen als auch zytotoxisch wirkt und zu
einer geringeren Viabilitat von Kardiomyozyten fihrt [109]. Unter bestimmten Umstanden kann
ein vermehrter Ca?*-Verlust aus dem SR wahrend der Diastole ebenfalls zu einer Verlangsamung
der Ca?*-Elimination beitragen [98, 186]. Ein vermehrter SR Ca?*-Verlust wird ebenfalls von
Stalen et al. in einem Leptin-Defizienz Tiermodell fiir Diabetes mellitus Typ 2 beschrieben [121].
Im Gegensatz dazu war die Spark-Frequenz bei Pereira et al. erniedrigt. Bei Pereira et al. wurde
ebenfalls ein verringerter SR Ca?*-Gehalt und eine erhéhte NCX-Aktivitit beschrieben [115].
Beide Befunde steuern einer erhéhten Spark Frequenz durch eine verringerte RyR Sensitivitat bei
geringerer Ca?*-Konzentration im SR und im Zytosol gegen. Die in der vorliegenden Studie
beschriebenen Befunde der erhhten Spark-Frequenz bei erhdhtem SR Ca?*-Gehalt, erniedrigter
NCX Aktivitat und erhohten basalen Ca?*-Konzentration sind insofern mit den Ergebnissen der

beschriebenen Studien der diabetischen Kardiomyopathie konkordant. Weiterhin gibt es Evidenz
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daftir, dass eine CamKIll-mediierte Erhéhung der Spark Frequenz zur Progression von

Hypertrophie zu Herzinsuffizienz beitragt [187].

4.6  Implikationen von Palmitoleat bei der Entwicklung kardialer Hypertrophie

Foryst-Ludwig et al. und Riquelme et al. demonstrierten beide, dass Palmitoleat die Entwicklung
kardialer Hypertrophie beglnstigt [48, 49]. Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten Foryst-
Ludwig et al. eine vorteilhafte Wirkung von exogen appliziertem Palmitoleat bei maladaptiver
kardialer Hypertrophie [49]. Als Indikatoren fur eine physiologische Hypertrophie wurden eine
nicht erh6hte Expression von Genen der schweren 3 -Myosinkette und des atrialen natriuretischen
Peptids und eine nicht vermehrte Fibrose gezeigt [49]. Uber eine mégliche Palmitoleat-assoziierte
funktionelle kardiale Dysfunktion kann jedoch keine genaue Aussage gemacht werden. Die
echokardiographisch bestimmte linksventrikuldre Ejektionsfraktion wurde lediglich zwischen
Wildtyp-Tieren und ATGL-Knockout-Mdausen verglichen, welche aber jeweils Palmitoleat
supplementiert bekamen [49]. Die Hypothese der vorteilhaften Wirkung konnte bis jetzt noch nicht

durch weitere Studien bestatigt werden.

Kardiale Hypertrophie ist eine Anpassungsreaktion des Herzens an verénderte
Umweltbedingungen und kann in physiologische und pathophysiologische Hypertrophie unterteilt
werden [188]. Physiologische Hypertrophie ist definiert Giber eine normal kardiale Architektur und
eine erhaltene Funktion [189]. Pathophysiologische Hypertrophie ist assoziiert mit veranderter
Architektur, eigeschrankter systolischer und diastolischer Funktion und kann in Herzinsuffizienz
iibergehen [188]. In den vergangenen Jahren wurde Evidenz dafiir gesammelt, dass der Ubergang
von physiologischer in pathophysiologische Hypertrophie und die involvierten Signalwege zu

erheblichen Teilen ein Kontinuum darstellen [188].

In der Pathophysiologie spielen unter anderem Signalwege assoziiert mit dem Insulin-Rezeptor
und den subzelluldren Mediatoren Akt [190, 191], CamKII [192], cGMP und Protein Kinase G
[193], Protein Kinase C / mitogen-activated Protein-Kinasen [194] und nuclear factor of activated
T-cells (NFAT)/ Calcineurin [195] eine Rolle [188]. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass
erhohte intrazelluldre Ca?*-Level NFAT/ Calcineurin aktivieren kdnnen, welche ,,downstream* fiir
eine Expression von prohypertrophischen Proteinen verantwortlich sind [195]. Dieser Signalweg
ist ein Bindeglied zwischen der Ca?*-Homdostase und der Entstehung von kardialer Hypertrophie
und Herzinsuffizienz und ist eine mogliche Erklarung fur die Assoziation von Palmitoleat und
Hypertrophie [195].
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In den Studien von Foryst-Ludwig et al. und Riquelme et al. wurde die intrazellulare Ca?*-
Homdoostase nicht untersucht. Die vorliegende Studie zeigt, dass die akute Exposition mit
Palmitoleat von isolierten linksventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte zu deutlichen
Veranderungen der intrazellularen Ca?*-Homdostase filhrt. Diese sind charakterisiert durch
verlangsamte  Ca?*-Elimination, frequenz-abhangige Ca?-Akkumulation und erhohten
diastolischen Ca?*-Verlust in Form von spontanen Sparks und Waves aus dem SR. Erhohte
intrazellulare Ca?*-Konzentrationen sind sowohl mit physiologischer als auch mit pathologischer
Hypertrophie assoziiert [188]. Es wurde gezeigt, dass alleine die Aktivierung wvon
NFAT/Calcineurin zu pathologischer Hypertrophie fuhren kann [195] und physiologische
Hypertrophie nicht mit der Aktivierung von NFAT/Calcineurin assoziiert ist [196].

Diese Studie liefert neben Hinweisen auf eine Palmitoleat induzierte Ca?*-Uberladung ebenso
Evidenz fur kardiale Dysfunktion, welches eher fiir ein maladaptives Remodeling spricht. Alles in
allem ist die Physiologie der kardialen Hypertrophie auBerordentlich komplex und involviert eine
Vielzahl verschiedener Signalwege [188]. Die Methodik dieser Studie ist daher ungeeignet, um
die Rolle von Palmitoleat bei kardialer Hypertrophie weitergehend zu Kklaren. In Zukunft sollte

jedoch die Palmitoleat-assoziierte Aktivierung von NFAT/Calcineurin Gberprift werden.

4.7  Limitationen und zukinftige Fragestellungen

Eine Limitation dieser Studie ist die Untersuchung einer kurzen in vitro Exposition von isolierten
Kardiomyozyten mit Palmitoleat. Im Gegensatz zu diesem Versuchsaufbau unterliegen
Kardiomyozyten in-vivo einer dauerhaften, zyklischen Exposition von Palmitoleat gebunden in
verschiedenen Lipidklassen. Es ist davon auszugehen, dass sich Zellen kontinuierlich an die
verdnderte Exposition mit Fettsduren durch die Regulation der zellul&ren Fettsaureaufnahme und
des zellularen Fettsduremetabolismus anpassen. Auch in den vorliegenden Experimenten ist von
einer zelluldren Regulation auszugehen. Die Regulation uber die Phosphorylierung von Proteinen
des Fettsdurestoffwechsels findet in einem zeitlichen Rahmen von circa zehn Minuten statt und
kann bereits nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten pathomechanistisch eine Rolle spielen
[197]. Fir eine Regulation auf Ebene des Zellkerns durch Verénderung der Expression bedarf es
jedoch mehr Zeit. Eine Studie konnte zeigen, dass die Transkription und Translokation von dem
Kleinen Strukturprotein p-Aktin circa 10 — 20 Minuten dauert [198]. Es kann davon ausgegangen
werden, dass dieser Prozess bei grof’en komplexen Proteinen wie dem RyR erheblich l&anger
dauert. Um diese Effekte im Versuchsaufbau mit zu bertcksichtigen und untersuchen zu kénnen,

bedarf es daher einer chronischen Palmitoleat-Exposition, idealerweise in Form eines Tiermodells.
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Aufgrund der Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Lipidspezies und Fettsduren und der
generellen Komplexitdt des Lipidmetabolismus ist es schwierig, ein geeignetes Tiermodell zu
generieren, anhand dessen sich moglichst spezifisch die in-vivo Effekte von Palmitoleat auf das
Herz untersuchen lassen. Da der Fokus dieser Studie auf subzellularen Mechanismen lag, wurde
dieser Sachverhalt im experimentellen Design nicht berlcksichtigt und der Fokus auf die akuten

Effekte unter kontrollierten Bedingungen gelegt.

Eine weitere Limitation ist die Untersuchung von Kardiomyozyten der Ratte. Wie eingangs
beschrieben unterscheidet sich der relative Anteil der verschiedenen Proteine der Ca®'-
Homoostase der murinen, von dem der humanen Kardiomyozyten [52, 61]. Durch einen
unterschiedlichen hohen relativen Anteil insbesondere von SERCA2A und NCX resultiert aus der
in dieser Studie beschriebenen, spezifischen Inhibition dieser beiden Mediatoren in humanen
Kardiomyozyten moglicherweise ein anderer Gleichgewichtszustand der Ca?*-Homdgostase.
Weiterhin existiert in der Literatur bis dato keine systematische Untersuchung der Unterschiede
des Fettsauremetabolismus von Kardiomyozyten von Nagern verglichen mit dem von Menschen.
Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass humane Kardiomyozyten anders durch eine Exposition mit

Palmitoleat beeinflusst werden, als die hier untersuchten murinen Kardiomyozyten.

Weiterhin wurden ausschliellich mannliche Tiere untersucht. Es ist nicht auszuschlielen, dass
auch genderspezifische Unterschiede des Fettsdauremetabolismus von Kardiomyozyten und des
Palmitoleat-spezifischen Effekts auf die Mediatoren der intrazellularen Ca?*-Homdostase
existieren. Die Ergebnisse dieser Studien sollten deshalb idealerweise an einem Tiermodell der
chronisch erhéhten Palmitoleatexposition und an humanen Kardiomyozyten beider Geschlechter

reproduziert werden.

Die Interpretation der Ergebnisse dieser Studie ist dahingehend limitiert, als dass die
Differenzierung spezifischer Effekte von Palmitoleat und unspezifischer, pleiotroper Effekte von
Fettsauren hier schwer moglich ist, da die Exposition mit nur einer Fettsaure erfolgte. Zusatzlich
ist nur eine Konzentration der Fettsaure untersucht worden. Wie bereits eingangs in der Diskussion
beschrieben, legen verschiedene Arbeiten eine speziesabh&ngige und erndhrungszustands-
abhdngige Variation von physiologischen und pathologischen Palmitoleatkonzentrationen im
Plasma nahe. In Zukunft sollten deshalb die Effekte von Palmitoleat mit anderen Fettsduren
verglichen und durch die Verwendung von verschiedenen Fettsdurekonzentrationen die Dosis-

Wirkungs-Beziehung besser untersucht werden.
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Weiterhin erfolgte aufgrund von technischen Limitationen keine Untersuchung des IcaL, welches
eine weitergehende Interpretation der Ergebnisse ermdglicht hatte. Darliber hinaus mussen die
genauen Pathomechanismen der Wirkung von Palmitoleat auf die involvierten Mediatoren der
Ca?*-Homagostase wie LTCC, RyR, SERCA2A und NCX noch weiter charakterisiert werden.

4.8 Conclusio

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass die Exposition von murinen Kardiomyozyten mit
Palmitoleat zu Veranderungen der Ca?*-Homdostase und der T-Tubuli filhrt. Diese Verdnderungen
sind vereinbar mit den ,,Hallmarks* der Herzinsuffizienz. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit
den Daten der prospektiven klinischen Studie von Djousee et al., welche die Assoziation der

Palmitoleat Konzentration im Blut mit dem Risiko fiir Herzinsuffizienz zeigte [35].

Diese Studie beschreibt einen subzelluldren Pathomechanismus, der eine Erklarung fur die
Assoziation von Palmitoleat und Herzinsuffizienz sein kann. Weiterhin sind die Ergebnisse
vergleichbar mit den bisher beschriebenen Veranderungen der Ca?*-Homdostase in Diabetes Typ
2 Tiermodellen, welches auf eine mogliche, pathomechanistisch relevante Rolle von erhdhten
Palmitoleatkonzentrationen im Rahmen der diabetischen Kardiomyopathie hinweist. Die
beschriebenen Veranderungen der Ca?*-Homdostase konnen dariiber hinaus ebenfalls iiber eine
Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration zu einem hypertrophem Remodeling beitragen.
Es sind jedoch weitere Studien nétig, um zu klé&ren, ob eine chronischen Exposition mit Palmitoleat
zu vergleichbaren Veranderungen fuhrt. Die in der vorliegenden Studie beschriebenen akuten
Effekte von Palmitoleat auf die Ca?*-Homoostase und die T-Tubuli bieten die Grundlage fiir die
weitere Untersuchung der chronischen Effekte auf Kardiomyozyten. Die Ergebnisse sollten
dariber hinaus an humanen Kardiomyozyten reproduziert werden, um die Rolle von Palmitoleat

bei der Herzinsuffizienzentwicklung weiter zu beleuchten.
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