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Kurzfassung

Die Herzinsuffizienz betrifft vor allem &dltere Menschen und geht mit einer schlechten Pro-
gnose einher: Die Patienten miissen hiufig stationidr behandelt werden, nur die Hilfte von
ihnen iiberlebt ldnger als fiinf Jahre nach der Diagnosestellung. Neben der koronaren Herz-
erkrankung und der arteriellen Hypertonie sind auch genetische Mutationen mogliche Ursa-

chen einer Herzinsuffizienz.

KCNE? ist ein Gen, das fiir eine Untereinheit von Kaliumkanilen kodiert. Aufgrund des
ubiquitdren Vorkommens von Kaliumkanélen fiihrt die KCNE2-Deletion u. a. zu einer Hy-
perplasie des Magens, einer Hypothyreose sowie einem Multisystemsyndrom mit Arthero-
sklerose, Andmie und plétzlichem Herztod. Ein Zusammenhang zwischen einer KCNE2-
Deletion und der Entstehung einer Herzinsuffizienz wurde bisher noch nicht beschrieben,
obwohl gerade im Herzen Ionenkanile eine entscheidende Rolle spielen. Ziel der vorlie-
genden Arbeit war der Beweis der Hypothese, dass es durch globalen KCNE2-Knockout
iiber Anderung des elektrischen Phinotyps auch zu der Ausbildung einer Herzinsuffizenz
kommen kann. Auflerdem wurden zugrunde liegende Mechanismen dieser Herzinsuffizienz

charakterisiert.

Dazu wurden Knockout-Tiere aus einer eigenen kcne2” -Mauszucht untersucht und mit Wild-
typkontrollen verglichen. Mittels Echokardiographie und Langendorff-Technik wurden Kon-
traktion, Relaxation und Wanddicken in vivo und am isolierten Herz untersucht. Mit dem
IonOptix-System wurden Anderungen der Calciumtransienten sowie die Zellverkiirzung von
isolierten Kardiomyozyten wihrend der Kontraktion gemessen. Die Funktion des L-Type
Calcium Channel (LTCC) wurde mit der Patch-Clamp Technik analysiert. Auf molekularer
Ebene wurde die Aktivitit von Calcineurin sowie der Ca?*/Calmodulin-dependent Protein
Kinase II delta (CaMKII)) bestimmt. Zur Untersuchung des Einflusses extrakardialer Effek-

te wurden die Schilddriisenhormone und C-Peptidlevel im Serum gemessen.

Die KCNE2-Deletion fiihrte zu einer fast 50%igen Mortalitdt nach einem Jahr. In jungen
Tieren waren auf molekularer Ebene eine erhohte Calcineurin- und CaMKIIo-Aktivitét als
Vermittler einer kardialen Hypertrophie nachweisbar. Zusitzlich wurde in diesen jungen Tie-

ren ein erhohter Calciumstrom durch den LTCC und eine Hyperinsulinimie gemessen. Im



Kurzfassung

Alter von zwolf Monaten zeigte sich eine kardiale Dilatation mit verminderter linksventri-
kulérer Ejektionsfraktion und reduziertem Fractional Shortening der kcne2” -Tiere. Mittels
Echokardiographie konnte der Ubergang von einer exzentrischen kardialen Hypertrophie in

eine Dilatation des linken Ventrikels im Alter von 9-12 Monaten nachgewiesen werden.

Die KCNE2-Deletion fiihrte iiber einen komplexen Vorgang zu einer Calcium-induzierten
Hypertrophie und zu einer Herzinsuffizienz mit teils letalem Ausgang im Alter. Als potenti-
elle Ausloser der Hypertrophie wurden eine verinderte Funktion des LTCC sowie eine Hy-
perinsulindmie gefunden. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit eine direkte Verbindung
zwischen der Deletion einer Kaliumkanaluntereinheit und der Entstehung einer Herzinsuffi-

zienz gezeigt werden.



Abstract

Heart failure is a disease that mainly affects elderly people. Patients are often hospitalized
and the prognosis is poor: Every other patient dies in five years after being diagnosed with
heart failure. Among the causes of heart failure are coronary artery disease, arterial hyper-

tension and genetic disorders.

KCNE2 is a gene coding for an ancillary subunit of voltage gated potassium channels. Potas-
sium channels are ubiquitiously expressed in mammals and have different functions through-
out the body. Deletion of KCNE?2 in the mouse results in gastric hyperplasia, hypothyroidism,
artherosclerosis, anemia and predisposition to sudden cardiac death. So far, no direct link
between deletion of KCNE?2 and heart failure has been shown, despite the important role of
potassium channels for action potential generation. The aim of the current study was to prove
that global knockout of KCNE?2 leads to heart failure via a change of electrophysiological
properties. Furthermore, we tried to elucidate the underlying mechanisms of this phenome-

non.

Kcne2” -mice were bred and compared with wildtyp littermates. Contraction, relaxation and
wall diameters were analyzed using echocardiography and the isolated heart technique. Fur-
thermore, contraction, calcium transients and calcium currents via the L-type calcium chan-
nel (LTCC) were recorded in isolated ventricular cardiomyocytes using lonOptix and patch
clamp techniques. Activity of calcineurin and Ca**/Calmodulin-dependent Protein Kinase II
delta (CaMKII)) were measured in cardiac tissue from young wildtyp and knockout mice.
To understand the influence of extracardiac effects, blood samples were scanned for concen-

trations of thyroid hormones and C-peptide.

Deletion of KCNE2 resulted in a mortality rate of 50 % at one year. In young kcne2” -
mice the hypertrophic proteins calcineurin and CamKII) were upregulated. Additionally,
these animals exhibited higher currents via the LTCC and hyperinsulinemia. At 12 months,
kcne2” -mice showed a left ventricular dilation with reduced systolic function. Using echo-
cardiography, we identified a progress from left ventricular hypertrophy to heart failure at
9-12 months in kcne2” - mice. At one year, 30 % of the kcne2”"-mice showed a moderately

reduced ejection fraction, consistent with heart failure.

10



Abstract

Deletion of KCNE2 leads to calcium-induced hypertrophy and partially lethal heart fail-
ure. Potential causes of the hypertrophic response are an altered function of the LTCC and
increased serum levels of insulin. Here, we have shown a direct link between deletion of a

potassium channel ancillary subunit and subsequent development of heart failure.
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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition

Die Herzinsuffizienz ist ein klinisches Syndrom, das bei Patienten mit vererbter oder erwor-
bener Storung der Herzstruktur und/oder -funktion auftritt [1]. Die europdische Gesellschaft
fiir Kardiologie [European Society of Cardiology (ESC)] definiert die Herzinsuffizienz als

ein

Syndrom, bei dem der Patient typische Symptome und Zeichen prisentiert, wel-

che aus einer abnormen Herzstruktur oder -funktion resultieren [2].

Das Syndrom ist durch hédufige Hospitalisierungen, eine eingeschrinkte Lebensqualitit und

eine verkiirzte Lebenserwartung gekennzeichnet [1].

1.1.2 Epidemiologie

Die Herzinsuffizienz ist eine Erkrankung, die 1-2 % der westlichen Bevolkerung betrifft [3,
4]. In den USA gibt es jidhrlich ca. 825000 neue Fille [5], und im Jahr 2010 waren knapp
280000 Todesfille auf die Diagnose Herzinsuffizienz zuriickzufiihren [5]. Das Lebensrisiko
eines 55-jdhrigen Menschen, im Laufe seines Lebens an Herzinsuffizienz zu erkranken, liegt
zurzeit bei ca. 30 % [6]. Trotz groBer Fortschritte im Verstindnis der Pathophysiologie und
trotz der Entwicklung vielfiltiger Therapiemoglichkeiten haben die Uberlebensraten in den
letzen 50 Jahren nur leicht zugenommen [5, 7]: Von den Erkrankten lebt nur jeder zweite

langer als fiinf Jahre nach Diagnosestellung [5].

Eine Herzinsuffizienz fiihrt zu hiufigen Hospitalisierungen und verursacht dadurch hohe
Kosten fiir die Gesundheitssysteme. So erfolgten in Deutschland im Jahr 2012 386 000
stationidre Behandlungen aufgrund einer Herzinsuffizienz. Damit war die Herzinsuffizienz
die haufigste Hauptdiagnose bei krankheitsbedingten stationdren Krankenhausaufenthalten
[8]. Da die Herzinsuffizienz vor allem eine Erkrankung des édlteren Menschen ist und die
Lebenserwartung in den westlichen Lindern steigt, ist davon auszugehen, dass die Pridvalenz

der Herzinsuffizienz weiter zunehmen wird [9, 10]: Berechnungen gehen davon aus, dass in

12
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den USA die Zahl der Patienten mit einer Herzinsuffizienz bis zum Jahr 2030 um 46 % auf
mehr als 8 Millionen Betroffene steigen wird [9]. Auch fiir die Kosten wird ein rasanter An-
stieg auf 69 Milliarden US-Dollar im Jahr 2030 vorausgesagt [9]. In Deutschland wird ein
dhnlicher Anstieg erwartet: Im Jahr 2050 werden in Deutschland ca. 350 000 iiber 80-jdhrige

an einer Herzinsuffizienz erkrankt sein [10].

1.1.3 Klinisches Bild und Klassifikation

Die Hauptsymptome der Herzinsuffizienz sind eingeschrinkte Leistungsfihigkeit (Fatigue)
und Dyspnoe [1]. Wihrend die Dyspnoe anfangs nur bei korperlicher Belastung auftritt,
konnen in spiiteren Stadien der Herzinsuffienz auch Orthopnoe! und paroxysmale nichtliche
Dyspnoe? auftreten [1]. Hiufig imponieren in der korperlichen Untersuchung bei Patien-
ten mit Herzinsuffizienz pritibiale Odeme, gestaute Halsvenen sowie Rasselgeriusche iiber
der Lunge [1, 2]. Entsprechend ihrem klinischen Zustand werden die Patienten nach der
NYHA-Klassifikation® in vier Klassen eingeteilt (von NYHA I: keine Einschrinkung der
korperlichen Aktivitit bis NYHA IV: jegliche korperliche Anstrengung ist eingeschrdnkt,

Symptome auch in Ruhe).

Einer der Hauptparameter zur Quantifizierung der Herzinsuffizienz ist die Ejektionsfrak-
tion (EF). Sie ist der Quotient aus Schlagvolumen und enddiastolischem Volumen und wird
mittels Echokardiographie bestimmt. Héaufig ist sie bei herzinsuffizienten Patienten reduziert
(d.h. EF < 50 %). Allerdings gibt es auch Patienten, bei denen trotz typischer Zeichen der
Herzinsuffizienz die EF nicht oder nur geringgradig eingeschrinkt ist. Daher hat sich in

letzter Zeit eine Unterteilung der Herzinsuffizienz in zwei Formen etabliert:

* Herzinsuffizienz mit reduzierter linksventrikuldrer Funktion / systolische Herzinsuffi-

zienz (heart failure with reduced ejection fraction, HF-REF)

¢ Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikuldrer Funktion / diastolische Herzinsuffi-

zienz (heart failure with preserved ejection fraction, HF-PEF)

Zur Diagnose der HF-REF miissen typische Zeichen und Symptome der Herzinsuffizienz
sowie eine reduzierte Ejektionsfraktion vorliegen. Die Diagnose der HF-PEF erfordert typi-

sche Zeichen und Symptome der Herzinsuffizienz, eine normale (oder nur gering reduzierte)

'Dyspnoe im Liegen
ZPlstzlich beginnende Episoden akuter Luftnot mit Husten, die vor allem nachts auftreten
3New York Heart Association

13
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EF sowie eine relevante strukturelle Herzerkrankung®. Verschiedene echokardiographische

Parameter sind zur Diagnose der HF-PEF etabliert [2].

1.1.4 Therapie

Die Behandlungsziele in der Therapie der Herzinsuffizienz sind eine Symptomverbesserung,
eine Verringerung der Krankenhauseinweisungen sowie die Verbesserung des Uberlebens
[2]. Die nicht-medikamentdse Therapie stiitzt sich vor allem auf moderates Ausdauertrai-
ning bzw. korperliche Bewegung sowie Begrenzung der tiglich zugefiihrten Natriummen-
ge [1]. Die medikamentose Therapie stiitzt sich auf die Gabe von Betablockern und ACE-
Inhibitoren (ACE-I) bzw. AT;-Rezeptor-Antagonisten (ARB). Zusétzlich kommen Mineralo-
corticoid-Rezeptorantagonisten (MRA) in Betracht. ACE-I, ARB und MRA wirken durch
Verhinderung des myokardialen Remodelings prognoseverbessernd und senken die Hospita-
lisierungsrate [11-15]. Rein symptomatisch, jedoch nicht prognoseverbessernd wirken Di-

uretika.

Bei einer EF < 35 % wird zusitzlich die Implantation eines internen Cardioverter/Defibrilla-
tors (ICD) zum Schutz vor plétzlichem Herztod durch Kammerflimmern empfohlen [16].
Die kardiale Resynchronisationstherapie (CRT-D) bietet eine zusitzliche apparative Thera-
pieoption. Im Endstadium der Herzinsuffizienz kommen sowohl eine Herztransplantation als
auch die Implantation eines mechanischen Kreislaufunterstiitzungssytems in Betracht [17,

18].

1.1.5 Pathophysiologie

Eine Herzinsuffizienz ist die Endstrecke vieler kardialer Erkrankungen und kann sich auf-
grund verschiedener Ursachen entwickeln. Die hédufigste Ursache einer systolischen Herzin-
suffizienz ist die Koronare Herzerkrankung, gefolgt von Arterieller Hypertonie und Diabetes
mellitus [2]. Des Weiteren kann die Herzinsuffizienz durch virale Infektionen, Alkohola-
busus, bestimmte Chemotherapeutika sowie ,,idiopathisch* bedingt sein [2]. Dabei enthilt
die Kategorie ,.,idiopathisch* alle noch nicht niher bekannten Griinde. Obwohl die Ursache
der idiopathischen Erkrankungen nicht geklirt sind, konnten einige davon genetischen Ur-

sprungs sein [2].

“Linksventrikulire Hypertrophie oder VergroRerung des linken Vorhofs
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Aufgrund der engen Assoziation vieler Formen der Herzinsuffizienz mit einer kardialen Hy-
pertrophie ist das Verstindnis der molekularen Mechanismen, die eine solche Hypertrophie

induzieren, von grofBem Interesse [19].

1.2 Molekulare Mechanismen der kardialen Hypertrophie

Als Reaktion auf einen verdnderten zirkulatorischen Bedarf kann sich das Herz durch Hy-
pertrophie anpassen. Die Hypertrophie bezeichnet eine Zunahme der Herzmasse und ist
vor allem auf eine Grofenzunahme der einzelnen Kardiomyozyten zuriickzufiihren, da das
Herz grofitenteils aus ausdifferenzierten Kardiomyozyten besteht [19, 20]. Es werden zwei
Formen der Hypertrophie unterschieden: die physiologische und die pathologische. Stimuli
der physiologischen Hypertrophie sind z. B. eine Schwangerschaft oder aerober Ausdauer-
sport, Stimuli fiir eine pathologische Hypertrophie sind u. a. eine Druck- oder Volumenbe-
lastung (z. B. bei arterieller Hypertonie oder Aorteninsuffizienz) oder eine Kardiomyopathie
(s. Abb. 1.1). Bei beiden Formen der Hypertrophie kommt es zu einer Veridnderung der Herz-

struktur (vgl. Bernardo et al. [19]).

&

postnatales Wachstuml

Normales adultes Herz

@

Myokardlnfarkt
- Dilatative Kardiomyopathie

- Ausdauertraining - Genmutation von Sarcomerprotelnen

Schwangerscyv

#h

- Hypertonie
- Aortenstenose
- Mutationen von EE——

Sarkomerproteinen

Physiologische Hypertrophie Pathologische Hypertrophie Dilatation und Herzinsuffizienz

- Normale oder verbesserte kardiale Funktion - Kardiale Dysfunktion - Fortgeschrittene kardiale Dysfunktion
- Keine Fibrose - Fibrose - Weitreichende Fibrose

- Normale Genexpression - Nekrose und Apoptose von - Zelltod von Myozyten

- Proportionale VergréBerung der Ventrikel Myozyten

- Assoziiert mit Herzinsuffizienz
und erhohter Mortalitét

Abbildung 1.1: Formen der kardialen Hypertrophie
LV=Linker Ventrikel, RV=Rechter Ventrikel. Abbildung entnommen aus Bernardo, Weeks, Pretorius
und McMullen [19]
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Die physiologische Hypertrophie geht mit einer normalen oder sogar verbesserten kardia-
len Funktion einher [21]. Die pathologische Hypertrophie hingegen ist mit einer gestorten
Herzfunktion assoziiert und kann kurzzeitig durch Reduktion der Wandspannung die Pump-
funktion des Herzens erhalten [22]. Bei lidngerfristigem Bestehen kann sie jedoch zu einer

Herzinsuffizienz fiihren [19, 23].

1.2.1 Physiologische Hypertrophie

Die physiologische Hypertrophie wird iiber unterschiedliche Tyrosinkinaserezeptoren und
nukleédre Rezeptoren vermittelt. Liganden dieser Rezeptoren sind u. a. Triiodthyronin (T53),
Insulin und Insuline-like growth factor (IGF-1) [20]. Das Schilddriisenhormon Tj ist vor al-
lem wiihrend der postnatalen Phase fiir das Wachstum des Herzens verantwortlich. Uber die
Stimulation der Transkription nimmt es direkten Einfluss auf die Expression kontraktiler Pro-
teine sowie der Proteine des Calciumhandlings [20]. Insulin bindet an den Insulinrezeptor,
dessen Stimulation zur Aktivierung des PI3K-AKT-Signaltransduktionswegs fiihrt. IGF-1 ist
ein zentraler Mediator der physiologischen Hypertrophie und aktiviert den gleichen Signal-

transduktionsweg [24, 25].

Im Gegensatz zur pathologischen Hypertrophie bleiben bei der physiologischen Hypertro-
phie die Calcium-handling Proteine unverdndert [20]. Auch die Phosphatase Calcineurin,
die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie spielt, ist bei

physiologischer Hypertrophie nicht reguliert. [26, 27].

1.2.2 Pathologische Hypertrophie

Ein Aktivierungsweg der pathologischen Hypertrophie fiihrt iiber die Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren [28]. Angiotensin II, Endothelin-1 und Katecholamine sind Ligan-
den dieser Rezeptoren. Uber mehrere Stufen kommt es zur Produktion von Inositoltriphos-
phat und Mobilisierung von Ca?* aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Das erhihte
Calcium fiihrt iiber Calcineurin zur Aktivierung von Nuclear factor of activated T-Cells
(NFAT) und iiber die Calmodulinkinase (CaMK) zur Inaktivierung von Histondeacetyla-
sen (HDACSs) [28].
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1.2.3 Molekulare Vermittler der pathologischen Hypertrophie

Calcineurin

Calcineurin ist eine Ca**-abhiingige Proteinphosphatase aus der Familie der Phosphoprotein-
phosphatasen und ist an vielen biologischen Prozessen beteiligt, z. B. bei der Immunantwort,
der Signaltransduktion und der Hypertrophie des Herzens [29, 30]. Es ist weitgehend be-
wiesen, dass Calcineurin- und konsekutive NFAT-Aktivierung bei der Vermittlung der Herz-
hypertrophie eine wichtige Rolle spielen (vgl. Molkentin [27]). Die Hypertrophiegene, die
Ziel der NFAT-Aktivierung sind, sind hauptsidchlich maladaptiv, also Vermittler einer patho-
logischen Hypertrophie [20] — obwohl gezeigt werden konnte, dass der Calcineurin/NFAT-
Signalweg zumindest wihrend der Entwicklung des Herzens auch fiir die normale Zellproli-

feration notwendig ist [27].

Das Calcineurin-Molekiil besteht aus zwei Untereinheiten: der katalytischen Untereinheit
Calcineurin A (CnA) und der regulatorischen Untereinheit Calcineurin B (CnB) [28]. CnA
besitzt neben der N-terminalen Phosphatasedomiine eine Bindungsstelle fiir Ca**/Calmodulin
und einen autoinhibitorischen Teil [30]. Im nichtaktivierten Zustand ist Calcineurin durch
diese autoinhibitorische Doméne in seiner Phosphataseaktivitidt gechemmt [30]. Aktiviertes
Calcineurin dephosphoryliert den NFAT, was zu einer Aktivierung und Translokation des
Transkriptionsfaktors in den Zellkern fiihrt [28, 30]. Die Aktivierung von Calcineurin ge-
schieht durch Calmodulin (CaM). CaM ist ein Protein, das zudem in der glatten Muskulatur

vorkommt und dort eine dem Troponin C vergleichbare Rolle wahrnimmt [31].

Calmodulin Kinase Il

CaM aktiviert neben Calcineurin auch die Calmodulin Kinase II (CaMKII), eine multifunk-
tionale Proteinkinase, deren Bedeutung bei der pathologischen Hypertrophie in den letzten
Jahren genauer untersucht wurde [32]. Die CaMKII beeinflusst einerseits direkt die Kon-
traktion und Relaxation von Kardiomyozyten durch Regulation von Schliisselenzymen des
Ca**-Haushalts [22]: Unter anderem beeinflusst die CaMKII den L-Type Calcium Channel,
der dadurch eine groflere Stromdichte zeigt [31]. Andererseits bewirkt die CaMKII auch
eine verdnderte Gentranskription, z.B. durch die Beeinflussung von HDACs [32]. Im Tier-
modell konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von CaMKII zu einem kardialen

Remodeling mit konsekutiver Herzinsuffizienz fiihrt [33, 34]. Die Inhibierung der CaMKII
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fiihrte zu einer abgeschwiichten pathologischen Hypertrophie in Tiermodellen mit simulier-
ter Erhohung der Nachlast [35, 36]. Zusammengefasst kommt der CaMKII eine wichtige
Rolle in der Vermittlung der pathologischen Hypertrophie zu. Die pharmakologische Inhi-
bition dieser Kinase scheint — zumindest von einem pathophysiologischen Standpunkt aus
gesehen — eine interessante Therapiemoglichkeit bestimmter Formen der Herzinsuffizienz

zu sein [22, 35].

1.2.4 Elektrophysiologisches Remodeling und kardiale
Hypertrophie

Im hypertrophierten Herz kommt es zu einem metabolischen, biochemischen und elektro-
physiologischen Remodeling [37]. Ein gemeinsames Merkmal des elektrophysiologischen
Remodelings bei Hypertrophie und Herzinsuffizienz unterschiedlicher Genese ist eine verlédn-
gerte Aktionspotentialdauer (APD) [37, 38]. Diese Verlidngerung der APD ist hauptsichlich
auf eine Reduktion der auswirts gerichteten Kaliumstrome zuriickzufiihren (vgl. Review von
Furukawa und Kurokawa [39]). So konnte zum Beispiel in einem Mausmodell der dilatativen
Kardiomyopathie eine Reduktion des auswirts gerichteten Kaliumstromes I, mit gleichzei-

tiger Down-Regulation des Kaliumkanalproteins Kv 4.2 gezeigt werden [40].

Ob jedoch die Reduktion von I, und damit die verldngerte APD Ursache einer Hypertro-
phie bzw. Dilatation oder nur deren Ergebnis ist, ist umstritten [39]. Perrier et al. konnten
an Ratten zeigen, dass es als Reaktion auf eine kardiale Ischimie in ventrikuldren Myozyten
zu einem elektrischen Remodeling kommt, bevor die Zellen hypertrophieren: Eine Woche
nach einem Myokardinfarkt waren die APD verldngert und I, vermindert. Erst weitere zwei
Wochen spiter lief3 sich auch eine Hypertrophie nachweisen [37]. Dieses Ergebnis lasst ver-
muten, dass auch eine primire Anderung der kardialen Ionenstrome — z. B. durch veriinderte

Funktion oder Fehlen eines lonenkanalproteins — eine Hypertrophie auslosen konnte.

1.3 Kardiale lonenkanale

1.3.1 Das Aktionspotential des Herzens

Eine kontinuierliche Zirkulation des Blutes im Gefil3system ist fiir die ungestorte Funktion

des Sdugetierorganismus essentiell. Die ,,Pumpe’ in diesem Kreislauf ist das Herz, das durch
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seine regelmifBigen Kontraktionen den Blutkreislauf aufrechterhilt. Die Grundlage der Kon-
traktionsfihigkeit ist die elektrische Erregbarkeit der Myokardzellen. Wird eine Myokard-
zelle iiber einen Schwellenwert erregt, entsteht ein Aktionspotential (AP). Dabei wird die
Membran der Myokardzelle depolarisiert, und das Membranpotential erreicht positive Wer-
te. Die Depolarisation der Zelle fiihrt zur Offnung von Calciumkanilen, wodurch Calcium
in das Zytosol gelangt. Durch Bindung von Calcium an die kontraktilen Proteine kommt es

zur Konformationsdnderung der Proteine, die als Kontraktion der Zelle sichtbar wird.

0 Time (ms) 300

Abbildung 1.2: Aktionspotential einer humanen Ventrikelmyokardzelle.
Die Ziffern 0-4 markieren die unterschiedlichen Phasen des Aktionspotentials. E,=Membran-
potential. Abb. entnommen aus [41].

Das ventrikuldre AP ist durch fiinf unterschiedliche Phasen charakterisiert (s. Abb. 1.2):
Ausgehend vom Ruhemembranpotential (—80 mV, Phase 0) kommt es bei einer Depolarisa-
tion der Zellmembran zu einem schnellen Natriumeinstrom (Iy,) durch spannungsgesteuer-
te Natriumkanéle, wodurch das Membranpotential in Richtung des Gleichgewichtpotentials
fiir Na* getrieben wird (Phase 1). Durch Inaktivierung der Natriumkanile und gleichzeitige
Aktivierung spannungsgesteuerter Kaliumkanéle entsteht ein kurzzeitiger, auswérts gerich-
teter Strom (transient outward, 1,). Dies fiihrt netto zu einer geringen Repolarisierung des
Membranpotentials, wodurch die charakteristische Spitze im Aktionspotential erzeugt wird.
Anschlieend 6ffnen sich auch spannungsgesteuerte Calciumkanéle (Phase 2), durch welche
Calciumionen in das Zytosol (I¢,, s. Kapitel 1.3.2) flieBen. Dies generiert im Zusammenspiel
mit auswirts stromenden Kaliumionen (Ix) die Plateauphase (Phase 2), in der das Membran-
potential nahezu stabil bliebt. SchlieBlich tiberwiegt der Kaliumstrom (I, und Iks) und fiihrt
zur Repolarisation der Zelle (Phase 3), bis das Ruhemembranpotential und damit die Aus-

gangslage erreicht ist (Phase 4). (Vgl. Crump und Abbott [41])
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1.3.2 Ca%*-induzierte Ca?*-Freisetzung

Fiir eine Kontraktion der Kardiomyozyten ist Calcium notwendig. Das Calcium wird von
Troponin C gebunden, was zu einer Konformationsdanderung des Tropomyosins fiihrt. Diese
Konformationsinderung erméglicht den kontraktilen Proteinen Aktin und Myosin die Kon-

traktion [42].

Die schnelle Abfolge von Kontraktion und Relaxation des Herzmuskels erfordert eine ebenso
schnelle Anderung der zytosolischen Konzentration von freiem Calcium [Ca];. Diese Kon-
zentrationsinderungen werden durch Ionenkanile und -transporter ermoglicht. Der Calcium-
einstrom in das Zytosol geschieht durch spannungsabhingige Calcium-Kanéle vom L-Typ
[L-type Calcium Channel (LTCC)], die sich wéhrend der Depolarisation 6ffnen. Durch den
Calciumeinstrom und die daraus resultierende Konzentrationserhohung von [Ca]; im Zytosol
offnen sich Calcium-Kanile vom T-Typ [auch Ryanodin-Rezeptor (RyR) genannt], die aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) zusitzliches Calcium freisetzen. Dieser Prozess
wird Ca?*-induzierte Ca**-Freisetzung genannt, da die Freisetzung von Calcium aus dem

SR durch Calcium initiiert wird. (Vgl. Bers [43, 44])

Fiir die Relaxation der Zelle ist die Dissoziation von Ca** aus der Bindung mit dem Tropo-
nin C notig. Dies erfordert eine Senkung von [Ca];. Das Calcium wird iiber zwei unterschied-
liche Wege aus dem Zytosol befordert: Der groBBere Teil des Calciums wird ,,recycled, indem
es iiber eine Ca?*-ATPase [Sarcoplasmatic Reticulum Ca-ATPase (SERCA)] unter Energie-
verbrauch in das SR zuriickgepumpt wird. Ein kleinerer Teil des Calciums wird durch ei-
ne sarkolemmale Na*/Ca**-Pumpe (Na*/Ca*-Exchanger, NCX) nach extrazellulidr gepumpt
[43, 45]. Dabei ist sowohl in der Maus als auch im Menschen der Anteil des von SERCA
gepumpten Calciums sehr viel groBer als der des NCX: In der Maus ist die SERCA fiir
ca. 92 % der Calciumextrusion verantwortlich, im Menschen fiir ca. 70 % [46, 47]. Dariiber
hinaus gibt es noch andere Mechanismen, die das Calcium aus dem Zytosol entfernen; sie

spielen aber nur eine untergeordnete Rolle [43].

1.3.3 Kaliumkanale

Kaliumkanile sind Proteine, die selektiv Kaliumionen durch die Zellmembran passieren las-

sen. Sie spielen unter anderem eine entscheidende Rolle in der Repolarisation der Myokard-
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zellen. Die Kaliumkanile haben eine groBe Funktionsvielfalt [48], welche durch die Zu-
sammenlagerung unterschiedlicher Untereinheiten ermoglicht wird. Kaliumkanile besitzen
durch viele unterschiedliche a-Untereinheiten, an die sich S-Untereinheiten lagern konnen,
unter den selektiven Ionenkanilen die groBte Funktionsvielfalt [49, 50]. Die Familie der

KCNE-Gene kodiert fiir solche S-Untereinheiten.

1.3.4 Die Untereinheit E2 spannungsgesteuerter Kaliumkanale
(KCNE2)

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte KCNE2-Gen gehort zur Familie der KCNE-
Gene. Diese Genfamilie besteht aus fiinf unterschiedlichen Vertretern (KCNE 1-5), die fiir
jeweils eine [-Untereinheit von spannungsgesteuerten Kaliumkanélen (Ky-Kanal) kodieren
[41, 51]. Zwei KCNE-Untereinheiten bilden zusammen mit vier a-Untereinheiten stabile
Komplexe, welche Ky-Kanile ergeben (s. Abb. 1.3 A). Die KCNE-Untereinheiten sind Pro-
teine mit einem transmembrandren Abschnitt (s. Abb. 1.3 B) [41]. Die (-Untereinheiten
verdndern u. a. das Schaltverhalten, die Aktivierung/Inaktivierung, die Spannungsabhingig-

keit sowie die lonenleitfiahigkeit von a-Untereinheiten [52].

%% %% 8
ﬁ“‘?"&\’}\‘i\
%) 3);.{3;\"(5\
G GL&

\
)
@
TO'G

Abbildung 1.3: Modell eines Kaliumkanals.

A) Vorgeschlagene Anordnung der a- und KCNE-Untereinheiten in einem Ky-Kanal. B) Anordnung
der transmembrandren Segmente von einer o-Untereinheit eines Ky-Kanals (blau) und einer KCNE-
Untereinheit (rot). Abb. entnommen aus [41].

Physiologische Bedeutung von KCNE2

Durch sein weitverbreitetes Vorkommen hat das KCNE2-Protein viele unterschiedliche phy-
siologische Funktionen im Sdugetierorganismus: Im Epithel der Magenmukosa ist die H*/K*-

ATPase zur Erzeugung von sauren pH-Werten auf einen konstanten Nachschub an Kalium-
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ionen angewiesen. Die bendtigten Kaliumionen flieBen durch einen heteromeren KCNQ1-
KCNE2-Kanal [50]. Die KCNE2-Deletion im Mausmodell fiihrte zu einer Achlorhydrie mit
konsekutiver Hyperplasie des Magens [53, 54]. Die gestorte Magenfunktion nach KCNE2-

Deletion fiihrte auch zu einer Eisenmangelanimie im Tiermodell [55].

Auch fiir die korrekte Zusammensetzung des Liquor cerebrospinalis (Liquor) sind Kali-
umkanile notwendig. Der Liquor wird im Epithel des Plexus choroideus gebildet und in
die Hirnventrikel sezerniert. Ionen werden iiber Pumpen und Transporter in den Liquor
befordert. Dadurch entsteht ein osmotischer Gradient, dem Wasser folgt [56]. KCNE2 bil-
det im Epithel des Plexus choroideus durch Zusammenlagerung mit zwei unterschiedlichen
a-Untereinheiten Kaliumkanéle aus [57]. Die KCNE2-Deletion in der Maus fiihrte im Ple-
xus choroideus zu einem gestorten Kaliumfluss, Hyperpolarisation der Epithelzellen und
zu einer erhohten Chloridkonzentration im Liquor sowie zu einem myo-inositol-abhingigen

Epilepsie-Phinotyp [57, 58].

Des Weiteren ist KCNE2 zusammen mit KCNQI1 in Epithelzellen der Schilddriise expri-
miert. KCNQI1-KCNE?2 bildet einen Kanal in Thyreozyten, der fiir eine ungestorte Iodid-
akkumulation notwendig ist. Funktioniert der durch KCNE2 und KCNQI gebildete Kanal
jedoch nicht regelrecht, kommt es zu einer Stérung der lodidakkumulation in der Schilddriise

mit konsekutiver Hypothyreose. (Vgl. [59])

Kardiale KCNE2-assoziierte Pathologien

Mutationen im KCNE2-Gen des Menschen sind mit dem angeborenen Long-QT-Syndrom
(LQTS) assoziiert [60]. Bestimmte Polymorphismen im KCNE2-Gen erhohen die Anféllig-
keit fiir das medikamenteninduzierte LQTS [61]. Auch bei Vorhofflimmern kann ein mutier-
tes KCNE2-Gen eine ursichliche Rolle spielen: In zwei chinesischen Familien mit Muta-
tionen im KCNE2-Gen konnte ein gehiduftes Auftreten von Vorhofflimmern nachgewiesen
werden [62]. Kiirzlich wurden auch in einer didnischen Kohorte von Patienten mit Vorhof-
flimmern zwei unterschiedliche gain-of-function Mutationen im KCNE2-Gen nachgewiesen

[63].

Im Mausmodell fiihrte die KCNE2-Deletion zu multiplen Stérungen, die eine Pradisposition
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fiir den plotzlichen Herztod darstellen konnen [64]: Die Knockouttiere zeigten einen milden
Diabetes mellitus, eine Hyperkalidmie, eine Hypercholesterindmie sowie erhthte Angioten-
sin 2-Level und eine Andmie [64]. Auch ein Diét-abhédngiger Phédnotyp eines plotzlichen
Herztodes konnte in Knockouttieren beobachtet werden, wenn diese mit einer fettreichen
Nahrung gefiittert wurden [65]. Ein Zusammenhang zwischen einer KCNE2-Deletion und
einer kardialen Hypertrophie und/oder Herzinsuffizienz konnte bisher noch nicht gezeigt

werden.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, in einem Mausmodell die Auswirkungen der KCNE2-Deletion
auf die Herzfunktion zu untersuchen. Arbeiten von Roepke et al. [66] hatten zeigen konnen,
dass in jungen KCNE2-Knockout-Tieren keine strukturelle Herzerkrankung bestand: Die
HerzgroBe war normal, eine linksventrikuldre Hypertrophie oder Dysfunktion bestand nicht.
Elektrisch zeigte sich jedoch bereits ein kardialer Phinotyp: Die ventrikuldre Aktionspoten-
tialdauer war verldangert, und die Stromdichte von I, und Ik, — zwei wichtige repolarisierende

Kaliumkanile — war verringert [66].

Die Auswirkung der KCNE2-Deletion in alten Médusen hingegen ist bisher nicht bekannt.
Dazu wurde in dieser Arbeit die Herzfunktion 12—15 Monate alter kcne2”--Miuse (KO) mit
unterschiedlichen Methoden untersucht und mit der Herzfunktion gleichaltriger kcne2**-
Tiere (WT) verglichen. Dies geschah insbesondere vor dem Hintergrund, dass die Herzin-
suffizienz im Menschen vor allem éltere Individuen betrifft [4, 6]. Folgende Fragen sollten

mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Fihrt die KCNE2-Deletion im Alter zu einer erhohten Mortalitéit?
2. Fiihrt die KCNE2-Deletion im Alter zu einer Herzinsuffizienz?

3. Welche strukturellen, funktionellen, elektrischen und molekularen

Parameter sind verdndert?

23



2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Die fiir diese Arbeit verwendeten Tiere stammten aus unserer eigenen Zucht einer C57B16
kcne2”"-Mauslinie. Die Generierung dieser Mauslinie erfolgte in unserem Labor (fiir Details
s. Roepke et al. [53]). Wiirfe von heterozygoten Zuchtpaaren zeigten eine den Mendelschen
Gesetzen entsprechende Genotypverteilung von 1:2:1, was darauf hinweist, dass die Deletion

des KCNE2-Gens nicht direkt mit erhohter Sterblichkeit im Embryonalstadium einhergeht.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere waren ménnlich und zum Zeitpunkt der Untersu-
chung zwischen 12 und 15 Monate alt (so weit nicht anders angegeben). Die Unterbringung
und Versorgung der Tiere erfolgte in einem Tierhaus des Max-Delbriick-Centrums fiir Mo-
lekulare Medizin in Berlin-Buch durch geschultes Personal. Alle Tiere wurden unter SPF-
Bedingungen (standard pathogen free) in standardisierten Kéfigen gehalten. Wasser und Fut-

ter standen ad libitum zur Verfiigung.

Fiir alle Tierexperimente lag bei Beginn der Versuche eine Genehmigung durch das Lan-
desamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin vor (Referenznummer G0239/10). Alle Versuche
wurden unter Beriicksichtigung der Grundsditze der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis und im Einklang mit dem deutschen Tierschutz-

gesetz (TierSchG) sowie der europdischen Richtlinie 2010/63/EU durchgefiihrt.

2.1.1 Praparation und Organentnahme

Alle Tiere wurden vor der Organentnahme zunéchst mit einer Mischung aus 200 mg/kg KG
Ketamin (Ketavet, Pharmacia GmbH) und 20 mg/kg KG Xylazin (Rompun 2 %, Bayer Vi-
tal GmbH) anisthesiert. Dies erfolgte durch intraperitoneale Injektion. Gleichzeitig wurden
50 ul Heparin (5000 IU/ml, Ratiopharm) zur Antikoagulation appliziert. Nach Kontrolle der
tiefen Anisthesie und Analgesie per tailpinch! wurde das Tier auf dem Operationstisch
gelagert und fixiert. Mit einer Schere wurde zunichst das Fell um den Proc. xiphoideus

groBziigig entfernt. Durch einen Schnitt kaudal des Proc. xiphoideus wurde ein Zugang zur

'Hierbei wird mit einer Pinzette in den Schwanz der Maus gekniffen. Dies 16st bei einem wachen Tier einen
Fluchtreflex aus, der in tiefer Narkose erlischt.
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Peritonealhohle geschaffen. Beidseitige Schnitte in der Axillarlinie nach kranial (sog. clam-
shell Thorakotomie) und ein weiterer durch das Diaphragma erlaubten die Deflektierung des
Brustkorbes nach kranial-ventral. Das Perikard wurde erdffnet und die Aorta auf Hohe des
Aortenbogens mit einer Pinzette abgeklemmt. Das weiterhin kontrahierende Herz wurde nun
durch einen einzigen Schnitt exzidiert, indem alle seine zu- und abfiihrenden Gefi3e gleich-
zeitig durchtrennt wurden. Das Organ wurde direkt in eine mit 4 °C kaltem Krebs-Henseleit-
Puffer (KHP, s. Kapitel 2.2.2) gefiillte Priparationsschale iiberfiihrt. In dieser erfolgte unter
einem Mikroskop die Kaniilierung der Aorta mit einer 1.8 F Stahlkaniile (Hugo Sachs Elek-
tronik). Die Kaniile wurde mit einem Polyamidfaden (USP 4.0, SMI, Belgien) durch eine
doppelte Ligatur befestigt. Verbleibendes Blut wurde durch retrograde Spiilung der Aorta
mit 4 °C kaltem Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) aus den Koronararterien und dem Myokard

entfernt.

2.2 Isoliertes Herz im Langendorff-Versuch

Messungen am schlagenden Sdugerherzen auflerhalb des Korpers werden seit Mitte des
19. Jahrhunderts durchgefiihrt. Oskar Langendorff beschrieb 1895 erstmals eine Methode

[67], welche in leicht abgewandelter Art in dieser Arbeit angewendet wurde.

2.2.1 Aufbau der Langendorff-Anlage

In unserem Labor wurde eine Langendorff-Anlage fiir kleine Sdugerherzen verwendet (IH-
SR, Type 884, Hugo Sachs Elektronik [HSE]). Das frisch exzidierte und kaniilierte Herz
(s. Kapitel 2.1.1) wurde in eine geschlossene und auf 37 °C erwidrmte Kammer iiberfiihrt
und iiber die Aortenkaniile mit der Apparatur verbunden. Das Herz wurde mit einem oxy-
genierten Perfusat (s. Kapitel 2.2.2) kontinuierlich perfundiert: Eine Rollerpumpe (REGLO
Digital MS-4/8, Ismatec, CH) pumpte das Perfusat retrograd in die Aorta. Dadurch schloss
sich die Aortenklappe passiv, und das Perfusat stromte durch die Koronarostien in die Koro-
nararterien. Das Perfusat wurde bei 37 °C kontinuierlich mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,)
begast. Der Perfusionsdruck wurde mithilfe eines manuellen Flusswiderstandregulators auf
60 mmHg eingestellt. Der resultierende Druck und der Koronarfluss wurden zur Kontrolle
gemessen. Eine PC-gesteuerte Infusionspumpe (Pump 22, Harvard Instruments, MA, USA)
ermoglichte es, dem Perfusat direkt im Aortenblock unterschiedliche Pharmaka beizumi-

schen.
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Abbildung 2.1: Herz in der Langendorff-Anlage.
(1) Aortenblock, (2) Schlauch fiir Infusionen, (3) Aortenkaniile, (4) EKG-Elektroden, (5) Herz,
(6) PVC-Ballonkatheter, (7) Stimulationselektrode

Der linksventrikuldre Druck wurde iiber einen selbst hergestellten und mit Wasser gefiillten
Ballonkatheter aus Polyvinylchlorid (PVC) abgenommen, der in den linken Ventrikel einge-
bracht wurde. Die Ableitung des EKGs erfolgte mit zwei direkt auf dem Herzen platzierten
Elektroden. Uber eine Stimulationselektrode (Stimulator C, Type 224, HSE) wurde das Herz

im Bereich des Sinusknotens mit einer Frequenz von 500 bpm stimuliert.

2.2.2 Krebs-Henseleit-Puffer

Eine hiufig verwendete Pufferlosung fiir Langendorff-Experimente ist der Krebs-Henseleit-
Puffer (KHP) [68]. Dieser dhnelt der Elektrolytkonzentration des Blutes und ermdglicht den
Sauerstofftransport. In unserem Labor wurde ein KHP folgender Ionenkonzentration benutzt
(in mM): NaCl 118,0; NaHCO3 24,7; KCI 4,7; MgSO, 2,1; KH,PO, 1,2; CaCl; 2,0 und
Glukose 11,0. Die Losung wurde durch einen Filter mit der Porengrofle 0,2 um filtriert, um
mogliche Embolien von Prézipitaten in den Koronarien zu vermeiden. Eine kontinuierliche
Erwidrmung des Perfusionsreservoirs iiber einen externen Wasserkreislauf gewihrleistete die
gleichbleibende Temperatur des Perfusats von 37 °C, welche regelméfig mit einem Hand-

thermometer (GTH 1170, Greisinger Electronic) kontrolliert wurde.

2.2.3 Experimenteller Ablauf

Dieser Versuch diente dem Vergleich der Herzfunktion von KCNE2-Knockout-Méusen (KO)
mit Wildtyp-Tieren (WT) gleichen Alters. Der im Voraus festgelegte Ablauf wurde fiir beide
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Gruppen exakt gleich ausgefiihrt. Der Versuch und die Auswertung erfolgten hinsichtlich des
Genotyps der untersuchten Tiere verblindet. Direkt nach der Exzision des Herzens und der
Kaniilierung der Aorta wurde das Herz in der Langendorff-Apparatur aufgehingt und mit
dem KHP perfundiert. Durch einen kleinen Schnitt in den Anulus fibrosus der Mitralklappe
konnte der Ballonkatheter vom offenen linken Vorhof iiber die nun etwas erweiterte Offnung
der Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefiihrt werden. AnschlieBend wurde der Bal-
londruck mit einer Stellschraube auf 10 mmHg eingestellt. Nach Positionierung der Stimu-
lationselektrode am rechten Vorhof in der Ndhe des Sinusknotens (s. Abb 2.1) wurde das
Herz mit 1V bei 500 Hz stimuliert. Darauf folgte eine Aquilibrierungsphase von 20 Minuten
bei konstanter Stimulation. Die folgenden 60 Sekunden wurden aufgenommen und als Ba-
salwert verwendet. AnschlieBend erfolgte die kontinuierliche Applikation von Isoprenalin
fiir fiinf Minuten. Dabei wurde das Pharmakon tiber die PC-gesteuerte Infusionspumpe dem
KHP hinzugefiigt, so dass am Organ eine Endkonzentration von 100 nmol resultierte. Nach
Erreichen eines steady states wurde wiederum fiir 60 Sekunden gemessen und die resultie-

renden Werte als Stimulationswert verwendet.

Leg ISOHEART : C:AHSE\data\Leonhard\Tier 163.5TY
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Abbildung 2.2: Screenshot der Akquisitionssoftware ISOHEART

Mit Beginn der warmen Herzperfusion mit der Pufferlosung wurde die computergestiitzte

Datenaufnahme mit dem Programm ISOHEART (Version 1.5, HSE) gestartet. Analoge Si-
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gnale wurden durch spezielle Druckabnehmer (Isotec) registriert und durch separate Ver-
stairkermodule (TAM A und TTEM) amplifiziert. Alle Module waren in einem passenden
Gehiuse (Plugsys, alle HSE) untergebracht. Nach Analog-Digital-Wandlung wurden die Da-
ten digital und in Echtzeit mit einem PC aufgenommen (s. Abb. 2.2). Dabei wurden die in
Tabelle 2.1 aufgelisteten, wihrend des Versuches gemessenen Parameter aufgezeichnet. In
die Auswertung wurden nur Herzen aufgenommen, bei denen die Ischiimiezeit? weniger als

fiinf Minuten betrug.

Nach Beendigung des Experimentes wurden mit Hilfe der Software ISOHEART die einzel-
nen Kontraktionszyklen der basalen und der stimulierten Messungen offline analysiert. Nach
Berechnung der arithmetischen Mittel fiir die einzelnen Parameter wurden diese in das Pro-

gramm MS Excel (Version 2010, Microsoft, Wa, USA) exportiert und dort weiter analysiert.

Tabelle 2.1: Parameter in ISOHEART

Parameter Einheit Erkliarung

Zeit [s] Zeit seit Beginn des Experimentes
HF [Schlidge/min] Herzfrequenz

LVP [mmHg] systolischer linksventrikuldrer Druck
dLVPdt [mmHg/s] 1. Ableitung des LVP nach der Zeit
CF [ml/min] Koronarfluss (coronary flow)

PP [mmHg] Perfusionsdruck (perfusion pressure)
ECG [Graph] Elektrokardiogramm

2.3 Isolation von Kardiomyozyten

Zur Isolation von einzelnen Zellen wurde eine modifizierte Langendorff-Apparatur verwen-
det. Die Isolation erfolgte nach einer Methode, die sich an die von Berry [69] und Vahouny

[70] entwickelten Techniken anlehnt.

Kiirzlich beschrieben wir die Optimierung dieser Methode in unserem Labor fiir murine Kar-

Die Ischimiezeit bezeichnet die Zeit von Exzision des Herzens aus dem Versuchstier bis zum Beginn der
Perfusion mit Pufferlosung in der Langendorff-Anlage.
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diomyozyten [71]: Dabei werden nacheinander unterschiedliche Losungen (siehe Tab. 2.2)
verwendet. Ziel ist es zundchst, in einem calciumfreien Milieu das Gewebe zu reinigen.
Anschliefend werden mit dem Enzym Kollagenase die Kollagenfasern des Bindegewebes
gespalten und die Kardiomyozyten schrittweise wieder an eine Calciumkonzentration von

1 mM gewdhnt.

Als Stocklosung wurde ein modifizierter KHP mit folgender Zusammensetzung verwen-
det (in mM): NaCl 117; KCI 4; HEPES 10; KH5PO, 1; NaHCOj3 4; MgCl, 1,7; Glucose 10.
Nach zehnminiitiger Begasung der Stocklosung mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,) wurde
der pH mit NaOH auf 7,40 (37 °C) eingestellt. Aus dieser oxygenierten Stocklosung wurden
die einzelnen Isolationsldsungen durch Zusatz unterschiedlicher Stoffe hergestellt (siehe Tab.

2.2).

Nach Befestigung des kaniilierten Herzens in der modifizierten Langendorff-Apparatur wur-
de es fiir zwei Minuten mit Losung 1 perfundiert, um verbleibendes Blut aus dem Gewebe zu
waschen. AnschlieBend wurde das Herz fiir acht Minuten mit Losung 2 perfundiert. Danach
wurde das Organ in eine mit Losung 3 befiillte Praparationsschale iiberfiihrt. Nicht-kardiales
Gewebe, die Atrien und die freie Wand des rechten Ventrikels wurden mit einer Schere sau-
ber abgetrennt und verworfen. Darauf erfolgte die mechanische Dissoziation des iibrigen
Herzgewebes mithilfe von Pinzetten. Vorsichtiges Auf- und Abpipettieren der Losung in der
Plastikspitze einer 5 mL Pipette fiihrte zu weiterer Dissoziation des Herzgewebes und zum

Herauslosen der einzelnen Kardiomyozyten aus dem Zellverband.

Die so entstandene Zellsuspension wurde anschlieend durch ein Nylonnetz mit einer Ma-
schengroBe von 200 um gefiltert, um Gewebeklumpen und andere Verunreinigungen zu ent-
fernen. Nach zweiminiitiger Zentrifugation bei 16 § wurden der Uberstand verworfen und
die Zellen in einer weiteren Losung (Losung 4) resuspendiert. Im letzten Schritt wurden die
Zellen durch Zentrifugation und Resuspendierung in Losung 5 wieder an eine Calciumkon-

zentration von 1 mM gewohnt.

Die isolierten Kardiomyozyten wurden anschliefend entweder fiir Messungen im IonOptix-

System (s.u.) oder Whole-cell Voltage Clamp-Experimente (s. Kapitel 2.5) verwendet.
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Tabelle 2.2: Losungen fiir die Isolation von Kardiomyozyten

Losung | Zusatz

Losung 1 | 115uL 100 nM EGTA

Losung 2 | 40 mg Collagenase (300 U/mg); 0,1 mM CaCls

Losung 3 | 16 mg Collagenase (300 U/mg); 20 mg BSA; 0,2 mM CaCl,
Losung 4 | 15mg BSA; 0,5 mM CaCl,

Losung 5 | 15mg BSA; 0,1 mM CaCl,

2.4 lonOptix®-System

Mit dem IonOptix® Sytem lassen sich Kontraktionen und Anderungen des Calciumgehaltes
von einzelnen Kardiomyozyten untersuchen, indem mithilfe eines digital aufgenommenen
Livebildes von einer Computer-Software die Langendnderung einer Zelle sowie deren Cal-

ciumgehalt detektiert und quantifiziert werden.

2.4.1 Aufbau der lonOptix-Anlage

In unserem Labor wurde ein Mehrkomponentensystem der Firma IonOptix LLC (Milton,
Ma, USA) verwendet. Dieses besteht aus der HyperSwitch Lichtquelle, einem invertierten
Mikroskop (Motic Inc., D), der Hochgeschwindigkeitskamera MyoCam-S, dem Cell Fra-
ming Adapter CFA300, dem Fluorescence System Interface FS1-700, dem Stimulator Myo-

Pacer und einem PC mit der Software lonWizard 6.0 (alle IonOptix).

Strahlengang des Lichts

Die HyperSwitch Lichtquelle dient der Erzeugung und dem gleichzeitigen hochfrequenten
Wechsel von Licht unterschiedlicher Wellenléngen. In ihr befindet sich eine Xenon-Gas-
entladungslampe, deren Lichtstrahl durch einen rotierenden Spiegel geleitet wird. Der Spie-
gel alterniert zwischen zwei verschieden Positionen mit einer Frequenz von 250 Hz und gibt
damit dem Licht zwei unterschiedliche Wege vor. So gelangt das Licht von zwei Seiten in
einen dichroischen Filterwiirfel, dem zwei unterschiedliche Wellenldngenfilter (340 nm bzw.
380nm) vorgeschaltet sind. Die im Filterwiirfel zusammengefiihrten Wege des Lichts der
beiden Wellenldngen verlassen den Filterwiirfel an der gleichen Stelle und werden iiber ein
gemeinsames Glasfaserkabel zum Mikroskop geleitet. Im Mikroskop trifft das Licht auf die
mit Fura-2 AM beladenen Zellen (s. Kapitel 2.4.3) und erregt den Fluoreszenzfarbstoff. Je-

ner emittiert Licht, welches zunichst von einem Photomultiplier verstirkt und anschlieBend
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durch einen CCD-Sensor detektiert wird, der sich in der MyoCam-S befindet. Eine vorge-
schaltete Blende, der Cell Framing Adapter, ermoglicht die Einstellung der Kamera auf einen
einzelnen Kardiomyozyten und damit eine Reduktion des Hintergrundsignals. Die Kamera
liefert eine Auflosung von 774x490 Pixeln bei 240 fps und erlaubt so die Aufzeichnung
schneller Anderungen des Calciumgehalts und der Zellliinge wihrend einer Kontraktion.

Uber einen USB-Port ist die Kamera mit dem PC verbunden.

2.4.2 Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM

Fura-2 AM ist ein Ester des Calciumchelators Fura-2. Die lipophile Esterform ermoglicht
dem Farbstoff die Permeation durch die Zellmembran in das Zytosol. Dort spalten zelleige-
ne Esterasen diese Bindung auf, so dass der Farbstoff die Zelle nicht mehr verlassen kann
[72]. Fura-2 bindet Calcium mit hoher Affinitdt und dndert bei dieser Bindung sein Exzita-
tionsspektrum von 380 nm zu 340 nm [72], wihrend das Emissionsspektrum unverédndert bei

510 nm bleibt. Anhand der Gleichung

340
R="— 2.1
380 —

f340 = emittiertes Licht bei Exzitation mit Licht der Wellenlinge 340 nm

f3s0 = emittiertes Licht bei Exzitation mit Licht der Wellenlinge 380 nm

lasst sich das relative Verhéltnis (R) von an Calcium gebundenem Fura-2 zu freiem Fura-2
bestimmen. Da diese Bindung hochaffin ist, ldsst sich so eine Aussage iiber den relativen

zytosolischen Calciumgehalt einer Zelle treffen.

2.4.3 Vorbereitung der Zellen

Nach Isolation (s. Kap. 2.3) der ventrikuldren Kardiomyozyten wurden diese in einer Fuchs-
Rosenthal-Kammer gezihlt. Fiir die Messung im IonOptix-System wurden die Zellen in mit
Laminin beschichteten Kammern ausgesit, damit die Zellen am Boden der Kammer haf-
ten konnten. Dazu wurden 50 uL. Laminin (1 mg/mL, Sigma) in 3mL ddH»O gelost und
auf acht Kammern aufgeteilt. Die Zellen wurden im Medium M199 (Sigma) auf 40 000/mL
verdiinnt. Anschlieend wurden 500 uL. dieser Zellsuspension (entsprechend 20 000 Zellen)
in jede Kammer gegeben und die Kammern zwei Stunden lang in einem Wirmeschrank

bei 37 °C inkubiert. Nach vorsichtiger Abnahme des Zelliiberstandes wurden 500 pL. Fura-2
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AM (2 uM in HBBS) pro Zellkammer appliziert. Nach 15 Minuten erfolgte ein erster Wasch-

schritt mit reinem HBBS, gefolgt von einem weiteren nach 30 Minuten.

2.4.4 Experimenteller Ablauf

Nach Befestigung der mit Kardiomyozyten beladenen Kammer auf dem Tisch des Mikro-
skopes wurden zwei mit dem MyoPacer verbundene Stimulationselektroden in die Kammer
eingebracht. Der Tisch wurde iiber eine Heizplatte auf eine Temperatur von 37 °C erwirmt,
um moglichst korperidhnliche Bedingungen fiir die Kardiomyozyten zu schaffen. Pro Zell-
kammer wurde jeweils eine Zelle zur Untersuchung ausgewihlt, welche folgende Kriterien

erfiillte:

* keine Spontankontraktionen, jedoch regelmifige Kontraktion unter Stimulation
* rechteckige Form ohne aufgetriebene Enden, klar erkennbare Querstreifung

* frei liegend

Abbildung 2.3: Exemplarische Zelle wihrend der Messung im lonOptix-Sytem
Querstreifung und rechteckige Enden sind gut erkennbar.

Abbildung 2.3 zeigt exemplarisch ein Zelle wihrend der Messung. Nach Auswahl einer Zel-
le wurden die Kamera auf diese fokussiert, die Blende eingestellt und mithilfe der Soft Edge
Detection-Funktion der Software die Begrenzungen des Kardiomyozyten markiert. Die Zelle
wurde mit 20 mV bei 1 Hz stimuliert. Nach einer Minute durchgehender Stimulation wurden
iiber 30 Sekunden die Kontraktionen aufgezeichnet und als Basalwert verwendet. Anschlie-
Bend wurde Isoprenalin in einer Konzentration von 100 nM in die Badlosung gegeben. Nach
Erreichen eines steady states® wurden weitere 60 Sekunden gemessen und die resultierenden

Werte als Stimulationswert verwendet.

3Der steady state wurde definiert als Sistieren der Zunahme der maximalen Verkiirzung.
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2.4.5 Datengewinnung

Mithilfe der JonWizard-Software lassen sich die Anderungen von Linge und Calciumge-
halt einer Zelle wihrend der Kontraktion in Echtzeit beobachten und graphisch darstellen.
Des Weiteren ermoglicht die Software eine Offline-Analyse des Kontraktionsvorganges: Da-
zu ermittelt die Software aus dem Signal der Kamera Lingen- und Fluoreszenztransienten,
welche anhand mathematischer Algorithmen in unterschiedliche Abschnitte zerlegt werden.

Auf diese Weise lassen sich die in Tabelle 2.3 aufgelisteten Parameter ableiten.

Die time to peak x% gibt die Zeit an, die bis zum Erreichen von x% des Kontraktionsma-
ximums benotigt wird. Sie ist ein MaB fiir die Kontraktionsfahigkeit der Zelle. Die time to
baseline x% gibt die Zeit an, die nach dem Erreichen des Kontraktionsmaximums benotigt
wird, um zu x% der Ausgangslidnge zuriickzukehren. Sie ist also ein MaB fiir die Relaxati-

onsfiahigkeit bzw. fiir die Elastizitit einer Zelle.

Fiir jeden einzelnen Kontraktionsvorgang wurden diese Werte von der Software berechnet.
Anschlieend wurde fiir jede untersuchte Zelle jeweils der Mittelwert aus 30 Kontraktionen
fiir baseline und Iso gebildet und nach MS Excel exportiert. Diese Mittelwerte wurden in den
beiden Gruppen Knockout (KO) und Wildtyp (WT) zusammengefasst und mit statistischen

Methoden verglichen.

Tabelle 2.3: Parameter in der Ion Wizard-Software

Parameter Einheit Erklirung

peak h Maximale Auslenkung des Transienten

lenght [um] Linge der Zelle in relaxiertem Zustand

t to peak x% [ms] Zeit bis zum Erreichen von x% des Maximums
peak time [ms] Zeit bis zum Erreichen des Extremwerts

t to baseline x% [ms] Zeit bis zum Erreichen von x% des Ausgangswertes
bl% peak h Prozentuale Verkiirzung
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2.5 Whole-cell Voltage Clamp

Grundprinzip dieser Methode ist es, mit einer intrazelluldr gelegenen Elektrode einen elek-
trischen Zugang zum Zytosol der zu untersuchenden Zelle zu schaffen, um anschlieBend
entweder die iiber der Zellmembran liegende Spannung oder den iiber die Membran flieen-

den Strom zu messen.

Der Begriff Patch-Clamp bezeichnete urspriinglich die Messung von Stromen tiber ein der
Zellmembran entrissenes Stiick (den sog. patch). Er wird jedoch auch fiir intrazelluldre Mes-
sungen an intakten Zellen (whole cell) verwendet. Bei der whole cell Konfiguration las-
sen sich folgende Varianten unterscheiden: voltage clamp (Spannungsklemme) oder current
clamp (Stromklemme). Bei der ersten Variante wird ein definiertes Potential an der Zellme-
bran angelegt und der resultierende Strom gemessen. Bei der anderen Variante erfolgt die
Messung einer Spannungsinderung, die durch Applikation eines definierten Stromes hervor-
gerufen wird. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die Whole-cell Voltage Clamp Konfigu-

ration der Patch-Clamp Technik angewandt.

2.5.1 Aufbau des Messstandes

Fiir die Experimente wurde in unserem Labor das Komplettsystem PatchPro-4000 der Fir-
ma Scientifica (UK) verwendet. Auf einem mit Druckluft schwingungsgeddampften Tisch
war ein Objekttisch (SlicePlatform) fest fixiert, auf welchem sich zwei Mikromanipulatoren
(PatchStar) und die Objektschale befanden. Die Objektschale war mit einer Badlosung (s.
unten) gefiillt, in die die frisch isolierten Kardiomyozyten (sieche Abschnitt 2.3) iiberfiihrt
wurden. Zur Betrachtung der Zellen diente ein invertiertes Mikroskop (IX71, Olympus, D),
welches sich auf einer beweglichen Plattform unter dem fixierten Objekttisch befand. Die-
se Anordnung ermdglichte es, das Mikroskop und damit den betrachteten Bildausschnitt zu
bewegen, ohne gleichzeitig die Position der Mikromanipulatoren in Bezug auf die Zellen zu
verdndern. Ein Mikromanipulator bewegte eine Headstage mit einem integrierten Pipetten-
halter (CV-7B, Molecular Devices, CA, USA), der andere einen Mikrokatheter, durch den
Pharmaka direkt an der untersuchten Zelle appliziert werden konnten. Die Mikromanipula-
toren erlaubten iiber einen Joystick die exakte Positionierung von Pipette und Mikrokatheter
im Bad mit einer Auflosung von 20 nm. Der Pipettenhalter bestand aus einem Gehiuse, in

dessen Innerem ein chlorierter Silberdraht lag. Dieser Draht diente als Elektrode und wur-
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de von der eingespannten Pipette umfasst. Die Spitze der Pipette war mit einer Intrazel-
lularlésung (s. unten) gefiillt, in die der Silberdraht eintauchte. Zum Andern des Druckes
innerhalb der Pipette war am Pipettenhalter ein Silikonschlauch angebracht, iiber den mittels
eines Mundstiickes ein positiver bzw. negativer Druck angelegt werden konnte. Alle oben
beschriebenen Gerite befanden sich in einem Faradaykifig und waren geerdet, um das elek-

trische Hintergrundrauschen so gering wie moglich zu halten.

Mikropipetten

Zur Herstellung der Mikropipetten wurden Kapillaren aus Borsilikatglas (Hilgenberg, D)
verwendet. Die Kapillaren wurden in einem vertikalen Pipettenzieher (PIP 6, Heka, D) durch
eine zweistufige Erhitzung jeweils direkt vor Benutzung hergestellt. Nach Hitzepolierung der
Pipettenspitzen in der Microforge (CPM-2, ALA Scientific Instruments, NY, USA) wurden
die Pipetten mit Intrazellularlosung befiillt und im Pipettenhalter befestigt. Bei Eintauchen in
die Badlosung (s. unten) resultierten Pipettenwiderstinde von 2—5 M(). Fiir die Patch Clamp

Experimente wurden folgende Losungen verwendet:

¢ Intrazellularlosung: CsCl 130; EGTA 11; HEPES 20; Na,ATP 5;
Na,GTP 0,4; Na,CP 5; CaCl; 4,87; MgCl, 2, pH 7,20 (CsOH)

* Badlosung: NaCl 117; CsCl 20; HEPES 10; CaCl, 2,0; MgCl; 1,8;
Glucose 10, pH 7,40 (CsOH)

Die Headstage wurde iiber eine Software (MultiClamp Commander) am PC gesteuert. Die
elektrischen Signale der Headstage wurden durch einen Verstirker (Multiclamp 700B) am-
plifiziert und nach Digitalisierung durch einem A/D-Wandler (Digidata 1440A) in Echtzeit
mit einem PC mit der Software Axon pClamp 10.1 aufgenommen. Diese Daten wurden an-

schliefend offline analysiert und ausgewertet.

2.5.2 Experimenteller Ablauf

Frisch isolierte ventrikuldre Kardiomyozyten (zur Isolation der Zellen siehe 2.3) wurden in
die mit 1 mL Badlosung gefiillte Objektschale iiberfiihrt. Es wurden nur Zellen zur Untersu-

chung ausgewihlt, die folgenden Kriterien entsprachen:

* keine Spontankontraktionen im Bad
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* rechteckige Form ohne aufgetriebene Enden, klar erkennbare Querstreifung
* frei liegend

Nach Auswahl einer geeigneten Zelle unter dem Mikroskop wurde eine frisch hergestell-
te Pipette aus Borsilikatglas mit Intrazellularlosung befiillt und in der Headstage befestigt.
Uber den am Pipettenhalter befestigten Schlauch wurde nun ein leichter Uberdruck in der
Pipette erzeugt. Dies verhinderte, dass es beim Eintauchen der Pipette in die Badlosung
zu Verunreinigungen der Pipettenspitze kam, da bei Kontakt mit der Badlosung durch den
Druck kontinuierlich Intrazellularlosung aus der Spitze ausstromte. Uber den Mikromanipu-
lator wurde die Pipette in unmittelbare Nihe der Zelle positioniert. Anschlieend wurde per

Software der Fehlerstrom (Hold) genullt und die Pipette auf der Zellmembran aufgesetzt.

Zugang zum Intrazellularraum

Durch Ablassen des postiven Druckes iiber den mit der Pipette verbundenen Schlauch wurde
eine sehr dichte Verbindung zwischen Pipette und Zellmembran hergestellt, die zu einem
extrem hohen elektrischen Widerstand, dem sog. Gigaseal, fiihrte (da dieser im Bereich von
10% - 10192 liegt, tauften Hamill, Neher und Sakmann diesen Vorgang 1981 Gigaseal [73]).
Anschlieend wurde durch leichten Unterdruck oder durch Applikation eines elektrischen
Impulses (Zap) iiber die Software ein kleines Membranstiick aus der Zellmembran heraus-
gerissen und somit ein Zugang zum Intrazellularraum geschaffen. Das Einreil3en des Patches
lieB3 sich iiber die Software gut verfolgen: Bei Applikation eines Testpulses (10 mV fiir 20 ms)
waren zundchst keine Transienten sichtbar, solange die Zellmembran noch intakt war. Da die
Zellmembran als Kondensator wirkte, sobald der Patch riss und ein Zugang zum Zytosol

bestand, wurden ab diesem Moment Kapazitétstransienten sichtbar.

Software

Die Software pClamp (Version 10, Molecular Devices, Ca, USA) ist ein speziell fiir Patch-
Clamp Experimente entwickeltes Programm. Es besteht aus den Teilen Clampex (fiir die
Datenaufnahme) und Clampfit (fiir die Datenanalyse). Clampex berechnet anhand der Ant-
wort der Zellmembran auf einen Puls von 10 mV mehrere Werte automatisch, die in Tabelle

2.4 aufgefiihrt sind.
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Die Membrankapazitit C,, ist proportional zur Grofle der Zellmembran und daher ein geeig-
neter Parameter zur Messung der Zellgroe. Der Membranwiderstand R,,, sollte vor Zerrei-
Ben des Patches in der GroBenordnung von 109 - 101 () liegen, damit die anderen Messwerte
nicht falsch niedrig sind (vgl. hierzu Hamill et al. [73]). Der Zugangswiderstand R, und die
Zeitkonstante 7 sind proportional zueinander und beschreiben die Giite des Zugangs zum
Zytosol (d.h. je kleiner 7 und R,, desto besser der Zugang). Der Fehlerstrom Hold ist umge-
kehrt proportional zum Membranwiderstand vor Zerreilen des Patches und eignet sich zur

Kontrolle der Giite des Seals.

Tabelle 2.4: Parameter im Programm Clampex

Parameter Einheit Erkliarung

Cn [pF] Membrankapazitit
R, [GQ] Membranwiderstand
R, [MQ] Zugangswiderstand
T [us] Zeitkonstante

Hold [pA] Fehlerstrom

Pulsprotokolle

Ca?*-Strome wurden bei Raumtemperatur (22 °C) mit zwei unterschiedlichen Spannungs-
protokollen (siehe Abb. 2.4) evoziert: Protokoll A diente der Bestimmung von Strom-Span-
nungskurven. Mit Protokoll B wurde der maximale Strom bei 0 mV bestimmt. Dabei betrug
der Membranwiderstand R,,, vor Einreilen des Patches immer >1 G{). Der Zugangswider-
stand R, war immer <10 M(2 und wurde soweit wie moglich iiber die Software elektronisch

kompensiert, ohne im resultierenden Signal Oszillationen auszuldsen.

Bei Protokoll A erfolgte, ausgehend vom Ruhemembranpotential von —80 mV, ein 50 ms
langer Vorpuls auf —40 mV zur Deaktivierung des schnellen Natriumkanals. Diesem folgten
300 ms lange, stufenweise ansteigende Pulse zwischen —50 mV und 70 mV und ein 300 ms
langer Puls bei 0 mV. AbschlieBend folgte ein Puls von 50 ms bei —80 mV (siehe Abb.
2.4 A). Die Zyklusldnge zwischen den Wiederholungen betrug 4 s. Bei Protokoll B erfolgte,
ausgehend vom Ruhemembranpotential von —80 mV, ein 50 ms langer Vorpuls auf —40 mV

zur Deaktivierung des schnellen Natriumkanals, gefolgt von einem 300 ms langen Puls bei
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-80

Abbildung 2.4: Pulsprotokolle der PatchClamp-Messungen.
A) Protokoll zur Bestimmung von Strom-Spannungskurven. B) Protokoll zur Bestimmung des maxi-
malen Stromes bei OmV.

0 mV und einem abschlieBenden Puls von 50 ms bei —80 mV (siehe Abb. 2.4 B). Die Zyklus-

lange zwischen den Wiederholungen betrug 4 s.

Pro Zelle wurden mit Protokoll B zwanzig Wiederholungen ausgefiihrt und anschlieBend ei-
ne Messung mit Protokoll A. Dann wurde iiber den Mikromanipulator Extrazellularlosung
direkt neben der zu messenden Zelle appliziert, die zusitzlich Isoproterenol in einer Konzen-
tration von 1 uM enthielt. Nach einer Aquilibrierungszeit von drei Minuten bei konstantem
Fluss der Stimulationslésung wurden wiederum beide Pulsprotokolle angewendet, um Ca?*-

Strome unter Einfluss von Isoproterenol zu evozieren.

Datenanalyse

Die aufgezeichneten Strome wurden nach Versuchsende offline im Programm Clampfit ana-
lysiert und ausgewertet. Mit Protokoll A gemessene Strome wurden als Strom-Spannungs-
kurven fiir jede Zelle individuell in Clampfit dargestellt und anschlieBend arithmetisch ge-
mittelt. Zur Bestimmung der Inaktivierungszeiten 7y, und 7,5 wurden die mit Protokoll B
gemessenen Stromkurven zunichst fiir jede Zelle separat arithmetisch gemittelt. Anschlie-

Bend wurde der resultierende Graph durch Anwendung der Gleichung
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ft) = znj Ae VM4 C (2.2)

i=1
mit der Chebyshev-Methode an eine Exponentialfunktion angepasst. Danach wurden die

Werte fiir 7,5, und 7,5 pro Gruppe arithmetisch gemittelt.

Durch den Einsatz von Caesium anstelle von Kalium in Intra- und Extrazellularlésung gelang
die Isolation von Ca?*-Stromen, ohne dass potentiell storende Kaliumkanile aktiviert wur-
den. Die resultierenden Kurven aus Protokoll B wurden jeweils pro Zelle vor der weiteren

Analyse arithmetisch gemittelt.

2.6 Echokardiographie

In Zusammenarbeit mit der Core Facility des MDC wurden transthorakale Echokardiogra-
phien an den Tieren durchgefiihrt. Dafiir wurde das Vevo 2100 System (Visual Sonics) ver-
wendet. Die Tiere wurden mit 1,5 % Isofluran anisthesiert. Das Fell der ventralen Thorax-
wand wurde entfernt und das Tier auf einer Warmeplattform fixiert. Mit einer 30 MHz Sonde
(MS400 transducer) wurden mittels M- und B-Mode Wanddicken, fractional shortening (FS)
und Ejektionsfraktion (EF) bestimmt.

2.7 Molekularbiologie

2.7.1 Calcineurinaktivitat

Zur Messung der Calcineurin-Aktivitit wurde das kommerzielle Calcineurin Cellular Ac-
tivity Assay Kit (Enzo Life Sciences GmbH, USA) verwendet und den Herstellerangaben
entsprechend benutzt. Mit dem Kit ldsst sich die Phosphataseaktivitiit von Calcineurin in ei-

nem isolierten Gewebe colorimetrisch bestimmen.

Fiir diese Arbeit wurde myokardiales Gewebe aus 3 Monate und 12 Monate alten WT- und
KO-Tieren benutzt, deren Herz nach terminaler Analgosedierung exzidiert worden war. Das
Gewebe wurde mit einem Puffer lysiert. Uberschiissige Phosphatasen und Nukleotide im
Gewebe wurden iiber eine Entsalzungssidule entfernt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation
des Gewebes mit Phosphopeptiden. In einem Platereader wurde die Phosphatfreisetzung in

nmol aus dem Gewebelysat bei einer Wellenldnge von 600 nm in mehreren unterschiedli-
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chen Ansitzen quantifiziert: Zunichst wurde die gesamte Phosphataseaktivitit und anschlie-
Bend die Calcium-unabhiingige Phosphataseaktivitit durch Quantifizierung des freiwerden-
den Phosphats (PO,) bestimmt. Dies gelang durch Substratentzug (mittels EGTA) oder spe-
zifische Inhibition (mit Okadasdure). Durch Subtraktion der beiden Werte wurde die verblei-

bende Phosphataseaktivitidt ermittelt, die der Calcineurinaktivitit entspricht.

2.7.2 Proteinexpression von CamKiIlj

Die Experimente wurden nach einem etablierten Protokoll von einer technischen Assistentin
der AG Ropke durchgefiihrt (vgl. Protokoll von Cheng et al. [74]). Myokardiales Gewebe
aus drei Monate alten WT- und KO-Tieren, deren Herz nach terminaler Analgosedierung
exzidiert worden war, wurde mit einem Puffer lysiert. Je 30 ug Herzlysat pro Tier wurden auf
ein Acrylamidgel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und anschlieend auf eine PVDF-
Membran geblottet. Nach Blockung wurde die Membran mit einen monoklonalen CaMKIId-
Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) in der Verdiinnung 1:100 iiber Nacht
inkubiert. Die quantitative densitometrische Analyse erfolgte nach Visualisierung mit einem
Infrarot-Imager (LI-COR Imager, Odyssey, USA) mittels der zugehorigen Odyssey infrared

imaging software.

2.8 Laborparameter im Serum

2.8.1 Schilddriisenhormone

Zur Untersuchung der Schilddriisenfunktion wurden TSH, fT3 und fT, im Blut von zwolf
Monate alten Méusen untersucht. Dazu wurde den Tieren Blut entnommen. Durch Abzen-
trifugation der Erythrozyten wurde Serum gewonnen, welches schockgefroren und zur Fir-
ma Labor 28 geschickt wurde. Dort wurden mittels Electrochemilumineszenz-Immunoassay

(ECLIA) am cobas e Module® der Firma Roche TSH, fT5 und fT, im Serum bestimmt.

2.8.2 Endokrine Pankreasfunktion

Zur Untersuchung der endokrinen Pankreasfunktion wurde das C-Peptid im Blut von jungen
Miusen (3-6 Monate alt) untersucht. Dazu wurde den Tieren Blut entnommen. Durch Ab-

zentrifugation der Erythrozyten wurde Serum gewonnen, welches schockgefroren und zur
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Firma Laboklin geschickt wurde. Dort wurde mittels Enzyme Linked Immunosorbent As-

say (ELISA) die Konzentration von C-Peptid im Serum bestimmt.

2.9 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden unter Zuhilfenahme von Computerprogrammen analysiert: Die erste Re-
duktion und Auswertung der Daten erfolgte im zum jeweiligen Versuch gehorenden Pro-
gramm (ISOHEART, IonWizard und pClamp bzw. Clampfit). Anschliefend wurden Mittel-
werte nach MS Excel exportiert und im selben Programm sowie mithilfe des Statistikpro-
gramms Prism (GraphPad Software, Inc., CA, USA) statistisch ausgewertet. Zum Vergleich
von zwei Gruppen wurde der Student’s t-Test und bei Vorliegen von mehr als zwei Grup-
pen One-way-ANOVA angewendet. Zur Analyse des Langzeitiiberlebens wurde der Kaplan-
Meier-Schitzer mit dem Log-rank Test verwendet. p-Werte <0,05 wurden als signifikant
betrachtet. Ergebnisse sind als arithmetische Mittel £ Standardfehler (SEM, Standard Er-
ror of Mean) dargestellt, soweit nicht anders angegeben. Zur graphischen Darstellung der

Ergebnisse wurde das Programm Prism verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 KCNE2-Deletion fiihrt zu einer erhohten Mortalitat

In unserer Tierzucht lieB sich beobachten, dass einige Tiere friiher starben als andere. Diese
Tiere wurden ohne duBerliche Verletzungen oder Spuren eines Kampfes mit anderen Tieren
tot im Kéfig gefunden. Eine genauere Analyse der genotypspezifischen Todeszahlen ergab
einen signifikanten Unterschied zwischen den Uberlebenskurven: KO-Tiere starben signifi-

kant hdufiger als die Tiere der Kontrollgruppe (p=0,03).
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Abbildung 3.1: Kaplan-Meier Kurve fiir das Langzeitiiberleben.

kcne2”"-Tiere starben in unserer eigenen Zucht signifikant hiufiger als Heterozygote oder Wild-
typtiere im Beobachtungszeitraum von 14 Monaten (Log-rank Test, p=0,03). n=52 (kcne2*'*),
n=50 (kcne2*”), n=52 (kcne2”"), schwarz=kcne2*’*, rot-gestrichelt=kcne2*”, rot=kcne2™".

3.2 Deletion von KCNE2 flihrt zu einer verminderten systolischen

Funktion im isolierten Herz

Im Langendorff-Versuch wurde die Kontraktion isolierter Herzen aus kcne2”-Tieren im Ver-
gleich mit Wildtypherzen untersucht. Insgesamt wurden 10 WT-Tiere und 6 KO-Tiere un-
tersucht. Bei Thoraxer6ffnung und Entnahme der Herzen fiir die weiteren Versuche fiel eine
deutliche VergroBerung der Organe der kcne2”-Tiere auf: Abb. 3.2A veranschaulicht ex-
emplarisch die unterschiedliche Herzgro8e im WT und KO. Im Rahmen der Langendorft-
Versuche aufgezeichnete EKGs zeigten eine signifikante Verlingerung der QT-Zeit im KO
(p<0,05; s. Abb. 3.2B). Wihrend der Untersuchung eines KO-Herzens im Langendorff- Ver-
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such kam es unter Stimulation bei 500 bpm zu einer spontanen Episode einer Torsade-de-

pointes Tachykardie, die spontan terminierte (s. Abb. 3.2C).
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Abbildung 3.2: Phinotyp eines spontanen Herztodes in 12 Monate alten kcne2”-Tieren.

A) Herzen aus kcne2” -Tieren waren vergroBert (Skala: 1 mm). B) EKG-Auswertungen zeigten eine
verldngerte QT-Zeit in den Knockouttieren. n=8, *»p<0,05. C) Spontane Episode einer Torsade-de-
pointes Tachykardie im Langendorff-Experiment. WT'=kcne2*’*, KO=kcne2”".

Der systolische linksventrikuldre Druck war in den KO-Tieren signifikant verringert: Herzen
aus WT-Tieren erzeugten im Durchschnitt einen Druck von 65,6 mmHg, wihrend jene aus
der KO-Gruppe durchschnittlich 35,4 mmHg erreichten. Dies entsprach 53 % des Druckes
im WT (p=0,001; s. Abb. 3.3).

Auch die Maxima der Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit waren im KO ge-
geniiber dem WT verringert. Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit entspricht der ers-
ten Ableitung des Druckes iiber der Zeit in der Kontraktionsphase (dLVPdt,,,,,); die maxima-
le Relaxationsgeschwindigkeit entspricht der ersten Ableitung des Druckes iiber der Zeit in
der Entspannungspase (dLVPdt,,;,). In Herzen aus KO-Tieren betrug der basale dLVPdt,,,.
1507 mmHg/s. Das entsprach einer statistisch signifikanten Reduktion auf 54 % des Wertes
im WT, der bei 2873 mmHg/s lag (p=0,01; s. Abb. 3.4A). Auch der dLVPdt,,;,, war mit
—1017 mmHg/s gegeniiber dem Wert in den WT-Tieren (—2022 mmHg/s) signifikant verrin-
gert (p=0,005; s. Abb. 3.4B).

Die Durchblutung der Koronararterien unterschied sich nicht in den beiden Gruppen, wie
Abbildung 3.3B zu entnehmen ist. Im WT betrug der gemessene Koronarfluss 2,55 mL/min,
im KO 2,53 mL/min.
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Abbildung 3.3: Systolischer LV-Druck und Koronarperfusion in isolierten Herzen.

A) Herzen aus kcne2” -Tieren zeigten eine verschlechterte Pumpfunktion. Im Langendorff-Versuch
gemessene basale systolische linksventrikuldre Driicke bei isovolumetrischer Kontraktion unterschie-
den sich signifikant in beiden Gruppen. B) Die gemessene Perfusion der Koronargefife unterschied
sich nicht zwischen Herzen aus kcne2”-Tieren und der Kontrollgruppe. ns=nicht signifikant.

LVP: linksventrikuldrer Druck. **p<0,01. n=10 (kcne2**), n=6 (kcne2”"), schwarz=kcne2*’*, rot
=kcne2”; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.
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Abbildung 3.4: Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit in isolierten Herzen.
Signifikant verlangsamte Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit in Herzen aus kcne2” -
Tieren. A) Kontraktionsgeschwindigkeit. B) Relaxationsgeschwindigkeit. dLVPdt,,q; /min: Maxi-
maler/minimaler Wert der ersten Ableitung des LVP nach der Zeit. *p<0,05; **p<0,01. n=10
(kcne2**), n=6 (kcne2”"), schwarze Balken=kcne2**, rote Balken=kcne2”"; dargestellt sind arith-
metisches Mittel + Standardfehler.
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3.2.1 Systolische Funktion unter Stimulation mit Isoprenalin

Im zweiten Teil dieses Versuches wurden die Herzen nach Stimulation mit Isoprenalin unter-
sucht. Auch hierbei zeigten sich Differenzen zwischen Wildtyp und Knockout, jedoch ohne
statistische Signifikanz (p=0,10): Der durchschnittliche Druck unter Isoprenalinstimulation

betrug im WT 153,1 mmHg und im KO 87,5 mmHg (s. Abb. 3.5A).
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Abbildung 3.5: Isolierte Herzen im Langendorff-Versuch unter S-Stimulation.

Es zeigten sich Unterschiede in Herzen aus kcne2”-Tieren und kcne2*/*-Tieren bei Stimulation mit
100 nmol Isoprenalin, jedoch ohne statistische Signifikanz. A) Systolischer linksventrikularer Druck.
B) Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten. C) Koronarfluss. LVP: systolischer linksventri-
kuldrer Druck. dLVPdt,;, 4z /min: Maximaler/minimaler Wert der ersten Ableitung des LVP nach der
Zeit. n=6 (kcne2*’*), n=3 (kcne2”"), schwarze Balken=kcne2**, rote Balken=kcne2”"; dargestellt
sind arithmetisches Mittel &= Standardfehler.

Auch die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten unterschieden sich unter Einfluss
des S-Stimulators voneinander, jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,11 bzw. p=0,12):
Im WT betrugen die Kontraktionsgeschwindigkeit dLLVPdt,,,,,, 10 503 mmHg/s und die Re-
laxationsgeschwindigkeit dLVPdt,,,;,, —6093 mmHg/s, im KO waren es 4335 mmHg/s bzw.
—3103 mmHg/s (vgl. Abb. 3.5B).

Die Koronarperfusion war in in beiden Gruppen auch unter Stimulation anndhernd gleich

groB} (3,49 mL/min im WT und 3,29 mL/min im KO, p=0,73; vgl. dazu Abb. 3.5C).
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3.3 Kontraktion und Calciumgradienten im lonOptix-System

Die Kontraktionseigenschaften isolierter ventrikuldrer Kardiomyozyten wurden mit dem Ion-
Optix-System untersucht. Im ersten Versuchsschritt erfolgte die Messung der basalen Kon-
traktions- und Relaxationszeiten sowie des intrazelluldren Calciums wihrend mehrerer Kon-
traktionsvorgidnge. Danach wurden die Zellen mit Isoprenalin stimuliert und die Messungen

unter dieser Stimulation wiederholt.

3.3.1 Kontraktion isolierter Kardiomyozyten

Insgesamt wurden fiir die basalen Kontraktionsmessungen 63 Zellen aus acht KO-Tieren und
39 Zellen aus zehn WT-Tieren untersucht. Ein Vergleich der basalen Zellldnge ergab keinen

Unterschied zwischen beiden Gruppen (p=0,95; siehe Abb. 3.6A).
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Abbildung 3.6: Linge und prozentuale Verkiirzung isolierter Kardiomyozyten.

Myozyten von kcne2” -Tieren zeigten bei gleicher Ausgangslinge eine verschlechterte Kontraktilitit.
A) Im IonOptix-Versuch gemessene Zellldngen unterschieden sich nicht in beiden Gruppen (p=0,95).
B) Prozentuale Verkiirzung wihrend des Kontraktionsvorganges. Kcne2”"-Myozyten zeigten eine si-
gnifikant verringerte maximale Verkiirzungsfahigkeit. **p<0,01. n=39 (kcne2**), n=63 (kcne2”)
Zellen pro Gruppe, schwarze Symbole=kcne2**, rote Symbole=kcne2”; dargestellt sind arithmeti-
sches Mittel + Standardfehler.

Die Kontraktionsfihigkeit isolierter Zellen aus KO-Tieren war vermindert: Die Knockout-

Zellen zeigten im Vergleich mit der WT-Gruppe eine signifikant schlechtere prozentuale

Verkiirzung wihrend des Kontraktionsmaximums: Von ihrer Ausgangslinge verkiirzten sie
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sich unter maximaler Kontraktion im Mittel um 8,5 %, wihrend die WT-Zellen 10,8 % er-

reichten (p=0,009, sieche Abb. 3.6B).

Dariiber hinaus zeigten Myozyten aus kcne2” -Miusen eine verinderte Kontraktionskinetik:
Der gesamte Kontraktions-Relaxations-Zyklus war verldngert, was vor allem auf eine signi-
fikante Verldngerung der Relaxation der KO-Zellen gegeniiber dem WT zuriickzufiihren war.
Alle Werte fiir die time to baseline waren verldangert, wie in Abb. 3.7 zu erkennen ist. Hoch si-
gnifikant verlangsamt war dabei vor allem die zweite Hélfte des Relaxationszyklus: Die time
to baseline 90 % betrug im WT 194 ms, im KO dagegen 245 ms. Die KO-Zellen brauchten
also 26 % langer (p<0,0001) als die Zellen aus dem WT, um zu 90 % ihrer Ausgangslinge

zuriickzugelangen.
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Abbildung 3.7: Time to peak/baseline isolierter Kardiomyozyten.

Myozyten von kcne2”-Tieren zeigten eine verlangsamte Relaxation. Myozyten aus KO-Tieren
bendtigten fiir die Relaxation hoch signifikant mehr Zeit. *p<0,05,***%p<0,0001. n=39 (kcne2*’*),
n=63 (kcne2”") Zellen pro Gruppe, schwarze Symbole=kcne2**, rote Symbole=kcne2”"; dargestellt
sind arithmetisches Mittel &= Standardfehler.

3.3.2 Kontraktion unter Stimulation mit Isoprenalin

Die Stimulation mit Isoprenalin fiihrte bei vielen untersuchten Zellen zu einem verfriihten
Zelltod: Mehr als die Hélfte der auf diese Weise untersuchten Zellen starben wéhrend des
Versuches, so dass fiir die Auswertung nur 7 Zellen in der WT-Gruppe und 20 in der KO-

Gruppe zur Verfiigung standen.
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Abbildung 3.8: Prozentuale Verkiirzung isolierter Kardiomyozyten unter 5 Stimulation.

Bei Stimulation mit 100nM Isoprenalin nahm die prozentuale Verkiirzung zu. n=39 (kcne2*’*),
n=63 (kcne2”") Zellen pro Gruppe basal, n=7 (kcne2*’*), n=20 (kcne2”") unter Stimulation,
schwarz/grau=kcne2**, rote/hellrot=kcne2”"; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

Die Zellen beider Gruppen reagierten auf die Stimulation mit Isoprenalin mit einer Zunahme
der prozentualen Verkiirzung: Kardiomyozyten aus dem WT verkiirzten sich unter Stimula-
tion um 16,6 %, Zellen aus dem KO erreichten 16,8 % (siche Abb. 3.8). Die Kontraktionszy-
klen von WT- und KO-Tieren unterschieden sich bei -adrenerger Stimulation signifikant:
Hier waren wie schon bei den basalen Messungen die Zeiten fiir die zweite Hilfte der Rela-

xation (time to baseline 50 % und 90 %) im KO signifikant verldangert.
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Abbildung 3.9: Time to peak/baseline isolierter Kardiomyozyten unter 5-Stimulation.

Bei Stimulation mit 100nM Isoprenalin bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den bei-
den Genotypen in der Relaxationsphase. ns=nicht signifikant, *p<0,05 , **p<0,01, ****p<0,0001.
n=39 (kcne2**), n=63 (kcne2”") Zellen pro Gruppe basal, n=7 (kcne2*’*), n=20 (kcne2”") unter
Stimulation, schwarz/grau=kcne2+/ *+_ rote/hellrot=kcne2™”; dargestellt sind arithmetisches Mittel +
Standardfehler.
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Des Weiteren veridnderte sich die Relaxationsphase im WT und im KO unter Stimulation
gleichartig: In beiden Gruppen fiihrte die Isoprenalinstimulation gegeniiber den basalen Mes-
sungen zu einer verldngerten time to baseline 50 % und zu einer verkiirzten time to baseline
90 % (siehe Abb. 3.9). Die signifikanten Unterschiede zwischen KO- und WT-Zellen blieben
dabei bestehen.

3.3.3 Calciumgradienten in isolierten Kardiomyozyten

Fiir die Messungen des zytosolischen Calciums wéhrend der Kontraktion wurden 37 Zellen
aus zehn WT-Tieren und 58 Zellen aus acht KO-Tieren untersucht. AnschlieBend wurden
analog zum Kontraktionsversuch aus den gemessenen Ca’*-Transienten Zeiten fiir unter-
schiedliche Abschnitte des Kontraktions- und Relaxationszyklus bestimmt (time fo peak,

time to baseline).
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Abbildung 3.10: Intrazelluldres Calcium in isolierten Kardiomyozyten.

Eine Veridnderung des zytosolischen Calciums liefl sich nicht beobachten. A) Der diastolische Cal-
ciumgehalt war in Zellen aus WT- und KO-Tieren gleich gro3 (p=0,35). B) Weder die Zeit bis
zum Erreichen der maximalen Calciumkonzentration (p=0,85) noch C) die prozentuale Zunahme
der Calciumkonzentration (p=0,68) bei Kontraktion unterschieden sich. ns=nicht signifikant, n=37
(kcne2*'*), n=58 (kcne2”") Zellen pro Gruppe, schwarze Balken=kcne2*’*, Balken=kcne2”"; darge-
stellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

Der relative diastolische Calciumgehalt, dargestellt als R = % (s. Kapitel 2.4.2), betrug
im Wildtyp (WT) 1,55 und im Knockout (KO) 1,52; die beiden Gruppen zeigten keinen we-
sentlichen Unterschied (p=0,35; s. Abb 3.10A). Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
intrazelluldren Calciumkonzentration ist in Abb. 3.10B dargestellt. In beiden Gruppen war

die maximale Calciumkonzentration nach rund 40 ms erreicht und unterschied sich somit
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nicht (p=0,84). Dabei war auch die prozentuale Zunahme des Calciumgehalts der Zellen
wihrend der Kontraktion in beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich: Im WT nahm

die Calciumkonzentration um 20,7 % zu, im KO um 20,0 % (p=0,68; s. Abb. 3.10C).

Sowohl die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Calciumkonzentration unter Kontraktion
als auch die Riickkehr zum Ausgangswert in der Relaxationsphase unterschieden sich nicht
signifikant zwischen Zellen aus KO- und WT-Tieren (s. Abb. 3.11). Jedoch fiel eine nicht
signifikante Verlangerung der time to baseline 50 % im KO gegeniiber dem WT auf (p=0,13).

400+
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100+

Abbildung 3.11: Time to peak/baseline der Calcium-Transienten.

Die Zeiten fiir den Calciumgehalt in Myozyten aus kcne2”"-Miusen unterschieden sich nicht signifi-
kant von denen der Vergleichsgruppe. n=37 (kcne2**), n=58 (kcne2”") Zellen pro Gruppe, schwarze
Balken=kcne2**, Balken=kcne2”: dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

3.3.4 Calciumgradienten unter Stimulation mit Isoprenalin

Bei Stimulation mit Isoprenalin lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
aus den Ca®*-Transienten ermittelten Zeiten bei Kontraktion und Relaxation der WT- und
KO-Zellen beobachten. In beiden Gruppen fiihrte die Stimulation mit Isoprenalin zu einer
Verkiirzung der Relaxationsphase gegeniiber der basalen Messung in der jeweiligen Gruppe

(s. Abb 3.12).
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400~

300+
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Abbildung 3.12: Time to peak/baseline isolierter Kardiomyozyten basal und unter
[-Stimulation.

Bei Stimulation mit 100nM Isoprenalin zeigte sich kein signifikanter Unterschied der time to peak
oder der time to baseline zwischen den beiden Genotypen. n=37 (kcne2*’*), n=57 (kcne2”") Zellen pro
Gruppe basal, n=7 (kcne2*'*), n=20 (kcne2”") unter Stimulation, schwarze Symbole=kcne2*/*, graue
Symbole=kcne2*’*+100nM Isoprenalin, rote Symbole=kcne2”", hellrote Symbole=kcne2” +100nM
Isoprenalin; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

Zeit (ms)
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3.4 Ergebnisse der Patch-Clamp-Untersuchungen

3.4.1 Calciumstrome (LTCC) in Kardiomyozyten junger Tiere

Fiir die Bestimmung der Strom-Spannungskurven in den Patch-Clamp-Experimenten wur-
den insgesamt 10 Zellen aus Wildtyp-Tieren und 9 Zellen aus Knockout-Tieren mithilfe
des Pulsprotokolls A untersucht und nach oben beschriebener Datenreduktion in die Aus-
wertung aufgenommen. Bei 7 WT- und 5 KO-Zellen wurde zusétzlich eine Stimulation mit
Isoprenalin durchgefiihrt. Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der Zellisolation 3—6 Monate alt.

Abbildung 3.13 zeigt die resultierende Strom-Spannungskurve fiir den Calciumkanal.

Isolierte Kardiomyozyten aus kcne2” -Tieren zeigten einen groBeren Calciumstrom iiber die
Membran als die Zellen der Kontrollgruppe. Der Strom war bei Haltepotentialen zwischen
10mV und 40 mV signifikant groBer. Der maximale Stromfluss war in beiden Gruppen je-
weils bei einem Haltepotential von 10 mV messbar: Im WT waren dies —5,96 A/F und im

KO —-7,31 A/F.

Unter Stimulation mit Isoprenalin reagierten die Knockoutzellen besser als die Vergleichs-
gruppe: In den KO-Zellen kam es bei einer Spannung von 10 mV zu einer Zunahme um 80 %

(von —7,31 A/F auf —13,18 A/F). In den WT-Zellen waren es ca. 71 % (von —5,96 A/F auf
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Abbildung 3.13: VergroBerter Calciumstrom in isolierten Kardiomyozyten junger Tiere.
Strom-Spannungskurven in isolierten Ventrikelmyokardzellen bei Whole-cell Voltage Clamp Experi-
menten. A) Zellen aus kcne2” -Tieren zeigten eine signifikant vergroBerte Stromdichte bei Haltepo-
tentialen zwischen 10 mV und 40 mV. B) Unter Stimulation mit 100 nM Isoprenalin vergroferte sich
der Strom um 80 % im KO und um 70 % im WT. *p<0,05; n=10 (kene2**), n=9 (kcne2”") Zellen
(A) bzw. n=7 (kcne2*'*), n=5 (kcne2”") (B) pro Gruppe, schwarz=kcne2**, rot=kcne2”"; dargestellt
sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

—10,22 A/F). Auch die Kinetik des Schaltverhaltens der Calciumkanile war verdndert, wie
Abbildung 3.14 zu entnehmen ist. Die Inaktivierungszeit der Kanile war im KO gegeniiber
dem WT signifikant verldngert: Der Wert fiir 74,5 betrug 10,4 ms im KO gegeniiber 8,7 ms
im WT. Die 74, verlingerte sich um knapp 7ms von 72ms im WT auf 87,3 ms. Diese

Verldngerung war jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 3.14: KCNE2-Deletion fiihrte zu verlangsamter Inaktivierung.
Inaktivierungszeiten in isolierten Ventrikelmyokardzellen bei Whole-cell Voltage Clamp Experi-
menten. Zellen aus kcne2” -Tieren hatten eine signifikant verlangsamte Trast 1M Vergleich zu Zel-
len aus Wildtyptieren. *p<0,05; n=10 (kcne2*’*), n=9 (kcne2”) Zellen pro Gruppe, schwarze
Balken=kcne2**, rote Balken=kcne2”"; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.
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3.4.2 Calciumstrome (LTCC) in Kardiomyozyten alter Tiere

Fiir die Bestimmung der Strom-Spannungskurven in den Patch-Clamp Experimenten wur-
den insgesamt 12 Zellen aus Wildtyp-Tieren und 16 Zellen aus Knockout-Tieren mithilfe
des Pulsprotokolls A untersucht und nach oben beschriebener Datenreduktion in die Aus-
wertung aufgenommen. Bei 11 (WT) bzw. 14 (KO) Zellen wurde zusitzlich eine Stimu-
lation mit Isoprenalin durchgefiihrt. Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der Organentnahme
und anschlieBender Zellisolation 12—15 Monate alt. Abbildung 3.15 zeigt die resultierenden

Strom-Spannungskurven fiir den Calciumkanal.

-144 ':2" -144 ‘é"

Abbildung 3.15: Verminderter Calciumstrom in isolierten Kardiomyozyten alter Tiere.
Strom-Spannungskurven in isolierten Ventrikelmyokardzellen bei Whole-cell Voltage Clamp Expe-
rimenten. A) Zellen aus KO-Tieren hatten eine signifikant geringere Stromdichte bei einem Haltepo-
tential von 10 mV. B) Unter Stimulation mit 100 nM Isoprenalin vergroBerte sich der Strom um ca.
100 % im KO und um ca. 60 % im WT. *p<0,05; n=12 (kcne2**), n=16 (kcne2”") Zellen (A) bzw.
n=11 (kcne2*’*), n=14 (kcne2”) (B) pro Gruppe, schwarz= kcne2*’*, rot=kcne2”"; dargestellt sind
arithmetisches Mittel + Standardfehler.

Der Knockout von KCNE2 fiihrte in isolierten Kardiomyocyten zu einem verminderten
Strom iiber die Membran, der bei einem Haltepotential von 10 mV signifikant kleiner war.
Unter Stimulation mit Isoprenalin reagierten die Knockoutzellen besser als die Zellen der
Vergleichsgruppe. In der KO-Gruppe kam es bei einer Spannung von 10mV zu einer Zu-
nahme um ca. 100 % (—5,98 A/F zu —12,01 A/F), in der WT Gruppe waren es ca. 60 %
(=7,01 A/Fzu —11,01 A/F). Auch die Kinetik des Schaltverhaltens der Kanéle war veridndert.
Die Inaktivierungszeiten der Kanile war in der KO-Gruppe gegeniiber dem WT signifikant
verldngert: Der Wert fiir 74,5 war 10,84 ms im KO gegeniiber 8,82ms im WT. Dies ent-
spricht einer Verlidngerung der 7745 um 23 %. Die 74, verlidngerte sich um mehr als 10 ms

von 96,37 s im WT auf 106,74 ms.
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Abbildung 3.16: KCNE2-Deletion fiihrte zu verlangsamter Inaktivierung.
Inaktivierungszeiten in isolierten Ventrikelmyokardzellen bei Whole-cell Voltage Clamp Experimen-
ten. Zellen aus kcne2”"-Tieren hatten eine signifikant verlangsamte Tfast Und eine signifikant ver-
langsamte 7., im Vergleich zu Zellen aus Wildtyptieren. *p<0,05; n=10 (kcne2*'*), n=9 (kcne2”)
Zellen pro Gruppe, schwarze Balken=kcne2*/*, rote Balken=kcne2”; dargestellt sind arithmetisches
Mittel + Standardfehler.

3.5 Echokardiographie

Um die bereits makroskopisch sichtbare Vergroerung der Herzen der KO-Tiere genauer zu
definieren sowie die im isolierten Herzen und in der Einzelzellmessung dokumentierte Kon-
traktionsschwiche in vivo zu messen, wurden mithilfe der transthorakalen Echokardiogra-
phie (TTE) die Herzen von fiinf jeweils 9 Monate alten Tieren der WT- und der KO-Gruppe
untersucht. AnschlieBend wurden an 12 Monate alten Tieren mittels TTE die Herzen von 23

Tieren pro Gruppe untersucht.

3.5.1 Echokardiographie in 9 Monate alten Tieren

Im KO waren sowohl die Hinterwand des linken Ventrikels (p=0,009) als auch das Septum
in der Diastole (p=0,02) signifikant dicker als im WT (s. Abb. 3.17A).

Der ventrikuldre Innendurchmesser war nicht signifikant verindert, es zeigte sich aber ein
etwas groferer diastolischer und ein etwas geringerer systolischer Innendurchmesser des
linken Ventrikels im KO gegeniiber dem WT. AuB8erdem waren sowohl die linksventrikulédre
Masse (LV Masse, p=0,006) als auch der Quotient von LV Masse zu Korpergewicht (p=0,03)
im KO signifikant groer als im WT (s. Abb. 3.17C). Die Ejektionsfraktion und prozentua-

le systolische Verkiirzungsfraktion (im Folgenden FS genannt) waren in beiden Gruppen
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Abbildung 3.17: Transthorakale Echokardiographie 9 Monate alter Tiere.

A) Im KO ist eine signifikante Zunahme der Wanddicken (LVSd, LVPWs) zu beobachten. B) LVEF
und FS sind in beiden Gruppen nahezu gleich grof3. C) Die LV Masse und der Quotient aus LV Masse
und Korpergewicht sind im KO signifikant vergroBert. ¥p<0,05; **¥p<0,001; n=4 (kcne2*’*), n=5
(kcneZ'/ ), LVSd/s: Linksventrikuldres Septum, diastolisch/systolisch; LVIDd/s: linksventrikulédrer In-
nendurchmesser, diastolisch/systolisch; LVPWd/s: Linksventrikuldrer Hinterwanddurchmesser, dia-
stolisch/systolisch; FS: fractional shortening; LVEF: Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; LV: Linker
Ventrikel; schwarze Balken=kcne2*’*, rote Balken=kcne2”"; dargestellt sind arithmetisches Mittel +
Standardfehler.

anndhernd gleich grof3 (s. Abb. 3.17B).

3.5.2 Echokardiographie in 12 Monate alten Tieren

Hier zeigte sich ein im Vergleich mit den Ergebnissen aus den 9 Monate alten Tieren erheb-
lich anderes Bild: Die Herzen aus den 12 Monate alten KO-Tieren zeigten eine exzentrische
Dilatation. Die Wanddicken im KO waren im Alter von 12 Monaten verringert: Die links-
ventrikuldre posteriore Wand war sowohl in der Diastole (p=0,03) als auch in der Systole
(p=0,01) im KO signifikant diinner als im WT. Der Innendurchmesser des linken Ventrikels
(LVID) war iiber den gesamten Kontraktions-Relaxationszyklus hoch signifikant vergroBert
(p<0,001); er nahm diastolisch und systolisch um mehr als 0,5 mm zu (s. Abb. 3.18A). Auch
die diastolische Septumdicke war in den 12 Monate alten KO-Tieren signifikant kleiner als
in den 9 Monate alten: Sie sank von 0,96 mm auf 0,83 mm (p=0,01).

Dartiber hinaus lie3en sich Zeichen der Herzinsuffizienz im KO beobachten: Sowohl die EF
als auch das FS waren in den 12 Monate alten KO-Tieren signifikant niedriger als im WT.
Die mittlere EF war im KO mit einem Wert von 50 % signifikant kleiner als diejenige im WT

(57 %, p=0,03). Auch das FS verringerte sich von 29 % im WT auf 24,8 % im KO (p=0,02,
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Abbildung 3.18: Transthorakale Echokardiographie 12 Monate alter Tiere.

A)Im KO waren Zeichen der Herzinsuffizienz erkennbar: Der ventrikuldre Innendurchmesser
(LVID) war hochsignifikant vergroBert, wihrend der Durchmesser der Hinterwand (LVPW) si-
gnifikant abnahm. B) Auch linksventrikuldre Auswurffraktion (LVEF) und prozentuale systolische
Verkiirzungsfraktion (FS) waren im KO signifikant verringert. C) Die linksventrikuldre Masse und der
Quotient aus LV Masse und Korpergewicht sind im KO signifikant vergroBert. *p<0,05; ***p<0,001;
n=23 (kcne2*"*), n=23 (kcne2”") , Abk. und Beschriftungen wie in Abb. 3.17.

s. Abb. 3.18B). Analog zu den 9 Monate alten Tieren waren sowohl die linksventrikulédre
Masse (LV Masse) als auch der Quotient von LV Masse zu Korpergewicht im KO signifikant
grofer als im WT (s. Abb. 3.18C). Dies war jedoch nach 12 Monaten weniger stark ausge-

préagt als nach 9 Monaten.
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Abbildung 3.19: LVEF und FS in 12 Monate alten Tieren.

Unterteilung in reduzierte und normale Werte fiir Ejektionsfraktion und Fractional shortening.
A) Linksventrikulire Ejektionsfraktion in kcne2*/*- und kcne2” -Tieren. Linke Balken = alle Tie-
re, rechte Balken = alle Tiere mit EF<45 %. B) FS in kcne2*’*- und kcne2” -Tieren. Linke Balken
= alle Tiere, rechte Balken = alle Tiere mit FS<25 %. *p<0,05; weifse Zahlen = Tiere pro Gruppe,
FS: fractional shortening; LVEF: left ventricular ejection fraction; schwarze Balken=kcne2**, rote
Balken=kcne2”"; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.
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Auffillig bei der Betrachtung der Ergebnisse fiir EF und FS war die Tatsache, dass es in der
Gruppe der 12 Monate alten KO-Tiere wesentlich mehr Tiere gab als in der WT-Gruppe, die
eine mittelgradig eingeschrinkte LVEF zeigten. Diese Grenze wurde, der gingigen Konven-
tion entsprechend, bei <45 % fiir die EF und bei <25 % fiir das FS angelegt. 7 KO-Tiere und
lediglich 2 WT-Tiere fielen unter diese Grenze. Das entspricht einem Anteil von 30 % im KO
gegeniiber 9 % im WT (s. Abb. 3.19).

3.6 Molekularbiologie

3.6.1 Calcineurinaktivitat in jungen kcne2”-Tieren

Mithilfe des Calcineurin Cellular Activity Assay Kits wurde die kardiale Calcineurinaktivitit
von jungen und alten Tieren verglichen. Dazu wurde in lysiertem Herzgewebe die Phosphata-
seaktivitit von Calcineurin colorimetrisch bestimmt. In der Gruppe der jungen Tiere wurden
jeweils die Herzen von fiinf KO- und fiinf WT-Tieren untersucht. Die Tiere waren zum Zeit-
punkt der Organentnahme 3 Monate alt. In diesen Herzen zeigte sich im KO eine signifikant

erhohte Calcineurinaktivitit gegeniiber dem WT (p=0,01, s. Abb. 3.20A).
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Abbildung 3.20: Calcineurinaktivitdt in jungen und alten Tieren.

A) In 3 Monaten alten kcne2” -Tieren war die Calcineurinaktivitit signifikant erhoht; in 12 Monate
alten kcne2”-Tieren (B) war sie signifikant verringert. n=5 (A) bzw. n=3 (B) Tiere pro Gruppe,
#p<0,05; schwarze Balken=kcne2**, rote Balken=kcne2”; dargestellt sind arithmetisches Mittel +
Standardfehler.

In der Gruppe der 12 Monate alten Tiere wurden drei Tiere pro Gruppe untersucht. Hier
zeigte sich das umgekehrte Bild (s. Abb. 3.20B): Die Calcineurinaktivitit war im KO im
Vergleich zum WT nicht erhoht, sondern vermindert: Die WT-Herzen setzten im Mittel um
den Faktor 4 mehr PO, frei als die Herzen aus den KO-Tieren. Dies war ein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen (p=0,04).
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3.6.2 CaMKIls-Expression in jungen kcne2”-Tieren

Die Expression von CaMKII) wurde in lysiertem Herzgewebe 3 Monate alter Tiere be-
stimmt. Die Proteinexpression im Knockout wurde in das Verhiltnis gesetzt mit der Protein-
expression im Wildtyp, fiir welche der Wert auf 1 festgelegt wurde. Abb. 3.21A zeigt die
relative Proteinexpression von CaMKIIJ, Abb. 3.21B den Western Blot. In kcne2” -Tieren
war die Expression von CaMKII) zweieinhalbmal so grofl wie in den WT-Tieren und damit

signifikant erhoht (p=0,003).
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Abbildung 3.21: Expression der CaMKII¢ in 3 Monate alten Tieren.

A) Relative Proteinexpression von CamKIId in Herzen von 3 Monaten alten Tieren. In kcne2”"-Tieren
war die relative Expression von CaMKIIé signifikant erhoht. B) Exemplarischer Westernblot; aufge-
tragen sind CaMKII§ und GAPDH als Kontrolle. n=5, **p<0,01; schwarze Balken=kcne2**, rote
Balken=kcne2”; dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

3.7 Laborparameter im Serum

3.7.1 Hyperinsulinamie in jungen kcne2’-Tieren

Mittels ELISA wurden von der Firma Laboklin die Konzentrationen von C-Peptid im Serum
von 3 Monate alten Tieren gemessen. C-Peptid ist ein Spaltprodukt des Proinsulins, das
bei der Aktivierung des Hormons Insulin entsteht. Aufgrund seiner lingeren Halbwertszeit
wird es bei der Messung der Insulinspiegel im Blut bevorzugt bestimmt. Abb. 3.22 zeigt
die Konzentration von C-Peptid im Serum von jungen WT- und KO-Tieren. Die C-Peptid-
Spiegel waren in jungen kcne2” -Tieren bei Vergleich mit den WT-Tieren signifikant erhdht
(p=0,03). Das bedeutet, dass kcne2” -Tiere im Alter von 3 Monaten eine Hyperinsulinimie

zeigten.
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Abbildung 3.22: Konzentration von C-Peptid im Serum von 3 Monate alten Tieren.

In 3 Monaten alten kcne2” -Tieren war die Konzentration von C-Peptid im Serum signifikant erhoht.
n=5, **p<0,01; schwarze Balken=kcne2**, rote Balken=kcne2”"; dargestellt sind arithmetisches Mit-
tel + Standardfehler.

3.7.2 Euthyreose in 12 Monate alten kcne2”"-Tieren

Mittels ECLIA wurden von der Firma Labor 28 die Konzentrationen von TSH, fT; und T4

im Serum von 12 Monate alten kcne2”"-Tieren und Wildtypkontrollen gemessen.
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Abbildung 3.23: Konzentration von TSH, {T5 und fT4 im Serum von 12 Monate alten Tieren.
12 Monate alte kcne2”-Tiere zeigten keine verdnderten Konzentrationen von TSH, T3 oder fT4 im
Serum. Die Tiere waren euthyreot. (A) n=17 (kcne2**), n=10 (kcne2”), (B) n=19 (kcne2**), n=21
(kene2”") und (C) n=19 (kcne2**+), n=20 (kcne2™”), schwarze Balken=kcne2*'*, rote Balken=kcne2™’;
dargestellt sind arithmetisches Mittel + Standardfehler.

Abb. 3.23 zeigt die Konzentrationen von TSH, T3 und fT4 im Serum von WT- und KO-
Tieren. Sowohl das TSH als auch die peripheren Schilddriisenhormone fT; und fT,4 unter-
schieden sich nicht signifikant voneinander in beiden Gruppen. Die kcne2”"-Tiere waren im

Alter von 12 Monaten ebenso wie die WT-Tiere euthyreot.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Mausmodell die Auswirkung der KCNE2-Dele-
tion auf die kardiale Funktion untersucht. Dazu wurde eine KCNE2-Knockout-Mauszucht
etabliert, in welcher mittels unterschiedlicher Methoden die Ausprigung eines kardialen
Phénotyps dieses Knockouts in jungen (3-6 Monate) und alten (12-15 Monate) ménnlichen

Knockout-Miusen untersucht und mit Wildtyp-Kontrollen verglichen wurde.

Ziel der Arbeit war der Beweis der Hypothese, dass der Knockout von KCNE2, einer re-
gulierenden Untereinheit spannungsgesteuerter Kaliumkanéle, die Ursache einer im Alter
auftretenden Herzinsuffizienz ist. Des Weiteren sollten zugrunde liegende Ursachen und Me-

chanismen genauer charakterisiert werden.

Der Knockout (KO) von KCNE2 fiihrte in unserer Zucht zu einer erhohten Sterblichkeit.
Circa 50 % der Tiere verstarben spontan im hoheren Alter (siehe Abb. 3.1). Neben einer
Verldngerung der QT-Zeit im Alter (sieche Abb. 3.2 B) sowie dem Nachweis von einzelnen
potentiell letalen Herzrhythmusstorungen (siehe Abb. 3.2 C) zeigte sich fiihrend eine struk-
turelle bzw. funktionelle kardiale Dysfunktion sowohl in vivo als auch in vitro auf zelluldrer

Ebene.

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass der KO von KCNE2 zu einer ver-
minderten kardialen Kontraktilitédt fiihrt: Der linksventrikuldre Druck in isolierten Herzen
war im Langendorff-Experiment vermindert. Mit dem IonOptix-System wurde eine geringe-
re maximale Verkiirzung sowie eine verlidngerte Relaxationsphase isolierter Kardiomyozyten
nachgewiesen. Eine Anderung des intrazelluliren Calciumgehalts oder signifikant verinderte
Calciumtransienten konnten nicht beobachtet werden. Durch Anwendung der Whole-cell
Voltage Clamp-Technik an isolierten ventrikuldren Kardiomyozyten fand sich jedoch ei-
ne verdnderte Funktion des L-Type Calcium Kanals: Junge KO-Tiere zeigten hierbei einen
erhohten Stromfluss tliber den LTCC (I¢,) sowie verlidngerte Inaktivierungszeiten des Ka-
nals. Der durch den Kanal flieBende Strom Ic,; war in alten Tieren hingegen signifikant

verringert.
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Echokardiographische Messungen (transthorakale Echokardiographie, TTE) konnten eine
verminderte Pumpfunktion sowie eine Dilatation in den 12 Monate alten kcne2”-Tieren in
vivo bestitigen. 30 % dieser Tiere zeigten echokardiographisch eine mindestens mittelgradig
eingeschrinkte linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF<45 %). Kontrollmessungen in 9
Monate alten Tieren (ergidnzend zu den bekannten Daten aus 6 Monate alten Tieren, vgl.
Roepke eral. 2008 [66]) ergaben zu diesem friiheren Zeitpunkt eine normwertige LVEF bei

einer kardialen Hypertrophie und beginnender Dilatation des linken Ventrikels.

Auf molekularer Ebene konnten Verdnderungen in Calcium-abhingigen Hypertrophie path-
ways gezeigt werden: So fand sich eine veridnderte Calcineurinaktivitit sowie eine Hochre-

gulation der Calmodulin-Kinase II (CaMKII).

Auf diese Weise konnte erstmalig gezeigt werden, dass der Knockout von KCNE2, einer
Untereinheit von Kaliumkanilen, zu einer kardialen Hypertrophie und einer Herzinsuffizienz

fiihren kann.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Das kcne2’-Mausmodell

Der Knockout eines definierten Gens im murinen Organismus ist eine hdufig angewendete
Methode zur Untersuchung der Funktion des Gens. Bei der Verwendung eines Knouckout-
Mausmodells zur Kldrung moglicher Ursachen der Herzinsuffizienz im Menschen stellt sich
die Frage, inwieweit sich die gewonnenen Erkenntnisse auf den menschlichen Organismus
tibertragen lassen. Zwar ist die basale Physiologie von murinem und humanem Herz &hnlich,
aber trotzdem gibt es wichtige Unterschiede zwischen beiden Spezies: Die Herzfrequenz ist
in der Maus bis zu zehn Mal hoher, was mit einer viel kiirzeren Dauer der Ionenfliisse iiber
die Membran einhergeht [75]. Auch die Form des Aktionspotentials (AP) unterscheidet sich
zwischen Maus und Mensch; das AP der Maus zeigt nach Depolarisierung keine Plateau-
phase. Dies ist bedingt durch unterschiedliche repolarisierende Kaliumstrome: Zum Beispiel
markiert der Kaliumstrom I, in der Maus den Beginn den Repolarisierungsphase, wihrend
er im Menschen die kurze repolarisierende Phase vor dem Plateau vermittelt (vgl. Abb. 1.2).

Aufgrund eines anderen Expressionsmusters der Kanalproteine wirken als repolarisierende
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Kaliumstrome in der Maus vor allem Ik gow1 und Ig gow2 anstelle der humanen Strome Ik,

und I [76].

Trotz der nicht unerheblichen Unterschiede zwischen Maus und Mensch bleibt das genetisch
manipulierte Mausmodell eine der wichtigsten Quellen fiir Erkenntnisse in der Pathogene-
se zahlreicher Erkrankungen. Insbesondere kardiale Erkrankungen — und darunter vor allem
die Herzinsuffizienz — sind gekennzeichnet durch ein strukturelles, elektrisches und moleku-
lares Remodeling, das sich ausschlieBlich in vivo untersuchen lédsst [75]. Beachtet man bei
der Interpretation der gewonnenen Ergebnisse die Limitationen, die jedem Versuchsmodell
(einschlieBlich der genetisch verdnderten Maus) immanent sind, bleibt das transgene Maus-
modell eine der erfolgversprechendsten Methoden, um pathologische kardiale Prozesse zu

untersuchen und zu verstehen.

Das in dieser Arbeit untersuchte Mausmodell ist ein globaler Knockout von KCNE2 (vgl.
Roepke et al. [53]). Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass Auswirkungen des Knock-
outs, die am Herzen sichtbar werden, die kardiale Reaktion auf eine fehlende KCNE2-
Funktion in einem anderen Organ sind. SchlieBlich ist die Wirkung von KCNE2 nicht nur
im Herz, sondern auch an weiteren Organen beschrieben worden, unter anderem im Magen
und in der Schilddriise [54, 59]. Kiirzlich zeigten Hu et al., dass die KCNE2-Deletion zu ei-
nem Syndrom mit vielen unterschiedlichen Pathologien im gesamten Organismus fiihrt: Die

KO-Tiere hatten eine Dyslipiddmie, Diabetes mellitus sowie eine Andmie [64].

Zusammenfassend ist der globale Knockout ein Modell, das zwar gewisse Schwichen hat,
aber insgesamt gut geeignet ist, um die kardiale Funktion in ihrer gesamten Komplexitét

innerhalb eines Organismus nach KCNE2-Deletion zu untersuchen.

4.2.2 Funktionelle Methoden

Die Kontraktionskraft isolierter Herzen wurde in einem Langendorff-Aufbau gemessen, in
dem das schlagende Herz in einer kontrollierten Umgebung untersucht werden kann. Durch
die Kontrolle der Versuchsbedingungen (u.a. Vorlast, Nachlast, Temperatur) ist dieser ex-
perimentelle Ansatz gut geeignet, um die Herzfunktion zu analysieren. Potentiell storende
Einfliisse anderer Organe lassen sich durch die isolierte Untersuchung des Herzens konse-

quent eliminieren [68]. Beispielsweise konnten Braz et al. mit dieser Methode die verbesserte
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Kontraktilitdt nach Deletion der Proteinkinase Ca zeigen [77]. Ein Nachteil der Methode ist,
dass es sich um ein ex vivo Experiment und damit um eine prinzipiell sterbende Préiparation
handelt [68, 78]. Dies ist jedoch in der vorliegenden Arbeit nachrangig, da der Versuch ledig-
lich dem Vergleich von kcne2” -Tieren mit Wildtyptieren diente und nicht der Bestimmung
absoluter Werte. Insbesondere in Kombination mit den Daten aus den TTE-Messungen ist
das Langendorff-Modell ein geeigneter Ansatz, um die basale Herzfunktion nach KCNE2-

Deletion zu untersuchen.

Lingendnderung und Calciumgehalt von stimulierten Kardiomyozyten wurden mit dem Ion-
Optix-System wihrend der Kontraktion gemessen. Diese Messungen sind ein wichtiger Be-
standteil und ein breit angewendetes Werkzeug der Charakterisierung der Herzinsuffizienz
in Tiermodellen [34, 79, 80]. Die Calciumkonzentration wurde durch Messung der wech-
selnden Emissionsspektra von Fura-2 AM bestimmt. Mit dieser Methode lisst sich freies
Calcium im Zytosol wihrend der Systole und der Disatole bestimmen [72]. Allerdings ist es
dabei nicht moglich, Aussagen iiber bestimmte Subkompartimente (wie z. B. das Sarkoplas-
matische Retikulum (SR)) zu treffen. Dies ist im Hinblick auf eine ggf. verminderte Fiillung
des SR besonders interessant (s. unten). Daher sollte in weiterfithrenden Experimenten ei-
ne genauere Untersuchung des SR angestrebt werden, zum Beispiel durch Verwendung von

Koffein zur Stimulation der SR-Entleerung (vgl. Varro et al. [81]).

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 KCNE2-Deletion flihrt zu einer Calcium-induzierten
Hypertrophie und einer Herzinsuffizienz mit teils letalem

Ausgang im Alter

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Deletion von KCNE2 in der
Maus im Alter von 12 Monaten zu einer gestorten kardialen Funktion fiihrt: Im isolierten
Herz wurde eine signifikant verringerte linksventrikuldre Pumpfunktion nachgewiesen. Auch
auf der Ebene isolierter Zellen war eine Funktionseinschriankung beobachtbar: Die Kontrak-
tion dieser Zellen war verringert und die Relaxation dauerte ldnger. Dariiber hinaus war die
Mortalitét in der KO-Gruppe gegeniiber der Vergleichsgruppe signifikant erhoht. Die néchst-

liegende Erklédrung fiir diese Beobachtungen ist eine im Alter auftretende Herzinsuffizienz.
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Um den Verdacht einer Herzinsuffizienz zu erhirten, wurden die Tiere echokardiographisch
untersucht. Mittels TTE konnte — zusétzlich zu einer signifikanten linksventrikuldren Dila-
tation — in vivo eine Reduktion von EF und FS nachgewiesen werden. Bei 30 % der KO-

Tiere zeigte sich eine mindestens moderat eingeschrinkte LVEF<45 % (FS<25 %).

Wie ist die Entwicklung einer Herzinsuffizienz im Alter zu erkldren? In jungen Tieren liegt
nach KCNE2-Deletion keine strukturelle Herzerkrankung vor; die Tiere zeigen lediglich eine
verldngerte Dauer des Aktionpotentials, wie Ropke et al. in einer friitheren Arbeit nachwei-
sen konnten [66]. Mit der verlidngerten Aktionspotentialdauer ist es denkbar, dass auch die
Calciumhomoostase wihrend der Zellerregung verédndert ist. Hier zeigte sich tatsdchlich ei-
ne groflere Stromdichte iiber den L-Type Calcium-Kanal (L-Type Calcium Channel, LTCC)
sowie eine signifikant verlidngerte Inaktivierungszeit 74, des Kanals in 3-6 Monate alten

KO-Tieren.

Des Weiteren leitete der LTCC in diesen Tieren mehr Strom. Ein erhohter Calciumeinstrom
tiber den LTCC wurde in unterschiedlichen Modellen mit pathologischen Umbauprozessen
in Verbindung gebracht (siche Review von Richard et al. [82]). Der in jungen Tieren beob-
achtete erhohte Strom iiber den LTCC konnte also der Ausloser fiir ein hypertrophes Remo-
deling sein, das iiber eine initiale Hypertrophie schlieBlich zu einer dilatativen Kardiomyo-
pathie fiihrt. Bestitigt werden konnte diese Hypothese durch den Nachweis einer vermehrten
Calcineurinaktivitit in jungen KO-Tieren sowie eine vermehrte Expression von CaMKIIJ,

einer weiteren Calcium-abhédngigen Kinase.

Fluoreszenzmessungen an isolierten Kardiomyozyten aus kcne2” -Tieren zeigten zwar kei-
ne signifikant verdnderten Calciumtransienten wihrend der Systole in alten KO-Tieren, ob-
gleich die systolischen Calciumtransienten (wenn auch nicht signifikant) gering niedriger
waren als im WT. Im Alter fand sich jedoch auch eine verminderte Stromdichte iiber den
LTCC. Dies ist interessant, da sich auf zelluldrer Ebene eine gestorte Kontraktion und eine

gestorte Relaxation nachweisen lief3.

Die postulierte Hypertrophie als Zwischenstufe lief3 sich echokardiographisch in neun Mona-

te alten kcne2” -Tieren zeigen: Das Septum und die Hinterwand des linken Ventrikels (LV)
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waren signifikant dicker als in kcne2**-Tieren, die LV Masse sowie das Verhiltnis Herz/
Korpergewicht waren erhoht. Die endsystolisch und enddiastolisch gemessenen Innendurch-
messer des LV (LVIDs und LVIDd) waren jedoch noch nicht verdndert. Dies entspricht einer
linksventrikuldren Hypertrophie ohne Dilatation. Diese Hypertrophie schreitet im Verlauf zu
einer LV-Dilatation voran: In 12 Monate alten Tieren waren die linksventrikuldren Durch-
messer hoch signifikant vergroert, wihrend die Hinterwand des LV signifikant diinner war.
Bei 30 % der 12 Monate alten kcne2” -Tiere (7 aus 23) lieB sich echokardiographisch eine
LVEF<45 % nachweisen — im Vergleich zu nur 10 % der WT-Tiere (2 aus 23).

Der globale Knockout von KCNE?2 bewirkt also bereits friihzeitig die Initiierung von Calci-
um-abhingigen Hypertrophie pathways; dies ldsst sich strukturell in vivo nach ca. 9 Monaten
nachweisen. Im Verlauf geht diese Hypertrophie in eine dilatative Herzinsuffizienz iiber,

welche sich ab einem Lebensalter von 12 Monaten manifestiert.

4.3.2 Intrakardiale Faktoren, die an der Pathogenese der

Herzinsuffizienz beteiligt sein konnten

Storung der intrazellularen Ca?*-Homoostase

Ein hédufig beobachtetes Phanomen bei Herzinsuffizienz ist eine gestorte elektromechanische
Kopplung durch Stérung der Calciumhomdoostase: Der Calciumtransient bei Exzitation der
Zelle hat eine verringerte Amplitude, dauert ldnger an und hat einen verlangsamten Abfall
[83]. Dies macht sich in einer verminderten Kontraktilitit und einer verminderten EF be-

merkbar; gleichzeitig ist das enddiastolische Calcium erhoht [83].

Dies konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden: Die Untersuchung des intrazel-
lulldren Calciumgehalts der Kardiomyozyten aus 12 Monate alten Tieren zeigte keine Ver-
dnderung nach KCNE2-Deletion gegeniiber WT-Kontrollen (siehe Abb. 3.10 und 3.11). Ei-
ne mogliche Erkldrung dafiir konnte sein, dass die intrazelluldre Calciumhomdoostase zwar
gestort ist — aber diese Storung bei Betrachtung des gesamten intrazelluldren Calciums nicht
sichtbar ist, da sie sich nur in kleinen Bereichen abspielt: Der Calciumgehalt in sog. Mi-
crodoménen (Microdomains) konnte gestort sein. Microdomains sind definiert als ein durch
Calcium ausgelostes Signalereignis an einer spezifischen Lokalisation innerhalb der Zelle

[84, 85]. Eine solche Microdomain ist der Raum zwischen Sarcolemma und junctionaler
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Membran des Sarcoplasmatischen Retikulums, in dem sich der LTCC und der Ryanodin-
Rezeptor (RyR) befinden. Despa et al. zeigten kiirzlich, dass sich die Calciumkonzentration
in diesem junctionalen Spalt von der im restlichen Zytosol unterscheidet [86]. Indirekte Hin-
weise sprechen dafiir, dass lokales Calcium in diesem Umfeld auch an der Aktivierung von
Calcineurin oder CaMKII beteiligt ist [87], welche wiederum wichtig in der Pathogenese der

Herzinsuffizienz sind (s. unten).

Zudem fand sich im Gegensatz zu den jungen KO-Tieren eine verminderte Stromdichte iiber

den LTCC. Dies ist in verschiedenen Herzinsuffizienzmodellen beschrieben worden [88, 89].

Gestorte Funktion des Sarkoplasmatischen Retikulums

Eine weitere mogliche Ursache fiir die beobachtete Herzinsuffizienz in alten kcne2” -Tieren
ist eine gestorte Funktion des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Dies kann sowohl durch

ein Leck im SR (sog. leaky SR) oder eine verminderte Fiillung des SR bedingt sein.

Der Begriff leaky SR bezeichnet eine erhohte diastolische Calciumkonzentration, die durch
eine gestorte Funktion des Ryanodin-Rezeptors (RyR) verursacht wird [44]. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der RyR durch CaMKII phosphoryliert wird [90]. Die Phosphorylierung
fiihrte zu einer Anderung der Offenheitswahrscheinlichkeit und damit zu einem Calcium-
fluss aus dem Sarkoplasmatisches Retikulum (SR) in das Zytosol wihrend der Diastole
[83, 90]. Zwar wurde in dieser Arbeit keine erhohte diastolische Calciumkonzentration ge-
messen. Da aber eine erhohte Aktivitidt der CaMKII in den Kardiomyozyten nachgewiesen
werden konnte, ist es nicht auszuschlieBen, dass die Funktion des RyR, ausgeldst durch ei-
ne CaMKII-bedingte Phosphorylierung, gestort ist. Daher sollte in kommenden Studien im
kcne2”-Tiermodell die Funktion und der Phosphorylierungsgrad des Ryanodin-Rezeptors

untersucht werden.

Erste Messungen von Calcium Sparks und Waves mittels konfokaler Mikroskopie in unserer

Arbeitsgruppe zeigten hier eine deutliche Zunahme der Frequenz beider Signale im KO.
Eine verminderte Fiillung des SR fiihrt zu einer verminderten Ausschiittung von Calcium

aus dem SR wiahrend der Kontraktion. Dies vermindert die Kontraktionskraft der Kardio-

myozyten, da weniger Calcium fiir die Bindung an die kontraktilen Proteine bereitsteht. Bei
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Herzinsuffizienz lésst sich eine solche verminderte Ausschiittung von Calcium aus dem SR
beobachten [91]. Ursache dafiir kann einerseits ein Defekt am RyR oder eine verminder-
te Verfiigbarkeit von Calcium aus dem SR sein [91]. Sowohl funktionelle Anderungen der
Aktivitit des LTCC als auch strukturelle Anderungen (eine reduzierte Anzahl von mit RYR
gekoppelten LTCCs) konnen die Effektivitdt der elektrochemischen Kopplung vermindern
[91]. In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant verminderte Stromdichte iiber den LTCC.
Zusitzlich konnte eine Reduktion der Anzahl funktionierender LTCC die elektrochemische

Kopplung storen.

Gestorte Funktion des L-Type Calcium Kanals

Im Gegensatz zu den jungen kcne2” -Tieren, in denen der Calciumstrom (Ic,1) durch den
L-type Calcium Channel (LTCC) signifikant erhoht war, kam es in den >12 Monate alten
KO-Tieren zu einer Reduktion von I, bei weiterhin verlidngerter Inaktivierungszeit. In ver-
schiedenen Studien zur Stromdichte des LTCC bei Hypertrophie bzw. Herzinsuffizienz wur-
den dhnliche Ergebnisse berichtet: So wurde vorgeschlagen, dass die Stromdichte zunédchst
zunimmt, bevor es zur Hypertrophie der Zellen kommt [92]. Anschlieend normalisiert sich
die Stromdichte bzw. kommt es zu einer Verminderung dieser bei manifester Herzinsuffizi-
enz [88, 89]. Auch die Kinetik des Schaltverhaltens des LTCC ist bei Herzinsuffizienz hiufig
verdndert; es kommt zu einer verlangsamten Inaktivierung der Kanile [91]. Dies konnte so-
wohl in Kardiomyozyten aus jungen als auch in denen aus alten kcne2”-Tieren bestitigt
werden. Die Reaktion auf $-adrenerge Stimulation war bei uns jedoch anders als in den mei-
sten publizierten Studien zur Aktivitdt des LTCC bei Herzinsuffizienz: Die Kardiomyozyten
aus >12 Monate alten Tieren zeigten nach Applikation von Isoprenalin eine starke Zunahme
des Stroms. Dies steht im Gegensatz zu den meisten Herzinsuffizienzmodellen, bei denen
es durch eine dauerhafte 5-Stimulation zu einer Desensibilisierung und Internalisierung der

[B-Rezeptoren kommt [93].

Liu et al. beschrieben kiirzlich eine direkte Assoziation von kcne2 mit dem LTCC. Sie zeig-
ten, dass Ic, durch kcne2 bidirektional moduliert wurde: KCNEZ—UbereXpression verrin-
gerte den Strom, und KCNE2-Knockdown erhdhte diesen [94]. Diese Daten stammen jedoch
nicht aus primiren Zellen, sondern aus kultivierten Rattenmyokardzellen, die mit humaner
kcne2-DNA transfiziert wurden, sowie aus HEK-Zellen. Ob kcne2 auch in der Maus mit dem

LTCC assoziiert ist und damit einen direkten Einfluss auf den LTCC hat, war nicht Gegen-
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stand dieser Arbeit. In kommenden Studien sollte daher untersucht werden, ob es auch in

vivo zu einer Interaktion von kcne2 und dem LTCC in Kardiomyozyten kommt.

Potenzielle Interaktionen von kcne2 mit kardialen kontraktilen Proteinen

In einzelnen Kardiomyozyten aus kcne2” -Tieren konnte mit den in dieser Arbeit angewen-
deten Methoden keine Verringerung der Calciumtransienten beobachtet werden. Trotzdem
waren gleichzeitig die Kontraktion und Relaxation dieser Zellen signifikant eingeschrinkt.
Daher ist es denkbar, dass die Ursache der eingeschriankten Kontraktilitit nicht im Calcium-
handling, sondern im kontraktilen Apparat liegt: Eine Anderung der kardialen kontraktilen
Funktion kann durch die Phosphorylierung von Sarkomerproteinen bedingt sein. Als Bespiel

dafiir sei die Phosphorylierung von Troponin I genannt [95].

Eine wichtige Rolle bei der Generierung von passiver Spannung in Kardiomyozyten spielt
das Sarkomerprotein Titin [95]. Als groBtes Protein im menschlichen Korper besitzt es Hun-
derte von potentiellen Phosphorylierungsstellen [95]. Eine erhohte Steifheit von Titin ist
neben der Fibrose einer der Hauptgriinde fiir die diastolische Herzinsuffizienz [96]. Bis-
her sind nur die Auswirkungen der Phosphorylierung von wenigen der vielen potentiellen
Phosphorylierungsstellen von Titin untersucht [95]. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass
Titin durch die CaMKII an mehr als einem Dutzend Stellen phosphoryliert wird [97]. Neben
CaMKII konnen weitere Kinasen Titin phosphorylieren, u.a. PKA, PKCa und PKG. Diese
Phosphorylierungen fiihren insgesamt zu einer Reduktion der passiven Spannung der Kar-

diomyozyten — mit der Ausnahme von PKCa, die das Gegenteil bewirkt [95].

In den jungen kcne2” -Tieren wurde eine Hochregulation der CaMKII nachgewiesen. Die
Hochregulation von CaMKII konnte neben den Wirkungen auf die Proteine des Calcium-
handlings zusétzlich auch Titin phosphorylieren und auf diese Weise einen direkten Ein-
fluss auf die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten ausiiben. Erste Daten aus einem Yeast-two
hybrid-Modell sowie Mikroarray-Daten aus der KCNE2 KO-Maus zeigten dariiber hinaus
jedoch auBerdem eine potentielle direkte Interaktion von kcne2 mit Titin und Myomesin
(unverdffentlichte Daten von Geoffrey W. Abbott!). Diese Daten sind jedoch noch sehr rudi-

mentir; es bedarf hier zukiinftiger Studien am KCNE2-Knockout, um eine mogliche direkte

!Geoffrey W. Abbott, PhD, Bioelectricity Laboratory, Department of Physiology and Biophysics and School
of Medicine, University of California, Irvine, USA
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Interaktion von kcne?2 und einzelnen kontraktilen Proteinen genauer zu untersuchen.

4.3.3 Extrakardiale Faktoren

Einfluss der Schilddriisenhormone

Die Schilddriisenhormone Triiodthyronin (T;3) und Thyroxin (T4) beeinflussen maB3geblich
die kardiale Funktion. Hypothyreote Stoffwechsellagen wurden in unterschiedlichen Publi-
kationen mit der Entstehung einer Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht (siehe Review
von Dillmann et al. [98]). Die physiologischen Effekte der Schilddriisenhormone am Herzen
werden {iber spezielle nukleédre Rezeptoren vermittelt [99]. Im humanen Herz beeinflusst T;
viele wichtige kardiale Proteine, darunter die sarkoplasmatische Ca**-ATPase 2 (SERCA?2),
den 3-Adrenorezeptor und den LTCC [99].

Ropke et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass KCNE2 eine wichtige Rolle in der Bio-
synthese der Schilddriisenhormone spielt [S9]: Zusammen mit KCNQI bildet KCNE2 einen
Kaliumkanal in Thyreozyten, der fiir eine ungestorte Aufnahme von Iodid in die Zelle not-
wendig ist. Bei Deletion von KCNE2 kam es zu einer Storung der Produktion der Schild-
driisenhormone. Eine klinisch manifeste Hypothyreose bildete sich aber nur aus, wenn die
kcne2”"-Jungtiere von kcne2” -Muttertieren gesiugt wurden; die Jungtiere zeigten dann ei-
ne Zwergwiichsigkeit, Alopezie sowie Kardiomegalie. Dieser kardiale Phianotyp war jedoch
nicht in Tieren zu beobachten, die aus der Kreuzung von kcne2* -Tieren entstanden wa-
ren und von kcne2* -Muttertieren aufgezogen wurden [66]: Die mit der Muttermilch auf-
genommenen Schilddriisenhormone konnten den latenten Mangel im Jungtier ausgleichen
[59]. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Tiere verwendet, die von kcne2* -

Muttertieren aufgezogen wurden.

In der oben erwihnten Arbeit wurde auch ein erniedrigtes T4 und eine TSH-Erhohung in
>12 Monate alten kcne2”-Miusen gesehen. Die Autoren schlossen daraus auf das Vorlie-
gen einer latenten Hypothyreose im Alter [59]. Diese Trends konnten in der vorliegenden
Arbeit nicht bestitigt werden: Die Spiegel fiir TSH und fT, unterschieden sich nicht zwi-
schen kcne2”-Tieren und der Kontrollgruppe (s. Abb. 3.22). Insbesondere in Anbetracht der
grofBen Zahl der untersuchten Tiere in der vorliegenden Arbeit (n=20 bzw. 19 pro Gruppe!)

kann somit eine Hypothyreose als Grund fiir den im Alter beobachteten kardialen Phénotyp
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labordiagnostisch ausgeschlossen werden.

Einfluss von Insulin

Im Serum 3 Monate alter kcne2” -Tiere konnte in unserem Labor eine Erhdhung der C-Pep-
tid-Spiegel nachgewiesen werden (s. Abb. 3.22); die Tiere zeigten eine Hyperinsulinimie.
Dies passt zu den Ergebnissen von Hu et al., die vor kurzem zeigen konnten, dass kcne2” -

Tiere den Phénotyp eines Diabetes mellitus entwickeln konnen [64].

Eine Hyperinsulindmie kann zu einer vermehrten Produktion von Insuline like growth factor
1 (IGF-1) fiihren [100]. Insulin und IGF-1 binden an strukturell sehr @hnliche Rezeptoren
[den Insulin-Rezeptor (IR) und Insulin like growth factor-Rezeptor (IGFR)]. Fiir den IGFR
konnte gezeigt werden, dass er an der Vermittlung der physiologischen Hypertrophie be-
teiligt ist [19, 28]: Bindet ein Ligand an den IGFR, entsteht iiber die Kinase PI3K« (auch
p110a genannt) Phosphoinositoltriphosphat, das zur Aktivierung von Akt fiihrt. Akt ist eine
Kinase, die eine wichtige Rolle in der Vermittlung der physiologischen Hypertrophie spielt

[28].

In unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dass dieser Signaltransduktionsweg
auch den L-type Calcium Channel (LTCC) beeinflusst: So wurde I¢, ., der Strom durch den
LTCC, durch die Behandlung mit IGF-1 iiber eine PI3K«a-abhingige Aktivierung der Pro-
teinkinase B verstarkt [101]. Der herzspezifische Knockout von p110« in der Maus fiihrte
zur Reduktion von I, und zu einer kontraktilen Dysfunktion [102]. Betrachtet man die Er-
gebnisse dieser Studien, erscheint es moglich, dass die beobachtete Hyperinsulindmie iiber
eine Aktivierung des IGF-1/PI3K/Akt-Weges den LTCC stimuliert. Der resultierende erhthte
Calciumeinstrom konnte neben dem durch die Verldngerung des Aktionspotentials bedingten
Anstieg der Stromdichte somit eine Ursache fiir die beobachtete Hypertrophie im globalen

Knockout sein.

4.4 Ausblick

4.4.1 Generierung eines herzspezifischen Knockouts

Fiir ein tiefergehendes Verstindnis der kardialen Pathologie muss zwischen direkten kardia-

len Effekten der KCNE2-Deletion und extrakardialen Effekten, die eine Auswirkung auf das
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Herz haben, unterschieden werden. Die Untersuchung eines herzspezifischen Knockoutmo-

dells erscheint daher sinnvoll und notwendig.

Nach erfolgreicher Generierung eines solchen herzspezifischen Knockouts in unserer Ar-
beitsgruppe wurde bereits mit der Charakterisierung des Phénotyps begonnen. Die ersten Be-
obachtungen dieser herzspezifischen Knockout-Tiere (hsKO) deuten auf einen beeindrucken-
den Phénotyp hin: Im jungen Alter war die Herzfunktion dhnlich wie bei den in dieser
Arbeit untersuchten globalen KO-Tieren vollkommen normal. Nach vier bis fiinf Monaten
jedoch entwickelten die hsKO-Tiere eine schwere Herzinsuffizienz bei einer deutlichen Di-
latation des LV. Die Ejektionsfraktion (EF) der Tiere betrug in exemplarischen echokardio-
graphischen Untersuchungen ~5 %. Nach sechs Monaten lag die Letalitit dieser Tiere bei
anndhernd 100 %. Vergleicht man die oben dargestellten Ergebnisse aus dem konventionellen
Knockout mit den ersten Beobachtungen im hsKO, lassen sich folgende zwei Beobachtungen

zusammenfassen:

* Der konventionelle Knockout von KCNE2 fiihrt iiber eine Hypertrophie zu einer Dila-

tation des Herzens, die im Alter von >12 Monaten in eine Herzinsuffizienz miindet.

* Der herzspezifische Knockout von KCNE?2 fiihrt friihzeititg zu einem dilatativen Pha-

notyp mit schwerer Herzinsuffizienz ohne vorangehendes hypertrophes Remodeling.

Diese ersten Ergebnisse aus den hsKO-Tieren deuten darauf hin, dass der konventionelle
Knockout des KCNE2-Gens gegeniiber dem herzspezifischen Knockout protektive Funk-
tionen hat. Was also verhindert die direkte Entstehung einer Herzinsuffizienz im konven-
tionellen Knockout und bewirkt stattdessen die hypertrophe Anpassung mit der folgenden

vergleichsweise mild ausgeprigten Herzinsuffizienz?

Denkbar ist, dass die Hyperinsulinimie und eine konsekutive Aktivierung des IGFR-PI3K-
Akt-Signaltransduktionswegs Teil dieser protektiven Wirkung ist: Der genannte Signaltrans-
duktionsweg ist an der Vermittlung der Hypertrophie beteiligt und konnte somit die direkten
kardialen Effekte der KCNE2-Deletion, die im hsKO sichtbar werden, zunichst ausbalancie-
ren. Aullerdem ist es moglich, dass die Aktivierung von Akt einen direkten stimulierenden
Effekt auf den LTCC — z. B. durch Stimulation des Traffickings — und durch die vermehrte

Stromdichte via LTCC einen positiv inotropen Effekt hat.
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Fiir ein genaueres Verstindnis der Interaktionen zwischen protektiven und maladaptiven Pro-

zessen sind weitere Studien sowohl am globalen KO als auch im hsKO unerlésslich.

4.4.2 Untersuchung weiterer intrazellularer

Signaltransduktionswege

Auch eine genauere Untersuchung derjenigen molekularen Signaltransduktionswege, die an
der Vermittlung der Hypertrophie beteiligt sind, ist nétig. In der vorliegenden Arbeit konn-
te die Hochregulation bzw. Aktivierung von Calcineurin und CaMKII§ in jungen kcne2” -
Tieren gezeigt werden. Es ist jedoch eine Grofzahl von Proteinen an der Vermittlung der

Hypertrophie beteiligt, wie die folgende Abbildung veranschaulicht [28]:
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Abbildung 4.1: An der Vermittlung der Hypertrophie beteiligte intrazelluldre Signalwege.
Schematische Darstellung einiger intrazelluldrer Signaltransduktionswege, die an der Vermittlung der
kardialen Hypertrophie beteiligt sind. Rote Kreise markieren Proteine, deren verdnderte Expression
nach KCNE2-Deletion in dieser Arbeit gezeigt wurde. CaM K, calmodulin-dependent kinase. Abbil-
dung entnommen aus Heineke und Molkentin [28] und adaptiert mit Genehmigung von Macmillan
Publishers Ltd: Nature Reviews Molecular Cell Biology, ©2006.

Neben der bloen Bestimmung, wie welche Proteine reguliert sind, muss natiirlich auch die
zeitliche Reihenfolge der Regulation untersucht werden. Aufgrund der groen Zahl der an
der Hypertrophie beteiligten Proteine — Abb. 4.1 gibt nur einen Uberblick iiber die besser
verstandenen Wege — scheint dies eine komplexe Aufgabe zu sein. Nur so konnen allerdings
ein weitergehendes Verstdndnis der potentiell protektiven und maladaptiven Prozesse nach

KCNE2-Deletion erreicht und potentielle therapeutische Targets identifiziert werden.
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Abkurzungsverzeichnis

AP Aktionspotential

APD Aktionspotentialdauer

BSA Bovine Serum Albumine

CCD Charge-coupled Device

CaM Calmodulin

CaMKII Calmodulin Kinase II

ECLIA Electrochemilumineszenz-Immunoassay

EF Ejektionsfraktion

EGTA  Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’ ,N’-tetraessigsiure
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ESC European Society of Cardiology

fps frames per second, engl. fiir Bilder pro Sekunde
FS fractional shortening

HDACs Histondeacetylasen

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsSure
HF-PEF heart failure with preserved ejection fraction
HF-REF heart failure with reduced ejection fraction
HBBS  Hank’s Buffered Salt Solution

IGF-1 Insuline like growth factor 1

IGFR Insulin like growth factor-Rezeptor

IR Insulin-Rezeptor

KHP Krebs-Henseleit-Puffer

KO Knockout

LQTS  Long-QT-Syndrom

LTCC  L-type Calcium Channel

LV Linker Ventrikel
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NFAT
RyR
SERCA
SR
TTE

WT

Abkiirzungsverzeichnis

Nuclear factor of activated T-Cells
Ryanodin-Rezeptor

Sarcoplasmatic Reticulum Ca-ATPase
Sarkoplasmatisches Retikulum
transthorakale Echokardiographie

Wildtyp
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