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Abstrakt

Abstrakt

Obwohl der plétzliche Herztod zu den héaufigsten @aaisachen der westlichen Lander
zahlt, sind die Zusammenhange, die zu seiner Ekltwig fuhren, wenig verstanden. Als ein
zellulares Korrelat fur die elektrische Instabilitler Repolarisation des Herzens, spielt Alternans
eine Rolle bei der Entwicklung von Arrhythmien. Mebeiner reduzierten Ejektionsfraktion und
weiteren Parametern sind Alternans der T-Welleagierkannter Risikofaktor fur das Auftreten
eines plotzlichen Herztodes. Der Begriff Herzaltgrs beschreibt u.a. auch eine Verdnderung
des Calciumtransienten, die als charakteristiscAB&B-Muster auftritt. Calcium ist das
wichtigste lon fir die Funktion des Herzens. Dierc&2a-ATPase pumpt Calcium in der
Diastole zurtick in das Sarkoplasmatische Retikuliitochondrien spielen zudem eine
signifikante Rolle in der Calciumhomoostase. Hisraesultiert die Uberlegung, ob eine
Beeintrachtigung der Funktion der Mitochondrien esinEinfluss auf die Genese von
Herzalternans hat und wie sich eine UberexpressioiSerca2a auf Alternans auswirkt.

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode angewendet es erlaubt mittels
Fluoreszenzmikroskopie Calciumtransienten in zwemigartimenten der Zelle gleichzeitig
darzustellen. Es wurden Kardiomyozyten von Kontkdélusen sowie transgenen Serca2a-
Uberexprimierten Mausen isoliert und mit Calciurofeszenzmarkern geladen. Die
Beladungungskonditionen der Calciumindikatoren nmrssermittelt und die Lokalisation
bewiesen werden. Der Calciuminhalt von Kontrolldu®erca2a-Zellen wurde verglichen. Dann
wurde Herzalternans erzeugt und das Verhalten kB dugabe von Inhibitoren der
Mitochondrienfunktion beobachtet. Zur Beurteilungrvund nach Applikation wurden
Alternansratio errechnet. AuRerdem wurde gepriftdiee Verdnderungen reversibel sind und
eine Uberfiihrung von Alternans zu normalen Calcrangienten gelingt.

Durch die pharmakologische Blockierung spezifiscRanktionen von Mitochondrien
wurde Alternans im Zytosol und Mitochondrien verkta Die folgenden Beobachtungen
bestétigten die Hypothese, dass Serca2a eine paotkative Wirkung hat, die auf Zellebene
erklart werden kann: Veranderungen der Alternaitsiatden Serca2a-Zellen nach Exposition
mit Chemikalien waren geringer als in Kontroll-&#| und Serca2a-Zellen zeigten eine
schnellere Erholung. Aul3erdem konnte festgestadliden, dass es in Kardiomyozyten, welche
zuvor mit einer oxidierenden Chemikalie behandelirden, nach der Supplementation mit
einem Antioxidans, teilweise zur Normalisierung Valternans kam.

Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal das simaltAnftreten von Herzalternans im

Zytosol und Mitochondrien in MauskardiomyozyteneDiauptaussage dieser Studie ist, dass
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Abstrakt

die Beeintrachtigung der mitochondrialen Calciumbostase und Energieproduktion zu einer
Verschlechterung von Herzalternans in beiden Kotpanten fiihrt und, dass diese
Veranderungen bei Uberexpression von Serca2a klainsfallen. Es konnte bestatigt werden,
dass die Uberexpression der Serca2a zu einer gertém Anfalligkeit fur elektrische Instabilitat
bei metabolisch gestressten Kardiomyozyten fuhudem konnte gezeigt werden, dass der
Schweregrad von Alternans moduliert werden kanns Bemonstriert einen Zusammenhang
zwischen Alternans, sarkoplasmatischem Calciuminh@tochondrialer Dysfunktion und tragt

zum Verstandnis von Veranderungen der Calciumhotagesauf Zellebene bei.
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The role of mitochondria in the genesis of cardiéternans and the influence of Serca2a
upregulation in mouse cardiomyocytes

Cardiac alternans stands for a wide range of plogimand pathologic conditions, such
as an increased risk for ventricular and atridhyirmias and, as a sign for electrical instability,
is a strong marker of sudden cardiac death besithess, such as reduced ejection fraction and
electrocardiographic parameters. At the cellularele alternans describes the beat-to-beat
variation in calcium transient. Calcium is the miogportant ion for the function of the heart and
mitochondria play a significant role in calcium rsdjng. The aim of this study was to
investigate the effect of impaired mitochondriahdtion in the genesis of alternans and to
establish a nouvelle technique to further undedsthaw mishandling of calcium leads to
pathologic conditions.

Cardiomyocytes were freshly isolated from contnotl dransgenic Serca2a upregulated
mice. The same cell solution was loaded with twitedgnt calcium indicators to enhance the
accumulation in the mitochondria and the cytos@asured with a custom-made Fluorescence
System. Alternans was elicited by field stimulati@nce stable alternans was established, the
superfusing solution was switched to a chemicaduarfcing mitochondrial metabolism and
calcium cycling.

Based on this method we altered different calciatihywaysand examined their effect on
alternans. We blocked complex | and Il, cytochramexidase, fFi- synthasegp-ketoglutarate
dehydrogenase of the electron transport chainbitgu calcium uptake via mitochondrial
calcium uniporter and exposed cells to an oxidizggnt. Every intervention increased alternans
in the cytosol and mitochondria in a specific ranGeanges in Serca2a mice, that had higher
sarcoplasmic calcium content, were always lessreetrean those observed in control mice
during exposure with the chemical. We next examiifie¢de observed changes of alternans are
reversible using agonists of mitochondrial function

This study presents the first simultaneous desonpdf cardiac alternans in the cytosol
and mitochondria observed in cardiomyocytes of rmbras well as in Serca2a mice hearts. The
major findings of this study are that the impairtmeihmitochondrial calcium cycling and energy
production leads to a higher alternans ratio irhbmintrol and Serca2a mice but changes in
Serca2a mice are less severe, indicating that Z@méce are more capable to sustain electrical
stability also during stress. Moreover it was polssito partly rescue alternans. This
demonstrates a relationship between alternansp@asmmic calcium content and mitochondrial

dysfunction, which will help to understand the ap@s in calcium signaling in myocytes from
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patients with heart diseases, leading to new targ&r therapeutic interactions.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Bedeutung von Alternans

Einer der haufigsten Todesursachen in den westlitli@dern ist der plotzliche Herztod.
Schatzungen der Inzidenz variieren zwischen 50@8r 100.000 Personen in den westlichen
Nationen [1]. In den USA sterben 450.000 Patiernpem Jahr aufgrund eines plétzlichen
Herztodes [2] und auch in Deutschland erliegen G®100.000 Menschen jedes Jahr den
Folgen eines irreversiblen Kreislaufstillstande$. [Brotz dieser Zahlen sind die komplexen
Zusammenhange, die zur Entwicklung von ventrikuldfarhythmien fuhren, auf zellularer
Ebene wenig verstanden. Es ist bekannt, dass Itemzahs, neben einer reduzierten
Ejektionsfraktion [4, 5] und weiteren Parametery @n bedeutender Marker fir das Risiko ist,
einen plétzlichen Herztod zu erleiden [7], insbele nach Myokardinfarkt und bei
chronischem Herzversagen mit eingeschrénkter lekisikularer Funktion [8]. Das Auftreten
von Alternans ist ein Zeichen von elektrischer adbgitdt und Heterogenitat der

Erregungsrickbildung des Herzens [9].

Ly \ B ABABABABARB
7000 +

6000

5000

Calciumintensitit (au)

4000

3000

Zeit (sek)
Abbildung 1: Beispiel von Alternans
Links von der roten vertikalen Linie sind regulanermale Calciumtransienten aus dem Zytosol einer
Kardiomyozyte einer Maus bei Kontraktion dargest&kchts von der roten vertikalen Linie erfolgt de

plétzliche Wechsel in Herzalternans im typischenAsBMuster. au = arbitrary units, sek = Sekunden

Der Begriff Herzalternans beschreibt auf zellulaibene eine Verdnderung des
Calciumtransienten, des Aktionspotentials und dentkaktionskraft. Herzalternans tritt als
charakteristisches ABAB-Muster immer im Wechsel. &rstmals beschrieben durch Hering im
Jahre 1908 [10], ist Alternans ein Phanomen mitifaltoriellen Ursachen [11], welche bislang

nicht im Detalil erforscht sind. Hering erzeugte Hilfe von Glyoxylsdure am freipraparierten
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Herzen eines Hundes alternierende Ventrikelkontvakh von normaler und reduzierter GroR3e.
Schon einige Jahre vorher (1872) beschrieb Trauwisu® Alternans als klinisches Zeichen fir
Herzerkrankungen [12]. Sehr bald nach der Einfugrdes Elektrokardiogramms wurde von

Lewis 1910 erstmals Alternans im EKG beschriebe8],[Ivorin Alternans als spezifische

Veranderung im ST-Segment zu erkennen ist [14].\Bastandnis der Definition von Alternans

hat sich im Laufe der Jahre allerdings weitererkelic Der Begriff Herzalternans umfasst eine
Reihe von physiologischen und pathologischen Bestaiten, die sich jedoch in Bezug auf
Atiologie, klinischer Signifikanz und Ursache urstelneiden [15]. Das Auftreten von Alternans
spielt nicht nur eine Rolle bei der Entwicklung woentrikul&ren Arrhythmien [16, 17], sondern

ist auch ein Risikofaktor fur Vorhoffimmern, weket die Genese von Embolien begtinstigt [18].
Es ist bekannt, dass speziell Alternans der T-Wabsoziiert ist mit dem Auftreten von

ventrikularer Tachykardie und ventrikularer Fikailbn nach myokardialer Ischamie [19, 20]
sowie mit dem Long-QT-Syndrom [21]. Studien habereygt, dass T-Wellen-Alternans primar
durch Alternans der Repolarisationsphase verursaattt und mit steigender Herzfrequenz

zunimmt [20, 22]. Ebenso kann Alternans auch imugden Herzen unter chronotroper
Stimulation oder signifikantem metabolischen Stias$reten [23].

Von allen lonen, die an der Arbeit des Herzensiligttsind, ist Calcium das Wichtigste.
Es gibt Hinweise fir die Annahme, dass der Haupigrtiir Arrhythmien und kontraktiler
Dysfunktion in einer Dysbalance der Calciumhomdsestder Zellen liegt [24]. AuRerdem wird
das Entstehen von Alternans einem veranderten Ugngder Zelle mit Calcium und
Veranderungen dieses lons zugeschrieben [25]. Déagéhterhalten der Calciumhomdostase ist
das Resultat eines komplexen Netzwerkes. BesomdssVerstandnis der Bedeutung von
Mitochondrien bei der Entstehung von Krankheitendieh aufgrund der Forschungsergebnisse
der vergangenen zehn Jahre gewandelt. Es bestalgké&it dariber, dass Mitochondrien eine
signifikante Rolle im Zellsignalweg und der Calcibomdostase einnehmen. So konnte gezeigt
werden, dass diese Zellorganellen in der Pathogened der Entwicklung von Erkrankungen
des Herzen wie u.a. Herzinsuffizienz, dem Repeavhsschaden nach Ischdmie und
Kardiomyopathien wesentlich beteiligt sind [26,.27]

Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen Teil der zugiel liegenden Pathophysiologien bei
Herzalternans auf zellularer Ebene zu beleuchted Umpulse zu geben fur mdgliche
therapeutische Ziele. Zudem ist noch nicht gekhrg sich Calcium im Mitochondrium bei
Herzalternans verhalt und wie diese Vorgange blesstf werden kénnen. In der vorliegenden
Arbeit kommt eine neue Methode zur Anwendung, déeeglaubt, Calciumtransienten in

verschiedenen Kompartimenten in frisch isolierteontkaktionsfahigen Kardiomyozyten
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darzustellen und elektrisch Alternans zu erzeudensoll untersucht werden, wie sich eine
Beeintrachtigung der Funktion der Mitochondrien ueth erhohter Calciuminhalt des

Sarkoplasmatischen Retikulums (SR) auf Herzaltesrmarswirkt. Zur Bearbeitung dieser Fragen
kommen neben Kardiomyozyten von Wild-Typ-Mausenhaziellen von transgenen Mausen mit

einem erhohten Calciuminhalt des SR zur Anwendung.

1.2 Calcium als Hauptmediator

In Kardiomyozyten ist Calcium der Hauptmediator de&pplung von Erregung und
Kontraktion und ist somit ausschlaggebend fir didéigkeit und Relaxation der Herzkammern
[28]. Der Begriff der elektromechanischen Kopplurgeschreibt die Erregung einer
Herzmuskelzelle und ihrer darauffolgenden Kontiakti

Wahrend des Aktionspotentials stromt Calcium in da#le durch Calcium-Kanale vom
L-Typ ein, die durch Depolarisation aktiviert wendeDer Zustrom von Calcium in der
Plateauphase der Erregung fihrt zu einer von Qalcimduzierten Freisetzung von
Calciumionen aus dem Sarkoplasmatischen Retikulunshddie Ryanodinrezeptoren, worauf
sich die intrazellulare Konzentration von Calciurh@ht. Die Menge an Calcium, die das SR
verlasst, ist proportional zur Kontraktionskraftdumangt im Wesentlichen von folgenden
Faktoren ab: der Menge an Calcium, das durch ddiyg_Kanal einstromt, der Menge an
Calcium im SR und der Freisetzung von Calcium am &R, was durch die Erholungszeit des
Ryanodinrezeptors bestimmt wird [28].

Calcium fungiert als direkter Aktivator des Myofients Troponin C. Das Binden des
lons an Troponin C fuhrt zu einer Lageveréanderueg Broponin | und somit zu Verschiebung
des Tropomyosins, dadurch werden die Myosinbindstetjen an den Aktinuntereinheiten
freigegeben. ATP wird am Myosin gebunden, Myosist Kich von Aktin, die Myosin-ATPase
spaltet ATP in ADP und ein Phosphat. Es kommt damawu einer erneuten Anlagerung vom
Myosin an Aktin. Die Abgabe des Phosphats fiihremem Abkippen des Kopf-Halswinkels
von 90° auf 45° und zu einer Verschiebung der Aktind Myosinfilamente. Die Sarkomere
verkirzen sich und in der Summe kommt es so zurtrigktion. Calcium ist daher als Initiator
der Kontraktionen essentiell fir die Aktivitat ddsrzens.

Fur die Relaxation in Folge der Kontraktion muss @alciumkonzentration in der Zelle
abnehmen. Vier Mechanismen sind daflir verantwortlidie sarkoplasmatische Retikulum-
ATPase (Serca), der Natrium-Calcium-AustauscheleinZellwand, die Calcium-ATPase in der
Zellwand und der Calcium-Uniporter in den Mitochded. Ob die mitochondriale

Transitionspore (MPTP) zu einem Abfall von Calciunter nicht pathologischen Bedingungen
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beitragt, wird kontrovers diskutiert [29]. Der qtitetive Anteil jedes Mechanismus ist
allerdings je nach Spezies unterschiedlich [30]Aligemeinen tragt die Serca den gréf3ten Teill
zum Abfall der Calciumkonzentration im Zytosol beidem sie Calcium in der Diastole zurtick
in das SR pumpt. Es gibt 3 verschiedene Unterformden Serca (Serca 1-3), welche in
verschiedenen Geweben exprimiert werden [31]. DagorEerca2a die primére Isoform des
Herzens [32]. Bei Herzinsuffizienz ist die Expressder Serca reduziert, wahrend der Natrium-
Calcium-Austauscher vermehrt exprimiert wird. Somkat es zu einem reduzierten
Calciumangebot im SR, welches wiederum zu einemireterten Freisetzung von Calcium aus
dem SR im Zuge einer Kontraktion fuihrt. Diese beifiéechanismen sind als Hauptursache des
kontraktilen Defizits bei Herzinsuffizienz anzuseha3].

Es ist bekannt, dass Calcium in der Physiologie &athophysiologie von einigen
Erkrankungen eine Hauptrolle einnimmt. Trotzdem wei¢ Darstellung von Calcium in
lebenden Zellen aufgrund technischer Limitationeshdér nur unzureichend madglich [34]. Bis
dato gab es keine Madglichkeit in lebenden, konaadnden Herzzellen Calcium in
verschiedenen Kompartimenten der Zelle gleichzedayzustellen und zum Beispiel bei
Herzalternans auf diese Weise direkt zu untersuchAé&n wichtige Kompartimente, die zur
Calciumregulierung beitragen, werden immer mehrMi®chondrien gesehen, was die Frage
aufwirft, welche Rolle Mitochondrien bei der Genegen Alternans spielen und ob es

Maoglichkeiten gibt, in dieses Zusammenspiel eineiign.

1.3 Die Rolle von Mitochondrien — Kraftwerke der Zelle oder doch mehr?

Seit den achtziger Jahren des vergangenen Jahrtminded davon ausgegangen, dass
Mitochondrien aus prokaryotischen Zellen hervorgega sind, im Zuge der Evolution in eine
eukaryotische Wirtszelle aufgenommen wurden unditmién eine Endosymbiose eingegangen
sind [35, 36]. Im Laufe der Zeit missen Regulatieege entstanden sein, die es mdglich
machen, die Energieproduktion der Mitochondriemam Energiebedarf der Zelle anzupassen.

Lange Zeit wurden Mitochondrien lediglich als Kvadtrke der Zelle gesehen. Uber 90 %
des bendétigten ATP fir die physiologische Kontm@aktwird von den Mitochondrien produziert
[37]. Besonders viele Mitochondrien sind in Zellenit hohem Energiebedarf wie in
Herzmuskelzellen anzutreffen. Sie versorgen diéeZelt Energie fir die Kontraktion, fir ATP-
abhangige Calciumpumpen wie die Serca, die zella@indige Calcium-ATPase und liefern
ATP fur Phosphorylierungsprozesse. So wird das Regprotein Phospholamban durch die
Proteinkinase A mit Hilfe von ATP phosphoryliertadiirch wird vermehrt Calcium durch die
Serca in das SR aufgenommen. Obwohl Mitochondridrestritten der Ort der ATP-Synthese
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sind, ist nicht vollstandig geklart, wie der Bedarbm Zytosol an die Mitochondrien
weitergeleitet wird. Frihere Studien gingen vonesn Feedbackmechanismus von ATP-
Produktion in den Mitochondrien und ATP-Hydrolyse Zytosol aus [38, 39]. Das heil3t, dass
die Konzentration von ADP und P im Zytosol propamtil zur Arbeitslast des Herzens steigt. Im
Gegensatz dazu wird heute davon ausgegangen, daddedz in der Lage ist, die Metabolite
relativ konstant zu halten. Das Aufrechterhalteesdr Homoostase ist das Resultat eines
komplexen Netzwerkes. Studien an Tiermodellen f49,und Menschen [42, 43] haben gezeigt,
dass der ATP-Umsatz sich bei steigender Arbeitgldsiht, die Konzentration aber gleich bleibt.
Diese metabolische Homdostase scheint sich bisenMitochondrien fortzusetzen, da auch
NADH dort bei steigender Arbeit konstant gehalterd38].

Der mitochondrialen Permeabilitatspore wird einél@sselrolle in der Regulation von
Zelltod zugesprochen [44]. Erstmals beschriebechdttunter und Haworth 1979 [45-47] fuhrt
die Induktion der Permeabilitdtspore unter pathisidgen Bedingungen zur Schwellung der
Zelle und schlie3lich zur Apoptose. Ihr wird die ugé&olle beim Zellschaden nach Ischamie,
wie zum Beispiel bei einem Myokardinfarkt zugetej#8]. Mit dem Verstandnis, dass
Mitochondrien Apoptose regulieren kénnen [49, Z0iderte sich das Bild von den Kraftwerken
der Zelle hin zu einem mdglichen Ziel von Therapeegien [51, 52] und Kardioprotektion [53,
54].

Calcium ist der Regulator der oxidativen Phospheryhg [55], aktiviert mitochondriale
Dehydrogenasen [56-58] und gilt auch als moglichehtiger Signalweg vom Zytosol ins
Mitochondrium [59]. Es besteht Uneinigkeit dartbel, Mitochondrien Calcium schnell, also
pro Schlag aufnehmen [60-63] oder ob sie Calciuer éddmgsam integrieren [63, 64]. Frihere
Studien gingen davon aus, dass die Calciumaufnahmde-abgabe zu langsam erfolge, sodass
Mitochondrien nicht in der Lage waren mit einer tizgh adaquaten Veranderung ihrer
Calciumkonzentration auf die Calciumkonzentration4ytosol bei veranderter Arbeitslast des
Herzens zu reagieren [65]. Die Entwicklung neuechméscher Methoden, Calcium in
Mitochondrien zu untersuchen, flhrte zu der Erkeisnidass eine schnelle Integration des lons
ins Mitochondrium mdglich ist. Die in der vorliegigen Arbeit zum ersten Mal beschriebene
Methode soll zur weiteren Klarung dieser Frageragén.

Zudem gibt es einerseits Anhaltspunkte, dass Sg@muder mitochondrialen Homdostase
auch Auswirkungen auf Alternans im Zytosol habenbear Effekte auf mitochondrialer Ebene
nicht untersucht wurden [66]. Denkbar ist andesseiiss das Exponieren mit Antagonisten des

mitochondrialen Calciumhaushalts einen untergedeineEinfluss auf Herzalternans des
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Zytosols hat. Die daraus resultierende Frage, otodWiondrien auch bei Herzalternans eine
beeinflussbare Rolle einnehmen, soll in dieser Adpklart werden.

1.4 Calciumtransport bei Alternans

Das Entstehen von Alternans scheint in einem veréed Umgang der Zelle mit
Calcium zu liegen [25]. Studien weisen darauf ldass dem Calciumzyklus besonders im SR
hohe Bedeutung bei der Genese von Alternans beggmewerden muss [22, 67, 68]. Zwei
Parameter spielen eine signifikante Rolle: Calciuimahme und -abgabe des
Sarkoplasmatischen Retikulums. Faktoren, die zarddrth6hung der Calciumabgabe aus dem
SR oder zu einer reduzierten Einfuhr von Calciurdas SR in der Diastole fuhren, beglnstigen
das Entstehen von Alternans. Die Serca2a (sarkoplésche Retikulum-ATPase) und die
Ryanodinrezeptoren sind der Schlissel fur die BRalamm Calciumhaushalt. Um das
Gleichgewicht zu erhalten, muss die Menge an Calcur Kontraktion, die aus dem SR ins
Zytosol stromt, der Menge entsprechen, die in destdle das Zytosol durch die Serca2a und
den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) wieder vestaBei einer verminderten Expression
oder Funktionsfahigkeit der Serca [69] und erhéHEpression des NCX [70] wie bei
Herzinsuffizienz, kann das nur bei jedem altermden Schlag passieren, was die Entstehung
von Alternans fordert. Zudem konnte von Armoundasak gezeigt werden, dass es in
Kardiomyozyten bei Herzinsuffizienz zu einer Abnahiher Funktion der L-Typ Kanéle und
einem ineffektiven Abtransport von Calcium aus déymosol ins SR kommt, welcher 6rtlich
inhomogen ist, je nachdem, wo sich die Zelle irkéim Ventrikel befindet [71].

Allerdings gibt es einige Kompensationsmechanisrdender Etablierung von Alternans
entgegenwirken. So kommt es bei der Erhdhung deeftéguenz zu einer Aktivierung der
Calcium-Calmodulin-Kinase II, welche den Inhibitter Serca2a Phospholamban phosphoryliert
und so zu einer verbesserten Funktion der Sercd2a[70]. Dieser Mechanismus ist allerdings
ebenfalls bei Patienten mit Herzinsuffizienz gesf@g]. Die eben beschriebenen Effekte sind
synergistisch [73]. Eine verminderte Serca2a-Famkfiihrt: a) zur Erh6hung des zytosolischen
Calciums, dadurch zur Inaktivierung des Calciumeames ins Zytosol und zur verminderten
Freisetzung von Calcium dber die Ryanodinrezeptoneamd b) zum verminderten
Calciumangebot im SR, was weiterfihrend die Calalbgabe durch die Ryanodinrezeptoren
senkt.

Mit den folgenden Experimenten soll geprift werdam.es maoglich ist, diesen Kreislauf
durch die Regulierung eines Mitspielers, namliclicHudie Uberexpression der Serca2a und
damit der Erhdhung des Calciuminhalts des SR, awehttwechen und die Entstehung von
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Alternans zu verhindern. Eine Studie zeigte einmiedertes Auftreten von ventrikularen
Arrhythmien nach Serca2a-Uberexpression bei Regierigaschaden [74]. Ob die vermehrte
Expression von Serca2a eine Auswirkung auf Altesrtzat oder sogar der Effekt dadurch erklart
werden kann, wurde nicht festgestellt und genau&Wigen auf die gesamte Zelle sind bis jetzt
noch nicht im Detail erforscht.

Die Calciumabgabe und -aufnahme innerhalb von Hdez hangt im Wesentlichen von
zwei Faktoren ab: einerseits von der Verfluigbarkeit ATP, um Calciumpumpen anzutreiben
und als Substrat fir Phosphorylierungen zu fungiegewie anderseits von calciumspeichernden
Organellen. Fur beides sind Mitochondrien zustanidigraus resultiert die Uberlegung, ob eine
Beeintrachtigung der Funktion der Mitochondrien esinEinfluss auf die Genese von
Herzalternans hat.

Wahrend das Beladen und die spezifische Lokalisgemon einigen Calciumindikatoren
sehr gut beschrieben und untersucht sind [75]dast spezifische Beladen von Mitochondrien
sowie des SR als eher problematisch anzusehen Di6].Inkubationskonditionen mussen
empirisch ermittelt werden und mdgliche Calciumkadoren auf deren Lokalisation im
Mitochondrium hin untersucht werden. Das Laden i@alciumindikators in das SR von
Kardiomyozyten ist nicht sehr weit verbreitet. Daag an der im Vergleich zu zytosolischen
Calciumproben verlangerten Inkubationszeit lieggach dem erfolgreichen Laden in das SR,
missen die Zellen immer noch qualitativ so hochgedein, dass sie bei elektrischer
Stimulation fir mehrere Minuten eine gleichbleibegdte Kinetik zeigen und chemische
Interventionen Uberstehen ohne vor Experimentendsterben. Fraglich ist au3erdem, ob es
gelingt, Kardiomyozyten gleichzeitig mit zwei Indidoren fir Calcium zu beladen und

verwertbare Fluoreszenzsignale zu generieren.
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2. Fragestellungen und Ziele

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragéme genauere Aussage Uber die Rolle von
Mitochondrien bei der Entstehung von Herzalternams treffen. Insbesondere soll das

Zusammenspiel von Mitochondrium und SR bezuglich @enese von Alternans untersucht

werden und damit zur Klarung der Frage beitragedusch das antiarrhythmogene Potential bei
Serca2a-Uberexpression ausgelost wird und ob didiserexpression einen signifikanten

Einfluss auch auf Herzalternans hat.

Um dieses Ziel zu erreichen, beantwortet die vgeiele Studie folgende Fragestellungen:

A) Ist der Nachweis von Calciumindikatoren in zweischiedenen zellularen Kompartimenten
experimentell mdglich?
Zunachst muss geklart werden, ob es moglich istci@aindikatoren selektiv in
verschiedene Kompartimente der Zelle zu laden umehrwja, ob es gelingt, zwei
verschiedene Calciumindikatoren in zwei verschiedé&tompartimente (Zytosol/SR,

Zytosol/Mitochondrium, SR/Mitochondrium) gleichzgizu laden.

B) Ist der Calciuminhalt des SR in Kardiomyozyten Berca2a-iuberexprimierenden Mausen

hoher als in jenen von Kontroll-Mausen?
Weiter ist die Beobachtung zu Uberprifen, ob transegMausen nach siebentagiger
Doxycyclingabe Serca2a Uberexprimieren (in  weiteréolge als ,Serca2a-
Maus"” bezeichnet), es zu einem signifikant vermahiER-Calciuminhalt kommt und
dieser hoher liegt als in Wild-Typ-Mausen (in wedte Folge als ,Kontroll-
Maus“ bezeichnet). Die Erstbeschreiber der transgeBerca2a-Maus berichten eine
Erh6hung des Calciuminhalts im SR von 45 % [77].

C) Kann die Calciumhomotostase durch verschiedenemitalien, die Mitochondrien
beeinflussen, verandert werden?
Mittels unterschiedlicher Calciumindikatoren sadipgiift werden, ob Herzalternans auch
in den Mitochondrien nachweisbar ist und wie sigliar etablierte Alternans im Zytosol
und gegebenenfalls im Mitochondrium bei Beeinflugsder mitochondrialen Integritat

und Funktion &ndert.
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D) Ist die Anderung der Alternans in Kardiomyozytemch Beeinflussung von Mitochondrien
reversibel?
Sollte das Exponieren der Kardiomyozyten mit Chetigha, die einen Einfluss auf
Calciumhomoostase und die Funktion von Mitochomdrigaben, auch Alternans
beeinflussen, so ist es in weiterer Folge interdssab dieser Effekt reversibel ist.
Fraglich ist, ob es durch die Gabe eines entsprelgre Antagonisten der zuvor
eingesetzten Chemikalien wieder zu einer Stabilisig von Alternans, also zur

Normalisierung der Calciumtransienten, kommt.

E) Gibt es einen Unterschied zwischen den Erhokumyen nach Stimulation von

Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mausen?
Bei einer erhéhten Expression von Serca2a stehdém @aciumpumpen am SR bereit,
um Calcium in der Diastole zuriick in das SR zu pam@Die Calciumabnahme des
Zytosols und die Repolarisation kénnen schnellel fuaglich auch effektiver stattfinden.
Maoglich ist, dass damit mehr Calcium fur die Kok&tran im nachsten Zyklus zur
Verfigung steht und dieser Mechanismus gegebeterda in C und D gesehenen
Veranderungen erklart. Dies soll durch die Untensug der Erholungskurven von

Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mauseniteth werden.
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3. Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Charakteristika und Haltung

Folgende Experimente wurden am Massachusetts Géthespital, Boston, USA, in der
Zeit von September 2010-September 2011, Februat-2@it2 und Juli-Oktober 2012 im Labor
von Antonis A. Armoundas, PhD, Cardiovascular Rede&roup, Navy Yard Building 149,
13th Street, Charlestown durchgefihrt.

In den Experimenten wurden transgene Serca2a- ulitdp-Mause (in weiterer Folge
als ,Kontroll-Maus* bezeichnet) genutzt. Es wurdé€ardiomyozyten von mannlichen als auch
weiblichen 6-12 Wochen alten Tieren mit einem Gévicon etwa 30 Gramm isoliert. Die
Homogenitat der adulten Versuchstiere ermdglichite bB6here Reproduzierbarkeit der Isolation,
weil wechselnde HerzgréRen eine Anpassung der Emeyrge nétig machen. AulRerdem ist bei
der Isolation die Kanulierung eines zu kleinen ldeszschwierig. Da die Mause im Rahmen der
Versuche euthanasiert wurden, kénnen keine Angébendas Uberleben gemacht werden. Es
wurden jedoch keine Unterschiede in Grol3e und Geveie Wildtyp-Mausen gefunden, was mit
der bereits publizierten Charakterisierung der Méwnform ist [77].

Die Erstbeschreiber der Serca2a-Maus Suarez etredfen in der vertffentlichten
Publikation auch Aussagen Uber den Calciumtransiennd Uber die Kontraktilitéat der Serca2a-
hochregulierten-Zellen [77]. Bei diesen Zellen egigdie Calciumtransienten insgesamt einen
hoheren systolischen Gipfel und ein schnellereralAbZudem kann eine erhéhte Kontraktilitat
festgestellt werden. Das heil3t, Serca2a-Zellenepelzpi elektrischer Stimulation im Vergleich
zu Wildtyp-Zellen prozentual eine hohere Zellvedding. Vergleichende Echokardiographien
zwischen Serca2a-Zellen und Wildtyp-Zellen ergebme grof3ere Verkirzungsfraktion sowie
Hinterwanddicke fur Serca2a-Zellen.

Die Versuchstiere wurden in der Einrichtung fur aefere des Hauses gehalten und dort
von Tierpflegern betreut. Maximal 4-5 Tiere, je h&&rol3e beziehungsweise Gewicht, waren in
einem Polypropylen-Kafig untergebracht. Ein Kafafte die Grol3e von 19,7 cm x 30,5 cm und
war 16,5 cm hoch. Wasser aus einer PolypropyleseRla und eine ausgeglichene Nahrung
erhielten sie in Form von Pellets ad libitum. Ber &erwendung von Serca2a-Mausen wurde
Doxycyclin (Doxycycline Hydrochloride 95 %, FishBioReagents, 200 mg/l) 7 Tage lang in
autoklaviertes Trinkwasser gemischt. Normales, babdeltes Wasser stand den Versuchstieren

in dieser Zeit nicht zu Verfigung.
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Alle Protokolle wurden von dem “Subcommittee on €&@sh Animal Care (SRAC)”
begutachtet und in seiner Funktion als “InstituéilbAnimal Care and Use Committee (IACUC)”
gemal der Leitlinien des “Public Health Service damane Care and Use of Laboratory
Animals” und des “USDA Animal Welfare Act” genehrhigdie Autorin dieser Arbeit erhielt
eine Einweisung und ein Training des SRAC im Umgauitg_abortieren.

3.1.2 Serca2a-Maus

Die transgenen Serca2a-Mause [77] wurden von Dareguvon der University of
California-San Diego, La Jolla, Kalifornien, USA rzWerfigung gestellt. Die Besonderheit
dieser Tiere liegt darin begriindet, dass die Genesspn der Serca2a regulierbar ist, da es nach
siebentagiger Tetrazyklingabe zu einer Uberexprasser Serca2a kommt. Bei der Generierung
von konditionell regulierbaren Mausen sind zweilldeen notwendig, die ein regulatorisches
Element stabil in ihrem Genom tragen. Durch dieugteng dieser beiden Linien entstehen
doppelt transgene Tiere, die Uber ein funktiongféki Expressionsmuster verfiigen. Eine
Moglichkeit zur Herstellung ist das von Gossen uljard vorgestellte Tet-On-
Genexpressionssystem [78], das auch bei der Hersjetler Serca2a-Maus verwendet wurde.
Suarez et al. nutzten Konstrukte aus zwei zuvochye=benen verschiedenen Mauslinien und

pflanzten sie in fertilisierte Mauseier.
Linie 1

p-MHC 3* Exon Exon1 Exon2 Exon3

| ' I "

o MHC-Promotor rtTa _— |

Biniire transgene
Linie 2 SERCA2a-Maus

Exonl Exon2 Exon3 FLAG

TRE PhCMV | —— SERCA2a —M88— |

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Herstellng der binaren transgenen Serca2a-Maus

Durch die Kreuzung dieser beiden Mauslinien entsiedoppelt transgene Mause, bei denen die
Genexpression der Serca2a regulierbar ist und eh miebentagiger Tetrazyklingabe zu einer
Uberexpression der Serca2a kommt (Abbildung naeineguet al.[77]).

o MHC-Promotor = a-Myosin-Heavy-Chain-Promotor, rt-Ta = Tetrazyklinahsaktivator, TRE =

Tetrazyklin-Response-Element, PhCMV = Humanes Zgigatievirus-Promotor

21



Methoden

In Abbildung 2 wird die Generierung der transgenBarca2a-Maus schematisch
dargestellt. Linie 1 [79] enthalt einen reverserdzgklin-kontrollierten Transaktivator (rtTA)
mit einem a-Myosin-Heavy-Chain-Promotora( MHC-Promotor). Tetrazyklin sowie dessen
Derivate kénnen an dieses Regulatorprotein bindehhewirken eine Konformationsanderung
des Transaktivators. Dieser ist nun in der Lagedeén Linie 2 [80] uUber das sogenannte
Tetrazyklin-Response-Element (TRE) an das erste zwdite Intron des Flag-markierten-

Serca2a Transgens zu binden und dessen Transkrititbrdern.

3.2 Isolation von Kardiomyozyten

3.2.1 Chemikalien und Reagenzien

Die folgenden Basisreagenzien wurden circa einmalMgoche hergestellt und bei 4 °C
gelagert. Es wurde sterilisiertes, doppelt destifis Wasser (Ultra Pure Water) fur alle

Reagenzien benutzt. Der pH-Wert wurde mit 5 M NaQidung auf 7,4 eingestellt. Kurz vor

jeder Isolation wurden die bengtigten Losungen,iwi@.2.2 beschrieben, hergestellit.

Tabelle 1: Zusammensetzung der CIB-Lésung

Name Konzentration inMolekulares CAS-Nummer Hersteller

mM Gewicht in g/mol
NacCl 130 58,43 7647-14-5 Fisher Scientific
KCI 5,4 74,55 7447-40-7 Fisher Scientific
1M MgCl-6H,O | 0,5 95,21 7786-30-3 Sigma-Aldrich
NaH,PO, 0,33 119,98 7558-80-7 Sigma-Aldrich
Glucose 22 180,16 50-99-7 Sigma-Aldrich
HEPES 25 238,30 7365-45-9 Sigma-Aldrich
Tabelle 2: Zusammensetzung der Tyrode-L6sung
Name Konzentration inMolekulares CAS-Nummer Hersteller

mM Gewicht in g/mol
NacCl 140 58,43 7647-14-5 Fisher Scientific
KCI 5,4 74,55 7447-40-7 Fisher Scientific
1M MgCl-6H,O | 0,5 95,21 7786-30-3 Sigma-Aldrich
NaH,PO, 0,33 119,98 7558-80-7 Sigma-Aldrich
Glucose 11 180,16 50-99-7 Sigma-Aldrich
HEPES 5 238,30 7365-45-9 Sigma-Aldrich
CaCb 1,8 147.01 10035-04-8 Sigma-Aldrich
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Tabelle 3: Weitere Losungen und deren Bestandteile

Reagenz Bestandteile Konzentration CAS- Hersteller
Nummer

BSA-Reagenz Albumin in 15 mlJ@ 50 mg/ml 9048-46-8  Sigma-Aldrich
Albumin

EGTA Reagenz| EGTA in 1 M NaOH 400 mM 67-42-5 Sigma-Aldrich
EGTA

Insulin-Reagenz Insulin (boviner Pankreas) U/ml Insulin 11070-73-8 Sigma-Aldrich

in 0,1 mM HCI
1 M NaOH NaOH in HO 1 M NaOH 1310-73-2 Fisher Scientific

0,1 mM HCI 5 mM HCI-Lésung in /O 0,1 mM HCI 7647-01-0 Fisher Scientific

3.2.2 Durchfiihrung

Zunéchst musste die Technik der Isolation von Hesielzellen im Labor etabliert
werden. Die Protokolle folgen einem gemeinsamennziyj benutzen aber zum Tell
verschiedene Chemikalien.

Mit dem Protokoll von Shioya et al. [81] gelang, @®egensatz zu dem von Liao et al. [82]
vorgestellten Prozedere, die Isolation von Calchesistenteren und langlebigeren Zellen. Liao
et al. nutzten fur die Elimination von Calcium B8tandionmonoxim (BDM). Es ist allerdings
bekannt, dass BDM die Kontraktilitat von Kardiomyten negativ beeinflusst [83-85]. Statt
BDM nutzt das Protokoll von Shioya Ethylenglycos{@minoethylether)-N,N,N',N'-
Tetraessigsaure (EGTA) und als Besonderheit ausiiiin Im Hinblick auf die zu erwartenden
langen Inkubationszeiten wurde daher mit dem Pwaitokon Shioya weitergearbeitet. Die
Zellen wurden jeweils taglich isoliert, bei Raumfssratur in 1,8 mM Calcium Tyrode-Ldsung
unfixiert aufbewahrt, bis zu 8 Stunden fur Experniteeverwendet und dann entsorgt.

Zunachst wurde die Maus in einen geschlossenenltBehié@nsferiert. Ein zufihrender
Plastikschlauch enthielt 5% des Andasthetikumslusah (Isoflurane, Baxter AG, 250 ml
Flasche) und Sauerstoff mit einem Fluss von 10éninl/ Dann wurde die Maus heparinisiert
(Heparin Sodium Injection, USP, 1,000 Units/ml, ABparmaceuticals, 0,2 ml i.p.), auf das
chirurgische Brett verlagert und fixiert. Die Scbhma wurde in einen Schlauch geschoben, der
Isofluran und Sauerstoff forderte, sodass bis zukdh suffizienter Kreislauf mit Protektion des
Gewebes erreicht werden konnte. Nach einer ausmilehr Anasthesie der Maus, wurde
Isofluran auf eine Erhaltungsdosis von 3 % reduzigas Abdomen wurde eréffnet, Rippen und

Sternum entfernt, um mit einer Pinzette das Herzdarsal anzuheben und samtliche GefalRe zu
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durchschneiden. Circa 5 mm von der Aortenklapp&esertt wurde die Aorta durchtrennt. Sofort
wurde das Herz in eine Petrischale mit eiskalt&-Cdsung mit 0,4 mM EGTA und 50 pU/ml
Insulin (EGTA-CIB) transferiert und extrakardial€&ewebe entfernt. Unter dem Mikroskop
wurde die Aorta prapariert und mittels einer sabstorfenen fixen Einrichtung, bestehend aus
Kanile, Spritze mit eiskalter EGTA-CIB-Losung, em&lemmarm und Haltestander (Fisher
Scientific) kanuliert, sodass die Spitze der Kamitht die Koronarostien verlegte. Dann wurde
die Aorta mittels eines 4-0 Vicryl-Fadens und ei@efallklemme (Dieffenbach, 35 mm) fixiert.
Das in der Petrischale befindliche kandlierte unid aer GefalRklemme fixierte Herz mit der
Spritze ist in Abbildung 3 A dargestellt. Sofort nda eiskalte EGTA-CIB-L6sung infundiert,
um das restliche Blut aus den GefalRen herauszuems€hes bewirkte die Elimination von
Calcium, Verringerung der Zellkontraktion und Glskwerbrauchs, was zum Schutz der
Kardiomyozyten beitrug. Das kantlierte Herz wurde eanen Langendorff-Perfusionsapparat
angeschlossen und so mit 37 °C warmer EGTA-CIB-h{gstiber die Koronarostien fir 3
Minuten perfundiert, um Calcium weiter auszuspulgkbbildung 3 B). Mit Hilfe des

Langendorff-Perfusionsapparats konnten die Losungemvarmt und in variierbarer

Geschwindigkeit dem Herzen zugefuhrt werden.
A

Abbildung 3: Bilder zur Durchfihrung der Praparatio n des Herzens

A) Die Kanllierung der Aorta erfolgte unter dem M&ikkop, gefolgt von der Fixierung mit
Gefal3klemme und Vicryl-Faden. Dann wurden die Kar@m mittels dargestellter Spritze mit eiskalter
EGTA-CIB-LOsung perfundiert, um restliches Blut usamit Calcium zu entfernen. Das Herz befindet
sich in einer Petrischale mit ebenfalls gekihlt&TA-CIB-Losung.

B) Das kandlierte Herz ist am Langendorff-Apparageschlossen, wodurch die Lésungen auf 37 °C
erwarmt und Uber die Koronarien dem Herzen zugéfiirden.

C) Wasserbad, Pumpe, Langendorff-Apparat, Zeitnmess Druckmessgerat (von links nach rechts).
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Die Perfusionsrate wurde immer dem Druck angepd&lsser sollte bei erfolgreicher
Kanilierung zwischen 50-60 mmHg betragen. Ein zhehoDruck bedeutete eine zu tiefe
Kandlierung mit Verlegung der Koronarostien, sorkéine Perfusion und Versorgung mit
Glukose. Ein zu niedriger Druck wirde fur eine ¥&zling oder ein Herausrutschen der Spitze
sprechen. Beide Szenarien fiuhrten zur Minderpearfysi sowie zu erheblicher
Qualitdtsminderung der Zellen und bedeuteten in Riegel, dass die Isolation abgebrochen
wurde und neu begonnen werden musste. Nach 3 Minuterde zu Enzym-A-LAsung
gewechselt, welche aus CIB-Losung mit 0,3 mM GaCl,2 mg/ml Collagenase B
(Katalognummer: 11088823103, Roche), Collagenase(Katalognummer: 11088874103,
Roche), 0,08 mg/ml Protease (Typ XIV, CAS-Nummef3®06-0, Sigma-Aldrich) und
0,08 mg/ml Trypsin (CAS-Nummer: 9002-07-7, SigmahAdh) bestand. Nach circa 7 Minuten
begann der Druck zu fallen, was als Beginn der flige gewertet werden konnte. Durch
Erhdéhung der Flussrate wurde dann versucht so lamgendglich einen Druck tber 50 mmHg
und damit eine gute Perfusion zu erhalten. Warnilgl® mehr mdéglich, so wurde das nun von
der Konsistenz schwamm-ahnliche Herz von der Kagélf@mmen und in einer Petrischale 2-3-
mal zerschnitten. Es wurde circa 37 °C warme EnByhsung dazugegeben und fur 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Diese Enzym-LOosungspnach mit dem Unterschied von auf
0,7 mM erhohtem Caglnd 2 mg/ml BSA der Enzym-A-Ldsung.

Zubereiten der Losungen

Vorbereiten des Arbeitsplatzes

Aniisthesie der Maus

Entnahme des Herzens

Sofortiges Kiihlen mit kardiopleger Losung

Kaniilierung der Aorta
Anschluss an Langendorff-
Perfusionsgeriit

Auswaschen von Calcium

Isolation mit Enzymlosung

Mechanisches Losen der Zellen (Pipettieren)
Filtern und Zentrifugation der Zelllosung

Stop der Enzym-Reaktion
Inkubation und Zentrifugation

>

Minuten

Beladen mit Calciumindikatoren

Abbildung 4: Zeitstrahl zur Isolation von adulten Kardiomyozyten
Ablauf der Isolation mit Angabe der Zeit in Minuteleder Schritt variiert jedoch von Isolation zu
Isolation. Besonders die Zeit der Exposition mizfgmlésung muss dem Grad der fortgeschrittenen

Verdauung des Gewebes angepasst werden, um Ulsgrdatkerdigestion des Gewebes zu vermeiden.
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Nach dieser Zeit wurde das bereits aufgelockertegatoste Gewebe etwas bewegt und
mit einer Plastikpipette mit abgeschnittener Spéxea 10-mal langsam auf- und abpipettiert bis
es total dissoziiert war. Die Zellsuspension wudden durch ein 300 um Netz (Spectra Nylon
Mesh Filters 300 um, Lot.-Nummer: 3247105, Spectruaboratories) gefiltert und fir 3
Minuten bei Raumtemperatur bei 300 rpm zentrifugier

Das Zellpellet wurde dann nach der Zentrifugierungt einer Plastikpipette
aufgenommen und in der BSA-LAsung fur 10 Minuten3¥e°C inkubiert, um die Digestion zu
stoppen. Die Losung enthielt 2 mg/ml BSA und a@friM erhohtes CaglDanach wurden die
Zellen fir 3 Minuten bei Raumtemperatur und 300 gantrifugiert. Das Zellpellet wurde dann
mit einer Plastikpipette aufgenommen und in cirBand Tyrode-Losung transferiert, die eine
Calciumkonzentration von 1,8 mM hatte. In diesemiravurden die Zellen bei Raumtemperatur

fur bis zu 8 Stunden gelagert und flr Experimeeieudgt.

3.3 Eine neue Methode zur Darstellung von Calcium
3.3.1 Anwendung

In Zusammenarbeit mit der Firma lonOptix, MiltonSA und Prof. Armoundas wurde
eine neue Methode zur Calciummessung mittels Fdzerez entwickelt, die als erstes von der
Autorin dieser Arbeit benutzt wurde. Das Besondderan ist, dass in einer isolierten
Kardiomyozyte, die zuvor mit zwei verschiedenen cotehindikatoren markiert wurde,
Calciumintensitaten in zwei verschiedenen Kompagtiten der Zelle bei einem
Kontraktionszyklus gleichzeitig gemessen werdennkdn Dazu ist es mdglich, Messungen der
Sarkomerlange und Zelllange wahrend einer ReiheKamtraktionen zu beliebig einstellbaren
Frequenzen durchzufuhren. Die Firma lonOptix biseienm&lig Versuchsaufbauten an, die
lediglich einen Farbstoff detektieren konnen. Ddfédient es sich der Fluoreszenzeigenschaften
von verschiedenen Stoffen, die bei Anregung duricie stoffspezifische Wellenlange Licht
einer hoheren Wellenlange emittieren. Elektrones faoreszierenden Stoffes absorbieren
hierbei Photonen. Um zwei Farbstoffe zeitgleicheztegen und ihre Emission aufzufangen,

bedarf es speziellen Vorrichtungen, die unter 3v8rgestellt werden.

3.3.2 Calciumindikatoren

Calciumindikatoren sind Fluoreszenzmolekiile, diee iRluoreszenzeigenschaft andern,
sobald sie Calcium binden. Sie fungieren als Calchelatoren und sind strukturell verwandt
mit einem Derivat des EGTA. Die hier zur Verwendukgmmenden Indikatoren sind
Acetoxymethylester (AM-Ester). Sie sind deshalbr gelaktisch, weil sie lipophil sind und in
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Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st in eine Losung mielen gegeben werden kodnnen. Sie
Uberwinden die Zellmembran und die AM-Ester-Grupped durch zelleigene unspezifische
Esterasen abgebaut. In weiterer Folge entsteht@aneoxylgruppe, die Indikatoren sind in der
Zelle ,gefangen” und kénnen dort Calcium bindene WWahl der Indikatoren richtete sich zum
einen nach den zu detektierenden Zellkompartimerdem anderen mussten die Farbstoffe,
sollten sie gleichzeitig verwendet werden, unteestiiche Emissionsspektren haben, sodass sie
einander nicht Uberlagern. Das hatte zur Folges als Auswahl der Farbstoffe auch den
technischen Aufbau bestimmte, da speziell fir diesddstoffe entsprechende Filter eingebaut
werden mussten. Mit dem verwendeten Mikroskopauistidas Messen von 2 Varianten mit
jeweils 2 Farbstoffen mdglich. Folgende Kombinagiorvon Calciumindikatoren wurden flr die
Experimente verwendet:

Variante 1: Calciumindikatoren Fluo und Rhod

Variante 2: Calciumindikatoren Indo und Rhod

Im Folgenden werden die einzelnen Calciumindikatdreschrieben. Dabei ist es auch mdglich,
dass unterschiedlichen Derivate der Farbstoffe geémerden konnen (Fluo-4, AM und Fluo-5N,
AM bzw. Rhod-2, AM und x-Rhod-1, AM). Die Derivateon Fluo als auch von Rhod
unterscheiden sich nur geringfiigig in ihrer Fluaegseigenschaft, allerdings ist deren
bevorzugte Akkumulationseigenschatft in einem bastiem Zellkompartiment unterschiedlich.

Indo-1, AM

Indo-1, AM wird bei einer Wellenlange von 346 nmregt. Im Gegensatz zu anderen
Calciumindikatoren hat Indo-1, AM einen doppeltenig&sions-Gipfel bei 405 und 485 nm. Das
heil3t, die Emission ist eine Ratio aus zwei Wellagen. Aus diesem Grund sind auch zwei
Photomultiplier (Verstarker) fir die Detektion démission von Indo notwendig. Indo-1, AM

lagert sich bevorzugt im Zytosol an.

Fluo-4, AM
Fluo-4, AM hat eine Exzitationswellenlange bei 484 und das Emissionsmaximum bei 517

nm und lagert sich bevorzugt im Zytosol an.

Fluo-5N, AM

Fluo-5N, AM ist ein Derivat von Fluo-4, AM und haine niedrigere Affinitdt zu Calcium.
Dadurch kann Calcium in calciumreichen Kompartineentletektiert werden, in denen die
Antwort von Fluo-4, AM gesattigt wéare. Aus diesemuf kann es zur Darstellung von

Calcium im Sarkoplasmatischen Retikulum verwendsiden.
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Rhod-2, AM
Rhod-2, AM hat ein Exzitationsmaximum bei 552 nnd &@in Emissionsmaximum bei 581 nm.

Es lagert sich bevorzugt im Zytosol an.

x-Rhod-1, AM
x-Rhod-1, AM hat ein Exzitationswellenlange von 580 und eine Emission von 602 nm. Diese
Form von Rhod ist kationisch und férdert so dienspengsgesteuerte Aufnahme des Indikators

in die Mitochondrien.

3.3.3 Aufbau und Funktionsweise

Fluorescence ——> Myopacer
System
Interface
Kamera
PMT
Austauschbare
dichroitische
Spiegel
Hyperswitch
mit
Xenon-Lampe Mikroskop

Objekttriger
Auffangbehiilter mit mit 2 Elektroden
superfundierter

Lésung —on«s ¥

Abbildung 5: Fotoaufnahme des Messsystems
Darstellung des Mikroskops und der angeschlosseaamischen Geréte.
PMT = Photoelektronenvervielfacher (Photomultipliebes)

Wie in Abbildung 5 zu sehen, besteht das Messsystesneinem Mikroskop (Moaotic,
Type 101 M, Canada), dem sogenannten Hyperswitch Lichtquelle (dessen Inhalt in
Abbildung 6 dargestellt wird), einem Lichtleiter diiclektronenvervielfacher (Photomultiplier
Tubes, PMT). Mit Hilfe des Myopacers kénnen diel&®lelektrisch stimuliert werden. Eine
Kamera ist mit einem Computer verbunden und ligfeEchtzeit die Bilder zu dem Programm
lonWizard 6.0 (lonOptix, Milton, USA), mit dem di@aten generiert und gespeichert werden.
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Das Fluorescence System Interface fungiert als ifstalle zwischen Messsystem und dem
Computerprogramm.

Zusammen mit der Lampe befinden sich im sogenanmigperswitch auch ein
austauschbares Filterteil sowie ein kleiner Spiefar Strahlengang im Hyperswitch ist in
Abbildung 6 schematisch dargestellt. Als Lichtgeallient eine Xenon-Lampe (Xenon Power
Short Arc Lamp, 75W, USHIO, USA). Der Galvanischeiegel bindelt das Licht zum
austauschbaren Filterteil, der einem Kubus gleichtaustauschbaren Filterteil trifft das Licht
zunachst direkt auf den ersten Filter. Gleichzeitigd ein Teil des Lichtes abgelenkt, um auf
den zweiten Filter zu treffen, der im 90 Grad Winkem ersten Filter angeordnet ist. So
entstehen zwei sich zeitlich Uberlappende Wellegganmit denen es nun moglich ist, zwei
Stoffe gleichzeitig mit ihrer spezifischen Wellemige zu erregen. Das Filterteil im Hyperswitch
ist austauschbar, um bei Bedarf andere WellenlangenFluoreszenzfarbstoffe zu nutzen. Am
Ende des Hyperswitches befindet sich zudem eirerfald, mit dem die Menge des Lichtes
reguliert werden kann. Das Exzitationslicht wirdndamit Hilfe eines Lichtleiters zum
Mikroskop geleitet.

Austauschbarer Filterkubus

mit 2 Filtern und dichroitischem Spiegel
Linsen |

l

Linse

—~——
[ —

Galvanischer Spiegel

lI

I
Aluminiumspiegel
Gehiluse mit Xenon-Lampe

Lichtleiter —— >
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Strahlerngs im Hyperswitch
Die Aluminiumspiegel biindeln das Licht der Xenore (rot) auf einen Galvanischen Spiegel. Durch
zwei Linsen und einen weiteren Aluminiumspiegeaféttias Licht im Filterkubus auf zwei verschiedene
Filter. So entstehen zwei verschiedene Wellenlan@gin und dunkelblau), die nun Uberlappen

(hellblau) und gebindelt zum Mikroskop geleitet desr (Abbildung nach lonoptix Anleitung [86]).

Um das einfallende anregende Licht zum ObjektiVezien, ist ein dichroitischer Spiegel

im Mikroskop zwischengeschaltet. Dichroitische gpiereflektieren Licht, dass kleiner ist als
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ihre Grenzwellenlange. Das Anregungslicht, das eikleinere Wellenlange als das

Emissionslicht hat, wird so reflektiert und auf dabjektiv geleitet. Auch der dichroitische

Spiegel kann je nach gewlnschter Wellenlange mierei Hebel an der Seite am Mikroskop
verandert und ausgetauscht werden. Das Absorptibhgéllt nun auf das Préaparat und erregt
die darin befindlichen Fluoreszenzfarbstoffe, die eéinen energetisch hoheren Zustand
Ubergehen. Durch das ankommende anregende Photonem Elektron auf ein hdheres

Energieniveau gehoben. Da energetisch niedrigestddde bevorzugt werden, fallt es wieder
zurtck und emittiert dabei ein energiearmeres, vietiggeres Photon. Es findet somit eine
Wellenlangenverschiebung von Absorptions- und Eiomsdicht statt, der sogenannte Stokes-
Shift.

Als nachsten Schritt im Strahlengang trifft diekeht auf eine Reihe von dichroitischen
Spiegeln, die das Licht zuerst zur Kamera und nunden in einer Reihe geschalteten
dazugehorigen Photomultiplier Tubes (PMT) ,sortiéreDa PMT nicht wellenlangenselektiv
sind, mussen vorher die gewilnschten Wellenlangdiitege und auf verschiedene PMT
aufgeteilt werden. Die Spiegel wurden so gewadtdss die Wellenlange des Emissionslichtes
Uber der kritischen Wellenlange des dichroitiscBeregels liegt. So wird das gewtnschte Licht
jeweils in die PMT reflektiert. Licht hoherer Wellénge wird durchgelassen. Es trifft erneut auf
einen dichroitischen Spiegel, der wiederum so géwélrde, dass er nur bestimmtes
Emissionslicht in einen weiteren PMT reflektiertudh hier ist es mdglich die Spiegel
auszuwechseln und bei Bedarf andere Fluoreszesubéiidound Wellenlangen zu nutzen.

PMT auch Photoelektronenvervielfacher genannt, &trstchwache Lichtsignale, wie die
einzelner Photonen, registrieren und verstarkea.miotonen treffen in einer Vakuumréhre auf
eine Photokathode. Aus dieser werden Elektroneausgeltst und treffen auf Dynoden, aus
denen sie weitere Elektronen herausldsen. So nebredfiektronen von Dynode zu Dynode zu.
Am Ende des Kolbens treffen sie auf eine Anodedigd_adung zu einem Strompuls fuhrt.

Durch die Auswechselbarkeit der Filter im HypersWwijtim Mikroskop und vor dem
PMT ergeben sich 2 verschiedene Kombinationsmdggitbn der Calciumindikatoren, die in
Abbildung 7 dargestellt sind. In Variante 1 sindfgaund der Eigenschaften der
Fluoreszenzfarbstoffe nur ein dichroitischer Spiaged zwei PMT notwendig. In Variante 2
sind zwei dichroitische Spiegel hintereinander peltet und ,sortieren“ das gewunschte Licht
in die dazugehorigen drei PMT.

Das Mikroskop beinhaltet einen tiefer gelegten ®itjeéger, auf dem einige Tropfen mit
Zellen in Tyrode-L6sung pipettiert werden kdnneracN wenigen Sekunden siedeln sich die

Kardiomyozyten am Boden ab. Wahrend der Dauer ebbgseriments werden die Zellen
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kontinuierlich mit Tyrode-Losung superfundiert, @iseits, um nichtgebundenen Farbstoff
auszuwaschen und anderseits, um die HaltbarkeZeltan zu verlangern. An beiden Seiten der
Kammer befindet sich jeweils eine Elektrode. Diédektroden sind mit dem sogenannten
Myopacer verbunden und erzeugen ein elektrischdd ke der Kammer. Mit Hilfe des
Myopacers kénnen die Zellen mit einer bestimmtezgbienz stimuliert und zum Kontrahieren
gebracht werden. Damit ist es auch mdglich, veestdne Zyklen und Frequenzabfolgen zu
programmieren, wie beispielsweise in dem in 3.&%chriebenen S1-S2-Protokoll.

A B

517 nm 485 nm
Fluo Indo 2

=2
o 405 nm
=E Indo 1

Kamera
Kamera

PMT
PMT

PMT
PMT

Hyperswitch Mikroskop

il
ifk

555 nm [ |
e ‘

484nm 340 nm
Fluo Indo

Abbildung 7: Schematische Darstellung der zwei méghen Indikator-Varianten

Links im Bild befindet sich jeweils der Hyperswitatechts im Bild das Mikroskop mit Vorrichtung fur
die PMT. Durch die Moglichkeit des Wechselns déteF(dargestellt als Kubus mit dunkelgrauem Kreis)
im Hyperswitch, im Mikroskop und vor den PMT ergebesich zwei verschiedene
Kombinationsmdglichkeiten von CalciumindikatoreneDPosition der Filterkuben ist jeweils mit Hilfe
eines hellgrauen Pfeils dargestellt.

A) Variante 1: Calciumindikatoren Fluo und Rhod.

B) Variante 2: Calciumindikatoren Indo und Rhod.

PMT = Photoelektronenvervielfacher (Photomultipliebes)

3.3.4 Inkubation von Calciumindikatoren

Fur die folgenden Experimente wurden die Kardionyy@z mit den Calciumindikatoren
x-Rhod-1, AM und Fluo-4, AM hintereinander belad&me Inkubationskonditionen wurden so
gewahlt, dass x-Rhod-1, AM in den Mitochondrien @hago-4, AM im Zytosol akkumuliert. Die
Zellen in Tyrode-Losung wurden zundchst mit x-Ri9dAM (1,4 uM, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dannumle der Uberstand entfernt und die
Zellen mit farbstofffreier Tyrode-Losung gewaschBieselbe Zelllbsung wurde dann mit dem
Indikator Fluo-4, AM (10 uM, Invitrogen, Carlsba@A, USA) fur weitere 30 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Wieder wurde der Uberstabpipettiert und mit farbstofffreier
Tyrode-L6sung gewaschen. Nach der Beladung wurde &eit von 45 Minuten fur die
Deesterifikation abgewartet.

Beim Experiment Erholungskurve (3.4.5) wurde audh Ftuo-5N, AM beladen. Dann
wurden die Zellen zun&chst wie oben beschriebenxiRitod-1, AM oder Fluo-4, AM inkubiert.
Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen mitikatbrfreier Tyrode-Losung gewaschen.
Dieselbe Zelllosung wurde dann mit dem Calciumiathk Fluo-5N, AM (5 uM, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) fir 2 Stunden bei 37 °C inkubigefolgt von einer Waschung und eine
Deesterifikationszeit von 1,5 Stunden bei 37 °CRkoed-1, AM und Fluo-4, AM wurden von
einer Stammloésung (Stock Solution) aus Dimethytsutf (DMSO, Sigma-Aldrich) und 5 %
Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich) verwendet. Fluo-5AlY wurde aus einer Stock Solution von
DMSO und 0,25 % Pluronic F-127 benutzt. Einmal defg wurde mit den Zellen fir bis zu 8

Stunden experimentiert.
3.4 Experimente

3.4.1 Versuch A: Nachweis von Calciumindikatoren in zwei verschiedenen

zellularen Kompartimenten

Folgendes Experiment sollte durchgefiihrt werden,zunbestétigen, dass Fluo-4, AM
zumeist im Zytosol und x-Rhod-1, AM in den Mitochnien lokalisiert sind. Die Zellen wurden
simultan wie in 3.3.4 erwéhnt mit den FarbstoffeRhod-1, AM und Fluo-4, AM beladen. Eine
kleine Menge (in etwa 2 Tropfen aus einer 1 ml ttkpgette) der Zellflissigkeit wurde in die
Kammer des Mikroskops pipettiert. Die weiteren Stddieses Experiments sind in Abbildung
8 schematisch dargestellt.

Nachdem sich die Zellen innerhalb einer Minute aoddéh der Kammer angesiedelt
hatten, wurden sie fir 5 Minuten kontinuierlich nmiyrode-Losung mit einer niedrigen
Calciumkonzentration von 0,2 mM perfundiert, umhtigebundenen Indikator auszuwaschen
und eine Fluoreszenz-Grundline aufzunehmen. Damaatde die Calciumkonzentration der
Tyrode-L6sung auf 1,5 mM angehoben. Um sicher hegedass Signalanderungen nur aus den
Mitochondrien und dem Zytosol kommen, wurde dareAlifnahme und Abgabe von Calcium
ins Sarkoplasmatische Retikulum geblockt, indem gleichen superfundierenden Lésung der
Serca-Inhibitor Thapsigargin (2 uM, Invitrogen, [Shad, USA) und der Ryanodinrezeptor-
blocker Ruthenium Red (20 uM, Sigma-Aldrich) beiggfwurde.
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Superfundieren mit 1,5 mM Ca>*
Ruthenium Red + Thapsigargin

Superfundieren mit 1,5 mM Ca?*
FCCP + Oligomycin
Superfundieren mit 1,5 mM Ca2’| Ruthenium Red + Thapsigargin

Superfundieren mit 0,2 mM Ca?* J’ v l
1 1 1

>
I I I I

0 5 10 Minuten

essung der Calciumintensitit mit x-Rhod-1, AM und Fluo-4, AM

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchbkufs

Zunachst wurde eine Grundline mit niedrigkonzentgie Calciumlésung aufgenommen und

nichtgebundener Fluoreszenzmarker ausgewaschen. \Ramle Calcium auf 1,5 mM erhéht. In einem

weiteren Schritt wurde Ruthenium Red und Thapsigarg der Losung dazugeben, damit sollte der
Calciumein- und -ausstrom des SR geblockt werdemnBvurden FCCP und Oligomycin hinzugefigt,
um den elektrochemischen Gradienten fir die Aufrekion Calcium ins Mitochondrium zu zerstoren.

FCCP = Carbonyl-cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhgzione

Die Intensitaten von Calcium wurden gemessen s sin Gleichgewicht einstellte.
Dann wurde der superfundierenden Losung der EntkopiCCP (20 pug/ml, Carbonyl-cyanide-
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, Sigma-Aldrichhdu Oligomycin A (20 pg/ml, Sigma-
Aldrich) zugegeben, um den elektrischen Gradieritendie Aufnahme von Calcium in die
Mitochondrien zu zerstéren. Falls Fluo-4, AM zunm@s Zytosol gespeichert wurde, so sollte es
bei einer Erhéhung der Calciumkonzentration zuraidenstieg des Signals kommen. Aul3erdem
wurde erwartet, dass es nach der Zugabe der Ed&topp einem weiteren Intensitatsanstieg
kommt, wohingegen das Signal von x-Rhod-1, AM, thaglen Mitochondrien lokalisiert sein
sollte, abnimmit.

Thapsigargin wurde zuvor in DMSO gel6st. RuthenitRed wurde aus einer
Stammldsung in Wasser (bei 4 °C, lichtgeschutzggat) zugegeben. FCCP und Oligomycin A
wurden in DMSO gel6st und die fur ein Experimennhdiegyte Menge in 1,5 ml Eppendorf
Rohrchen geflllt. FCCP Proben wurden bei 4 °C uhigothycin A Proben wurden bei -8 °C
laut Empfehlung der Hersteller gelagert.

Die Hintergrundfluoreszenz wurde jeweils vom Datdnsabgezogen. Nach der Zugabe
von FCCP und Oligomycin wurde ein Abfall der Cafointensitat erwartet. Der Abfall wurde

durch die Anderung vom hdchsten Messwert, hervafgar durch das Superfundieren der
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Zellen mit 1,5 mM C&, bis zum niedrigsten Messwert nach Oligomycin- WFECP-Gabe
ermittelt. Der hochste Messwert war somit 100 %s Aledrigster zu erreichender Messwert
wurde der totale Verlust des Protonen- und Calcralignten mit alleinigem Vorhandensein der

Hintergrundfluoreszenz angenommen.

3.4.2 Versuch B: Calciuminhalt des SR in Kardiomyoyten von Serca2a-

Uberexprimierenden Mausen und Kontroll-Mausen

Es sollte untersucht werden, inwiefern sich derciDatinhalt im SR von Kontroll-
Mé&ausen und von Serca2a-Mausen unterscheidet. $ektadse wurden verwendet, nachdem sie
7 Tage lang Doxycyclin erhalten hatten. Es wurde derselbe Versuch an Kontroll-Mausen als
auch an Serca2a-Mausen nach siebentagiger Doxygsble durchgefihrt. Koffein o6ffnet
reversibel die Ryanodinrezeptoren am SR, sorgeifig grof3e Kontraktion und lasst so Calcium
frei [87]. Zunachst musste eine zweite Perfusiomslin die Kammer eingebracht werden. Es
wurde so programmiert, dass sich auf einen TriggerMyopacer hin die Klappe einer Tyrode-
Losung mit Koffein (10 mM, Sigma-Aldrich) kurzzegtbffnet und wieder schliel3t (500 ms).

Die Zellen wurden hintereinander wie in 3.3.4 bemtien mit den Farbstoffen x-Rhod-1,
AM und Fluo-4, AM beladen. Eine kleine Menge detlfiessigkeit wurde in die Kammer des
Mikroskops pipettiert. Nachdem sich die Zellen irfradb einer Minute am Boden der Kammer
angesiedelt hatten, wurden sie kontinuierlich miyrofle-Losung (1,8 mM Calcium)
superfundiert. Es wurde jeweils eine Zelle herassget. Die Zellen wurden fur 30 Schlage mit
2 Hz, 12 Volt durch den Myopacer stimuliert. Ankades zu erwartenden 31. Schlages, 6ffnete
stattdessen die Klappe und liel3 Koffein in die Kanstromen. Es wurde erwartet, dass sich mit
einer Uberexpression der Serca2a auch mehr Caloiu@R befindet.

Die Hintergrundfluoreszenz wurde von den gewonneimaten subtrahiert. Jedes
Experiment wurde am Koffein-vorausgehenden Calaiansienten normalisiert, d.h. der letzte
normale Transient der Applikation von Calcium wewveils 1. Nach der Applikation wurde ein

vergrol3erter Calciumtransient erwartet und dessesdéhnung abgelesen.

3.4.3 Versuch C: Anderung der Calcium-HomgOostase dah verschiedene
Chemikalien, die Mitochondrien beeinflussen

Der Versuch wurde an Kontroll-Mausen und Serca2asda nach siebentagiger
Doxycyclingabe durchgefiihrt. Zunachst sollte eirotékoll zur Etablierung von stabilen

Alternans entworfen werden. Die Zellen wurden ber &erfusion mit Tyrode-Losung bei
Raumtemperatur schrittweise stimuliert. Es wurdellddz begonnen und dann in 1 Hz Schritten
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die Frequenz erhoht bis die Zelle stabile Alternaegjte. Dann wurde der superfundierenden
Tyrode-L6sung jeweils eine der in Tabelle 4 aufgjeten Chemikalien, die Einfluss auf die
Calciumhomoostase und die ATP-Herstellung haberigefiggt und das Verhalten der

Alternansratio beobachtet.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, ihre Wirkung undKonzentration

Name Wirkmechanismus Konzentration

Natriumcyanid Blockiert Komplex IV (Cytochrom-c-1 mM
Oxidase) der Atmungskette

Carbonyl-cyanid-p- Zerstort den Protonengradienter®),1 uM
trifluoromethoxyphenylhydrazongerniedrigt ATP-Produktion

(FCCP)

Oligomycin A Blockiert bF1- Synthase 1 pg/mi
Antimycin Blockiert Komplex Il der Atmungskette  |bg/ml
Rotenone Blockiert Komplex | der Atmungskette 5uM
Ruthenium Red Verhindert Calciumaufnahme in dl® pM

Mitochondrien durch Blockade des MCU

2-Keto-3-methylvaleric-acid Blockiert a-Ketoglutarat-Dehydrogenase 5mM
(KMVA)
CGP 37157 (CGP) Verhindert die Calciumabgabe des uM

Mitochondrien durch Blockade des Na
C&*- Austauscher

H.O; Oxidierend, reaktive Sauerstoffspezies 0,1 mM

Alle Chemikalien bis auf CGP wurden von Sigma-Adtiribezogen. CGP wurde von
Tocris (Ellisville, USA) bestellt. FCCP, AntimyciQligomycin, Rotenone und CGP wurden aus
einer Stammlésung mit DMSO hergestellt. Rutheniued Rurde aus einer Stammldsung mit
Wasser (bei 4 °C, lichtgeschiitzt gelagert) zugegelatriumcyanid, KMVA und KO, Lésung

wurden direkt zur Tyrode-L6sung gegeben.

3.4.4 Versuch D: Reversibilitdt der Alternansdndermg in Kardiomyozyten durch
Beeinflussung von Mitochondrien
Die nachste Reihe an Versuchen diente zur Klarabglie beobachteten Veranderungen

durch die Zugabe von Antagonisten, also Substandienin ihrer Wirkung der in Tabelle 4

genannten Chemikalien entgegengesetzt sind, reetsnd. Dazu wurden die Experimente mit
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CGP und HO,, wie in 3.4.3 beschrieben, wiederholt. Nach degahe von CGP oder.B,
wurde zunachst abgewartet, bis die VeranderungenGéeichgewicht erreicht hatten. Dann
wurde zu dieser Losung jeweils der passende Anisgbimzugegeben. CGP verhindert die
Calciumabgabe der Mitochondrien durch Blockade déa’-Ca*-Austauschers. Hohe
Calciumkonzentrationen im Mitochondrium fiihren auee Offnung der mPTP. Die Zugabe von
Cyclosporin A sollte die Offnung der mPTP verhimdeBeim zweiten Experiment dieser Art
wurde untersucht, ob die Zugabe einer reduziere@emikalie wie N-Acetyl-L-Cystein (NAC)
nach der Etablierung von Alternans und der Beessilmg durch O, eine Auswirkung auf die
Alternansratio hat.

Cyclosporin A (10 uM, Sigma-Aldrich) wurde aus ein8tammlosung mit DMSO
hergestellt. NAC (2 mM, Sigma-Aldrich) wurde direkir Tyrode-Losung gegeben.

Zuerst wurde wieder die Hintergrundfluoreszenz widen beschrieben vom
aufgenommenen Datensatz jeder Zelle subtrahieter#dnsratio wurden von 5 représentativen
AB-Mustern vor und nach Gabe der zu untersuchei@ldrstanz bestimmt und der Mittelwert

fur jedes Experiment errechnet und verglichen.

3.4.5 Versuch E: Unterschiede zwischen den Erholusgurven nach Stimulation von

Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mausen

Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mause nsigbentagiger Doxycyclingabe
wurden mit Fluo-5N, AM, x-Rhod-1, AM und Rhod-2, Aiie in 3.3.4 beschrieben, beladen.
Die Zellen wurden gemal eines eigens entworfene82sRrotokolls stimuliert. Es wurde mit
30 Schlagen (S1) bei 2 Hz stimuliert. Dann folgie einziger Schlag (S2). Bei jedem nun
folgenden Zyklus wurde die Frequenz von S2 erhéhgiefangen von 2 bis 8,5 Hz im letzten
Zyklus (Abbildung 9). Aus den gesammelten Daten deueine Erholungskurve fir jeden
Calciumindikator und fur jede Gruppe (Kontroll-Mauersus Serca2a-Maus nach Doxycyclin)
entworfen. Die Zeitkonstante tat) (vurde daraus errechnet.

Wieder wurde zunéchst die Hintergrundfluoreszenzn \den gewonnenen Daten
abgezogen. Es wurde jeweils die Anderung der Qailcitensitat von S1 zu S2 gemessen. Damit
wurde eine Erholungskurve erstellt. Jede bei S2egsane Calciumintensitat war ein Punkt auf
der Kurve. Fur die Erholungskurve wurden die bei B*wendeten Herzfrequenzen in
Millisekunden umgewandelt und auf der y-Achse aturgggen. Um eine ,Erholung” darzustellen,
wurden die Daten andersherum aufgetragen. So le¢fanch der Messpunkt S2 mit 2 Hz mit der

gemessenen Intensitat ganz rechts auf der y-Aahde8b Hz links. Dann wurde mit Hilfe des
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Programms Origin eine Exponentialkurve an jede HErgskurve angepasst und die
Geradengleichung dazu errechnet. Daraus liel3 sich dag ablesen.

S1 S1 S1 S1
2Hz 2H:z 2H:z 2H:z

| | I ] |
52 52 52 S2

2Hz 4 Hz 6 Hz 7HYZ

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchbkufs

Die Kardiomyozyten wurden gemdal3 des dargestellté@rfSEProtokoll elektrisch stimuliert. Es
erfolgten pro Zyklus jeweils 30 Schlage (S1) béiZ darauf wurde dann ein einziger Schlag (S2)
appliziert. Bei jedem folgenden Zyklus wurde diedtrenz von S2 erhoht, wahrend S1 gleich blieb.

3.5 Datenanalyse und Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe der Software lonWizard) §lonOptix, Milton, USA)
generiert und mit Origin (OriginLab, Wellesley HillUSA) analysiert. Da jede einzelne Zelle
eine experimentelle Einheit darstellt, wurde diatiStik auf der Basis von Zellen berechnet.
Somit entspricht die Angabe von N der Anzahl dertersuchten Zellen. Die
Calciumfluoreszenzwerte sind als au-Werte (arbjtranits), also willkirliche Einheiten,
generiert worden. Die Daten jedes Experimentes,jatder Zelle, wurden dann als ASCII-Werte
(American Standard Code for Information Interchgrges lonWizard exportiert und in Origin
importiert. Graphiken wurden ebenfalls mit Origirstellt. Ein p-Wert < 0,05 begriindete eine
statistische  Signifikanz.  Statistische Vergleichewisehen Ergebnisse mit einem
Calciumindikator wurden mit dem gepaarten zweigeiti t-Test ermittelt. Fur statistische
Vergleiche zwischen Kontroll- und Serca2a-Mausend&uder ungepaarte zweiseitige t-Test
verwendet. Die Hintergrundfluoreszenz wurde flrejeshtersuchte Zelle von den gewonnenen
Daten subtrahiert. Sie war ein Mittelwert aus drerschiedenen Aufnahmen. Daflr wurde
jeweils fur 10 Sekunden der zellfreie Hintergrured reh wie mdglich an der urspringlichen
Zelle, mit der experimentiert wurde, aufgenommeie Bliternansratio wurden errechnet mit: 1-
S/L. S (small) steht fir den kleinen Calciumtransa, wohingegen L (large) flr den groR3eren

der beiden Calciumtransienten in einem ABAB-Musight. Eine Ratio von 1 heifl3t somit ein
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groRtmaoglicher Grad an Alternans. 0 bedeutet, ed keine Alternans vorhanden. Die Werte
beziehen sich auf Mittelwerte mit Standardfehlem y@weils 5 aufeinanderfolgenden Alternans.
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4. Ergebnisse

4.1 Isolation von Kardiomyozyten und Nachweis der
Calciumindikatoren in unterschiedlichen Kompartimenten

Aufgrund der teilweise recht langen Inkubationszeitnd der Verwendung von bis zu
zwei Calciumindikatoren gleichzeitig war es nofigr jedes Experiment frisch extrahierte und
gualitativ hochwertige Kardiomyozyten zu habenbédsser die Qualitat, desto héher war in der
Regel auch die Quantitat.

Abbildung 10 A-C gibt einen Eindruck von der Morpdgie der isolierten Zellen. Eine
qualitativ gut-isolierte Kardiomyozyte hatte die ri¥o einer Stange (rhod-shaped), die
Querstreifung sollte genau erkennbar sein, mit ladutbegrenzten Ecken und eher
dreidimensional als flach erscheinen (AbbildungA)O Bei der Auswahl einer Zelle fir jedes
Experiment wurde auf diese Kriterien geachtet. leg@hisatz dazu zeigten weniger gute Zellen
unscharfe Querstreifung, runde Enden, Blaschere(somte blebs), gekrauselte Membranen bis
hin zum sogenannten Meatball (Fleischballchen) (lBobg 10 B, C). Allerdings war nicht nur
die Morphologie bei der Auswahl einer Zelle bedantssondern besonders deren Funktionalitat.
Deswegen wurden die Zellen wahrend der Auswahlregeeigneten Kardiomyozyte bei einer
niedrigen Frequenz (2 Hz) vor jedem Experiment slient und auf deren Kontraktion und
Kinetik hin evaluiert. Eine geeignete Zelle konieate regelhaft bei jeder Stimulation und zu
beiden Seiten gleichmaRig. Die Anderung der Sarkiimge zur Ausgangslange bei jeder

Kontraktion musste mindestens 10 % betragen.

Abbildung 10: Reprasentative Aufnahmen von isolien Maus-Kardiomyozyten

A-C) Dargestellt sind Beispiele isolierter Kardioozyten. (A) Besonders gut isolierte Zellen haben di
Form einer Stange, die Querstreifung ist erkennbarsie erscheinen dreidimensional. (B, C) Qualitat
schlechte Kardiomyozyten sind an sogenannten Mismtbekennbar (siehe Pfeile) und weisen eine
unscharfe Querzeichnung sowie gekrauselte Membrandgn Diese Zellen wurden nicht fur die

durchzufiihrenden Experimente verwendet.
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Als Basis fur die weiteren Experimente diente deaciNveis, dass Calcium in
unterschiedlichen Kompartimenten der Zellen de¢ekér ist, und sich der Calciumindikator
Fluo-4, AM vor allem im Zytosol und x-Rhod-1, AM imden Mitochondrien von
Kardiomyozyten einlagert. Abbildung 11 zeigt eimpné@&sentatives Experiment. Die Zellen
wurden nacheinander, wie in 3.3.4 beschriebendenit beiden Farbstoffen beladen. Es wurde
etwa eine Minute gewartet, so dass sich die Zal@nBoden der Kammer ansiedeln konnten.
Dann wurde fir 5 Minuten Kkontinuierlich mit Tyrodésung mit einer niedrigen
Calciumkonzentration von 0,2 mM perfundiert, umhthigebundenen Indikator auszuwaschen.

Thapsigargin &
RutheniumPRed

FCCP & Oligomycin

2000+ \L

1600+

x-Rhod-1. AM

1.5 mM Ca?¥,

1200+ l/

T T T T T
0O 200 400 600 800 1000
Zett (sek) Wik

(o]

o

o
1

1200

Calciumintensitat (au)

1000 Fluo-4, AM

800+

600

Abbildung 11: Messung von Calciumindikatoren in Zybsol und Mitochondrien

Die Zellen wurden hintereinander mit x-Rhod-1, ANWduFluo-4, AM geladen. Es sollte die Lokalisation
der Calciumindikatoren tberprift werden. Die Caidkonzentration wurde von 0,2 mM auf 1,5 mM
angehoben. Es kam zu einem Anstieg der Calciunsitégan. Bei der Zugabe des Entkopplers FCCP
(Carbonyl-cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazomey Oligomycin kam es zu einem Abfall
der Calciumintensitat von x-Rhod-1, AM und zu ein&nstieg bei Fluo-4, AM.

au = arbitrary units, sek = Sekunden
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Zunéachst wurde eine Grundline der beiden Indikatorérhod-1, AM und Fluo-4, AM
wahrend der Superfusion mit dieser niedrig-konzerten Calcium-Tyrode-LOsung
(0,2 mM C&") aufgenommen. Die Messung der Calciumintensitatdestbegonnen, als die
Calciumkonzentration in dieser Lésung auf 1,5 mMyedroben wurde (Abbildung 11). Beide
Calciumintensitaten, gemessen mit den Indikatorddha&d-1, AM und Fluo-4, AM, stiegen
erwartungsgemald daraufhin an. Als sie nicht mehiteweanstiegen, wurden zu dieser
superfundieren LOsung der Serca-Inhibitor Thapgigarund der Ryanodinrezeptorblocker
Ruthenium Red hinzugegeben, um die Calciumaufnasomge Calciumabgabe in das SR und
somit eine Beeinflussung des Calciumsignals zu eatem. Die Calciumkonzentration blieb in
dieser Losung gleich. Daraufhin kam es zu keingmifikanten Anderung der Calciumintensitat
gemessen mit den zwei Calciumindikatoren. Als dids@&sung der Entkoppler FCCP und
Oligomycin hinzufigt wurde, kam es zu einem starkdafiall vom Fluoreszenzsignal von x-
Rhod-1, AM um 72,67 % + 1,19 (n = 12 aus 9 Mausbn)Gegensatz dazu wurde gleichzeitig
eine Erhohung der Calciumintensitdt von Fluo-4, Amdgistriert (Abbildung 11). Die
unterschiedliche Kinetik der beiden Calciumindikato zeigten, dass es gelang, die
Calciumkonzentration gleichzeitig in den Mitochoiedrund dem Zytosol getrennt voneinander

ZU untersuchen.

4.2 Erhohter Calciuminhalt des Sarkoplasmatischen Retiklums in
Serca2a-Zellen

Bei der transgenen Serca2a-Maus kommt es, wieli@ Beschrieben, nach siebentagiger
Doxycyclingabe zur Hochregulation der Serca2a. Mife des folgenden Experimentes sollte
untersucht werden, ob es im Calciumgehalt des SRchen Serca2a- und Kontroll-Mausen
einen Unterschied gibt. Serca2a-Mause erhielteage Tang Doxycyclin Uber das Trinkwasser,
bevor Kardiomyozyten isoliert wurden. Kardiomyozyteon Kontroll-Mausen sowie jene von
Serca2a-Mausen wurden den gleichen Konditionenfiahge

Koffein 6ffnet reversibel die Ryanodinrezeptoren 8/ und lasst Calcium aus dem SR
frei. Der daraufhin folgende Anstieg des Calciumelsvim Zytosol ermdglicht es, den SR-
Calciuminhalt indirekt zu bestimmen. Abbildung 12 Beigt einen Vergleich der
Calciumfreisetzung zwischen einer Kontroll- undcd@a-Maus nach einer schnellen Zufuhr von
Koffein. Die Zellen wurden mit dem zytosolischenl@amindikator Fluo-4, AM beladen. Jedes
durchgefihrte Experiment wurde am letzten Calciangienten vor Koffeingabe normalisiert,
d.h. der letzte normale Transient vor der Appligatvon Koffein war jeweils 1, wodurch eine

bessere Vergleichbarkeit garantiert war. Nach deafieiheinstrom, der 500 ms betrug, wurde
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ein vergroRerter Calciumtransient registriert, dass\nderung im Vergleich zum letzten
regularen Calciumtransienten vor Koffeingabe alspriaverden konnte. Zellen von Méausen, bei
denen Serca2a hochreguliert wurde, haben im zvigseiungepaarten t-Test eine signifikant
erhohten  Calciuminhalt des Sarkoplasmatischen Retiks nach Offnung der
Ryanodinrezeptoren des SR im Vergleich zu Zellam Kontroll-Mausen (Rontroli-maus= 17 aus 5
Mausen, Bercza-maus= 20 aus 7 Mausen, p < 0,0001 ) (Abbildung 12 A).
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Abbildung 12: SR-Calciumgehalt nach der Applikationvon Koffein in Kontroll- und Serca2a-

Mausen

A) Koffein flhrt zu einer Calciumfreisetzung ausrd&arkoplasmatischen Retikulum (SR) und erlaubt
daher die Messung der Calciumkonzentration im Siled einzelne Experiment wurde zur besseren
Vergleichbarkeit am letzten Calciumtransienten ger Gabe von Koffein normalisiert; daher war der
letzte normale Calciumtransient vor der Applikatiam Koffein jeweils 1. Die Daten sind dargestalk
normalisierte Mittelwerte + Standardfehler des S&etimgehalts nach Applikation von Koffein in
Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mausep.< 0,0001.

B) Zwei reprasentative Experimente zeigen den Viédas SR-Calciumgehalts einer Serca2a- und
Kontroll-Kardiomyozyte. In Sekunde 2 erfolgte dip@likation von Koffein (500 ms), was zur
Calciumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikfihrte. Grau = Kontroll-Maus, schwarz =
Serca2a-Maus. sek = Sekunden
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Abbildung 12 B zeigt einen Ausschnitt von zwei é&g@ntativen Experimenten mit einer
Kontroll-Zelle (grau) und einer Serca2a-Zelle (seiwy. Die Kardiomyozyten wurden fir eine
gewisse Zeit stimuliert, um die Kontraktion zu keuden und ein Gleichgewicht herzustellen.
Die Zellen wurden dann mit 2 Hz fir mindestens 8@usiden stimuliert. Bei Sekunde 2 erfolgte
der Einstrom von Koffein, woraus eine verlangertarke Kontraktion bei beiden Zellen
resultierte. Kardiomyozyten, in denen Serca2a hemuhirert war, zeigten ein erhohten
Calciumgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulumd). ceine kréftigere Kontraktion bei der

Applikation von Koffein, im Vergleich zu Kontroll-&len (Abbildung 12 A).

4.3 Beeinflussbarkeit der Calcium-Homoostase durch verhiedene
Chemikalien

Nachdem gezeigt wurde, dass mit der verwendetehnlle€alcium gleichzeitig in zwei
zellularen Kompartimenten gemessen werden kannKardiomyozyten von Serca2a-Mausen
eine erhohte Calciumkonzentration im SR haben, imdeinem nachsten Schritt gepruft, ob
Herzalternans als Veranderung des Calciumtransiemtel der Kontraktionskraft auch in den
Mitochondrien nachweisbar ist. Aul3erdem sollte begafunden werden, wie sich zuvor
etablierte Alternans im Zytosol und gegebenenfallsviitochondrium durch Beeinflussung der
mitochondrialen Integritat und Funktion andert. dirase Frage zu beantworten, wurden durch
die Exposition von unterschiedlichen Chemikalielel{s Tabelle 4 im Methodenteil) wichtige
Funktionen der Mitochondrien beeintrachtigt und deren Einfluss auf Alternans in
Kardiomyozyten untersucht.

In den folgenden Experimenten wurden die Zellen heaander mit den
Calciumindikatoren x-Rhod-1, AM und Fluo-4, AM beéé&n. Wie im Methodenteil beschrieben
wurden die Beladungskonditionen so gewéhlt, dask srRhod-1, AM bevorzugt in den
Mitochondrien und Fluo-4, AM im Zytosol einlageran@log zu Abbildung 11). Dann wurden
zunéchst Alternans durch schnelle elektrische S&timn etabliert und die Zellen mit der
jeweiligen Chemikalie superfundiert.

Es zeigte sich, dass es bei allen getesteten Amistga der mitochondrialen Funktion zu
einer signifikanten VergroRerung der Alternansrakam. Die Alternansratio gibt die
Schwankungsbreite der Herzalternans wider (siehalddng 1 im Einleitungsteil). Eine Ratio
von 1 bedeutet der gréRtmogliche Schweregrad aerfdhs. O bedeutet hingegen, dass keine
Alternans vorhanden sind.

Rotenone, ein Inhibitor von Komplex | der Atmung$&eder Mitochondrien, hatte einen

im Vergleich zu den anderen getesteten Chemikatjeringen Einfluss auf zytosolische
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Alternans, welche im Mittel von 0,24 £ 0,02 auf £;80,02 anstiegen (n =16 aus 6 Mausen,
p <0,0001) (Abbildung 13 A). Ebenfalls zeigte siem geringer Effekt auf Alternans im
Mitochondrium mit einer Verdnderung der Alternatisravon 0,29 £ 0,02 auf 0,42 £ 0,03
(n =16 aus 6 Mausen, p < 0,0001) (Abbildung 13 A).
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Abbildung 13: Anderung der Alternansratio bei der Exposition der Kontroll-Zellen und Serca2a-
Zellen mit Rotenone und Antimycin

A+B) Delta beschreibt die Anderung der Alternarisratihrend der Exposition mit der Chemikalie und
errechnet sich aus der Differenz von Alternans nanchvor der Exposition mit der Chemikalie. Links
von der roten vertikalen Line sind die Werte flill&@e von Kontroll-M&ausen und rechts davon Werte von
Zellen der Serca2a-Mause aufgetragen. Darstellanildtelwerte + Standardabweichung vor und
wahrend Superfusion mit A) Rotenone und B) Antimyci

Fluo-4 = Fluo-4, AM, x-Rhod = x-Rhod-1, AM, *p <@5.

Danach wurde mittels Kardiomyozyten von Serca2adédau getestet, ob die
Uberexpression der Calciumpumpe Serca2a einenuBséuf diese Ergebnisse hat; dies war bei
allen getesteten Chemikalien der Fall. Die Suppheat®n der superfundierenden Losung mit
Rotenone bei Serca2a-Zellen fiihrte zu einem AnstiegAlternans im Zytosol von 0,29 + 0,03
auf 0,32 £ 0,03 (n = 19 aus 5 Mausen, p < 0,00ad)io den Mitochondrien von 0,34 + 0,03 auf
0,4 +0,03 (n =19 aus 5 Mausen, p < 0,0001) (Ahisiy 13 A). In den folgenden Abbildungen
(13, 14, 16, 17) ist jeweils auch das Delta damdestEs beschreibt die Anderung der
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Alternansratio wahrend der Exposition mit der afigelen Chemikalie und errechnet sich aus
der Differenz von Alternans nach und vor der Exposidieser.

Antimycin, als Blocker des Komplexes Ill der Atmwshegtte der Mitochondrien, hatte
einen mittleren Effekt in Bezug auf die Beeintraghihg von Alternans in beiden
Kompartimenten (Abbildung 13 B). So kam es zu einnstieg der zytosolischen Alternans
von 0,17 + 0,01 auf 0,37 0,03 (n =14 aus 7 Mé&uge< 0,0001) und der mitochondrialen
Alternans von 0,23 +0,03 auf 0,43+0,03 (n=1ds a7 Mausen, p<0,0001). Wenn
Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen mit Antimycin detelt wurden, kam es nach der
Etablierung der Alternans zu einem Anstieg der dkatnh Zytosol von 0,21 + 0,03 auf
0,25+ 0,03 (n =13 aus 8 Mausen, p <0,0001) mnden Mitochondrien von 0,25 £ 0,03 auf
0,3 +£0,03 (n =13 aus 8 Mausen, p < 0,0001) (Ahimy 13 B).
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Abbildung 14: Anderung der Alternansratio bei der Exposition der Kontroll-Zellen und Serca2a-
Zellen mit Oligomycin und Natriumcyanid

A, B) Links von der roten vertikalen Line sind d\éerte fiir Zellen von Kontroll-M&usen und rechts
davon Werte von Zellen der Serca2a-Mause aufgetrd@grstellung der

Mittelwerte + Standardabweichung vor und wahrengeSiwsion mit A) Oligomycin und B)
Natriumcyanid.

Fluo-4 = Fluo-4, AM, x-Rhod = x-Rhod-1, AM, *p <{5.
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Um den Einfluss derdF;-Synthase auf die Calciumhomdostase und damit #afrians
zu untersuchen, wurde mit Oligomycin ein Blocker Bg=;-Synthase zu den Zellen hinzugeftigt
(Abbildung 14 A). Wiederum kam es zu einem Anstileg zytosolischen (von 0,17 £ 0,01 auf
0,39 £ 0,03, n =13 aus 5 Mausen, p < 0,0001) &t aer mitochondrialen Alternansratio (von
0,26 + 0,02 auf 0,48 £ 0,03, n = 13 aus 5 MausenP@001) (Abbildung 14 A).

Der Inhibitor Oligomycin hatte ebenfalls einen Kff@auf zuvor etablierte Alternans in
Zellen von Serca2a-Mausen: die zytosolische Altesratio stieg von 0,23 +0,03 auf
0,32+0,04 (n=10 aus 4 Mausen, p =0,0017) uid mlitochondriale Alternansratio von
0,29 + 0,03 auf 0,39 £ 0,04 (n = 10 aus 4 MausenPP0019) (Abbildung 14 A).

AulRerdem wurde mit Hilfe von Natriumcyanid die Ftiok der Cytochrom-c-Oxidase
(Komplex IV) inhibiert. Daraufhin kam es wiederum einer signifikanten Vergréf3erung der
Alternans im Zytosol (von 0,15 + 0,01 auf 0,39 84),n = 13 aus 5 Mausen, p < 0,0001) und in
den Mitochondrien (von 0,19 £ 0,01 auf 0,44 + 0,84; 13 aus 5 Mausen, p < 0,0001) in den
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Abbildung 15: Reprasentatives Beispiel von Alternas vor und nach FCCP-Gabe

Alternans wurde durch schnelle elektrische Stimoite¢rzeugt. Nach der Etablierung der Alternans
wurde der Entkoppler FCCP zur superfundieren Tyildgiing hinzugegeben. Die Abbildungen zeigen
eine einzige Kardiomyozyte einer Kontroll-Maus, @ed nacheinander mit x-Rhod-1, AM
(Ca2+Mitochondrien) und Fluo-4, AM (Ca2+Zytosol)apen wurde, um die Schwankungen der
Calciumintensitat und damit Alternans im Zytosolg®in den Mitochondrien zu bestimmen.

A) schwarz: Alternans im Zytosol erzeugt durch giskhe Stimulation und aufgenommen mit Hilfe des
Calciumindikators Fluo-4, AM, rot: Alternans in detben Zelle gemessen in Folge der Superfusion mit
dem Entkoppler FCCP. B) schwarz: Alternans in Mitmedrien erzeugt durch elektrische Stimulation
und aufgenommen mit Hilfe des CalciumindikatorsheB-1, AM, rot: Alternans in derselben Zelle

gemessen nach Superfusion mit dem Entkoppler FQEBetben Zeit wie 15 A rot.
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Zellen von Kontroll-Mausen (Abbildung 14 B). Diegeranderung der Alternansratio war auch
in Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen nach Hinzugaiye Natriumcyanid zu beobachten
(Zytosol: von 0,22 + 0,02 auf 0,35 + 0,03; n = 18 & Mausen, p = 0,0002, Mitochondrien: von
0,26 + 0,02 auf 0,41 £ 0,03; n = 10 aus 3 MausenP®O001) (Abbildung 14 B).

In weiterer Folge wurde der Entkoppler FCCP zu Handiomyozyten hinzugegeben.
Abbildung 15 A und 15 B zeigen ein reprasentatiBegspiel einer Zelle einer Kontroll-Maus
vor (schwarz) und nach (rot) der Superfusion miiCPchaltiger Tyrode-Losung. Es kam zu
einer deutlichen Verstarkung von Alternans in beidempartimenten.

Diese Erhohung der Alternansratio in beiden Kompemten ist auch in Abbildung
16 A dargestellt (Zytosol: von 0,15 £ 0,01 auf 0#8,04; n =12 aus 4 Mausen, p <0,0001,
Mitochondrien: von 0,22 + 0,01 auf 0,57 + 0,03; d2=aus 4 Mausen, p < 0,0001). Das gleiche
Experiment wurde auch mit Zellen von Serca2a-Mausercthgefuhrt. Auch hier fuhrte die

Beimischung von FCCP zur superfundieren Tyrode-bgsuzu einem Anheben der
A B
FCCP KMVA
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Abbildung 16: Anderung der Alternansratio bei der Exposition der Kontroll-Zellen und Serca2a-
Zellen mit FCCP und KMVA

A,B) Delta beschreibt die Anderung der Alternarisratihrend der Exposition mit der Chemikalie. Links
von der roten vertikalen Line sind die Werte fufl&@e von Kontroll-M&usen und rechts davon Werte von
Zellen der Serca2a-Mause aufgetragen. Darstellugrg Mittelwerte + Standardabweichung vor und
wahrend Superfusion mit A) FCCP und B) KMVA.

Fluo-4 = Fluo-4, AM, x-Rhod = x-Rhod-1, AM, *p <@5.
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Alternansratio (Zytosol: von 0,19 £ 0,01 auf 0,4R,83; n=12 aus 5 Mausen, p <0,0001,
Mitochondrien: von 0,27 = 0,01 auf 0,52 + 0,03; @2aus 5 Mausen, p < 0,0001, Abbildung
16 A).

KMVA inhibiert die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, ein weiterer wichtigestandteil in
Mitochondrien, dessen Mangel klinisch als Oxoglazédurie unter anderem mit
Kardiomyopathie einhergeht [88]. Durch die Anwenglumon KMVA kam es zu einer
erheblichen Veranderung der mitochondrialen Altesnatio von 0,23 £ 0,02 auf 0,61 £ 0,03
(n=16 aus 5 Mausen, p <0,0001) (Abbildung 16 RBlch die im Zytosol beobachteten
Alternans wurden noch schwerwiegender und stiegevoa 0,19 + 0,02 auf 0,52 + 0,03 (n = 16
aus 5 Mausen, p<0,0001). Einen groRen Effekt Aliernans hatte KMVA auch in
Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen. Wie in AbbilddrsgB dargestellt, kam es zu einem
Anstieg der Ratio im Zytosol von 0,29 + 0,03 auf®+ 0,04 (n = 11 aus 4 Mausen, p < 0,0001)
als auch in den Mitochondrien von 0,34 £0,03 au$4® 0,03 (n=11 aus 4 Mausen,
p < 0,0001).

Es sollte weiterfihrend untersucht werden, ob @istdyte Aufnahme oder Abgabe von
Calcium zur Genese von Herzalternans beitragen.ksiiiochondrien nehmen Calcium Uber
den mitochondrialen Calcium-Uniporter (MCU) auf. WieCalcium einmal in der Zelle ist, wird
es Uber den mitochondrialen Natrium-Calcium-Austaes und womdglich Uber die
mitochondriale Transitionspore abgegeben. Es wuldber vermutet, dass es bei einer
Inhibierung dieser Wege zur Vergrof3erung der Alasmatio kommt. Wie in Abbildung 17 A, C,
E dargestellt, fuhrte das Blocken der Calciumautmaliiber MCU durch das Superfundieren der
Zellen mit Ruthenium Red zu einer geringen Vergrifig der Alternans im Zytosol von
0,20 + 0,02 auf 0,33 £0,03 (n =20 aus 7 Mausen0P001) und ebenfalls zu einer geringen
Veranderung der mitochondrialen Alternans von @2502 auf 0,43 +£0,03 (n=20 aus 7
Mausen, p <0,0001). Dann wurde getestet, inwiethen Beeinflussung des mitochondrialen
Calciumhaushaltes in den Serca2a-Zellen einenussfhuf den Schweregrad von Alternans hat.
Die Blockade der Calciumaufnahme in die Mitochoedrdurch Ruthenium Red fuhrte zu einem
Anstieg der zytosolischen Alternans von 0,29 £+ 06 0,41 + 0,07 (n=7 aus 3 Mausen,
p = 0,0086) als auch der mitochondrialen Alternams 0,33 + 0,06 auf 0,46 £ 0,06 (n =7 aus 3
Mausen, p = 0,0093) (Abbildung 17 B, D, E).
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Fluo-4. AM, Alternans
Fluo-4, AM, Alternans + Ruthenium Red

Serca2a-Maus

Fluo-4, AM, Alternans
Fluo-4, AM, Alternans + Ruthenium Red
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Abbildung 17: Alternans vor und nach Gabe

von Ruthenium Red in Kontroll- und Serca2a-

Maus

Alternansratio von Kardiomyozyten von Kontroll-
und Serca2a-Mausen vor und nach Gabe von
Ruthenium Red. Die Werte sind dargestellt als

Mittelwerte + Standardfehler. kbhiroll-maus = 20,

Die Alternans wurden durch schnelle elektriscgecaoamans 7. * P < 0,05. Fluo-4 = Fluo-4, AM, x-

Stimulation erzeugt. Nach der Etablierung der

Rhod = x-Rhod-1, AM
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Auch die Beeintrachtigung der Calciumabgabe ausMigrchondrien mittels CGP hatte
einen Effekt: Ist die Calciumabgabe geblockt, konesizur Akkumulation von Calcium, was zu
einem Offnen der mitochondrialen Transitionspord mam kompletten Verlust der Funktionen
des Mitochondriums fuhrt. CGP hatte einen starkéekE auf die Alternansratio im Zytosol
(Abbildung 18). Sie &anderte sich von 0,14 + 0,02 865+ 0,02 (n=16 aus 5 Mausen,
p <0,0001). Zudem hatte es ebenfalls einen groRanfluss auf die Anderung der
mitochondrialen Alternansratio von 0,19 +0,02 a6l +0,02 (n=20 aus 5 Mausen,
p < 0,0001). Die Inhibition der Calciumabgabe detoghondrien durch CGP flihrte ebenfalls zu
Erhdéhung der zuvor etablierten Alternans im Zytoswi 0,25 £+ 0,03 auf 0,37 = 0,03 (n = 12 aus
4 Mausen, p = 0,0002) sowie in den Mitochondrien 81 + 0,04 auf 0,42 £+ 0,02 (n =12 aus 4
Mausen, p = 0,0001) (Abbildung 18).

Schlief3lich wurde untersucht, ob Stress durch fReaidikale eine direkte Auswirkung auf
die zuvor etablierten Alternans hat. Dazu wurdeaielierende Chemikalie D, verwendet. Es
wurden wieder zuvor Alternans durch schnelles Stenen (Rapid Pacing) erzeugt. Zeigten sich
stabile ABAB-Muster, so wurde die superfundierefigeode-Losung mit KO, supplementiert
und der Einfluss auf die Alternans beobachtet. & kviederum zu einer Verstarkung der
zytosolischen von 0,23 + 0,02 auf 0,40 = 0,02 (M=aus 6 Méausen, p = 0,0003) als auch der
mitochondrialen Alternans von 0,28 + 0,02 auf #4803 (n = 14 aus 6 Mausen, p < 0.0001)
(Abbildung 19). Die vermehrte Exposition der Zellgegenuber freien Radikalen mittelsG4
fuhrte zu einer Erhéhung der Alternans von 0,27040auf 0,38 + 0,03 (n =9 aus 2 Mausen,
p = 0,0010) im Zytosol und von 0,30 + 0,04 auf G4B03 (n =9 aus 2 Mausen, p = 0,0004) in
den Mitochondrien in den Serca2a-Zellen (Abbildubhg, unter 4.4.1 Verbesserung der
Alternansratio nach Gabe eines Antagonisten in Kxdlnund Serca2a-Zellen).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Bigsximente eine wichtige Rolle von
Mitochondrien in der Entstehung von Alternans beewri konnten. Samtliche spezifischen
Anderungen in der Funktionalitat von Mitochondriesitten eine Verstarkung der Alternans zur
Folge.

Auffallend ist, dass die Veranderungen in den Mitmwdrien groRer sind als im Zytosol.
Durchgefiihrte unabhangige, zweiseitige t-Tests @vas den Variablen Delta Fluo-4, AM und
Delta x-Rhod-1, AM, also der Veranderung der RaticZytosol und Mitochondrium, bestatigen
diesen Eindruck zum Teil. Sie zeigen, dass diesg¢erndchied in den Kontroll-Zellen bei KMVA
(p = 0,0307) sowie bei Sercaa-Zellen bei Antimyr= 0,0108) und Rotenone (p = 0,0362)

signifikant ist.
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Zudem wird ersichtlich, dass einige Chemikaliereaigrof3eren Einfluss auf Alternans
haben als andere. Vergleicht man die errechnetdia-Béerte zwischen den beiden Typen so
ergibt sich eine Reihenfolge, die relativ homogsn 50 hat zum Beispiel Rotenone einen
jeweils geringeren Effekt auf Alternans bei Kardigmyten in Kontroll- als auch Serca2a-
Mausen. CGP und KMVA dagegen scheinen potentedé&einduktion von Verdnderungen in

Bezug auf Alternans zu sein.
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Abbildung 18: Vergleich der Alternansratio mit CGP und Cyclosporin A bei Kontroll- und
Serca2a-Mausen

Die Zellen wurden nacheinander mit dem zytosoliaci&alciumindikator Fluo-4, AM und dem
mitochondrialen Calciumindikator x-Rhod-1, AM bedad Die Grafik zeigt die Veranderung der
Alternansratio bei Zellen von Kontroll- und Serca2ausen durch CGP sowie wahrend der Gabe von
CGP und Cyclosporin A. Eine Zugabe von CyclospdXifiihrte zur Abnahme der Alternansratio in
beiden Kompartimenten.

Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte + Stanfiehler, * p < 0,05.

Fluo-4 = Fluo-4, AM, CsA = Cycosporin A, x-Rhod =Rhod-1, AM
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Beim Vergleich der Verdnderungen der Alternansrdtioch die Chemikalien zwischen
Kontroll- und Serca2a-Zellen ist zu sehen, dass \deénderungen im Allgemeinen bei
Kardiomyozyten vom Serca2a-Typ geringer ausfallémgepaarte zweiseitige t-Tests zwischen
den zytosolischen Variablen Delta Fluo-4, AM beinkoll-Zellen und Delta Fluo-4, AM bei
Serca2a-Zellen zeigen Signifikanzen bei Antimygin<(0,0001), Natriumcyanid (p = 0,043),
KMVA (p <0,0001), Oligomycin (p = 0,002), Rotenorfe = 0,0006) und CGP (p < 0,0001).
Beim Vergleich der Werte von Delta x-Rhod-1, AMdan Mitochondrien von Kontroll-Zellen
mit Delta x-Rhod-1, AM von Serca2a-Zellen durch esinungepaarten zweiseitigen t-Test
ergeben sich signifikante p-Werte fur KMVA (p <0(1), Oligomycin (p = 0,005), Rotenone
(p = 0,003) und CGP (p < 0,0001).

4.4 Reversibilitat der durch Beeinflussung von Mitochorrien
hervorgerufenen Anderung der Alternans

4.4.1 Verbesserung der Alternansratio nach Gabe e Antagonisten in Kontroll-
und Serca2a-Zellen

Um zu untersuchen, ob es moglich ist, Alternankgéngig zu machen und ob die
beobachteten Veranderungen der Alternansratio sietrsind, wurden die Experimente mit
CGP und HO,, wie in 3.4.3 beschrieben, wiederholt. Nach degahe von CGP oder B,
wurde zunachst abgewartet bis die VerdnderungenGésichgewicht erreicht hatten. Dann
wurde zu dieser Losung jeweils der passende Antsig@iso eine Substanz mit gegensatzlicher
Wirkung von CGP beziehungsweise®d, hinzugegeben. CGP wurde aufgrund dessen unter 4.3
gezeigten potenten Wirkung auf die Alternansratisgewahlt. Mit der Uberpriifung der
Reversibilitat des durch J@,-ausgeldsten Effekts auf die Alternansratio sodlile moglicher
therapeutischer Ansatz auf Stress-induzierte Schéole Kardiomyozyten untersucht werden.

Nach der Etablierung von Alternans und der Zugabe €GP kam es zu der in 4.3
beschriebenen VergroRerung der Alternansratio. Damide der Losung Cyclosporin A
hinzugegeben. CGP verhindert die Calciumabgab&/itechondrien. Als Folge dessen kommt
es zur Akkumulation von Calcium im Mitochondriumolie Calciumkonzentrationen fuhren zur
Offnung der mitochondrialen Transitionspore und aum Verlust des Membranpotentials.
Cyclosporin A verhindert das Offnen der Transitpm®. Durch das Hinzugeben von
Cyclosporin A kam es zu einer Verringerung der zih@obachteten Alternansratio bei CGP im
Zytosol von 0,55 +0,03 auf 0,24 +0,02 (n=10 &@isMausen, p <0,0001) und in den
Mitochondrien von 0,61 + 0,03 auf 0,19 + 0,02 (hG-aus 3 Mausen, p < 0,0001) bei Zellen von
Kontroll-Mausen (Abbildung 18).
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Auch bei Kardiomyozyten aus Serca2a-Mausen wurdersurcht, ob die beobachteten
Veranderungen der Alternansratio bei Zugabe von 6&# HO, reversibel sind. Dazu wurden
wieder zunéachst Alternans etabliert und dann CGiPsmperfundieren Lésung gegeben. Die

beobachteten Resultate sind in 4.3 beschriebenchDdugabe von Cyclosporin A zu dieser
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Abbildung 19: Vergleich der Alternansratio vor H,O,, wahrend H,O, und wéhrend der Gabe von
N-Acethylcystein bei Kontroll- und Serca2a-M&ausen

Die Grafik zeigt die Mittelwerte der Alternansragemessen mit Fluo-4, AM (Efaymsop und x-Rhod-1,
AM (Caz"Mimchond,ie,) in Zellen von Kontroll- und Serca2a-Maus vor Galmm HO,, nach Gabe von
H,0, und nach Supplementation von NAC. Die Daten siadjeistellt als Mittelwerte + Standardfehler,
*=p <0, 05. Fluo-4 = Fluo-4, AM, NAC = N-Acethgystein, x-Rhod = x-Rhod-1, AM

Losung, kam es hier zu einem Abfall der Alternatigrian Zytosol von 0,37 + 0,03 auf
0,18 £ 0,01 (n =12 aus 4 Mausen, p = 0,0028) sawgken Mitochondrien von 0,42 + 0,02 auf
0,16 + 0,02 (n =12 aus 4 Mausen, p < 0,0001) (Ahiniyy 18).

Weiterfuhrend wurde untersucht, ob die Zugabe eftrggxidans einer Verstarkung der

Alternans, hervorgerufen durch ,®, entgegenwirkt und diese wieder zu normalen
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Calciumtransienten zurickfihrt. Dazu wurde N-Acéthistein (NAC) genutzt. NAC reduziert
freie Radikale und sollte 4@, entgegenwirken. Die Zellen wurden mit NAC ungld4 nach der
alleinigen Gabe von #D,, exponiert. Es kam wiederum zu einem Abfall deteAiansratio in
beiden Kompartimenten, im Zytosol von 0,14 + 0,84=(14 aus 6 M&ausen, p < 0,0001) und in
den Mitochondrien von 0,22 = 0,04 (n = 14 aus 6 8&) p < 0,0001) (Abbildung 20).

Dieser Versuch wurde gleichfalls mit Zellen der caé@a-Maus durchgefuhrt. Bei der
Supplementation der Tyrode:B,b-Losung mit NAC kam es zum Abfall der zytosolischen
Alternansratio von 0,38 + 0,03 auf 0,24 + 0,04 (8 aus 2 Mausen, p = 0,0041) als auch der
mitochondrialen Alternansratio von 0,43 + 0,03 #1 + 0,04 (n =9 aus 2 Mausen, p = 0,0011).
Mit diesen Versuchen konnte dargestellt werdens dées spezifische Wirkung von Chemikalien

reversibel ist und Mitochondrien funktionell bedirssbar sind.
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Abbildung 20: Reprasentatives Beispiel von Alternas in einer Zelle einer Kontroll-Maus vor und

nach Gabe des KHO,-Antagonisten N-Acethylcystein

Die Zellen wurden nacheinander mit x-Rhod-1, AMmﬂachondrier) und Fluo-4, AM (Cé}WOSOD beladen.
Dargestellt ist die Calciumintensitat derselbenleZzgbn einer Kontroll-Maus wahrend der Superfusion
mit H,O, und wahrend der Superfusion mig® und N-Acethylcystein (NAC).

A) Darstellung der Calciumintensitat im Zytosolilfe des Calciumindikators Fluo-4, AM.

B) Darstellung der Calciumintensitat in Mitochoiedr mit Hilfe des Calciumindikators x-Rhod-1, AM.

NAC = N-Acethylcystein, au = arbitrary units, selSekunden
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4.4.2 Verbesserungen der Alternans sind in den Mithondrien am Grof3ten

Die Zugabe der Antagonisten fuhrte in beiden Fall@yclosporin A und N-
Acethylcystein) zu einem signifikanten Abfall unther Verbesserung der Alternansratio in
beiden untersuchten Kompartimenten (Zytosol undb&miondrien), was fiir eine Verringerung
der Herzalternans spricht. Dabei sind die beob&amtReduktionen der Alternansratio jeweils
groRer in den Mitochondrien als im Zytosol. Durdiigpete unabhangige zweiseitige t-Tests
zwischen den Variablen Delta Fluo-4, AM und Delt&xod-1, AM zeigen Signifikanzen in
Kontroll-M&usen nach Zugabe der Antagonisten bgdHp = 0,0001) und CGP (p = 0,0195).
Bei den Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen kommtebsnfalls zu einer gréf3eren
Beeinflussung der Alternans in den Mitochondrienial Zytosol durch Zugabe von Cyclosporin
A bei zuvor etablierten Alternans nach CGP-Gabe (p0131).

DarUber hinaus ist der Effekt der Antagonisten j&svgrofRer bei den Alternans in
Kontroll-Mausen. Ungepaarte zweiseitige t-Testssewen den Variablen Delta Fluo-4, AM bei
Zellen von Kontroll- und Delta Fluo-4, AM bei SeBaMausen zeigen Signifikanzen bei CGP
nach Cyclosporin A-Gabe (p = 0,0109). Ungepaarteigsitige Tests wurden auch zwischen den
Variablen Delta x-Rhod-1, AM vom Kontroll-Typ undelda x-Rhod-1, AM von Zellen von
Serca2a-Mausen durchgefihrt und sind ebenfall€@EP nach Cyclosporin-Gabe (p = 0,0245)
und fir HO, nach NAC-Gabe (p = 0,0071) signifikant.

4.5 Steilere Erholungskurve in Serca2a-Zellen

Bei hoheren Herzfrequenzen kann die nicht schnelug erfolgende elektrische
Erholung ein Grund fir die Entstehung von Alternaes. Der Calciumfluss im SR kénnte
dabei eine entscheidende Rolle spielen. Um weltegfid zu ergriinden, ob dies der Fall ist und
Serca2a-Mause im Gegensatz zu Kontroll-Méause en®hee Fahigkeit besitzen, einen
normalen Rhythmus auch bei Stress zu erhalten, emudie Zellen, wie in 3.4.5 dargestellt,
gemal eines S1-S2-Protokolls stimuliert, eine Enngdkurve zu jedem Experiment entworfen
und die Zeitkonstante taut)( anhand einer angepassten Exponentialkurve eméchn
Kardiomyozyten von Kontroll- und Serca2a-Mause veardvie im Methodenteil beschrieben
mit Fluo-5N, AM, x-Rhod-1, AM und Rhod-2, AM beladeZuné&chst wurden die Zellen bei
2 Hz fur 30 Schlage (S1) stimuliert, dann erfolgie einzelner Schlag (S2). Nur S2 wurde in
den darauffolgenden Zyklen, die bei 2 Hz beganned bis auf 8,5 Hz im letzten Zyklus

gesteigert wurden, verandert.
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In Abbildung 21 sind zwei Experimente, links mihei Kontroll- und rechts mit einer
Serca2a-Zelle, exemplarisch gegenibergestellt. eBewdirden zur selben Zeit im S1-S2-
Protokoll aufgenommen. Es ist ersichtlich, dass dei Kontroll-Zelle der Unterschied der
elektrischen Stimulationen S1 zur schneller erfiotten Stimulation S2 deutlich gréf3er ist, als
bei der Serca2a-Zelle. Dieser Unterschied ist sbwolZytosol (Rhod-2, AM) als auch im SR
(Fluo-5N, AM) zu erkennen.
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Abbildung 21: Reprasentativer Ausschnitt aus einens1-S2-Protokoll bei einer Kontroll-Maus

und einer Serca2a-Maus

Die Zellen von einer Kontroll-Maus und Serca2a-Mamgrden nacheinander mit Rhod-2, AM
(C&* 210s0) UNd Fluo-5N (C&sp) geladen.

A) S1-S2 Protokoll einer Kontroll-Zelle. Zur besseDarstellung sind S1 und S2 in rot markiert.

B) Gleicher Zeitpunkt im S1-S2-Protokoll bei eirgarca2a-Zelle.

Fur die Darstellung in einer Erholungskurve wurdieweils die Anderungen der
Calciumintensitaten von S1 zu S2 errechnet. Jed@uG@antensitatsdnderung von S1 zu S2 war
ein Punkt auf der Erholungskurve. Fiur diese Kurvarden die bei S2 verwendeten
Herzfrequenzen in Millisekunden umgewandelt und def x-Achse aufgetragen. Um eine
-Erholung” darzustellen, wurden die Daten also askerum aufgetragen. So befindet sich der
Messpunkt 2 Hz mit der gemessenen Intensitatsanderad die dazugehérige Umrechnung in
Millisekunden ganz rechts auf der x-Achse und daci@mintensitatsdnderung bei 8,5 Hz links.
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Die Ergebnisse der Zeitkonstantendie aus den Erholungskurven errechnet wurdem, isin
Tabelle 5 dargestellt. Bei zwei von drei Calciunikadoren wart bei den Serca2a-Zellen
signifikant niedriger als bei den Zellen der KofitMaus (knod-2, am= 0,0488, Puosn,

av = 0,0105, Rrhod-1, aw=0,2778). Abbildung 22 zeigt eine Zusammenfassudey
Erholungskurven im Vergleich zwischen Zellen vonnkoll- und Serca2a-Mausen sowie den
verschiedenen Calciumindikatoren. Die dargestelEemolungskurven verdeutlichen, dass der
Anstieg der Kurve steiler und schneller bei denefevon Serca2a- als bei den Kontroll-Mausen
ist. Das Plateau wird demnach schneller erreicigs® Ergebnisse sprechen fur eine raschere

Erholung nach einer Kontraktion in Serca2a-Mausen.
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Abbildung 22: Darstellung der Erholungskurven fiir jeden Calciumindikator bei Kontroll- und
Serca2a-Mausen

Die Zeitkonstante wurde in ms aus Erholungskurven errechnet, wetsiélilfe eines S1-S2-Protokolls
generiert wurden. Zellen von Kontroll- und Sercé®&isen wurden mit Rhod-2, AM, x-Rhod-1, AM
und Fluo-5N, AM beladen. Die Werte sind als Mittelte + Standardfehler der Erholungskurven

dargestellt.
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Tabelle 5: Zeitkonstantet in Millisekunden

Calciumindikator Kontroll-Maus Serca2a-Maus
Fluo-5N, AM 178 £22.3 71+14.4
x-Rhod-1, AM 152 + 26.8 70.4£22.4
Rhod-2, AM 202 + 87.2 45.7£6.8

Die Zeitkonstanten wurden aus den Erholungskurveatknet. Daten wurden durch ein S1-S2-Protokoll

in Zellen von Kontrollméusen §Rg2, av= 12 aus aus 2 Mausen,qog.1, av= 6 aus 5 Mausengh-sn. av

= 8 aus 7 Méausen) und Serca2a-Mausefi,dh av= 14 aus 3 Mausen, khogd-1, av = 6 aus 3 Mausen,

Newo-sn, av= 7 @us 6 Mausen) gewonnen. Die Werte sind alsMidért + Standardfehler angegeben.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte mit einem neuessbVerfahren gezeigt werden, dass 1)
Mitochondrien eine bedeutende Rolle in der Calciombostase von Kardiomyozyten haben
und daher zur Erstehung von Herzalternans beitragdr2) die Uberexpression der Serca2a zu
einer geringeren Anfalligkeit fur elektrische Instdaat bei metabolisch gestressten

Kardiomyozyten fuhrt.

5.1 Lokalisation der Calciumindikatoren

Mit Hilfe des Teilexperiments A (siehe 3.4.1 un@)4sollte geklart werden, ob sich die
Calciumindikatoren Fluo-4, AM und x-Rhod-1, AM begagt im Zytosol beziehungsweise in
den Mitochondrien einlagern. Dieses Experiment tdiemls Basis fur die folgenden
Untersuchungen mit diesen Calciumindikatoren. Derdiomyozyten wurden hintereinander
wie in 3.3.4 beschrieben mit x-Rhod-1, AM und FH0AM inkubiert. Die Zellen wurden dann
in die Kammer des Mikroskops pipettiert und mit dge-Losung (0,2 mM Calcium)
superfundiert. Die Calciumkonzentration der supsifaren Lésungen wurde dann von 0,2 mM
auf 1,5 mM angehoben, woraufhin es zu einem Anstieg Calciumintensitaten bei beiden
gemessenen Calciumindikatoren kam. Bei der dargeffidlen Hemmung der Calciumaufnahme
beziehungsweise Calciumabgabe im Sarkoplasmatidgagkulums (SR) durch die Zugabe von
Thapsigargin und Ruthenium Red zeigte sich keihtlsarer Effekt auf die Calciumintensitaten
gemessen mit Fluo-4, AM und x-Rhod-1, AM. Bei deisehlieBenden Supplementation der
Entkoppler (FCCP und Oligomycin) kam es zu einemfaAbvon x-Rhod-1, AM bei
gleichzeitigem Anstieg von Fluo-4, AM.

Der Anstieg der Intensitat der beiden Calciumintbkaen in Folge einer Erhéhung der
Calciumkonzentration auf 1,5 mM kann als erhohtéciGamaufnahme in das Zytosol und in
Mitochondrien gewertet werden. Die im nachsten f&cherfolgte Hemmung der
Calciumaufnahme und -abgabe im SR durch Thapsigangd Ruthenium Red fihrte zu
annahernd unveréanderten Intensitaten der beideriu@ahdikatoren, was bei der Annahme der
selektiven Lokalisation der Calciumindikatoren iendMitochondrien (x-Rhod-1, AM) und im
Zytosol (Fluo-4, AM) erwartet wurde. Es konnte iriterer Folge gezeigt werden, dass es im
Zuge der Vernichtung des Elektronengradienten dévdidiondrien mittels der als Protonophore
wirkenden Entkopplers FCCP und Oligomycin zu eingndtzlichen Absinken der

Calciumintensitat in Mitochondrien gemessen mit heB-1, AM kommt. In Gegensatz dazu
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kam es bei der Applikation der Entkoppler zu eingnstieg der Calciumintensitat im Zytosol
gemessen mit Fluo-4, AM. Diese Erh6hung der Flummes kann ebenfalls als Ausdruck der
Zerstorung des elektrochemischen Gradienten fluci@al verstanden werden. Das fihrt zur
Calciumanreicherung im Zytosol und zu einem Anstidgr Fluoreszenz in diesem
Kompartiment.

Es ist bekannt, dass Thapsigargin die AufnahmeGaloium in das SR durch Inhibition
der Serca hemmt [89]. Ruthenium Red ist ein poteBitacker der Ryanodinrezeptoren [90]. Die
Zellen wurden einer der Literatur entsprechenddhzgenten Konzentration von Thapsigargin
und Ruthenium Red ausgesetzt, um eine Anreichedengndikatoren im SR auszuschlief3en
und um eine eventuelle Fluoreszenz von CalciumRrk&nstant zu halten.

Die dargestellten Ergebnisse sind gut mit den in ldeeratur beschriebenen Daten
vereinbar. Hajnoczky et al. fuhrten ein ahnlichepdétiment zum Nachweis der mitochondrialen
und zytosolischen Lokalisation eines Calciumindikatin Hepatozyten durch [91]. Beide
Indikatoren wurden, anders als in dieser Studiezeth gemessen. Auch in der Forschungsarbeit
von Hajnoczky et al. kam es bei Applikation der Kémpipler zum schnellen Abfall der
Fluoreszenz des mitochondrialen Indikators undiaane transienten Anstieg des zytosolischen
Indikators. Genauere Daten zum Ausmald des Abfalts rditochondrialen Indikators wurden
nicht gemacht. In der hier vorliegenden Arbeit kas nach Applikation der Entkoppler im
Mittel zu einem Abfall von 72,67 % gemessen zumr@wert (Abbildung 11). Der Grundwert
wurde als die hdchste gemessene CalciumintensitéApplikation von Oligomycin und FCCP
angenommen. 0 % dagegen stellt die Grundlinie da, ladiglich die Hintergrundfluoreszenz
ohne Zelle. Die Akkumulation von x-Rhod-1, AM inrd&litochondrien kdnnte somit héher als
72,67 % liegen, weil die Annahme von 0 % CalciumNitochondrium nach Entkopplergabe
lediglich theoretisch ist. Vorausgegangene Studibeschreiben die mitochondriale
Akkumulation von x-Rhod-1, AM bei ahnlichen gewéinit Beladungskonditionen von Zeit,
Pluronic- und Indikatorkonzentration in adulten #amyozyten und mesenchymalen
Stammzellen [92] sowie bei neonatalen Kardiomyazyten Ratten [93, 94]. Basierend auf den
Erkenntnissen dieser Studien wurden verschiedehedBagskonditionen getestet. Mit dem in
der Methodensektion beschriebenen Protokoll wudiertbesten Ergebnisse erzielt.

Ahnlich verhielt es sich mit dem zytosolischen @attindikator Fluo-4, AM. Die
Akkumulation dieses Indikators im Zytosol ist sgjut beschrieben [34] und dessen Inkubation
weit etabliert bei Kardiomyozyten von Mausen [93§sen [96] und Ratten [97]. Die Ergebnisse

des Teilexperimentes A (vergleiche Methoden 3.Bdstatigen die Annahme der Lokalisation
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von x-Rhod-1, AM tberwiegend in den MitochondrieddFluo-4, AM im Zytosol. Somit ist die

Basis fUr weitere Experimente gegeben.

5.2 Calciuminhalt des Sarkoplasmatischen Retikulums irkontroll- und
Serca2a-Zellen

Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmal} siclCdi&iuminhalt im SR in Zellen
von Kontroll-M&usen und von Serca2a-Mausen unteidety wurden die Zellen einem kurzen
Koffeineinstrom, welcher die Ryanodinrezeptoren@offnet, ausgesetzt (siehe 3.4.2 und 4.2).
Es wurde also derselbe Versuch an Zellen von Kb#tausen als auch an Serca2a-Mausen
nach siebentédgiger Doxycyclingabe durchgefuhrt wahn das Ausmall der erzeugten
Calciumtransienten verglichen. Die Zellen wurdem wi 3.3.4 beschrieben mit dem Farbstoff
Fluo-4, AM beladen und in die Kammer des Mikroskppeettiert. Die Kardiomyozyten wurden
wéahrend der Dauer des Experiments kontinuierlich fyirode-Losung (1,8 mM Calcium)
superfundiert und fur eine definierte Zeit eleldnsstimuliert. Dann Offnete die Klappe des
Koffeinperfusors und liel3 Koffein in die Kammer@&@tren. Es wurde erwartet, dass sich mit
einer Uberexpression der Serca2a auch mehr Calioiu®R befindet, also bei Serca2a-Zellen
im Vergleich zu Kontroll-Zellen bei Koffeinexposit ein hoherer Calciumtransient resultiert.

Es konnte gezeigt werden, dass es nach einem amdigen Offnen der
Ryanodinrezeptoren mittels kurzen Koffeineinstroms das superfundierende Zellbad im
Allgemeinen zu einem plétzlichen Anstieg des zyligsben Calciumtransienten kommt.
Gleichzeitig wurde im Mikroskop eine verstarkte umerlangerte Kontraktion der Zelle in
beiden Zelltypen beobachtet, die relativ synchrandem Calciumtransienten nach Applikation
von Koffein stattfand. Kurz nach dem durch Kofféervorgerufenen Anstieg von Calcium kam
es auch wieder zur Abnahme des Calciumtransiedanach wurde die elektrische Stimulation
der Zellen, wie zuvor, wieder fortgefuhrt und dial@umtransienten stiegen erneut auf Werte
wie vor der Applikation von Koffein. Das regulareig@rfundieren mit Tyrode-L6sung wurde
nicht unterbrochen, sodass es zu einer rascherninalion von Koffein aus dem Zellbad kam.
Die ersten Calciumtransienten nach Applikation warenachst etwas kleiner, stiegen aber dann
schnell auf den Ausgangswert. Dieser Mechanismtusdas Korrelat fir zunachst wenig
vorhandenes Calcium nach Leerung des SR, dasdi{ahtraktion zur Verfigung steht. Schlag
um Schlag kann das SR wieder vermehrt mit Calciwfill werden. Auch andere Studien
konnten zeigen, dass die Aktivierung der Ryanodiep&oren durch Koffein vollstandig
reversibel ist [98], was die Ergebnisse dieser Arbestatigen. Weitere Studien haben gezeigt,

dass die Menge von 10 mM Koffein bereits zu einfinhg aller Ryanodinrezeptoren und zur
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synchronen Freisetzung des Calciums im SR fuhrt 987. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit diese Konzentration von Koffein genutzt. &tlings zeigte sich in dieser Arbeit auch,
dass das Platzieren der Spitze der Koffeinlésuny\iasserbad ebenfalls einen Einfluss auf den
Calciumtransienten nach Applikation hat. Nach bégfimthem Einstellen nah an den Zellen, um
eine so schnell wie moglich erfolgende Applikat@nerreichen, wurde der Platzierungsort der
Spitze fur die Dauer der Experimente nicht mehénrdert. So konnte eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse gewahrleistet werden. Bei der Analysele&gangenommen, dass der hdochste Punkt
des Calciumtransienten nach Koffein-Applikation déatsachlichen Ergebnis entspricht. Das
mag eine Vereinfachung sein, die zutrifft, wenn fiéof sehr schnell appliziert wird und der
hochste Punkt des Calciumtransienten nicht durchNBrium-Calcium-Austauscher gedrosselt
wird.

Tatsachlich berichteten Suarez et al., die die &erdMaus erstmals beschrieben, von
einer Erhéhung des SR-Calciuminhaltes von 45 %.[TiT]der vorliegenden Arbeit hatten
Serca2a-Zellen einen um 35,7 % erhohten Calciurttirdes SR im Vergleich zu Kontroll-
Zellen (Abbildung 12). Das mag an den unterschibein Analyseverfahren liegen. Die Gruppe
um Suarez prifte den Erfolg der Induktion der Ukpression der Serca2a ebenfalls durch die
Applikation von 10 mM Koffein bei Serca2a-ZellenduKontroll-Zellen, allerdings mit einer
superfundieren Losung ohne Natrium und ohne CalcAms diesem Grund sind die Ergebnisse
aus beiden Studien nicht direkt vergleichbar. EBtadie bewertet die Unterschatzung des
Calciuminhalts des SR durch diese Analysemethod@fb [100]. Wenn diese Berechnungen
auf die hier vorliegenden Ergebnisse korrigiertdeer, so kann man in dieser Arbeit von einer
durch die Induktion der Serca2a ausgeldsten Ertghlian Calcium im SR in Serca2a-Zellen um
42,7 % im Vergleich zu Kontroll-Zellen ausgehene&#s Ergebnis kommt der durch Suarez et
al. beschriebenen Erh6hung des SR-Calciuminhatiegts % sehr nahe.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen, dass esddrei Serca2a-Maus nach
siebentagiger Gabe von 200 mg/I Doxycyclin zu eldberexpression der Serca2a kommt und
beweisen, dass das Calcium im SR von Serca2a-Kaydionyten im Vergleich zu Kontroll-
Kardiomyozyten signifikant erhoht ist. Damit istedVoraussetzung fir weitere vergleichende

Experimente zwischen Kontroll- und Serca2a-Zellegebpen.

5.3 Wirkungen der Beeintrachtigung der Funktion der Mitochondrien
auf Alternans

Durch die Exposition von unterschiedlichen Cheméml die die mitochondriale

Integritat und Funktion beeintrachtigen, solltefkwigenden der Einfluss von Mitochondrien auf
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Herzalternans untersucht werden (siehe 3.4.3 sdv@g Zunachst sollte geprift werden, ob
Herzalternans auch in den Mitochondrien nachweisghad und wie sich zuvor etablierte
Alternans im Zytosol und gegebenenfalls im Mitoothamm bei Exposition mit den
Chemikalien verandern. Es wurden dieselben Versjaheils an Kontroll- und Serca2a-Zellen
durchgefihrt, um mégliche Mitochondrien-SR-Interakén zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition daiciGm-Regulation oder der ATP-
Produktion Herzalternans verstarkt (Abbildung 130}. Die getesteten Chemikalien, die auf die
Inhibition der Calcium-abhangigen Dehydrogenaserd womplexe der Atmungskette,
Calciumaufnahme- und -abgabe abzielen, fuhrtesadi zur Erhdhung des Schweregrades von
Alternans, welche in vielen Féllen signifikant watudem konnte erstmalig nachgewiesen
werden, dass Alternans im Zytosol nebeneinandeAttetnans in den Mitochondrien existieren
und diese sich unterscheiden (siehe Abbildung R&jiber hinaus konnte auch der Einfluss der
getesteten Chemikalien auf mitochondriale Alternarferscht werden. Dabei war auffallend,
dass Alternans in den Mitochondrien eine grol3ereoRer und nach Gabe der Antagonisten
aufwiesen als die jeweils zeitlich korrespondiemmdlternans im Zytosol.

Die Blockierung der Funktion von Mitochondrien dur€hemikalien in Kardiomyozyten
von Serca2a-Mausen fuhrte ebenfalls zur Verstarkworg Alternans. Allerdings zeigten die
durchgefuhrten Experimente mit Kardiomyozyten voarcd2a-Typ einen deutlich geringeren
Einfluss der getesteten Mechanismen auf Alternanseiden Kompartimenten, da es in
Kardiomyozyten vom Serca2a-Typ im Vergleich zu dé@mtroll-Zellen zu einer geringeren
Anderung der Alternansratio nach Exposition der rGkalien kam. Diese Beobachtung
entspricht einer reduzierten Anfalligkeit fur Stogen der Repolarisation, wenn vermehrt
Calcium-ATPasen vom Serca2a-Typ vorhanden sind.hAoei den Serca2a-Zellen war die
Alternansratio im Mitochondrium niedriger als digasolische Alternansratio. Allerdings waren
die Einflusse der Inhibition der Calciumaufnahmed ulabgabe geringer bei den Zellen der
Mause mit Serca2a-Uberexpression im Vergleich zatkli-Zellen. Das fiihrt zur Annahme,
dass die vermehrte Expression der Serca2a mitodatednetabolische Stdérungen teilweise
kompensieren kann und bestarkt die Uberlegung, Eals®ren, die die Entfernung von Calcium
in der Diastole fordern, protektiv gegenuber Altera sind [101].

Diese Studie bestatigt andere Studien in der Anmealtass die Inhibition der Glykolyse
dazu fuhrt, dass das Auftreten von Alternans begginsird [23, 102, 103]. Weiterfuhrend ist
gut untersucht, dass metabolische Veranderungegamiigeren Konzentrationen von ATP, wie
sie wahrend Ischamie auftreten, Konditionen schafiée zu Alternans fihren [104, 105]. Diese

Ergebnisse unterstitzen die in dieser Arbeit vaaliésn Daten. Eine andere Studie zeigte die
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Induktion von Alternans durch die Beeinflussung dslykolyse mittels Inhibition der
Phosphofruktokinase-Reaktion durch Pyruvat opiddydroxybutyrat [106]. Der Effekt war
reversibel, wenn die LOsung wieder zu normaler dgradsung gewechselt wurde. Die
genannten Studien konzentrierten sich aber alleiih dee Auswirkungen auf Alternans im
Zytosol. Wenig Beachtung fanden dagegen die Veranden in den Mitochondrien.

Es gibt grof3e Uneinigkeit dartber, ob Mitochondriander Lage sind, Calcium pro
Schlag aufzunehmen oder ob es eher zu einer lamgsartegration des lons kommt, die ihren
Hohepunkt in einer wissenschaftlichen Auseinandevsg von zwei flihrenden
Forschungsgruppen fand [63]. Basierend auf frihe&odien gibt es Evidenz, dass
Calciumtransienten ahnlich wie im Zytosol auch endVitochondrien moglich sind. Diese
Theorie wird auch von den gewonnenen ErgebnissesediArbeit gestitzt. Studien wiesen
schnelle Calciumtransienten sowohl in isoliertertddnondrien [107-109] als auch in intakten
Kardiomyozyten [60, 110] nach. Einige Forschungpgen konnten zeigen, dass schnelle
mitochondriale Calciumtransienten bei erhdhter melrger Stimulation oder bei hohen
Frequenzen auftreten [111, 112]. Es gibt also vM&offentlichungen, die entweder eine
schnelle Aufnahme von Calcium oder eine langsartegtation postulieren, jedoch gab es bis
dato keinen Beweis fur die Existenz von Alternansden Mitochondrien. Mit Hilfe der
Ergebnisse dieser Arbeit kann erste Evidenz geliefigeerden, dass Alternans im Zytosol
nebeneinander mit Alternans in den Mitochondrienisteeten. Damit kann die in der
vorliegenden Arbeit initial gestellte Frage, obekitans auch in den Mitochondrien nachweisbar
sind, positiv beantwortet werden.

Faktoren, die zu einer verminderten CalciumabnaimmeZytosol fuhren, fordern das
Auftreten von Alternans. Die Aufnahme von Calcium das Mitochondrium ist an die
Verfugbarkeit von ATP und den elektrochemischen digrten gebunden. Das fuhrt zur
Annahme, dass reduzierte ATP-Produktion zu einstogeen Calciumabnahme des Zytosols
fuhrt. Florea et al. [66] aulRerten die Frage, ofweder eine reduzierte Aufnahme von Calcium
in das SR, eine niedrigere Calciumabgabe Uber thsnfRmembran oder eine verringerte
Calciumaufnahme durch Mitochondrien dafur verantlibr gemacht werden kann. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen daraufhin, daspthachlich die reduzierte Aufnahme von
Calcium in das SR zur verminderten Calciumabnahmgytosol beitragt.

Mit Hilfe der in dieser Arbeit vorgestellten Dataevird deutlich, dass experimentelle
Interventionen, die die mitochondriale Calciumatim& beziehungsweise -abgabe behindern
und deswegen die Funktion der Mitochondrien alsi@aipuffer empfindlich stéren, die Genese

von Alternans begunstigen. Die Arbeit unterstiiet Idee, dass eine enge Beziehung zwischen
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der Calciumregulation im Zytosol und Mitochondriwxistiert. Bis dato gab es keinen Beweis,
ob der Einfluss auf Alternans Uber die Beeinflugsdar zytosolischen Calciumtransienten oder
Uber die Beeinflussung von Calcium-abhangigen 8ehri der mitochondrialen
Energiemetabolismen erfolgt. Die Ergebnisse deliaggnden Arbeit lassen vermuten, dass es
zunachst zu einem Entstehen von Alternans in detoddlondrien kommt, da die in den
Mitochondrien gemessene Alternansratio jeweils holaés die im Zytosol gemessene
Alternansratio war. Desweiteren legen die genemerDaten ein Umdenken der Rolle der
Mitochondrien nahe hin zu komplexen Organellencivelintrazellulares Calcium kontrollieren
und sich somit als Ziel fir therapeutische Inteti@ren eignen. Zusammenfassend kann aus
diesen Experimenten geschlossen werden, dass eisieichende Versorgung durch die
Mitochondrien mit ATP und eine ungesttrte mitochiald Funktion als Calciumpuffer wichtig
fur die regelrechte Repolarisation der Herzzellel.sDartiber hinaus geben die Experimente
einen Hinweis darauf, dass die Uberexpression darca3a dem Ausfall der
Mitochondrienfunktion teilweise entgegenwirken kann

5.4 Moglichkeiten der Reversibilitdt von Alternans

Um einen prinzipiellen therapeutischen Ansatz ztersuchen, wurde in weiterer Folge
untersucht, ob die ausgeldsten Alternans wiedegrséwel sind. In 4.3 konnte gezeigt werden,
dass Alternans durch die Zugabe von Chemikaliengddn Energie- und Calciummetabolismus
beeinflussen, moduliert werden konnen. In den fudgs Experimenten (siehe 4.4) sollte dann
untersucht werden, ob es gelingt, Alternans durh Zugabe von Substanzen, die einen
gegenteiligen Effekt haben, wieder in einen normaalciumtransienten zu Uberfihren. Dazu
wurden zunachst Alternans etabliert und dann diedidenyozyten, wie in 3.4.4 beschrieben
CGP oder HO, ausgesetzt. Darauf folgte die Exposition mit eiremiagonisten von CGP oder
H.O,. Es wurde erwartet, dass die erzeugten Veranderung der Alternansratio durch die
Antagonisten riickgangig gemacht werden kénnen.

Es konnte dann gezeigt werden, dass zuvor etablWdternans durch die Zugabe eines
Antagonisten teilweise in Alternans Kkleinerer Ratiberfihrt werden konnen. Kleinere
Alternansratio ist ein Korrelat fir einen geringer®chweregrad von Alternans und bedeutet,
dass es somit zu einer geringfligigeren StérungReégolarisation kam und die Kontraktion der
Kardiomyozyten positiv beeinflusst werden konnte.

Wahrend der Blockade des mitochondrialen NatriurftiGan-Austauschers mit CGP

wird weniger Calcium wieder zurick in das Zytosoépgmpt. Somit kommt es zur
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Akkumulation von Calcium in den Mitochondrien. E$ $ehr gut erforscht, dass es bei erhohtem
Calciuminhalt des Mitochondriums zum Offnen derrBiionspore kommt [112], in weiterer
Konsequenz zum Verlust des ElektronengradienteB][uhd zum Zelltod [114]. Aus diesen
Griinden wurde gepriift, ob die Verhinderung der (vfpder mitochondrialen Transitionspore
durch die Zugabe des Inhibitors dieser Pore didSetwicklung entgegenwirken kann.
Cyclosporin A gilt als potenter Inhibitor der mitmandrialen Transitionspore (mPTP) [115]. Die
Ergebnisse einer Studie deuten daraufhin, dasso€patin A das Membranpotential in
isolierten Herzmitochondrien, die oxidativem Strassgesetzt waren, stabilisieren kann [113].
Passend zu dieser Erkenntnis zeigen die Befundeadkegenden Arbeit, dass die Zugabe von
Cyclosporin A zu einer teilweisen Reversibilitatnderzalternans in isolierten Kardiomyozyten
fuhrt. Der Mechanismus dieser Beobachtung mag ebenin der membranstabilisierenden
Wirkung des Cyclosporins A durch die Offnung der TRP liegen. Dies ist in
Ubereinstimmungen mit Ergebnissen aus einer Stutiieden Einfluss von N-Acethylcystein
(NAC) und Cyclosporin A auf zytosolische Alternangtersuchte [66]. Auffallend war, dass der
Effekt von Cyclosporin A auf Alternans bei ZellearvKontroll-Mausen jeweils gré3er war, als
bei den Serca2a-Mausen. Das mag daran liegen, dlasyorangehende Applikation des
Antagonisten CGP bereits grof3ere Auswirkungen dtérdans der Maus vom Kontroll-Typ
hatte als auf Serca2a-Zellen. Mit Blick auf die ehitansratio nach Applikation von
Cyclosporin A wird deutlich, dass die Zellen dercda-Maus eine kleinere Alternansratio
aufweisen, was ein weiteres Indiz dafiir ist, daesUberexpression der Serca2a stabilisierend
auf die Repolarisation und protektiv gegenuberra#tiesausiésenden Faktoren wirkt.

Bei der Reoxygenierung von ischamischem Herzgevestistehen Metabolite, die zu
einer erhohten Freisetzung von Sauerstoffradikal@ihren. Diese Stoffe, sowie
Superoxidanionen, Hydroxylanionen ungd gelten als toxisch, da sie durch Lipidperoxidation
Membran- und folglich auch Gewebsschéaden induzigEtt]. Um diesbeziglich einen
therapeutischen Ansatz auf zellularer Ebene zursutben, wurde getestet, ob Alternans durch
die Applikation eines reduzierenden Mittels wie Nethylcystein positiv beeinflusst werden
konnen (siehe auch 3.4.4). Es ist bekannt, dass Redox-Modifikation von
calciumregulierenden Proteinen, wie beispielswdseRyanodinrezeptoren, ein Faktor bei der
Entstehung von Arrhythmien ist [117, 118]. In diesebeit konnte gezeigt werden, dass es bei
der Applikation von NAC nach Schaden durch reakt®auerstoffspezies nach vorheriger
Applikation von HO, zu einer signifikanten Reduktion der Alternans imgtagol und in
Mitochondrien kommt. Dies ist in Ubereinstimmungt riirgebnissen aus einer Studie, die

gezeigt hat, dass die Inkubation von Kardiomyozyt@m Hunden nach Myokardinfarkt mit dem
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Antioxidans Mercaptopropionylglycin zu einem veganten Auftreten von zytosolischen
Calciumalternans fuhrte [119]. Dartber hinaus zeidee Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
dass es bei der Serca2a-Maus ebenfalls zu einefilsagiten Reduktion der Alternansratio kam.
Im Vergleich zu Kardiomyozyten der Kontroll-Maus esen die Zellen vom Serca2a-Typ,
ahnlich wie beim Versuch mit Cyclosporin A, nach pisition von NAC eine kleinere
Alternansratio auf. Allerdings war auch hier dier&ederung der Alternans von,®; zu H0O;

mit NAC bei Kontroll-Zellen deutlich groRer, wasegierum auf die gré3ere Verdnderung bei
alleiniger Exposition von D, zurtickzufihren ist.

Die Experimente dieser Studie haben gezeigt, des¥erschlechterung von Alternans
durch mitochondriale Antagonisten in Mausen mitrékprimierter Serca2a kleiner ausfallen als
bei Zellen von Kontroll-Mausen. Dennoch gelang tide vollstandige Reversibilitat der
Alternans, was darauf hinweist, dass noch andetmfeam an der Genese von Alternans beteiligt
sind. Vorherige Studien suggerieren, dass auchRdifaktivitat und Erholungskinetik der
Serca2a eine Rolle spielen kdonnte [120]. Die Autonatersuchten das Phanomen mit Hilfe
eines Computermodells, indem sie die Basiseigefiechaur Erzeugung von Calciumalternans
nachbildeten. Eine Kardiomyozyte ist allerdings dimeidimensionales Netzwerk mit einem
komplexen Tubulussystem, auf dessen DarstellungAdi®ren in ihrem Modell verzichtet
hatten. Viele molekulare Signalwege der Serca, Byiamezeptoren oder L-Typ-Calciumkanale
wurden bei dieser Methode nicht bertcksichtigt. &wderes Forschungsprojekt von Armoundas
et al. sieht einen moglichen Mechanismus bei destBnung von Alternans im anormalen
spontanen Offnen der Ryanodinrezeptoren [121]. Daen wurden mittels Patch-Clamp-
Technik bei isolierten Kardiomyozyten vom Hund gewen. Es ist bekannt, dass die Funktion
der Kanale und Pumpen von Spezies zu Spezies eimasschiedlich ist [122]. Studien mit
unterschiedlichen Spezies sind aus diesem Gruind viddlig miteinander vergleichbar.

Zusammenfassend wurde die Hypothese der in 4.4sk@iien Versuche, dass durch die
Zugabe eines Antagonisten die Normalisierung uadbifséierung von Herzalternans mdglich ist,

teilweise verifiziert.

5.5 Wirkungen der Uberexpression der Serca2a auf die Frolung

Um zu ergriinden, ob die in 4.3 und 4.4 gesehendeartihiede zwischen Kontroll- und
Serca2a-Zellen in einer erhdohten Widerstandsfaltiglder Serca2a-Zellen gegeniber
metabolischen Stress begrindet sind, wurden Kéntrotl Serca2a-Zellen gemald eines S1-S2-

Protokolls (siehe Abbildung 9) stimuliert. Zu jedesharchgefiihrten Experiment wurde eine
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Erholungskurve angefertigt, die Zeitkonstante tguerechnet, sowie die Werte von Kontroll-
und Serca2a-Zellen verglichen. In den Experimefgezhe 4.5) konnte gezeigt werden, dass es
in Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen zu einer didrea Erholung nach Stimulation der
Zellen gemall eines S1-S2-Protokolls in allen dreoblachteten Kompartimenten
(Mitochondrien, SR und Zytosol) verglichen mit Zgllvon Kontroll-M&ausen kommt.

Es sind einige Einflisse auf Herzzellen bekanng das Auftreten von Alternans
begiinstigen. Die Veranderungen der Serca scheingpei doftmals als gemeinsamer
Wirkungsweg dieser Zustande zu fungieren. Vor #eJahren haben Gwathmey et al. zum
ersten Mal die Hypothese aufgestellt, dass diei@altomdostase bei Herzversagen gestort ist
[123]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass dierdsgmon der Serca bei Herzinsuffizienz,
gleich welcher Atiologie, verringert und die Calcifreilassung wegen der erhohten
Durchlassigkeit des SRs erhoht ist [124, 125]. 8aiuter Ischamie dagegen kommt es zum
reduzierten ATP-Angebot. In Folge dessen ist digvitkit der Serca erniedrigt und das SR kann
nicht mehr adaquat mit Calcium gefullt werden. Kisnsequenz kommt es in den Herzzellen
zur Instabilitdt und Herzalternans [126]. Eine Hmiwig der Aktivitdt der Serca erhoht die
Effektivitat der Calciumaufnahme des SRs. Auf Gruingser Uberlegungen liegt es nahe, dass
versucht wird, durch therapeutische InterventiodenAktivitdt der Serca zu erhéhen und das
Problem auf zellularer Ebene direkt zu beheben. hN&erca-Genetransfer konnte eine
Verbesserung der diastolischen und systolischeaftigtion erzielt werden [127, 128]. Auch
Langzeitergebnisse der Uberexpression von Serce28dhweinen im Herzinsuffizienzmodell
zeigten dies und die Resultate deuteten daribaubiauf ein stattgefundenes Remodeling des
linken Ventrikels hin [129]. Weiterfihrend zeigt&tudien, dass vermehrte Serca2a-Expression
zu einer Normalisierung der ZellgréRe fuhrt und dermehrte Sauerstoffverbrauch der
elektromechanischen Kopplung bei Herzinsuffiziemeim Serca2a-Expression verringert wird
[130]. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass dakdigr ventrikulare Arrhythmien sinkt [74,
131, 132]. Serca2a-Expression verbessert zusatdiech Blutfluss durch die Koronararterien
durch die Aktivierung der endothelialen Stickstodimoxid-Synthase (eNOS), die die
Vasodilatation fordert [133].

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Malzeggt werden, dass die
Uberexpression der Serca2a auch zur verringertégrnansratio bei metabolisch gestressten
Kardiomyozyten fuhrt und, dass diese Veranderurdyexh die Manipulation mitochondrialer
Signalwege teilweise reversibel sind. Das kanValsfizierung des zellularen Mechanismus fir
eine Abnahme von Arrhythmien bei Serca2a-Uberesprasin den genannten Studien gesehen

werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit scheinen damrbestarken, dass ein therapeutischer
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Ansatz der Uberregulation von Serca2a sinnvollMgiterfilhrend stellt diese Studie eine neue
Methode vor, die in Kombination mit der transgerf&rca2a-Maus eine Mdoglichkeit bietet,

Veranderungen der Calciumhomdoostase darzustelldnvaitere Einfliisse der Uberexpression
von Serca2a zu untersuchen.

Es ist bekannt, dass hohe Stimulationsfrequenzes Aaftreten von Alternans
beglnstigen [134], es besteht jedoch Uneinigkedr iden Grund fur dieses Phdnomen. Im
Folgenden werden die beiden Haupthypothesen daféchbieben. Eine frihere Studie konnte
einen Zusammenhang zeigen zwischen einer vermerde@alciumaufnahme sowie einer
Instabilitat des Feedbackmechanismus zur Kontrdds Calciuminhalts im SR und dem
erhohten Auftreten von Alternans [126]. Die Ergelsei der vorliegenden Arbeit in Abbildung
21 und 22 bestatigen diese Annahme teilweise. WAdternans durch die Verzégerung des
Calciumricktransports in das SR oder durch verlamgs Erholung hervorgerufen werden,
misste der Calciuminhalt vor einem kleinen und @oem grof3en Transienten jeweils gleich
sein. Im Gegensatz dazu beschreibt die zweite Hgsetdas Phanomen des ,Feedback Gains".
Diese besagt, dass Instabilitéat entsteht, wenn,lBeedback Gain“ zu hoch ist. Ein erhéhter
Calciuminhalt des SR fuhrt zu einem vermehrten i@aicim Zytosol. Das fuhrt zu einem
grofReren Austritt von Calcium aus der Zelle dureh dlatrium-Calcium-Austauscher, zu einem
erhohten ,Feedback Gain* an die L-Typ-Calciumkandtel so zu einem erniedrigten SR-
Calciuminhalt. Beim néchsten Schlag wird wenigedcDan in das Zytosol abgegeben. In
diesem Fall missten zytosolische Calciumalternaich a@urch Alternans im SR begleitet sein,
was in unseren Experimenten gezeigt werden korantd Abbildung 21). Unsere Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu einer Studie, die zeigis dgsolische Calciumtransienten ohne
gleichzeitige Anderungen im Calciuminhalt des SRtraten [23]. Allerdings wurden diese
Beobachtungen bei atrialen Kardiomyozyten bei Katgemacht. Picht et al. zeigten ebenfalls
Calciumalternans im Zytosol und im SR, was die Briteisse dieser Studie unterstitzt [135].
Andere Forschungsergebnisse weisen darauf hin,wlaissre Mechanismen wie Refraktarzeit
[136] und Erholung der Ryanodinrezeptoren [120]nédlés eine Rolle bei der Entstehung von
frequenz-induzierten Alternans spielen. Eine Stwaie Armoundas et al. unterstitzt die Idee,
dass anormales Offnen von Ryanodinrezeptoren fier#dns verantwortlich sein kénnte [121].
Es scheint erstaunlich, dass es im Zytosol, in Mé&ochondrien und im SR zur verbesserten
Erholung in Serca2a-Mausen kommt, obwohl lediglkgrca2a tUberexprimiert ist. Das legt die
Vermutung nahe, dass ein komplexes Netzwerk ahniéd in der Hypothese Uber das
.Feedback Gain" dahinter steht. Es sind weiteraedigtu notwendig, um diese Zusammenhénge

zu beleuchten.
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Zusammenfassend wird eine der Haupthypothesen rdiedeeit bestétigt, dass die
Uberexpression der Serca2a teilweise zu einem Sdageniiber Alternans fiihrt und dass die
hier gesehenen Effekte auf Alternans auf die séémeeErholung zurtick zu fuhren sind. Dass es
nicht zu einer vollstandigen Verminderung von Atems kam, lasst vermuten, dass die oben
genannten Mechanismen wie beispielsweise anorm@&sen von Ryanodinrezeptoren

ebenfalls involviert und Teile eines komplexen Netrkes sind.

5.6 Potenzielle Limitationen der Studie

Die in dieser Studie getesteten Mechanismen wuatheisolierten Kardiomyozyten von
Mausen durchgefuhrt und die gewonnenen Erkenntigisken nur fur diese Gruppe. Aussagen
uber die Ubertragbarkeit der hier dargestellteneBnisse auf ein Mausmodell oder den
Menschen kdnnen bis dato nicht gemacht werden. @dntiefern die Ergebnisse wichtige
Hinweise auf bisher unbekannte Signalwege in Kangmzyten. Mit der hier erstmals
beschriebenen und etablierten Methode kdnntenteeimisch auch humane Herzmuskelzellen
untersucht werden. Da aber insbesondere die Ub@ssipn der Serca2a erforscht und die neue
Methode etabliert werden sollte, stellte die Verdiamy von Maus-Kardiomyozyten die einzig
durchfiihrbare Alternative dar.

Mitochondriale Calcium-Signalwege und ihr Energitéathelismus sind eng miteinander
verknupft. In dieser Studie wurden die EinflisseBieeintrachtigung der Calciumaufnahme, der
Calciumabgabe, der Elektronen-Transport-Kette, AlBP-Produktion, der calciumabh&ngigen
Dehydrogenasen und deren Wirkung auf Herzalternantersucht. Die hier getesteten
Chemikalien sind zwar sehr spezifisch, dennochnibiesisen sich der Energiemetabolismus und
die Calciumhomoostase gegenseitig. Eine striktenfirg des Energiemetabolismus und der
Calciumhomoostase erscheint zwar experimentell veihnmuss aber aufgrund der engen
Verflechtungen in einem gemeinsamen Zusammenhasehga werden.

Serca2a und die Ryanodinrezeptoren werden durah Re@ihe von posttranslationalen
Modifikationen reguliert. Durch diese Alterationgrerden nicht nur physiologische, sondern
auch pathophysiologische Mechanismen in Gang gesetzlen [137]. Es ist bekannt, dass eine
posttranslationale Modifikation der Ryanodinrezegto eine Rolle bei Herzversagen [138],
Ischamie-Reperfusionsschaden [139] und Arrythmi@AQ] spielt. Die Ryanodinrezeptoren
werden durch Proteinkinase A (PKA) und Calcium-Gadidin-abhéngige Kinase Il (CaMKIl)
phosphoryliert [141]. Uber PKA und auch CaMKIl kormas zudem zur Phosphorylierung von

Phospholamban zur Regulierung und Aktivierung voerc® CaMKIl nimmt Uber
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Phosphorylierung wiederum Einfluss auf die L-Typd¢ankanale [137]. Studien zeigen, dass
eine Uberexpression von CaMKIl Hypertrophie, Hergagen und Arrythmien induziert,
wohingegen die Inhibition protektiv gegeniber Attitien und Remodeling wirkt [142-146].
Aufgrund dieser Uberlegungen wird auch CaMKI| dts weiteres Angriffsziel fur die klinische
Therapie gesehen [145, 147] und sollte in weitediilen Studien miteinbezogen werden.

Die Fluoreszenzwerte wurden normalisiert (genaumg&hen Methodenteil auf Seite 37,
Zeile), aber nicht als Ratio von F/FO dargestdfitsteht fir die Fluoreszenzintensitat, die
wahrend des Experiments gemessen wird. FO ist rdengitat am Anfang des Experiments.
Dieses Vorgehen normalisiert Unterschiede in deatdikbtorbeladung und erlaubt hohere
Vergleichbarkeit der Experimente. In Zukunft sotlieses Vorgehen gewéhlt werden.

Wie bereits im Teil ,Einleitung” erlautert (1.4 Caimtransport bei Alternans, Seite 16,
Zeile 6-12) ist neben der Calciumaufnahme durclt&a aber auch die Calciumrickaufnahme
durch die Ryanodinrezeptoren von Bedeutung. Experienzur Expression und Funktion der
Ryanodinrezeptoren wurden nicht durchgeftihrt, sbet als Folgeprojekte im Labor in Planung.
Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf derdisrung des Systems, der Darstellung von
Calcium in verschiedenen Kompartimenten sowie difiuss der Uberexpression der Serca2a
zu erforschen. Eine experimentelle Trennung undedne Betrachtung von Serca2a sollte in
Hinblick auf die Zusammenhdnge in Zukunft auch eigemeinsame Betrachtung der
Ryanodinrezeptoren miteinschliessen.

Eine interessante Fragestellung ware aufRerdem, ieb gdfundenen Effekte in
Kardiomyozyten von Serca2a-Mausen durch Inhibitider Serca2a auf Wildtyp-Niveau
modulierbar sind. Sollte dies der Fall sein, sadispe das ebenfalls flr eine starke Rolle von
Serca2a. Dafir bedarf es eines Inhibitors, dertraie Serca2a-Pumpen inhibiert und fir den
spezifische Konzentrationen und deren prozentual@rdung bekannt sind. Es gibt eine Reihe
von Inhibitoren der Serca [148], jedoch machen igtudediglich Aussagen ab welcher
Konzentration eine komplette Hemmung eintritt. Einkomplette Hemmung kdnnte durch
geringere Konzentrationen, als fur die Maximalhemgimotwendig, erreicht werden. Diese
optimale Konzentration zu ermitteln, ware aufwendigd wirde den Rahmen dieser Arbeit
Uberschreiten.

Fur Teilexperiment B wurden keine Calcium-Abfall+kstanten des Koffeintransienten,
der eine Funktion des Na-Ca-Austauschers beschreiibechnet. Wie in der Einleitung
ausgefuhrt (Seite 13, Zeile 30-34) sind vier Medsimen flr die Entfernung von Calcium in der
Diastole zustandig: die Serca, der Natrium-Calcustauscher in der Zellwand, die Calcium-

ATPase in der Zellwand und der Calcium-Uniporterden Mitochondrien. Wobei vor allen
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Dingen die ersten beiden Mechanismen den grof3téndazu beitragen. Bei Herzinsuffizienz
kommt es zu einer verminderten Expression oder framdfahigkeit der Serca Expression des
NCX was die Entstehung von Alternans férdert. Dac&2a mit dem Natrium-Calcium-
Austauscher, um die Entfernung des Calciums inlastole konkurriert [149] erscheint es
sinnvoll in weiterfihrenden Studien die Hochreguliey der Serca2a auch bezuglich der Effekte
auf den Natrium-Calcium-Austauscher hin zu evaener

Abschlie3end wird daraufhin gewiesen, dass die \Wrs an gesunden Kardiomyozyten
durchgefuhrt wurden und diese so lange elektrisichuiert wurden, bis es zu Alternans kam.
Dieser Mechanismus gleicht nicht ganz der Entstghuon Alternans bei Herzkranken. Daher

kann die direkte Ubertragung auf Pathophysiologjiaitiert sein.
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