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4. Diskussion

Storungen der intrazelluliren Ca*-Regulation in der Herzmuskelzelle sind wursichlich an
Kontraktions- und Relaxationsstérungen im hypertrophierten und insuffizienten Herzmuskel be-
teiligt. Bei der Regulation der kardialen Ca’*-Hom®dostase spielt die Ca’"-ATPase des sarkoplasma-
tischen Retikulums (SERCA2) eine wichtige Rolle. Dieses Ca®"-Transportsystem leistet wihrend der
Relaxationsphase des Herzens mit ca. 90% den grofiten Beitrag zur Senkung der diastolischen Ca®"-
Konzentration und sichert damit die Bereitstellung von Ca*" fiir die nichste Kontraktion. Stérungen
dieses Transportmechanismus scheinen daher funktionell am bedeutungsvollsten zu sein und sind
sowohl bei tierexperimenteller Herzinsuffizienz als auch bei Patienten mit terminaler Herzinsuffi-
zienz belegt (s. Einleitung 1.2.2). Interventionen, mit denen die Ca’"-Transportaktivitit des SR ge-
steigert werden kann, sind aus diesem Grund von groflem theoretischen und praktischen Interesse
(s. Einleitung 1.3). Da das SR Ca*'-Transportsystem jedoch Teil der komplexen kardialen Regulation
und diese wiederum im komplexen iz vivo Zusammenhang des menschlichen Organismus zu sehen
ist, sind geeignete Modelle erforderlich, mit denen aus einer interventionellen Steigerung der SR-
Ca*"-Transportfunktion resultierende funktionelle Verinderungen im Gesamtzusammenhang des
Organismus untersucht werden kénnen. Eine Analyse des kardialen Phinotyps sollte zunichst unter
normalen physiologischen Bedingungen erfolgen, damit grundlegende Erkenntnisse tiber Vor- und
Nachteile einer gesteigerten SR Ca*’-Transportaktivitit im intakten Herzen gewonnen werden
konnen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen kann dann untersucht werden, ob eine gesteigerte SR
Ca”'-Transportaktivitit bzw. -reserve im gesunden Herzen unter sekundir induzierten pathologi-
schen Bedingungen vor der Entwicklung einer kontraktilen Dysfunktion schiitzt. Transgene Tier-
modelle mit konstitutiver Uberexpression von SERCA2a sind in diesem Zusammenhang von
groflem wissenschaftlichen Interesse. Deshalb wurde in dieser Arbeit der kardiale Phinotyp eines

transgenen Rattenmodells mit kardialer SERCA2a-Uberexpression charakterisiert.

4.1. Transgene Ratten als Tiermodell

Die fiir gentechnische Interventionen hiufig genutzte primire neonatale Herzzellkultur bzw. enzy-
matisch isolierte adulte Kardiomyozyten sind als isolierte Systeme aus der komplexen Regulation des
Gesamtorganismus herausgelost und nur fiir differenzierte Fragestellungen zuginglich. Daher bieten
bisher nur Tiermodelle die Moglichkeit, interventionell hervorgerufene Verinderungen im funktio-
nellen Gesamtkontext des Organismus zu untersuchen. Primaten sind zwar dem Menschen am
nichsten verwandt und in entwicklungsbiologischer, biochemischer und anatomischer Hinsicht dhn-

lich, weisen jedoch lange Generationszeiten und eine hohe Lebenserwartung auf, weshalb Beobach-
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tungen unter Umstinden iiber sehr lange Zeitraume erfolgen miissen. Neben den hohen Zucht-
kosten besteht zudem keine gesellschaftliche Akzeptanz gegeniiber Primaten als Tiermodell. Aus
diesem Grund werden andere Labortiere, wie z. B. Nagetiere genutzt. Experimentell sehr haufig
eingesetzte Mause (Mus musculus) dhneln in biologischer und genetischer Hinsicht dem Menschen.
Gewonnene Erkenntnisse beziiglich der Herzfunktion sind daher zu einem groflen Teil auf den
Menschen tibertragbar. Hinsichtlich der Gréfle und Anzahl der Gene gleicht das Mausgenom dem
des Menschen. Auflerdem haben Miuse eine hohe Reproduktionsrate, werden sehr schnell ge-
schlechtsreif und verfligen tber eine geringe Lebenserwartung. Dadurch kénnen Beobachtungen
auch iber mehrere Generationen erfolgen. Obwohl die Maus derzeit das wichtigste Tiermodell fiir
menschliche Erkrankungen ist, stellt die Ratte in einigen Fillen den geeigneteren Organismus dar.
So ist die Generationszeit bei Ratten zwar linger als bei Miusen, erstere sind jedoch fiir physiologi-
sche und pharmakologische sowie Verhaltensbeobachtungen teilweise besser charakterisiert und
zuginglich. So ist der flir Analysen zu Verfiigung stehende Gewebeumfang gréfler und eine
Miniaturisierung operativer und interventioneller Techniken entfillt. Neben einer ausfiihrlich be-
schriebenen Herzphysiologie dhnelt der Normalblutdruck der Ratte dem des Menschen. Im Ver-
gleich zu anderen Kleintieren ist die Ruheherzfrequenz mit ca. 270 Schligen pro Minute ebenfalls
deutlich niedriger. Im Gegensatz zu Mausmodellen mit ca. 2-fach héherer Herzfrequenz ist dadurch
eine bessere Vergleichbarkeit mit den physiologischen Parametern des Menschen gegeben. Dazu
zahlt auch, dass regulierende Mechanismen wie -adrenerge Stimuli oder die Kraft-Frequenz-
Beziehung bei der Maus zur Steigerung der kardialen Leistung eine geringere Bedeutung haben
(39;61). Zudem zeigten vergleichende Untersuchungen der kardialen Calciumsensitivitit fiir Mause
reduzierte Werte (38), so dass die Ratte als Modellorganismus zur Untersuchung der Calcium-
homoostase bessere Vergleichsmoglichkeiten mit der humanen myokardialen Calciumregulation
aufweist. Verinderte transmembranire Ca**-Transporte und daraus resultierende funktionelle Kon-

sequenzen konnen daher besser mit einem Rattenmodell untersucht werden.

4.2. Zucht SERCA2-transgener Ratten

Die in dieser Arbeit untersuchten SERCA2-transgenen Ratten enthalten in threm Genom zusitzlich
zum endogenen SERCA2-Gen ein SERCA2-Transgen (Linie 1167), dessen Expression unter Kon-
trolle eines humanen CMV-Enhancers/Hihnchen-8Aktin-Promotors steht. Bei der Zucht der
SERCA2-transgenen Ratten konnten keine homozygoten Tiere generiert werden. Dies ist auch bet
anderen transgenen Maus- und Rattenlinien der Fall (5;49). Eine homozygote Expression des
SERCA2-Transgens ist jedoch méglich und konnte kiirzlich bei einer SERCA2-transgenen Ratten-

linie gezeigt werden (101). Bei 49% der Nachkommen der charakterisierten Rattenlinie lag eine
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heterozygote Ausprigung des SERCA2-Transgens vor. Entgegen der Mendelschen Vererbungs-
lehre, die bei Verpaarung zweier heterozygot transgener Elterntiere fiir 25% der Nachkommen
Merkmalsfreiheit postuliert, konnte das SERCA2-Transgens bei 51% der Nachkommen durch
Genotypisierung nicht nachgewiesen werden. Dafiir zugrunde liegende Ursachen sind bisher nicht
bekannt. Da sowohl fiir die Embryonalentwicklung als auch fiir die Spermienmotilitit und -fertilitit
intrazellulire Ca**-Oszillationen (82) bzw. intrazellulire Ca’’-Konzentrationen (7) eine entschei-
dende Rolle spielen, sind funktionelle Verinderungen an Spermium oder FEizellen denkbar. Bei
hypothetischer Annahme, dass entweder Eizellen oder Spermien, die das SERCA2-Transgen im
Genom enthalten, nicht entwicklungs- , tiberlebens- oder befruchtungsfihig sind, ergibt sich eine
Merkmalsverteilung, die der beobachteten sehr nahe kommt. Um dies zu tiberpriifen, wiren jedoch
weitere Untersuchungen erforderlich, die nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren. Auffillig
war auch eine erhebliche Variation der Wurfgréflen. Inzuchtprobleme, mit denen bei der Zucht
transgener Tierlinien immer zu rechnen ist, konnten dafiir eine mogliche Ursache sein. Mit 9 Nach-
kommen pro Wurf war die durchschnittliche Wurfgréfle jedoch normal. Die Genotypisierung der in
dieser Arbeit untersuchten Tiere erfolgte vorwiegend mittels Southern Blot-Technik, wurde aber
spiter durch die nichtradioaktive, einfachere PCR-Methode erginzt. Um die Validitit der PCR-
Methode zu gewihrleisten, erfolgte die Genotypisierung mittels PCR anfangs stets parallel zum
Southern Blot. Nicht eindeutige PCR-Ergebnisse wurden grundsitzlich mit der Southern Blot-

Technik wiederholt.

4.3. Konstitutive SERCA2a-Uberexpression in Herzen transgener Ratten

Verglichen mit den jeweiligen transgen-negativen Geschwistertieren, waren die linksventrikuliren
SERCA2-mRNA-Spiegel minnlicher und weiblicher heterozygot SERCA2-transgener Ratten der
Linie 1167 im Mittel 1,5-fach gesteigert. Quantifizierungen der linksatrialen SERCA2-mRNA-
Spiegel minnlicher Ratten zeigten dhnliche Ergebnisse. SERCA2-mRNA-Spiegel des linken Vorhofs
weiblicher Tiere wurden nicht untersucht. Unterschiede zu minnlichen Tieren sind jedoch nicht zu
erwarten, da auf Ventrikelebene ebenfalls keine geschlechtsabhingigen Unterschiede gezeigt werden
konnten. Die in TG ca. 1,5-fach hoheren SERCA2-mRNA-Spiegel stehen allerdings im Gegensatz
zu der in SERCA2-transgenen Tieren nachgewiesenen 7,6-fach hoheren Kopienzahl des SERCA2-
Transgens. Demzufolge bleibt ein grofler Anteil zusitzlich in das Genom von TG integrierter trans-
gener SERCA2-Kopien entweder transkriptionell inaktiv oder wird moglicherweise fehlerhaft oder
iberhaupt nicht transkribiert. Welche Effekte dafiir im Einzelnen eine Rolle spielen, konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht tiberpriift werden. Vermutlich spielen aber Positionierungseffekte der

zusitzlich integrierten, transgenen SERCA2-Sequenzen eine grofle Rolle, da im Genom der Integra-
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tionsort solcher Sequenzen bisher nicht kontrolliert werden kann. In anderen muskuliren Geweben,
wie z.B. im Skelettmuskel, Zwerchfell und Osophagus konnten bei transgenen Tieren ebenfalls ver-
stirkte SERCA2-mRNA-Signale detektiert werden, wihrend diese in nicht muskuliren Geweben
von TG wie z. B. in Lunge, Milz, Hoden, Aorta, Leber und Gehirn nicht nachgewiesen werden
konnten. Dies ldsst vermuten, dass der zur Generierung der SERCA2-transgenen Rattenlinie ge-
nutzte nicht gewebespezifische Hithnchen-8Aktin-Promotor eine vorwiegend muskelspezifische
Expression des SERCA2-Transgens induziert. Andererseits konnten trotz 1,5-fach erhdhter kar-
dialer SERCA2-mRNA-Spiegel bei TG fiir die dazugehorigen SERCA2-Proteinspiegel im Western
Blot im Mittel nur um 24% erhohte Werte nachgewiesen werden. Das zeigt, dass die SERCA2a-
Transkripte nicht 1:1 in SERCA2a-transgenen Ratten translatiert werden. Vergleichbare SERCA2-
mRNA-Proteinverhiltnisse konnten auch bei heterozygot SERCA2-transgenen Mausmodellen
(5;49) gezeigt werden, bei denen eine um 31% bzw. 20% gesteigerte SERCA2-Proteinexpression
nachgewiesen werden konnte. Die mogliche Ursache fir die Diskrepanz zwischen den deutlich er-
hohten SERCA2-mRNA-Spiegeln und geringer gesteigerter SERCA2-Proteinexpression wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht. Sie konnte jedoch mit einer verminderten Translationseffizienz des
SERCA2-Transgens zusammenhingen. Moglicherweise werden die transgenen SERCA2-Molekiile
auch nicht vollstindig in die SR-Membranen integriert bzw. es stehen innerhalb der SR-Membranen
nicht gentigend freie Positionen fiir die vom SERCA2-Transgen kodierten zusitzlichen SERCA2-
Molekiile zur Verfugung. Fiir die letzte Option sprechen Befunde von He et al., die belegen, dass die
SERCA2a-Proteinsyntheserate in Herzen SERCA2a-transgener Miuse im Vergleich zu nicht-
transgenen Kontrollen um 82% erhoht ist (49). Ebenso ist eine vermehrte Degradation des im
Uberschuss neu gebildeten transgenen SERCA2-Proteins denkbar. Andere Arbeitsgruppen erzielten
in einer SERCA2-transgnen heterozygoten Maus- bzw. homozygoten Rattenlinie unter Einsatz eines
ventrikelspezifischen alpha-Myosin-Schwere-Ketten (a-MHC)- bzw. Myosin-Leichte-Ketten-2-
Promoters eine Uberexpression des SERCA2-Proteins von 54 bzw. 70% (5;49;101). Fiir eine hohe
SERCA2-Proteinexpression scheint daher unter anderem auch die Wahl des Promotors ausschlag-
gebend zu sein. Allerdings ist bei einer homozygoten SERCA2-transgenen Rattenlinie im Vergleich
zu heterozygoten Merkmalstrigern prinzipiell mit einer stirkeren und maximal mit einer doppelt so
hohen Proteinexexpression zu rechnen. Es soll auch erwihnt werden, dass bei Verwendung eines Q-
MHC-Promotors fiir transgene SERCA2-Konstrukte unter pathophysiologischen Bedingungen,
z. B. ber Druckuberlasthypertrophie mit einer Abschaltung dieses Promotors zu rechnen ist.
Entsprechend ist nicht zu erwarten, dass eine hypertrophiebedingte reduzierte SERCA2-Expression
des endogenen SERCA2-Gens durch Expression des a-MHC-SERCA2-Transgens kompensiert
werden kann. Deshalb sind transgene a-MHC-SERCA2-Tiermodelle nicht geeignet, die funktionelle
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Bedeutung einer transgenen SERCA2-Uberexpression unter pathologischen Bedingungen zu unter-

suchen.

4.4. Kardiale Expression anderer Proteine des SR

Um zu untersuchen, ob eine gesteigerte SERCA2-Expression die mRNA- oder Proteinspiegel ande-
rer an der Ca**-Regulation beteiligter Gene verindert, wurden zunichst ausgewihlte mRNA-Spiegel
quantifiziert. Sowohl ventrikuldr als auch atrial ergaben sich fiir die PLB-mRINA-Spiegel zwischen
NTG und TG beiderlei Geschlechts keine signifikanten Unterschiede. Entsprechende Untersuchun-
gen an minnlichen SERCA2-transgenen Ratten und Miusen von anderen Arbeitsgruppen bestitigen
diese Ergebnisse (59;101;103). Uberdies wurden die linksventrikuliren und linksatrialen mRNA-
Spiegel von CSQ und ANF in minnlichen NTG und TG vergleichend bestimmt. Unterschiede
konnten jedoch nicht festgestellt werden. Weiterfiihrende Analysen in weiblichen NTG und TG
wurden in diesem Fall nicht erwogen, da zuvor quantifizierte mRNA-Spiegel von PLB ebenfalls
keine geschlechtsabhingigen Unterschiede aufwiesen. Die Expression anderer an der Ca’'-
Regulation beteiligter Proteine war somit in TG und NTG beiderlei Geschlechts nicht kompensa-

torisch verindert.

4.5. SERCA2-Uberexpression und Ca*-Transportaktivitit

Funktionelle Verinderungen der SR Funktion, die méglicherweise aus einer gesteigerten SERCA2-
Proteinexpression hervorgehen, wurden zunichst anhand von Messungen des Oxalat-stimulierten
Ca”’-Transports in linksventrikuliren Homogenaten von TG und NTG vergleichend untersucht.
Diese Methode wurde gewihlt, da mit ihr der ATP-abhingige SERCA2-katalysierte Ca*"-Transport
in SR-Vesikel bei ausgewihlten freien Ca’"-Konzentrationen iz vitro gemessen werden kann (118).
Um dabei mégliche Einfliisse auf die SR Ca**-Transportaktivitit durch eine verinderte iz witro
Phosphorylierung des SERCA2a-Modulatorproteins PLB ausschlieffen zu konnen, wurden die SR
Ca*'-Transport-Messungen in Gegenwart von 2 uM Proteinkinase A Inhibitor Peptid durchgefiihrt.
Eine mogliche in vitro Phospholambanphosphorylierung durch endogene Proteinkinase A wurde
somit unterbunden. Wurde die SERCA2-katalysierte Ca*’-Aufnahme bei unterschiedlichen
submikromolaren freien Ca’’-Konzentrationen in linksventrikuliren Homogenaten gemessen, so
war diese in TG beiderlei Geschlechts im Vergleich zu gleichaltrigen transgen-negativen Geschwis-
tertieren signifikant hoher (Abb. 3.16). Dabei zeigten weibliche Tiere gegeniiber ihren Kontrollen
eine maximale Steigerung der Ca*-Aufnahme um 49%. Die geringere Steigerung der Ca’'-
Transportaktivitit von 19% bei minnlichen TG ist moglicherweise durch das untersuchte Proben-

material zu erkliren. Diesen Tieren wurde unter Narkose und kiinstlicher Beatmung ein Pneumo-
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thorax gesetzt, so dass zum Zeitpunkt der Probengewinnung eine myokardiale Schidigung mit Ein-
fluss auf die SR-Funktion nicht ausgeschlossen werden konnte. Um zu tiberpriifen, ob die in links-
ventrikuliren Homogenaten gemessene Oxalat-stimulierte Aufnahme von Ca*’in das SR SERCA2-
spezifisch erfolgte, wurde die inhibitorische Wirkung des spezifischen SERCA-Hemmstoffes
Thapsigargin in NTG und TG vergleichend untersucht. In Anwesenheit verschiedener Konzen-
trationen von Thapsigargin wurde der kardiale Oxalat-stimulierte Ca’>*-Transport bei NTG und TG
identisch stark gehemmt. Sowohl bei TG als auch TG wurde oberhalb von 10 nM Thapsigargin eine
komplette Ausschaltung des SERCA2-katalysierten Ca’"-Transports beobachtet (Abb. 3.15). Dies
zeigt, dass die in linksventrikuliren Homogenaten gemessene Ca*"-Aufnahme in das SR ausschlief-
lich und spezifisch SERCA2-katalysiert erfolgt. Auflerdem erwiese sich die Thapsigargin-Dosis-
Wirkungsbeziehung bei NTG und TG mit endogener bzw. endogener plus transgener SERCA2-
Expression identisch. Daraus kann geschlussfolgert werden, das auch die Wechselwirkung des In-
hibitors mit endogenen als auch mit dem transgenen Ca’"-Transportenzym identisch ist.

Da mit der Methode des Oxalat-stimulierten Ca”’-Transportes ausschlieflich der Ca*-Netto-
Transport in die SR Vesikel gemessen wird, musste bei diesen Analysen zusitzlich ausgeschlossen
werden, dass die in TG vorhandenen hoheren Ca®'-Aufnahmeraten nicht durch einen verinderten
Ca*"-Efflux iiber Ca*"-Freisetzungskanile zustande kommen. Daher wurde letzterer durch Zugabe
von 20 uM des Ryanodinrezeptorblockers Ruthenium-Rot (RR) im Reaktionsansatz gehemmt. Mes-
sungen der Oxalat-stimulierten Ca*’-Aufnahme in Gegenwart von RR zeigten bei NTG und TG
eine identische Steigerungen der Ca*"-Transportrate. Deshalb kann ausgeschlossen werden, dass die
gemessenen hoheren Ca® -Transportaktivititen von TG durch eine Verinderung des Ca’"-Effluxes
aus SR-Vesikeln bedingt ist (Abb. 3.18). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die durch das
SERCA2-Transgen kodierten SR-Pumpmolekiile funktionell sind und auch fiir eine gesteigerte Ca*'-
Aufnahme in die SR Vesikel verantwortlich sind.

Da der SERCA2-katalysierte Ca*-Transport durch das reversibel phosphorylierbare
Phospholamban kontrolliert wird, wurde der Phospholambangehalt in TG und NTG vergleichend
untersucht. Der in linksventrikuliren Membranpriparaten mittels ELISA bestimmte Gehalt an im-
munreaktivem PLB unterschied sich in TG und NTG nicht. Fehlende Unterschiede der PLB-
mRNA-Spiegel zwischen TG und NTG unterstiitzen diesen Befund. Bei den untersuchten
SERCA2-transgenen Ratten liegt demnach im Kammermyokard sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene ein hoherer SERCA2/PLB-Quotient vor als beit NTG. Eine unveridnderte Expression
von PLB auf mRNA- und Proteinebene wurde auch in anderen SERCA2-iiberexpimierenden trans-
genen Ratten- und Mausmodellen gefunden (5;59;101;103). Bei den eigenen Untersuchung der Ca*'-
Abhingigkeit des SERCA2-katalysierten Ca”"-Transportes in SERCA2-iiberexprimierenden Herzen
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war auffillig, dass sich - trotz unverindertem PLB-Gehalt - die Ca’"-Affinitit des kardialen Ca*'-
Transportes trotz SERCA2-Uberexpression nicht signifikant von der nicht-transgener Tiere unter-
schied. So wurden fiir minnliche TG und NTG EC(Ca’")-Werte von 0,38 bzw. 0,41 uM bestimmt.
Das stimmt mit Befunden von Baker et al. {iberein, die an SERCA2-transgenen Miusen mit ca.
30%iger kardialer SERCA2-Uberexpression und unverinderten PLB-Spiegeln ebenfalls keine Ca*'-
Affinititsunterschiede zwischen transgenen und nicht-transgenen Tieren feststellen konnten (5). Die
ermittelten EC,,(Ca’")-Werte entsprechen der mittleren Ca”"-Affinitit aller in der Membran des SR
befindlichen Ca*"-ATPasen, d. h., sowohl der vom endogenen SERCA2-Gen als auch der vom
SERCA2-Transgen kodierten ATPasen. Unter der Annahme, dass SERCA2-Transgen kodierte Ca®'-
ATPasen wegen der fehlenden PLB-Kontrolle eine doppelt so hohe Ca’"-Affinitit aufweisen wie
PLB-kontrollierte, vom endogenen SERCA2-Gen kodierte Ca*-ATPasen und dem Umstand, dass
ca. 20% der gesamten Population von Ca**-ATPasen im SR von TG vom SERCA2-Transgen
kodiert werden, ergeben sich theoretisch errechnete Unterschiede der ECy(Ca’")-Werte zwischen
TG und NTG von maximal 12%. Wird bei der EC,(Ca*")-Wertbestimmung ein Variationskoeffi-
zient von 18% beriicksichtigt, ist nicht auszuschliefen, dass mogliche existierende Ca®'-
Affinititsunterschiede zwischen TG und NTG wegen zu geringer Grofle der Versuchsgruppen nicht
nachgewiesen werden konnten.

Im Gegensatz dazu, wurden Unterschiede der Ca’"-Affinititen des SR Ca”’-Transportsystems ge-
funden, wenn das SERCA/PLB-Verhiltnis durch verminderte Expression von PLB vergrofert wur-
de. So wurde berichtet, dass durch PLB-Knockout in Miusen bzw. Verhinderung der PLB-
Expression mittels siRNA-Technik in neonatalen Rattenherzzellen die Ca**-Affinitit des SR Ca’'-
Transportsystems vergrofert werden konnte. (73;139). Fehlende Unterschiede in der Ca®"-Affinitit
zwischen NTG und TG koénnten auch zustande kommen, wenn eine Verschiebung des Gleich-
gewichtes zwischen PLB-Monomer und PLB-Pentamer in Richtung Monomer hervorgerufen
wiirde. Es ist nimlich das PLB-Monomer, das mit SERCA-Molekiilen inhibitorisch interagiert (81).
Dagegen spricht aber, das bei PKA-katalysierter PLB-Phosphorylierung in NTG und TG Unter-
schiede beziiglich der maximalen Stimulierbarkeit des Oxalat-stimulierten Ca**-Transports gefunden
werden konnten (s. unten). Ebenfalls denkbar ist das Vorhandensein von PLB im Uberschuss bei
nicht-transgenen Tieren, so dass zusitzlich in die Membranen des SR integrierte Ca*"-Pumpen einer
vergleichbaren PLB-Kontrolle unterliegen, wie SR Ca’*-ATPasen, die vom endogenen SERCA2-
Gen kodiert werden (5;16). Dagegen spricht allerdings, das nur eine Subpopulation von Ca*'-
ATPasen in der Membran des kardialen SR nicht-transgener Tiere durch PLB kontrolliert wird.
Obwohl fiir das Rattenherz unbekannt, wird der PLB kontrollierte Anteil aller SR Ca**-ATPasen im

SR von Miuseherzen auf ca 40% geschitzt (16). Es ist deshalb eher wahrscheinlich, dass die vom
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SERCA2-Transgen kodierten Pumpen, die zusitzlich in die Membranen des kardialen SR transgener
Ratten eingebaut sind, nicht dem inhibitorischen Einfluss durch unphosphoryliertes PLB unter-
liegen. Indirekt wird diese Schlussfolgerung durch die Ergebnisse der vergleichenden Analyse des
Oxalat-stimulierten Ca’"-Transportes unter nicht phosphorylierenden und phosphorylierenden Re-
aktionsbedingungen gestiitzt. So konnte die Ca**-Transportaktivitit des sarkoplasmatischen Retiku-
lums SERCA2-transgener Tiere iz vitro weniger stark durch PKA-abhingige Phosphorylierung ge-
steigert werden als von NTG. Bei einer freien Ca*"-Konzentration von 0,5 uM im Reaktionsansatz
steht einer 1,6-fachen PKA-abhingigen Stimulierbarkeit des SR Ca**-Transportes in NTG nimlich
nur eine 1,2-fache Stimulierbarkeit in TG gegeniiber. Erkliarbar wird dieser Unterschied, wenn man
annimmt, dass die vom SERCA2-Transgen kodierten SERCA-Molekiile nicht PLB-kontrolliert sind
und somit bereits unter nicht phosphorylierenden Bedingungen volle Ca®'-Transportaktivitit auf-
weisen, wihrend die Aktivitit PLB-kontrollierter, vom endogenen SERCA-Gen kodierter Ca*'-
ATPase Molekiile unter nicht phosphorylierenden Bedingungen nur eine partielle Aktivitit auf-
weisen. Wegen wegfallender PLB-Inhibition bei phosphorylierenden Bedingungen erfahren letztere
ATPasen eine deutliche Steigerung ihrer Aktivitit, wihrend die Ca®’-Transportaktivitit der
SERCA2-transgenen Ca*"-ATPasen ohne PLB-Kontrolle unverindert bleibt. Daraus folgt, dass der
Aktivititsunterschied zwischen TG und NTG unter nicht phosphorylierenden Bedingungen grofler
ist, als unter phosphorylierenden Bedingungen. Exakt das war bei den Ca*'-Transportmessungen mit
und ohne Zusatz von Proteinkinase A zu beobachten. Zusammen mit der oben beschriebenen
unterschiedlichen Stimulierbarkeit des Ca*"-Transportes durch PKA-abhingige Phosphorylierung ist
dies ein starker indirekter Hinweis dafiir, dass die Transgen kodierten kardialen Ca**-ATPasen im
untersuchten transgenen Rattenmodell nicht oder im geringeren Umfang als die vom endogen

SERCA-Gen kodierten Pumpen durch PLB kontrolliert werden.

4.6. Sarkolemmaler Na*-Ca*"-Austauscher bei SERCA2-Uberexpression

Der NCX-vermittelte Transport von zytosolischem Ca*" in den Extrazellulirraum ist neben der SR
Ca”’-ATPase entscheidend an der Senkung der Ca*-Konzentration in der Diastole beteiligt. Unter-
suchungen beider Ca’"-Transporter unter physiologischen und pathologischen Bedingungen haben
gezeigt, dass sich Expression und Funktion beider Systeme in vielen Fillen reziprok zueinander ver-
halten koénnen (111;125;136). Deshalb wurde die Expression von NCX auf mRNA-Ebene und zu-
sitzlich funktionell der NCX-vermittelte Ca’ Transport in TG und NTG vergleichend untersucht.
Es fanden sich weder auf mRNA-Ebene noch fiir die an isolierten Membranpriparaten gemessene
Na'-abhingige *Ca’"-Transportaktivitit Unterschiede zwischen TG und NTG. Deshalb kann ge-

schlussfolgert werden, dass die transgene Uberexpression von Ca’"-ATPasen des SR und der damit
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verbundene verbesserte Ca**-Riicktransport in das kardiale SR transgener Tiere keine adaptativen
Verinderungen der NCX-Expression und der iz vitro gemessen NCX-Aktivitit verursacht. Offen
bleibt, ob ein verstirkter SERCA2-katalysierter Ca**-Riicktransport in das SR der intakten Herz-

muskelzelle den NCX-vermittelten transsarkolemmalen Ca**-Flux verindert.

4.7. Kardiale SERCA2-Uberexpression und kontraktile Funktion iz vive

Da in witro eine verbesserte Ca*’-Transportfunktion des kardialen SR von SERCA2-
iberexprimierenden transgenen Herzen beobachtet wurde, sollte tiberpriift werden, ob sich diese
Verinderungen auf die kontraktilen Eigenschaften intakter Herzen auswirken. Himodynamische
Messungen von linksventrikuliren Funktionsparametern an narkotisierten, thorakotomierten Tieren
mittels Millar-Tipkatheter ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen SERCA2-
tiberexprimierenden TG verglichen mit NTG. Das trifft sowohl fiir systolische als auch diastolische
Funktionsparameter zu. Allerdings war auffillig, dass die maximale Druckabfallgeschwindigkeit
(-dP/dt

Einzelwerte und relativ kleiner Versuchsgruppen erreicht dieser Unterschied aber keine statistische

o) Del TG um 16% grofler war als bet NTG. Aufgrund der relativ hohen Streuung der
Signifikanz. Vergleichbare Befunde beziiglich der linksventrikuliren Funktion wurden von Ito et al.
fiir ein transgenes Mausmodell mit ca. 20-30%-iger kardialer SERCA2-Uberexpression berichtet
(59). Fiir dasselbe Mausmodell wurden allerdings in einer anderen Untersuchung signifikant erhéhte
maximale linksventrikulire Druckabfallgeschwindigkeiten nachgewiesen (49). Die Ergebnisse der
invasiven Himodynamikmessungen lassen somit vermuten, dass eine geringfiigige kardiale
SERCA2-Uberexpression von 20-30% die kontraktilen Eigenschaften intakter Rattenherzen in situ
nicht oder héchstens marginal verindert. Methodenkritisch muss allerdings vermerkt werden, dass
sowohl die eigenen Untersuchungen als auch die himodynamischen Messungen an SERCA2-
transgenen Mausmodellen an narkotisierten, und z. T. thorakotomierten Tieren durchgefiihrt
wurden. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass mogliche funktionelle Auswirkungen
einer moderaten SERCA2-Uberexpression durch die kardiodepressive Wirkung der eingesetzten
Narkosemittel (145) tiberdeckt wurden. Moglich wire auch, dass unter 7z vivo Bedingungen giinstige
funktionelle Auswirkungen einer SERCA2-Uberexpression durch gegenregulatorische Kreislauf-

mechanismen kompensiert werden.

4.8. Transgene SERCA2-Uberexpression und Funktion isolierter Herzen

Um mogliche kontraktile Auswirkungen einer SERCA2-Uberxperssion weiter zu untersuchen,
wurden Messungen an isoliert perfundierten Herzen vorgenommen, die im Gegensatz zur Situation

in vivo nicht der neuroendokrinen Regulation unterliegen. Fiir die Untersuchungen wurden die iso-
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volumetrischen kontraktilen Eigenschaften des linken Ventrikels spontan schlagender Herzen von
NTG und TG mittels eines linksventrikuliren Ballonkatheters vergleichend untersucht. Diese
Untersuchungen erfolgten bei konstantem Koronarfluss und einem konstanten linksventrikuldren
enddiastolischen Druck von 8 mmHg. Sowohl fiir die Frequenz spontan schlagender Herzen als
auch fiir verschiedene systolische und diastolische Funktionsparameter wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen TG und NTG gefunden. Dieses Ergebnis entspricht den Befunden, die am
Herzen in wivo erhoben wurden und zeigen, dass eine geringfligig verbesserte Ausstattung des SR
mit Ca*’-ATPasen offensichtlich ohne funktionelle Konsequenzen fiir die Pumpfunktion des
Herzens transgener Ratten bleibt. Das kénnte mit Besonderheiten des Nagerherzens zusammen-
hingen. So ist bekannt, dass das Rattenherz ebenso wie das Mauseherz tiber ausgesprochen hohe
basale SR Ca*’-Transportaktivititen verfiigt (8), was eine sehr hohe Ca*'-Transportreserve dieser
Organelle bewirkt. Es ist deshalb denkbar, das zusitzlich in die Membranen des SR inkorporierte
SERCA2-Transgen kodierte Ca*-ATPasen zwar die Ca’'-Transportreserve weiter erhdhen, jedoch
funktionell stumm bleiben, wenn nur geringe Ca”’-Transportleistungen zu erbringen sind. Das wire
z.B. im 1isoliert perfundierten Herzen unter basalen Bedingungen bei einer spontanen Herzfrequenz
von ca. 250 min" bzw. unter Narkose der Fall. Daraus ergab sich die Frage, ob eine transgene
SERCA2-Uberexpression im intakten Herzen funktionell wirksam wird, wenn bei hoheren Herz-
frequenzen und bei verstirktem transsarkolemmalen Ca’"-Influx héhere Ca’"-Transportleistungen
des SR zur Aufrechterhaltung der kardialen Ca*-Hom&ostase notwendig sind. Aus diesem Grunde
wurden Untersuchungen an isoliert perfundierten Herzen vorgenommen, die steigenden Konzen-
trationen des B-Adrenozeptoragonisten Isoproterenol ausgesetzt wurden. Durch B-adrenerge Stimu-
lation kann der Ca**-Einstrom in Kardiomyozyten {iber L-Typ-Ca’’-Kanale massiv gesteigert
werden (55), so dass das SR pro Herzzyklus eine wesentlich gréflere Menge an Ca*" aufnehmen und
freisetzen muss. Die Ca*'-Belastung des SR der einzelnen Herzmuskelzelle wird durch Steigerung
der Herzfrequenz unter B-adrenerger Stimulierung zusitzlich erhéht. Somit ist davon auszugehen,
dass die Ca®"-Transportreserve des SR unter diesen Bedingungen wesentlich stirker in Anspruch
genommen wird als unter basalen Bedingungen. Tatsichlich wurde gefunden, dass sich die systo-
lische und die diastolische linksventrikuldre Funktion transgener Herzen durch Isoproterenol deut-
lich stirker steigern lisst als in Kontrollherzen ohne SERCA2-Uberexpression. So konnte z.B. der
maximal entwickelte linksventrikulire Druck (dLVP) und die maximale Druckanstiegsgeschwindig-
keit (+dP/dt

lusitrope Isoproterenolwirkung war in isolierten Herzen von TG noch wesentlich stirker ausgeprigt

) in TG durch Isoproterenol ca. 20% mehr gesteigert werden als in NTG. Die

max,

als in NTG. Bemerkenswerterweise zeigt der Vergleich der -dP/dt, -Werte von TG und NTG eine

ca. 30% stirkere Isoproterenolwirkung in TG. Die Ergebnisse belegen, dass sich die moderate kar-
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diale SERCA2-Uberexpression im untersuchten Tiermodell auf Organebene nur dann funktionell
auswirkt, wenn das Ca’"-Transportsystem des kardialen SR stirker beansprucht wird als das unter
basalen Bedingungen der Fall ist. Eine konstitutive kardiale SERCA2-Uberexpression scheint dabei
den Relaxationsprozess deutlich stirker zu verbessern als die systolische Funktion. Aufgrund der
erhobenen Befunde wird deshalb postuliert, dass die vom SERCA2-Transgen kodierten, in die
Membranen des SR integrierten Ca’*-ATPasen nur bei hoher Ca**-Belastung einen funktionellen
Beitrag zur Beschleunigung der diastolischen Ca’’-Senkung und somit zur Relaxation leisten
koénnen. Sekundir werden systolische Funktionsparameter verbessert, weil offensichtlich durch
einen verstirkten Ca*"-Riicktransport in das Lumen des SR die Beladung des SR mit Ca*" unter
diesen Bedingungen ebenfalls erhoht ist, so dass systolisch eine groflere Menge Aktivator-Ca®" frei-

gesetzt werden kann.

4.9. Ausblick

Die zugrunde liegenden Pathomechanismen von linksventrikuliren Funktionsstérungen bei pa-
thologischer Myokardhypertrophie insbesondere infolge chronischer Druckiiberlastung sind bis-
her nur unzureichend geklirt. Beztiglich der pathologischen Verinderungen in hypertrophierten
Myozyten sprechen sowohl Befunde an terminal insuffizienten humanen Herzen als auch viele
experimentelle Daten dafiir, dass Stérungen des SERCA2-katalysierten Ca*"-Riicktransportes in das
sarkoplasmatische Retikulum pathogenetisch bedeutungsvoll sind.

Die Entwicklung neuer experimenteller Modelle und Ansitze, mit deren Hilfe untersucht werden
kann, wie diese Storungen verhindert bzw. korrigiert werden konnen, sind deshalb von Interesse.
Ausgehend von den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, konnte ein Ziel neuer experimenteller
Forschungsvorhaben sein, durch Untersuchungen an dem in dieser Arbeit charakterisierten
SERCA2-transgenen Rattenmodell herauszufinden, ob durch eine primir verbesserte SERCA2-
Ausstattung des SR kontraktile Funktionsstérungen bei unterschiedlichen Formen einer experi-
mentell-induzierten chronischen linksventrikuliren Druckiiberlastung verhindert werden konnen.
Zusitzlich konnte in diesem Zusammenhang geklirt werden, ob eine priventive Stabilisierung der
myozytiren Ca’’-Homoostase mittels transgener SERCA2-Uberexpression den bei chronischer
linksventrikuliarer Druckiiberlast funktionell ungtinstigen Umbau der extrazelluliren Matrix ver-
hindern kann. Es ist zu erwarten, dass durch solche Untersuchungen neue Erkenntnisse zu einer
moglichen Priventivwirkung einer primir verbesserten Ca’’-ATPase-Ausstattung des SR bei

Druckiiberlasthypertrophie gewonnen werden kénnen.
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