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Einleitung 1

1 Einleitung

Kardiovaskulédre Erkrankungen sind die Haupttodesursache in den westlichen Industriena-
tionen.' Ein wichtiger Bestandteil der ihnen zugrunde liegenden pathologischen Mecha-
nismen sind Umbauprozesse des Herzmuskels, das sogenannte kardiale Remodelling.
Dieses stellt einen Risikofaktor fiir koronare Herzerkrankung (KHK), Schlaganfall,

Arrhythmien, Herzinsuffizienz (HF) und kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitét dar.>*

Das kardiale Remodelling umfasst strukturelle und elektrische Umbauprozesse, die eine
komplexe, adaptive Antwort auf mechanische und neurohumorale Stimuli sind. Damit
einhergehende subzelluldre Verdnderungen assoziiert mit kardialer Hypertrophie konnen
kurzfristig forderlich, jedoch langfristig maladaptiv sein und fithren zudem zur
funktionellen Dekompensation.5 Wesentlich dabei ist ein erhohtes Risiko fiir

Herzrhythmusstorungen wie ventrikulédre Tachykardien (VT) und Vorhofflimmern (AF).

Verantwortlich fiir das erhohte Arrhythmierisiko ist vor allem das elektrische Remodelling
des Herzens. Die elektrische Impulsweiterleitung wird durch Veridnderungen der
Erregbarkeit, elektrischen Kopplung und Gewebearchitektur — gestort.®  Neben
Funktionsstérungen von Ionenkanélen sind zur interzelluldren Kommunikation wichtige
gap junction formende Connexine fiir die geregelte Ausbreitung der elektrischen Erregung

von hoher Bedeutung.

Cytochrom P450 (CYP) abhingige Metabolite der Arachidonsdure (AA) wie Epoxy-
eicosatriensduren (EETs) und 20-Hydroxyeicosatetraensdure dienen als second messenger
verschiedener Hormone und Wachstumsfaktoren und spielen eine entscheidende Rolle in

der Regulation vaskulérer, renaler und kardialer Funktionen.”'°

11,12

Bekannte protektive Eigenschaften der EETs umfassen antiinflammatorische, anti-

813 und fibrinolytische Effekte.'* Dariiber hinaus ist der

thrombotische, vasodilatatorische
Einfluss von EETs auf verschiedene Ionenkanile wie Natrium (Na*) - und Kalium (K*) -
Kanile sowie den L-Typ-Kalzium-Kanal (LTCC) bekannt,'> ' wodurch ein wesentlicher

Einfluss auf die elektrische Aktion des Herzens gewihrleistet wird.
Direkte Hinweise auf eine antiarrhythmische Potenz von EETs gaben Studien mit einer

transversalen Aortenkonstriktion (TAC) induzierten Herzhypertrophie und pharmakologi-

scher Inhibierung des Abbaus von EETs durch die 16sliche Epoxidhydrolase (sEH) und
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daraus resultierender Akkumulation von EETs."” Diese antiarrthythmische Potenz der
EETs konnte im sEH Knockout (Ko) Modell und Angiotensin II induzierter Herzhypertro-

phie bestitigt werden.'®

Diese vielversprechenden Daten gaben Anlass in der vorliegenden Arbeit das
antiarrthythmische Potential anhand direkter Steigerung der EET Produktion durch kardio-
myozytenspezifische Uberexpression des humanen CYP Subfamilie 2J Polypeptid 2
(CYP2J2) zu testen.

Dazu wurde in ménnlichen CYP2J2 transgenen Méusen und korrespondierenden Wildtyp
Tieren (WT) kardiale Hypertrophie auf zwei Wegen induziert: Zum einen durch chroni-
sche Druckbelastung nach TAC, und zum anderen durch die chronische beta-adrenerge

Stimulation durch Isoproterenol.

Unerwartet konnte in letzterem ein bisher unbekanntes Mausmodell zur Erforschung von
AF etabliert werden. Zudem konnte in beiden Herzhypertrophiemodellen das antiar-
rhythmische Potential der CYP2J2 abhingigen EETs auf atriale und ventrikuldre
Arrhythmien bestitigt werden.

In einer anstehenden Firmenausgriindung zur Entwicklung von EET &hnlichen Medika-

menten zur Behandlung und Privention von AF wird diese Arbeit wichtige Grundlagen

liefern.
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2 Literatur

2.1 Kardiovaskulire Erkrankungen
Im Jahr 2010 forderten Herz-Kreislauf-Erkrankungen mehr als 17,3 Millionen Menschen-

leben."’

Der Begriff der Herz-Kreislauf-Erkrankung ist nicht einheitlich definiert. Jedoch wird
dieser durch die Auflistung im Kapitel IX der ,,International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems* (ICD10) der World Health Organisation (WHO)
niher beschrieben und wird so in der Epidemiologie und Statistik angewendet.20 Im

weitesten Sinne umfasst er simtliche Krankheiten des Herzens und des Blutkreislaufs.

2.2 Herzinsuffizienz

Meist ist die HF die finale Konsequenz einer Vielzahl von Atiologien wie KHK, Myo-
kardinfarkt (MI), Hypertension, virale Myokarditis, genetische Kardiomyopathie und
Arthythmie !

Obwohl es in den letzten Dekaden beachtliche Fortschritte in der konservativen und
invasiven Therapie von HF gab, bleibt die Mortalitit in HF Patienten hoch. Uberdies

steigen Inzidenz und Priivalenz von HF in der alternden Gesellschaft.?

Ein wesentlicher Bestandteil bei der Pathogenese von HF sind kardiale Umbauprozesse als
Reaktion auf eine Vielzahl von Stimuli wie Ischdmie, MI, Infektion sowie Druckbelastung
und chronischer Stress. Als Antwort kommt es neben Hypertrophie der Kardiomyozyten
zur Myokardfibrose, Inflammation und neurohumoraler Aktivierung, welche in einer
Vielzahl zelluldrer und struktureller Verdnderungen resultieren, was zu einem

progressiven Abfall der Herzaktion fiihrt.”"

2.2.1 Myokardhypertrophie

Der HF geht hdufig eine Myokardhypertrophie (MH) voraus, die von multiplen,
progressiven Verdnderungen in Volumen und Struktur des Herzens gekennzeichnet ist.
Diese stellen sich aus histologischer Sicht als eine Kombination aus Myozytenhyper-

trophie, Myofibroblastenproliferation, interstitieller Fibrose und Apoptose dar.”>**
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Die MH entsteht als adaptive Stressantwort auf eine Vielzahl mechanischer oder
neurohumoraler Stimuli wie z.B. Epinephrin und Norepinephrin.>? Subzellulire Veréinde-
rungen, die mit kardialer Hypertrophie assoziiert sind, konnen kurzfristig forderlich,

jedoch langfristig maladaptiv sein und fiihren zudem zur funktionellen Dekompensation.’

Bei zunichst kompensatorischer Anpassung erfolgt die Verdickung der Wénde. Nach
dieser adaptiven Hypertrophie und weiter anhaltenden Stimuli kann es zu einer Dilatation

kommen, die mit einem Verlust der systolischen Funktion einhergeht.?> %

2.2.2 Extrazellulire Matrix
Die extrazelluldre Matrix (EZM), welche vornehmlich aus Strukturproteinen, den Kollage-
nen, besteht, bildet ein dreidimensionales Netzwerk aus, das einzelne Myozyten oder

. 27,2
deren Faszien umgibt. 7.28

Nach heutiger Definition stellt die EZM die Gesamtheit der Makromolekiile, die sich
auBerhalb der Plasmamembran von Zellen in Geweben und Organen befinden, dar.” Zum
einen erfiillt sie wesentliche Stiitzfunktion, und zum anderen stellt sie ein Reservoir an
bioaktiven Makromolekiilen wie z.B. Angiotensin II (Angll) und Endothelin-1 30 Sowie
Wachstumsfaktoren und Signalmolekiile, die die Synthese und Degradation der EZM

beeinflussen.

Kommt es aufgrund anhaltender mechanischer oder neurohumoraler Stimuli zu
Verinderungen wie der MH, erfolgt der Umbau der EZM durch die Initiierung der Fibro-
blastenproliferation mit einhergehender, erhohter Kollagensynthese. Dieser Vorgang wird
als kardiales Remodelling bezeichnet.’'

Die zunehmende kardiale Fibrosierung und Kollagenakkumulation fithren zu einer
Einschriinkung der linksventrikuliren Funktionalitiit,*® deren Ursache in der progressiven
Versteifung, in Storungen der Erregungsleitung ** und in einer Minderperfusion der Myo-
zyten zu suchen ist.**

Einen wichtigen Vertreter zur Induktion von Zellproliferation und -differenzierung stellt
der zu den Zytokinen zihlende transforming growth factor p (TGFp) dar.® Dieser
induziert die Kollagensynthese und Regulatoren der Myofibroblastendifferenzierung, zu

denen u. a. der connective tissue growth factor (CTGF) gehért.“‘ 37

Wihrend kardialer Umbauprozesse bewirkt die Induktion von CTGF durch TGFf oder

Endothelin-1 eine Herunterregulierung seiner Induktoren.*
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CTGF stellt fiir die Fibrosierung einen wichtigen Bestandteil bei der TGFf induzierten

Fibronektin- und Kollagen 1 Synthese dar. 8%

2.3 Der Herzzyklus

Um den Korper optimal zu versorgen, besteht die Hauptaufgabe des Herzens darin, den
Bediirfnissen entsprechend, das Blut durch ununterbrochenes, regelmifliges Pumpen
durch den Lungen- und Korperkreislauf zu beférdern. Erreicht wird dies durch die Erzeu-
gung einer pulsatilen, gerichteten Stromung durch Einlass- (Atrioventrikularklappen) und

Auslassventile (Semilunarklappen).

Atrien und Ventrikel arbeiten dabei im standigen Wechsel von Systole und Diastole wobei

sie zeitlich exakt aufeinander abgestimmt sind.

Wihrend der Diastole wird eine Sogwirkung durch passive Erschlaffung der Ventrikel-
muskulatur erzielt. Dabei flieit das Blut aus den Vorhofen durch die gedffneten Atrio-
ventrikularklappen in die Kammern. Im Anschluss kontrahieren die Atrien, um am Ende
der Ventrikeldiastole zusitzlich aktiv Blut in die Kammern zu befordern, bis sich aufgrund
des ansteigenden intraventrikuldren Drucks die Atrioventrikularklappen wieder schliefSen.
Die sich anschlieBende Systole unterteilt sich in Anspannungs- und Austreibungsphase,
bei der sich durch weitere Erhohung des intraventrikuldren Druckes die Aorten- bzw.

Pulmonalklappen 6ffnen, und das Blut in den Kérper- bzw. Lungenkreislauf gelangt.*"**

2.3.1 Erregungsbildungs- und Leitungssystem des Herzens
Das kardiale Erregungsbildungs- und Leitungssystem (CCS) besteht aus einer Folge hoch-

spezialisierten Gewebes, das fiir die Initiierung und Koordinierung des Herzschlages
verantwortlich ist. Im Wesentlichen besteht es aus fiinf Bestandteilen: Dem Sinusknoten
(SA-Knoten), dem Atrioventrikularknoten (AV-Knoten), dem His-Biindel, dem linken und
rechten Tawara-Schenkel, wobei sich der Linke in einen Anterioren und Posterioren

aufteilt, und den Purkinje Fasern (Abbildung 1).43
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SA-Knoten

AV-Knoten His-Biindel

Linker Tawara-Schenkel
Anteriorer Part

Rechter Tawara-Schenkel

Purkinje Fasern

Posteriorer Part

Abbild 1: Erregungsbildungs- und Leitungssystem des Herzens; adaptiert*
Dargestellt sind die fiinf Bestandteile des Erregungsbildungs- und Leitungssystems des Herzen: Der
Sinusknoten (SA-Knoten) im rechten Vorhof; der Atrioventrikularknoten (AV-Knoten) am rechten Vorhof
bei der Einmiindung des Sinus Koronarius; das His-Biindel beim Durchtritt durch das Herzskelett im
Septum; Linker und rechter Tawara Schenkel ziehen entlang des Septums, um in den Purkinje Fasern zu

miinden.

Der SA-Knoten ist der Schrittmacher des Herzens oder auch nomotopes Erregungsbil-
dungszentrum und ist verantwortlich fiir die Initiierung des kardialen Aktionspotentials
(AP), das nun iiber die Vorhofe zum AV-Knoten und iiber His-Biindel, Tawara-Schenkel
und schlieBlich iiber die Purkinje Fasern weitergeleitet wird.** Da Atrien und Ventrikel
iiber einen fibrosen Ring elektrisch isoliert sind, bleibt als einzige Uberleitung der AV-
Knoten. In diesem erfolgt eine Verlangsamung der Leitung, um eine Fiillung der Ventrikel
durch Kontraktion der Atrien zu gewéhrleisten. Zudem hat der AV-Knoten eine wichtige
Funktion als backup pacemaker und als Blockade, wenn der Vorhof z. B. im Falle von
Vorhofflimmern zu schnell schlidgt. His-Biindel, Tawara- Schenkel und Purkinje Fasern
haben vor allem die Aufgabe, das AP schnell zu beiden Ventrikeln weiter zu leiten, damit

beide gleichzeitig kontrahieren.*

In den Reizbildungszentren wie dem SA-Knoten kommt es aufgrund von Leckstromen zu
potentialabhiingigem Einwandern von Na*-lonen durch die funny channels und von
Kalzium-Ionen (Ca) iiber die T-Typ-Kalzium-Kanile, die einen langsamen Anstieg des
Ruhepotentials, dem so genannten Pripotential, bewirken (Abbildung 2 A, 1). Obwohl K*-
Ionen entsprechend dem Konzentrationsgradienten die Zelle verlassen, kommt es
aufgrund des iiberwiegenden Nettokationeneinstroms zur langsamen Depolarisation. Die

langsam abnehmende Kaliumpermeabilitit unterstiitzt den depolarisierenden Effekt der
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einstromenden Na*- und Ca’*-Tonen. Nach Uberschreiten des Schwellenwertes, ca.
-40 mV, erfolgt die Depolarisation v. a. iiber Offnung der spannungsabhingigen LTCC
und der T-Typ-Kalzium-Kanile (Abbildung 2 A, 2). Aufgrund des Fehlens des schnellen
Na*-Einstroms fillt die Depolarisation schwicher als im Myokard aus. An die Depolarisa-
tion schlief3t sich in den Schrittmacherzellen unmittelbar die Repolarisation an (Abbildung
2 A, 3). Diese beruht auf der Offnung von K*-Kanilen, die wihrend der Depolarisation
langsam aktiviert werden, um im Verlauf der Repolarisation wieder schrittweise inakti-
viert zu werden. Zudem klingt der Ca”*-Einstrom rasch ab, wobei die Ca*-Tonen iiber den
3 Na*/ Ca®*-Austauscher wieder nach auBen beférdert werden.**! Die Steilheit des Priipo-
tentials nimmt vom SA-Knoten iiber AV-Knoten bis hin zu den Purkinjefasern ab,

wodurch die Vorreiterstellung des SA-Knotens gesichert wird.

:

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Verlaufs eines Aktionspotentials A) des Sinusknotens und
B) des Ventrikelmyokards; adaptiert46

A) 1: Potentialabhéingiges Einwandern von Kationen liegt dem Pripotential zu Grunde; 2: Bei Uberschreiten
des Schwellenpotentials kommt es durch Offnung spannungsabhingiger Kanile zur Depolarisation; 3:
Durch Ausstrom der K*-Ionen erfolgt die Repolarisation

B): 1: In den Kardiomyozyten erfolgt als Antwort auf einen ankommenden Reiz die Depolarisation durch
Offnung von potential- und zeitgesteuerten Na*- und Ca**-Kanilen; 2: Uber den schnell inaktivierbaren
Kationenkanal erfolgt die initiale Repolarisation; 3: Der fiir die Kardiomyozyten typischen Plateauphase
liegt der 3 Na*/ Ca®*-Austauscher und der kompensatorische Effekt des Kaliumausstroms zugrunde; 4: Der
K*-Ausstrom verursacht die Repolarisation; 5: Wihrend des Ruhepotentials erfolgt keine Nettoladungs-
verschiebung.

Die Depolarisation des Ventrikelmyokards (Abbildung 2 B, 1) hingegen erfolgt durch das
potential- und zeitgesteuerte Na*-System sowie dem LTCC nach eintreffender Erregung.
Nach iiberschiefender Depolarisation findet durch den schnell inaktivierbaren Kationen-
kanal T, der fiir K*- und Na*-Ionen gleichermaBen durchlissig ist, die initiale Depolarisa-
tion statt (Abbildung 2 B, 2). In der fiir das Myokard typischen Plateauphase ist die
Nettoladungsverschiebung gleich Null (Abbildung 2 B, 3). Sie beruht auf dem
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3 Na'/ Ca2+—Austauscher, wobei sein depolarisierender Effekt durch einen Kalium-
ausstrom kompensiert wird. Durch verzogerte Aktivierung potential- und zeitgesteuerter
Kaliumkanile schliefit sich die Repolarisation an (Abbildung 2 B, 4). Wihrend des
Ruhepotentials (Abbildung 2 B, 5), einem Kaliumgleichgewichtspotential, erfolgt keine

Nettoladungsverschiebung.*!

2.3.2 Regulation der Herztiitigkeit
Die Pumpleistung des Herzens muss durch intra- und extrakardiale (nervale und humo-

rale) Einfliisse den Bediirfnissen entsprechend angepasst werden.

Im Herzen liegende, autoregulatorische Mechanismen zur Anpassung der Herzleistung
wurden erstmals von Otto Frank und E. H. Starling beschrieben, nach denen der Mecha-
nismus zur Erhhung der Pumpleistung bei Beibehaltung der Herzfrequenz auch benannt

wurde.

Des Weiteren wird das Herz wesentlich iiber extrakardiale Mechanismen reguliert, bei
denen neben der Pumpleistung auch die Herzfrequenz verdndert wird. Das autonome
Nervensystem, bestehend aus Sympathikus und Parasympathikus, wirkt iiber deren Trans-

mitter, Noradrenalin und Adrenalin sowie Acetylcholin.

Die sympathische Wirkung auf die Schrittmacherzellen ist dabei positiv chrono-, ino-, und
dromotrop. Aktivierung der B-adrenergen Rezeptoren, v. a. B-Rezeptoren, die zu den G-
Protein gekoppelten Rezeptoren gehoren, fithren iiber Aktivierung der zytosolischen
Adenylatzyklase zu einem Anstieg des intrazelluliren zyklischen Adenosinmono-
phosphates (cAMP), welches wiederum die Proteinkinase A (PKA) stimuliert. Dies
resultiert in der Freisetzung von Ca®*-Ionen aus intrazelluliren Speichern wie dem sarko-
plasmatischem Retikulum, und zur Offnung von LTCC mit entsprechendem Einstrom
extrazellulirer Ca®*-Ionen. Die nun in groBen Mengen verfiigbaren freien Ca**-Ionen

ermoglichen die Kontraktion der Myofilamente.

Im Gegensatz dazu wirkt der parasympathische Transmitter Acetylcholin antagonistisch.

Durch inhibitorische G-Proteine bewirkt er eine Hemmung der Adenylatzyklase.***!

2.3.3 Kommunikation der Kardiomyozyten

Die Herzmuskulatur besteht aus verzweigten quergestreiften Muskelzellen, die
morphologisch in vielerlei Hinsicht den Skelettmuskelzellen dhneln, sich aber funktionell

deutlich von ihnen unterscheiden und hier eher den glatten Muskelzellen @hneln.
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Untereinander sind die Kardiomyozten iiber Glanzstreifen (intercalated discs), bestehend
aus Desmosomen (Maculae adhaerentes), Adharenzkontakten (Fasciae adhaerentes) und

groBen Nexus (gap junctions), verbunden.”’

Gap junctions sind Kommunikationsverbindungen, die einen direkten Austausch von
chemischen oder elektrischen Signalen zwischen benachbarten Zellen ermoglichen. Sie
sind weit verbreitet, vorzugsweise aber in Epithelien, glattem Muskelgewebe, im Herz-

muskel und Nervengewebe.*®

Gap junctions sind im adulten Herz an den intercalated discs zwischen Desmosomen und
Adhirenzkontakten und nur im geringen Anteil an der lateralen Membran lokalisiert.
Diese polare Verteilung und der geringe elektrische Widerstand der gap junctions fiihren
zur longitudinalen Ausbreitung der elektrischen Erregung und synchronisieren die

Kontraktion des Myokards.*" >

Ein gap junction Kanal besteht aus zwei Hemikanilen, den Connexonen (Abbildung 3),
wobei jeder Bestandteil einer anderen Zelle ist. Ein Connexon besteht wiederum aus sechs
Connexinmolekiilen, die einen Tunnel bilden. Generell weisen die unterschiedlichen
Isoformen der Connexine (Cx) eine hohe strukturelle Homologie auf und bestehen aus
vier transmembranen Dominen mit einem intrazelluldir lokalisierten Amino- und

Karoboxylterminus.*

Fiir mehr als eine Dekade wurde angenommen, dass Cx40, Cx43 und Cx45 allein fiir die
Weiterleitung des elektrischen Impulses im Herzen verantwortlich sind. Seit kurzem ist
nun auch Cx30.2 als viertes kardiales Cx beschrieben worden, welches vornehmlich im
SA- und AV-Knoten lokalisiert ist.>" >

Nach Cx43 ist Cx40 das zweithdufigste gap junction Protein des Herzkreislaufsystems
und vorrangig in den Vorhofen, den Endothelzellen und dem Reizleitungssystem lokali-
siert, hierbei vor allem im His-Biindel und in den Purkinje Fasern. Cx43 ist in hohem
MaBe auBerhalb des Erregungsleitungssystems im atrialen und ventrikuldren Myokard

exprimiert.*’ Cx45 ist hauptsichlich im SA- und AV-Knoten vertreten.

Die Cx-Isoformen weisen unterschiedliche Eigenschaften auf. Im Leitungssystem
lokalisierte Connexine (45 und 30.2) zeichnen sich durch eine geringe Leitfahigkeit aus,
um eine retrograde Erregung von den Ventrikeln zu den Atrien zu unterbinden. Um

hingegen eine rasche Erregung und Kontraktion der atrialen und ventrikuldren
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Kardiomyozyten zu sichern, weisen Cx40 und Cx43 hingegen eine hohe Leitfiahigkeit

auf.”!

Gap junction Kanal Gap junction Protein

(Connexin)
Zytoplasma Zelle 1 ﬁm

Extrazellular H‘m

Aminoterminus

E;

111y

HEEE

tiiiiy
$HiH

2
®

Karboxyl-

terminus

Zytoplasma Zelle 2

Abbildung 3: Aufbau eines gap junction Kanals; adaptiert*

Schematische Darstellung eines gap juntion Kanals. Er besteht aus zwei Connexonen, die wiederum aus
sechs Connexinen bestehen. Diese wiederum enthalten vier transmembrane Dominen und einen
intrazellularen Amino- und Karboxylterminus.

2.4 Arrhythmien

Einer physiologischen Herzaktion liegt ein normofrequenter, regelmédfBiger Sinusrhythmus
zugrunde und sie ist elektrokardiografisch von normal konfigurierten P-Wellen, PQ-
Strecken und QRS-Komplexen sowie T-Wellen gekennzeichnet (siehe auch 4.5.4),53 Bei
Nichterfiillung dieser Kriterien liegt eine Arrhythmie vor. Fiir deren Entstehung konnen
Storungen in der Erregungsbildung und -leitung urséchlich sein und zu einer abweichen-
den Depolarisationskaskade in Atrien und Ventrikeln fiihren.**

In einer entsprechenden Systematik konnen bradykarde von tachykarden Arrhythmien

nach supraventrikuldren und ventrikuldren Erregungsbildungsstorungen differenziert

werden.

2.4.1 Supraventrikulire Tachykardien
In dieser Gruppe werden verschiedene Herzrhythmusstorungen zusammengefasst, die

ihren Ursprung oberhalb der Ventrikel haben. Die Zuordnung wird nicht einheitlich
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gehandhabt. Sie konnen jedoch nach Lénge des Auftretens, Frequenz und Regelmifigkeit

unterteilt werden:

Atriale Extrasystolen

Sie entstehen durch vorzeitige Impulse innerhalb der Atrien, die denen des SA-Knotens
zuvorkommen. Ein daraus resultierender unregelmifBiger Herzrhythmus und polymorphe,
verbreiterte P-Wellen sind im EKG auffillig. Im weiteren Verlauf konnen Extrasystolen in
atriale Tachykardien wie Flattern und Flimmern iibergehen.”

Vorhofflattern

Beim Vorhofflattern schlagen die Atrien in einer regelmifligen, stark erhohten Frequenz,
wobei nicht jeder Schlag von einer ventrikuldren Kontraktion beantwortet wird. Die
Episoden konnen paroxysmal oder permanent auftreten. Neben intraatrial generierten
Impulsen sind auch ektopische Foki, die auBerhalb der Atrien in den Vv. pulmonales

lokalisiert sind, urséchlich.>

Vorhofflimmern (AF)

AF zeichnet sich durch eine extrem hohe und unregelmifige Frequenz aus. Im Ober-
flichen-EKG ist kein physiologisches P mehr zu erkennen. Anstelle dessen zeichnet sich
eine undulierende, teilweise sdgeblattihnliche, isoelektrische Linie ab. AF ist die haufigste
kardiale Arrhythmie mit einer Prévalenz von 0,4-1 % in der Bevolkerung.”’ Meist sind
dltere Menschen betroffen. So sind es 4,6 % der iiber 65 Jahrigen und 7,1 % der
Menschen, die ilter als 85 Jahre sind.*® In der Framingham-Studie wurden zwischen 1968
und 1999 knapp 9.000 Menschen in einer Feldstudie auf die Entstehung von AF hin
untersucht, und es konnte gezeigt werden, dass Ménner und Frauen > 40 Jahre ein
25 %iges Risiko haben, im Laufe ihres Lebens AF zu entwickeln.*

Neben AF bei Hypertension, KHK, Klappenanomalien, Thoraxoperationen, Inflammation,
infiltrativen Prozessen, endokrinologische Erkrankungen und Drogenmissbrauch wird
idiopathisches AF in ca. 30 % der Patienten diagnostiziert.”’ Zusitzlich bilden Cx40
Genmutationen oder -polymorphismen und daraus resultierend verdnderte
Expressionsmuster im Atrium eine erhohte Priadisposition, gezeigt in Studien mit

familidrer Hiufung von AF.%%2

AF ¢gilt als eine selbst perpetuierende, progressive Erkrankung, bei der ldngere Episoden

zu einem elektrischen und strukturellen Remodelling fiihren, das seinerseits ein Wieder-
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auftreten und eine fortlaufende Verschlechterung von AF initiiert. Persistierendes AF folgt
dem paroxysmalen und wird mit zunehmenden Verdnderungsprozessen zum permanenten

AF.

Zum elektrischen Remodelling der Atrien zihlen vor allem Veridnderungen in Ionenkanal-
und gap junction Expressionen, die mit Anderungen in der atrialen effektiven Refraktir-
zeit (AERP) einhergehen.“'66 Der spidter auftretende, strukturelle Umbau beinhaltet
Verdnderungen in der GroBe der Mitochondrien, Untergang des sarkoplasmatischen
Retikulums auf dem subzelluldren Level, Myokardhypertrophie, Muskelfaserumordnung

und F1br(>51erung.6

Zusitzlich ist bekannt, dass auch das autonome Nervensystem mit beiden Anteilen, dem
sympathischen ¢ und dem parasympathischen,” einen grofien Einfluss auf die Entstehung

von AF hat.

2.4.2 Ventrikuldre Tachykardien

Herzrhythmusstoérungen, deren Ursprung im Ventrikel zu suchen sind, konnen ebenfalls

durch die Linge des Auftretens, Frequenz und RegelmiBigkeit unterteilt werden

Ventrikuldre Extrasystolen (VES)

Eine VES ist eine zusitzliche Erregung des Ventrikels auflerhalb des Sinusrhythmus. Thr
liegt ebenfalls ein ektopischer Fokus zugrunde. Durch verédnderte Lokalisation des elektri-
schen Impulses und verlangsamter Leitung erscheint ein verbreiterter und verzerrter QRS-
Komplex im EKG. Ursidchlich hierfiir konnen z.B. Hypoxie, Andmie, Stauungsinsuffizi-

enzen oder Infarkte sein.”

Kammertachykardien und -flattern

Kammertachykardien sind durch eine schnelle Folge regelméBiger, ventrikuldrer Aktivitét
gekennzeichnet. Ab einem Zeitraum von 30 Sekunden (s) spricht man von anhaltenden
Kammertachykardien, kiirzere Episoden werden als nicht-anhaltend bezeichnet. Die
initiierenden Impulse kommen aus dem Ventrikel, wobei die Arrhythmie meist auf einem
Reentry-Mechanismus basierend aufrechterhalten wird. Ventrikuldre Tachykardien mit

besonders hoher, aber noch regelméBiger Herzfrequenz nennt man Kammerflattern.
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Kammerflimmern

Eine extrem hohe Frequenz mit unregelmaBiger und unkoordinierter Aktivitit des Ventri-
kels wird als Kammerflimmern bezeichnet. Im Oberflichen-EKG ist lediglich eine undu-
lierende Nulllinie ohne physiologische Parameter zu erkennen. Erfolgt nicht innerhalb

kiirzester Zeit eine Defibrillation, fiihrt dieser Zustand unmittelbar zum Tod.»

2.4.3 Pathophysiologie der Arrhythmien
Laut dem 2009 veroffentlichten Jahresbericht der WHO bleiben kardiovaskuldre Erkran-

kungen die Haupttodesursache. Der plotzliche Herztod, dem meist ein tachysystolisches
akutes Herzversagen zugrunde liegt,%” gehort dabei zu einer der hiufigsten Ursachen.

Nach Coumel et al.”® bestimmen drei Faktoren die Arrhythmieneigung: das arrhyth-
mogene Substrat, der initiierende Trigger und ein modulierender Faktor. Reduzierte Kopp-
lung erhoht dabei v. a. das arrhythmogene Substrat und fordert Reentrytachykardien.71 Die
Verkiirzung der Leitungsgeschwindigkeit (CV) und der effektiven Refraktirphase (ERP)
sind die Hauptfaktoren der Arrhythmogenese. Ihr kombinierter Effekt wird dabei als
Wellenlinge beschrieben.” Eine Reduktion von CV oder ERP verringert die Wellenlinge,

das wiederum die Wahrscheinlichkeit fiir Reentrytachykardien erhoht.

Die bestimmenden Faktoren fiir die Entstehung von Reentrytachykardien werden in
Abbildung 4 zusammengefasst. Bei langsamer Leitung durch unterbrochene Zell-Zell-
Kopplung und Fibrosierung (Abbildung 4 D) trifft die Erregung auf bereits postrefraktires
Gewebe (Abbildung 4 B), das zur Wiedererregung fiihrt. Der Mechanismus wird durch
Verkiirzung der Refraktirphase bei erniedrigtem Ca**-Einwiirtsstrom und erhohtem K-
Auswirtsstrom unterstiitzt (Abbildung 4 C). Dies wiederum geschieht als Reaktion auf
den getriggerten Ca**-Einstrom aus intrazelluliren Speichern durch die gesteigerte

Exzitationsrate, um dem zytotoxischen Effekt der Ca**-Uberladung entgegenzuwirken.”
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Abbildung 4: Arrhythmieentstehung und deren Forcierung durch kardialen Umbau; adaptiert™

A) Der frithzeitige Impuls wird durch refraktires kardiales Gewebe auf der einen Seite geblockt, auf der
anderen erfolgt die Weiterleitung dessen durch postrefraktires Gewebe. B) Bedingungen, die fiir die
Erhaltung von Reentrytachykardien sorgen: kurze Refraktirphasen, langsame Leitung und langer Weg. C)
Mechanismen, die in die Verkiirzung der Refraktirphase involviert sind. D) Elektrisches und strukturelles
Remodelling induzieren CV Verlangsamung.

2.5 Arachidonsiure Metabolismus

AA, die wichtigste mehrfach ungesittigte Fettsdure (PUFA), bildet einen wichtigen
Bestandteil von Membranphospholipiden und dient als Substrat verschiedener Enzyme
(Abbildung 5). Da AA nicht de novo synthetisiert werden kann, muss sie direkt mit
Fleisch und Milch aufgenommen oder aus Linolséure, als Bestandteil von Pflanzendlen,
synthetisiert werden.'®

Stress induzierte Aktivierung der Phospholipase A2 (PLA2) z. B. im Rahmen einer
Ischdmie setzt AA aus den Membranspeichern frei, wodurch AA nun als Substrat fiir
einen der drei metabolischen Hauptwege zur Verfiigung steht (Abbildung 5).”* Cyclo-
oxygenasen produzieren Prostaglandine, und Lipoxygenasen metabolisieren AA zu Mono-
hydroxiden und Leukotrienen.”’ Diese Enzyme bilden bereits seit langem bekannte,
potente Angriffspunkte fiir Pharmaka wie den Cyclooxygenase-Antagonisten zur
Analgesie und Entziindungshemmung sowie Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten in der

Behandlung von Asthma.
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Den dritten Weg zur Metabolisierung von AA bilden CYP Enzyme, die als Monooxyge-
nasen agieren und je nach Subfamilie hydroxilieren, epoxidieren oder allylisch oxidieren.
Entstandene AA Metabolite wie z. B. EET und 20-Hydroxyeicosatetraensdure fungieren
als sekundirer Botenstoff fiir eine Vielzahl von Hormonen und Wachstumsfaktoren und
spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation vaskuldrer, renaler und kardialer

. 10
Funktionen.

Phospholipid-AA

PLA2 = Stimulus

—— COOH

Cydox ! oH _ Lipoxygenase
p— — 3

Arachidonséure

Cytochrom P 450

Hydroxyliemxy Vpoxidation
— —_ COOH — — COOH
[e]

20-Hydroxyeicosatetraensiure 11,12-Epoxyeicosatriensidure

Abbildung 5: Bioaktivierung von Arachidonsiure; adaptiert'

Freisetzung von Arachidonsiure (AA) durch Phospholipase A2 (PLA2) und deren Metabolisierung durch
Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen und Cytochrom P 450 Enzyme. Der Subfamilie entsprechend hydroxi-
lieren oder epoxidieren diese AA.

2.5.1 CYP-Epoxygenasen
Studien der letzten 50 Jahre ergaben, dass die Menge und die Qualitit des alimentiren

Fettes einer der wichtigsten modifizierbaren Risikofaktoren bei der Entstehung von
kardiovaskuldren Erkrankungen ist.”> 7® Neuste Daten indizieren, dass der CYP Zweig des
AA Metabolismus vielversprechende Moglichkeiten zur Beeinflussung der Fettsdurezu-

sammensetzung bietet.

AA metabolisierende CYP-Isoformen gehoren groftenteils den Subfamilien CYP2C und

2J an und sind v. a. am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Sie fiigen eine Epoxy-
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Gruppe an eine der vier Doppelbindungen der AA an, und formen so vier mogliche regio-

isomere EETs (Abbildung 6),77

Arachidonsiure

Metabolisierung durch § CYP-Epoxygenasen

o]
— COOH — — COOH
56 EET 11,12 EET
— N CHy q—/\\/-/\i/c Hs
o
[o]
— COOH —_ — COOH
89 EET 14,15 EET
oo OO
o

Abbildung 6: Epoxyeicosatriensiure Regioisomere

Je nach Position der angefiigten Epoxy-Gruppe durch CYP-Epoxygenasen an die Arachidonsiure entstehen
vier mogliche Regioisomere der Epoxyeicosatriensduren (EETSs).

Die Epoxy-Gruppe kann in zwei verschiedenen Konfigurationen an die Doppelbindung
angefiigt werden, so dass jeder der vier Regioisomere als R/S- und S/R-Enantiomer
vorhanden sein kann. Jedes CYP-Isozym unterscheidet sich in Regio- und Stereo-
selektivitit.”® So generiert das CYP2J2, das im Endothel und v. a. im menschlichen
Herzen exprimiert ist, zu 40 % 14,15-EET, wobei 76 % davon als 14(R),15(S)-EET

vorliegen.'

2.5.2 Wirkungen der Epoxyeicosanoide
EETs sind autokrine und parakrine Mediatoren, die hauptsichlich auf das kardiovaskuldre

und renale System wirken.”® Dennoch widmete man ihnen bis zur Mitte der 1990er Jahre
wenig Aufmerksamkeit. Dies dnderte sich mit der Entdeckung, dass sie im Koronar-
endothel synthetisiert werden und als endothelabhédngiger hyperpolarisierender Faktor
(EDHF) wirken.”” ¥ Als Antwort auf vasodilatatorische Hormone wie Bradykinin und
Acteylcholin werden sie synthetisiert und fithren durch Aktivierung des groflen
Ca™-abhiingigen K*-Kanals (BK/c. channel) zur Hyperpolarisierung und damit zur
Relaxation der vaskuldren glatten Muskelzellen mit resultierender Vasodilatation und

Hypotension.
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Weitere wesentliche Effekte der EETs sind antiinflammatorische, durch Inhibierung der
zytokininduzierten NF-kappaB Transkription,” und fibrinolytische, iiber gesteigerte
Transkription des tissue plasminogen activator (t-PA) Gens durch Aktivierung des cAMP-
sensitiven Promoters."* Ebenso wurden mitogene, angiogenetische,®"” ¥ bronchodilatatori-
sche Eigenschaften von EETs und verringerte Adhision von Thrombozyten beschrieben.®
Fiir das kardiovaskulidre System wichtige Ionenkanile scheinen nach neusten Erkenntnis-
sen ebenfalls durch EETs in ihrer Aktivitit reguliert zu werden. So werden eine gesenkte
Offnungsbereitschaft des myokardialen Na*-Kanals 3* und eine Modulation des LTCC
beschrieben.'™ 'S Durch gesenkte Sensitivitit zu Adenosintriphosphat (ATP) wird der

myokardiale Karp-Kanal aktiviert *>*

und schiitzt das Myokard gegen Ischidmie/Re-
perfusionsschaden.87 Durch diese Wirkungen ist ein wesentlicher Einfluss auf die elektri-
sche Aktion des Herzens gewihrleistet.

Eine verringerte EET Produktion wurde als mogliche Ursache fiir erhohte kardiovaskuldre
Erkrankungsraten diskutiert,”® weil ein Polymorphismus des humanen CYP2J2 Gens,
welches im Herz in hohem Mafle exprimiert und maf3geblich in der Biosynthese von EETs
involviert ist, mit einem erhohten Risiko an Erkrankungen der Koronargefifle assoziiert

wurde.%

In Versuchen mit CYP2J2 transgenen Mdiusen, die auch in der vorliegenden Arbeit
Verwendung fanden, konnte von D. C. Zeldin und J. Seubert eine verbesserte Erholung
nach Ischdmie/Reperfusion am isoliert perfundierten Herz nach Langendorff unter
Beteiligung des mitochondrialen ATP-sensitiven K*-Kanals und des p42/p44 mitogen
aktivierten Proteinkinase Signalwegs (MAPK)®’ sowie eine Protektion gegen Doxorubicin
induzierte Kardiotoxizitit gezeigt werden.®” Des Weiteren konnte in isolierten Kardio-
myozyten von CYP2J2 transgenen Miusen eine Verkiirzung des APs aufgrund eines
erhdhten K*-Auswirtsstroms beschrieben werden.'® Im Gegensatz zu dem inhibierenden
Effekt von EETs auf den porzinen LTCC wurde in der CYP2J2 transgenen Maus eine
gesteigerte LTCC-Aktivitdt aufgrund erhohter Phosphorylierung nach Aktivierung des
cAMP/PKA Systems beschrieben.”® Die teils kontroversen Aussagen leiten sich
wahrscheinlich von dem Faktum ab, dass regio- und enantiomer bedingte unterschiedliche

Wirkungen aufler Acht gelassen wurden.
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3 Zielstellung

EETs regulieren Na™-, K*- und Ca?*-Kanile ' '® und nehmen dadurch Einfluss auf die
elektrischen Eigenschaften des Herzens. In kardialen Hypertrophiemodellen konnte bereits
durch pharmakologische Inhibierung der sEH und in sEH Ko Modellen mit resultierender

Akkumulation von EETs der antiarrhythmische Effekt der EETs gezeigt werden.'” '8

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, eine erhohte EET Produktion durch eine kardiale
Uberexpression des humanen CYP2J2 in zwei unterschiedlichen kardialen Hypertrophie-
modellen der Maus auf deren antiarrhythmischen Effekt hin zu untersuchen. Als Nach-
ahmung pathologischer Hypertrophie des Menschen in der Maus wurde zum einen das
héaufig genutzte Modell der chronischen Druckbelastung nach transversaler Aortenkon-
striktion, und zum anderen die chronische B -adrenerge Stimulation durch Isoproterenol
genutzt. Fiir den Menschen ist bekannt, dass beide Bedingungen mit einem erhohten
Risiko fiir ventrikuldre Tachykardien und AF einhergehen. Insbesondere fiir letzteres gibt
es bisher kein etabliertes und leicht verfiigbares Modell der Maus, so dass ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit der Untersuchung der Frage diente, ob nach chronischer S -
adrenerger Stimulation in der Maus AF induziert werden kann.

Insbesondere sollte untersucht werden, welchen Effekt eine kardiospezifische Uberexpres-
sion des CYP2J2 auf strukturelles und elektrisches Remodelling in der kardialen
Hypertrophie hat und welche molekularen Mechanismen an der antiarrhythmischen

Wirkung beteiligt sind.

3.1.1 Arbeitsaufgaben
Im Detail sollen folgende Arbeiten zur Beantwortung obiger Fragen durchgefiihrt werden:

L Etablierung des Hypertrophiemodells der chronisch f3 -adrenergen Stimu-
lation mit Hilfe von osmotischen Minipumpen.

II. Charakterisierung von Hypertrophie und Herzfunktion in den Modellen
der transversalen Aortenkonstriktion und chronischen f -adrenergen

Stimulation von CYP2J2 Maiusen und entsprechenden Kontrolltieren

mittels Echokardiografie und Auswertung von Herzgewichten.
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III.

Iv.

VI

Erforschung des strukturellen Remodellings in beiden Hypertrophie-
modellen durch Untersuchung der Fibrose in Histologie und Immunhisto-

logie sowie der RNS-Expression relevanter Proteine der EZM.

Untersuchung des elektrischen Remodellings beider Hypertrophiemodelle
in der Histologie und Immunhistologie sowie entsprechender Expression
auf RNS-Level relevanter Ionenkanile und Connexine. Eine weitere Cha-
rakterisierung erfolgt durch in vivo EKGs und elektrophysiologische
Untersuchungen (EPUs).

Exploration der Induktion atrialer und ventrikuldrer Arrhythmien mittels
programmierter in vivo EPU beider Hypertrophiemodelle.

Ex vivo Analyse von Arrhythmien im isoliert perfundierten Herz nach

Langendorff zur Erlangung neuer Erkenntnisse zur Wirkungsweise von
EETs.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
Tabelle 1: Ubersicht iiber verw

dete Materialien fiir das tierexperimentelle Arbeiten

Verbrauchsmaterialien

Augensalbe; Regepithel

Alcon Pharma

Enthaarungscreme Veet
Nadel-Faden-Kombination 3.0 Ethicon
Osmotische Minipumpen; Modell 1004 Alzet
Reaktionsgefifle Eppendorf
Chemikalien und Reagenzien

(+) (-)-Isoproterenol Hydrochlorid Sigma Aldrich
2-Methylbutan Roth

Diazoxid; D9035 Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich
Formaldehydl6sung Merck
Heparin-Natrium 25.000 Ratiopharm
Isofluran Abott
Natrium-Chlorid Losung, 0,9 %ig Braun
Xylocain-Gel 2% ig AstraZeneca
Elektrische Gerite

Portable Elektrophysiologie Einheit; EP Tracer | Cardio Tek
Elektrophysiologischer Katheter, 2F NuMed Inc.

HSE Data Aquisition Hardware, Plugsy Harvard Apparatus
Kaltlichtlampe Schott KL 1500 electronic
Mikroskop SM33 Hund Wetzlar

Mikroskop; Technival 2

Carl Zeiss Jena

Narkoseeinheit

Univentor 400

Perfusor; MA1 70-2208, Modell 11 Plus

Harvard Apparatus

Prizisionswaage

Sartorius
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Elektrische Gerite

Rollenpumpe; Modell ISM 834C Ismatic
Setup fiir das isolierte Herz nach Langendorff Hugo Sachs Elektronik; Harvard
Apparatus

Ultraschallgerit; Vevo 770 Version 1.2.0

Visual Sonics

Wirmepumpe; Lauda E 100

Ecoline Staredition

Wiirmetisch mit rektaler Temperaturkontrolle

Harvard Apparatus

Tabelle 2: Ubersicht iiber verwendete Materialien fiir Genexpressionsanalysen

Verbrauchsmaterialien

2,8 mm Precellys-Keramikkiigelchen

Peqlab

High-Capacity cDNS Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems

Reaktionsgefifie

Eppendorf

RNeasy® Mini Kit

Qiagen

Chemikalien und Reagenzien

2-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich

Chloroform Merck

DNase Set Qiagen
Ethanol Carl Roth
QIAzol Lysepuffer Qiagen
RNS-, DNS-, RNase- und DNase freies Wasser | Fluka Chemie

RNase Away®

Molecular Bio Products

Elektrische Gerite

DNS Thermocycler

Perkin Elmer

Homogenisator Precellys
Sprectrophotometer; NanoDrop 100 PeqLab

TaqMan 7.500 Fast Real Time PCR System Applied Biosystems
Zentrifuge 5424 Eppendorf
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
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Tabelle 3: Ubersicht iiber verw

dete Materialien fiir die Histologi

Verbrauchsmaterialien

Einbettkassetten

Roth

Objekttriger; Superfrost Plus

Thermo Scientific

Roti Histokitt Roth

Chemikalien und Reagenzien

Aceton Mallinckroth Baker
Ethanol Carl Roth

Eosin Sigma Aldrich
Essigsdure Merck

Meyers Haemalaun-Losung Sigma Aldrich
Natriumcitratpuffer Merck

Paraffin Sherwood Medical
Phosphatgepufferte Salzlosung Gibco

Pikrinsédure Sigma Aldrich
Sirius Rot Sigma Aldrich
Toluol Sigma Aldrich
Weigert’s Eisenhdmatoxylin Dr. K. Hollborn&Sohne
Xylol Sigma Aldrich
Elektrische Geriite

Axioplan-2 Imaging Mikroskop Carl Zeiss
Dampftkocher; Vitacuisine Tefal
Gewebeeinbett-Automat; Techno Tec 1 Pathotec GmbH
Rotationsmikrotom; HM 355S Microm

Verbrauchsmaterialien fiir die Immunhistochemie

4',6-Diamidin-2-phenylindol Vector Labs
Anti-IgG, Cy 3 conjugated (donkey anti-m) Jackson
Esel Serum Dianova
Vectashield® Mounting Medium mit DAPI Vector Labs
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4.2 Tiere

Tierart: Maus, 8 Wochen

Stamm: Kardiomyozytenspezifisch iiberexprimierende CYP2J2 transgene
Tiere (siehe 4.2.1) und Wildtyp C57BL/6N Wurfgeschwister

Geschlecht: ménnlich

Die fiir die Experimente benétigten, transgenen Miuse wurden von Dr. Darryl. C. Zeldin
(NIH/NIEHS, North Carolina) entwickelt und uns zur Zucht und zu Forschungszwecken
zur Verfiigung gestellt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche
erfolgten gemiB § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes unter Genehmigung zur Vornahme von
Versuchen an lebenden Wirbeltieren fiir die Versuchsvorhaben, G0360/06 und G0374/09,

die vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) genehmigt wurden.

Die Miuse wurden seit Midrz 2008 in /VC-Kifigen (individually ventilated cages) in der
tierexperimentellen Einrichtung des Max-Delbriick-Centrums (MDC) Berlin gehalten und
geziichtet. Sie erhielten autkolaviertes Wasser und Futter (Tabelle 4, ssniff Spezialdiiten

GmbH, Soest) ad libitum und hatten einen 12 h Tag/Nacht Rhythmus.

Tabelle 4: Zusa tzung der Alleinfuttermittel zur Zucht und Haltung von Miusen
Artikelbezeichnung | Futter zur Zucht von Miusen | Futter zur Haltung von Méusen
V112x M-Z autoklavierbar V153x R/M-H autoklaierbar
Rohprotein, XP [%] 22 19
Rohfett, XL [%] 4,5 33
Rohfaser, XF [%] 3,9 4,9
ME [MJ/kg] 13,6 12,9
XP/ME [g/M]] 16,2 14,7

4.2.1 Kardiomyozytenspezifische Uberexpression des humanen CYP2J2

Zur Untersuchung des hauptsédchlich im menschlichen Herzen und Endothel vorkommen-
den CYP2J2 auf wissenschaftlich und klinisch relevante Fragestellungen hin generierte
Dr. Darryl. C. Zeldin (NIH/NIEHS, North Carolina) eine transgene Maus mit kardio-
myozytenspezifischer Uberexpression des humanen CYP2J2.*” Die Vorarbeit zur Klo-
nierung des humanen CYP2J2 lieferten Wu et al.”' Um eine kardiomyozytenspezifische
Uberexpression zu erreichen, wurde die ¢cDNS in den pBS-oMHC-hGH Vektor kloniert
(Abbildung 7), der von Dr. Jeffrey Robbins (University of Cincinnati, Ohio) zur
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Verfligung gestellt wurde. Um die transgene mRNS-Stabilitdt zu erhohen, wurde eine

menschliche Wachstumshormon-(hGH)/polyA-Sequenz eingefiigt.””

| F—Hor>—

hGH
B aMHC promoter a1 a2 a3 intron/polyA

Abbildung 7: « MHC Promoter zur kardiomyozytenspezifischen Uberexpression des CYP2J2

Das linearisierte Transgen wurde in Pronuklei der Einzelzellen von C57BL/6N Maus-
embryonen (Taconic, Germantown, New York) mikroinjiziert und in scheinschwangere
Mause implantiert. Founder wurden durch eine Kombination aus Polymerase Ketten-
reaktion (PCR) und Southern Blot der genomischen DNA identifiziert.”® Transgene Miuse
mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des menschlichen CYP2J2 wurden
daraufhin mit C57BL/6N Tieren gekreuzt. In der weiteren Zucht wurden nur heterozygote

Tiere verpaart und zu Forschungszwecken verwandt.

4.2.2 Genotypisierung
Die Genotypisierung wurde von der technischen Angestellten Frau Christel Andree (MDC

Berlin) durchgefiihrt. Dazu entfernte sie Méausen im Alter von vier Wochen ein Stiick der
Schwanzspitze. Aus dieser wurde die genomische DNS durch Proteinase K-Verdau
isoliert und mittels PCR mit dem PCR Master Mix Y (Peqlab) amplifiziert. Dafiir wurden
spezielle CYP2J2 Primer verwendet. Die Sequenzen sind Tabelle 5 zu entnehmen. Die
Auswertung des Amplifikats erfolgte nach der Gelelektrophorese mit einem Agarosegel
(2 % in TAE-Puffer) bei 100 V fiir 30 min. Das Ergebnis wurde fotografisch festgehalten.
Der Genotyp der Maus konnte anhand der Lange des Amplifikats, ca. 500 Basenpaar (bp),
klar definiert werden. Da das CYP2J2 Gen humanen Ursprung hat, wurde bei den WT
Tieren keine Bande entwickelt (Abbildung 8).
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bp M CYP2I2 _WT = CYP2 M
T -

400 -

300 =

200

100

Abbildung 8: Gelelektrophoresebild des CYP2J2 Amplifikats

Zur Genotypisierung der Mduse im Alter von vier Wochen wurde nach Isolierung der genomischen DNS
aus der Schwanzspitze und anschliefender PCR eine Gelelektrophorese mit CYP2J2 Primern durchgefiihrt.
CYP2J2 Miuse zeigten eine Bande im Bereich von 500 Basenpaaren (bp), welche durch die beidseitig
mitgelaufenen Marker (M) definiert werden konnte. WT Tiere wiesen keine Bande auf.

Tabelle 5: Verwendete Primer und Sonden in 5°-3"-Richtung. (A) Desoxyadenosintriphosphat, (G)

Desoxyg intriphosphat, (C) Desoxycytosintriphosphat, (T) Desoxythymidintriphosphat
Gen Primersequenz Amplikon-
5" — 37 linge

Fw: GGC ACT CTT AGC AAA CCT CAG G
CYP2J2 ca. 500
Rev: AGC CAG TAA TAA GAA CTG CAG A

4.3 Versuchsdesign der kardialen Hypertrophie durch chronische
Druckbelastung (TAC)

Um den Einfluss kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des humanen CYP2J2 auf
die chronische Druckbelastung im Tierexperiment zu untersuchen, wurde von Dr.
Christina Westphal (MDC Berlin) an acht Wochen alten, ménnlichen Méusen eine TAC
OP durchgefiihrt und mir fiir den weiteren Versuch zur Verfiigung gestellt (Abbildung 9).
Die Kontrollgruppen wurden nur Schein TAC operiert (Sham). Dabei fanden CYP2J2
transgene und WT Tiere Verwendung. Zur Erhebung basaler morphologischer und funk-
tioneller Parameter des Herzens wurden die Tiere echokardiografisch untersucht. Zur
Verlaufskontrolle wurden die Tiere 14 Tage nach Induktion der chronischen Druck-
belastung erneut untersucht. Am Tag 28 erfolgte die elektrophysiologische Untersuchung
der Tiere, nach welcher sie durch zervikale Dislokation getotet wurden, um Organe zur

weiteren molekularbiologischen und histologischen Untersuchung zu gewinnen.



26 Material und Methoden

TAC/ EPU/
Sham Echo OE

d-1 do di4 d28 d55 ds6

Echo Echo OE

Abbildung 9: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf des Tierexperiments der chronischen Druckbelas-
tung durch TAC

Echokardiografie (Echo), elektrophysiologische Untersuchung (EPU), Organentnahme (OE), transversale
Aortenkonstriktion (TAC).

Um den ldngerfristigen Verlauf der chronischen Druckbelastung zu untersuchen, wurden
die Tiere in einer vorherigen Studie durch eine zusitzliche, echokardiografische Untersu-

chung an Tag 55 post TAC charakterisiert und am 56. Tag getétet, und Organe zur weite-

ren Aufbereitung entnommen.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Gruppenverteilung

Genotyp Behandlung Tierzahl
WT Sham 7

CYP2)2 Sham 6
WT TAC 5

CYP2])2 TAC 6

4.4 Versuchsdesign der kardialen Hypertrophie durch chronische
p-adrenerge Stimulation (Iso)
In einem zweiten Hypertrophiemodell wurde von mir der Einfluss der kardiomyozyten-
spezifischen Uberexpression des humanen CYP2J2 auf die chronische @ -adrenerge
Stimulation durch Isoproterenol (Iso) getestet. In diesem Versuchsteil fanden dieselben
Tiere wie unter Punkt 4.2 bereits beschrieben Verwendung, jedoch gingen diese erst im
Alter von 11 Wochen in den Versuch ein (Abbildung 10). Zur basalen Charakterisierung
morphologischer und funktioneller Parameter des Herzens wurden die Tiere vor der
Implantation der Minipumpen echokardiographisch und elektrokardiografisch untersucht.
Diese Untersuchung wurde nach 13 tégiger Infusion von Iso (40 mg/kg/d; Isoproterenol
Hydrochlorid; Sigma Aldrich) erneut durchgefiihrt. Nach zweiwochiger, chronisch beta-
adrenerger Stimulation erfolgte eine elektrophysiologische und elektrokardiografische
Untersuchung sowie die Entnahme der Organe nach zervikaler Dislokation fiir weitere

molekularbiologische und histologische Untersuchungen.
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Bei entsprechenden Kontrollgruppen wurden die osmotischen Minipumpen mit NaCl-

Losung gefiillt.
Echo/ PV EPU/
EKG Kontr. Echo  op
[ L1
— —
a1 do A3 di4

Abbildung 10: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf des Tierexperiments der chronischen beta-
adrenergen Stimulation durch Iso

Echokardiografie (Echo), Elektrokardiogramm (EKG), -elektrophysiologische Untersuchung (EPU),
Organentnahme (OE), Pumpenimplantation (PT), transversale Aortenkonstriktion (TAC).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Gruppenverteilung

Genotyp Behandlung Tierzahl
WT Vehikel 8

CYP2J2 Vehikel 5
WT Iso 9

CYP2J2 Iso 8

4.5 Tierexperimentelles Arbeiten

4.5.1 Transversale Aortenkonstriktion
Die TAC OP der Miuse wurde von Frau Dr. Christina Westphal (MDC Berlin) durch-

gefiihrt. Die chronische Druckbelastung wurde durch Ligation der Aorta zwischen der A.
carotis communis sinistra und dem Truncus brachiocephalicus induzert. Die Standardisie-
rung des Durchmessers erfolgte unter Zuhilfenahme einer 26 Gauge Nadel auf 0,46 mm.

Anschliefend wurden mir die Tiere zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung gestellt.

4.5.2 Implantation der osmotischen Minipumpen

Als experimentelles Hypertrophiemodell wurde bereits hiufig die chronische B-adrenerge
Stimulation durch Iso beschrieben. Innerhalb von zwei Wochen erzeugte diese eine
deutliche kardiale Hypertrophie, Abnahme der Kontraktilitit und Dilatation. Da zwischen
dem Einsatz von 30 mg/kg/d und 60 mg/kg/d kein wesentlicher Unterschied in der

94, 95

Hypertrophie, jedoch in der Mortalitit beschrieben wurde, ist in der vorliegenden

Arbeit eine Dosierung von 40 mg/kg/d angewendet worden.
Um eine kontinuierliche Infusion zu erreichen, wurden von mir osmotische Minipumpen

(Modell 1004; Alzet) verwendet. Durch osmotische Druckdifferenz und resultierender



28 Material und Methoden

Diffusion der Gewebefliissigkeit in die Pumpe durch eine semipermeable Membran wird
eine innenliegende Kavitit komprimiert und darin enthaltene Losungen werden

kontinuierlich infundiert.

Dazu wurden am Abend vor der Implantation die Pumpen mit einem Fassungsvermoégen
von 100 ul mit einer NaCl-Iso-Losung gefiillt und zur Aktivierung fiir 12 h in eine
0,9 %ige NaCl-Losung verbracht. Am ndchsten Tag wurden die Miduse zur Implantation
mit 2 % Isofluran (Abott) in einer Kammer (Univentor 400) narkotisiert, wobei die Tiefe
durch Uberpriifung der Pupillen- und Zwischenzehenreflexe iiberpriift wurde. Nach
Ausfall der Reflexe wurden sie auf einem Wiarmetisch mit rektaler Temperaturkontrolle
verbracht (Homeothermic Blanket Control Unit; Harvard Apparatus) und die Narkose auf
1,5 % Isofluran und 360 ml Luft/min herunterreguliert. Fiir die Dauer der OP wurde eine
schiitzende Augensalbe (Regepithel; Alcon Pharma) aufgetragen. Nach Enthaarung (Veet)
wurde im Bereich des Nackens ein Hautschnitt gesetzt, mit einer Schere subkutan und
stumpf bis zur rechten Flanke pripariert und eine am Tag vorher gefiillte Alzet-Mini-
pumpe mit einer Pinzette in der entstandenen Hauttasche positioniert. Die Wunde wurde
durch zwei Einzelhefte mit einer 3.0 Nadel-Faden-Kombination (Ethicon) verschlossen.
Eine lokale Schmerzbehandlung erfolgte durch das Auftragen von Xylocain-Gel. Die

gesamte Operation dauerte etwa 15 Minuten.

4.5.3 Echokardiografie

Zur nichtinvasiven, morphologischen und funktionellen Untersuchung des Herzens bietet
die Echokardiografie optimale Voraussetzungen am lebenden Tier. Die Untersuchung
wurde von erfahrenen Mitarbeitern der corefacility-Ultraschall am MDC Berlin durch-
gefiihrt. Sie verwendeten ein Schallgerdt von Visual Sonics (Visual Sonics, Vevo 770

Version 1.2.0) mit dem Schallkopf RMV710 (Visual Sonics).

Dabei wurden die Tiere eigenstdndig zur Narkose vorbereitet und mit 2 % Isofluran iiber
eine Narkoseeinheit betdubt, wobei die Tiefe durch Pupillen- und Zwischenzehenreflexe
tiberpriift wurde. AnschlieBend wurden die Tiere in Riickenlage auf einen Wérmetisch mit
rektaler Temperaturkontrolle verbracht, der Thorax enthaart und die Narkose auf 1,5 %

herunterreguliert.

Die ungefihr zweiminiitige echokardiografische Untersuchung wurde von Mitarbeitern

der core facility Ultraschall durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Darstellung des Herzens in
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der parasternalen Achse im M- und B-Modus. Der M-Modus beschreibt dabei die zeitliche
Verinderung der Position der unterschiedlichen Herzstrukturen. Der B-Modus hingegen
beschreibt ein zweidimensionales Bild iiber die Tiefen- und Lingenausdehnung des

Gewebes.

Durch Anfertigung eines EKGs iiber die bipolare Extremitéitenableitung nach Einthoven

wurde die Herzaktivitit iiberwacht.

Die Auswertung einer représentativen, 10 s langen Aufnahme sowie Interpretation und

Darstellung der Daten wurde im weiteren Verlauf in Eigenarbeit durchgefiihrt.

4.5.4 Elektrokardiografie
Die Ableitung der elektrischen Herzaktivitit erfolgt durch das Oberflichen-EKG.

Grundlage dafiir bilden die Aktionspotentiale des Herzens, die einen elektrischen Dipol
ausbilden und als Summe (Integralvektor) an der Hautoberfldche als Spannungs-Zeit-
Kurve messbar sind. Die Ableitung zur Aufzeichnung von drei bipolaren EKGs (I, 11, III)
wurde von Einthoven standardisiert. Neben diesen hat Goldberger auch unipolare
Ableitungen entwickelt, bei denen jeweils eine der drei Ableitelektroden iiber einen
hochohmigen Widerstand zu einer indifferenten Elektrode, der Erdungselektrode, verbun-
den wird. So ergeben sich weitere drei Ableitungen (aVR, aVL, aVF).‘”

Fiir die eigenstidndig durchgefiihrte Untersuchung wurden die Méuse mit 2 % Isofluran
narkotisiert. Nach Ausfall der Reflexe wurden sie auf einen Wiarmetisch mit rektaler
Temperaturkontrolle verbracht und die Narkose auf 1,5 % Isofluran und 360 ml Luft/min
herunterreguliert. Im Folgenden wurden nun vier Stechelektroden an den Extremititen

angebracht und das EKG fiir eine Minute aufgenommen (EP Tracer; Cardio Tek).

Im Oberflichen-EKG beschreiben EKG-Zacken die Erregungsausbreitung und —riickbil-
dung (Abbildung 11). Die intraatriale Erregungsausbreitung wird durch die Liange der P-
Welle beschrieben. Das PQ-Intervall gibt hingegen Aussagen iiber die atrioventrikulére
Uberleitungszeit. Der sich anschlieBende QRS-Komplex zeigt die intraventrikulire
Erregungszeit an. Die Linge der T-Welle am Ende eines Erregungszyklus gibt Auskunft
iiber die Repolarisation des Ventrikels, wobei die QT-Strecke die gesamte ventrikulidre
Erregung und Repolarisation angibt. Da diese natiirlich auch frequenzabhingig ist, wurde
die frequenzorientierte QT-Zeit nach Bazett mit der Formel QTc = QT—Zeit/\/RR—Abstand

berechnet. RoutineméBig erfolgte die Auswertung reprisentativer, 10 s langer Abschnitte
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des EKGs tiiber die II. Extremititenableitung. Die Daten wurden als Mittelwerte (S.E.M.
+) angegeben.
Neben den bereits genannten Parametern wurde ebenfalls das RR-Intervall zur Errechnung

der Herzfrequenz mit der Formel 60.000/RR-Intervall gemessen.

Abbildung 11: Komponenten des Oberfliichen-EKGs; adaptiert®

Der P-Welle entspricht die intraatriale Erregungsausbreitung. Die Herzkammererregung wird durch den
QRS-Komplex beschrieben. Die T-Welle repriasentiert die ventrikuldre Repolarisationszeit. Das PQ-Intervall
definiert die atrioventrikulire Uberleitungszeit, wihrend die QT-Zeit die gesamte ventrikulire Erregungszeit
mit anschlieBender Repolarisation umfasst.

4.5.5 In vivo, die elektrophysiologische Untersuchung
Die eigenstindig durchgefiihrte EPU ist der internationale Goldstandard zur Charakterisie-

rung der Erregungsbildungs- und Leitungseigenschaften des Herzens. Neben Aussagen
iiber Parameter wie Refraktdrzeiten des Myokards und des Leitungssystems, ist es
moglich, iiber etablierte Stimulationsprotokolle die Induktion von Herzrhythmusstérungen
zu untersuchen. Beim Menschen stellt sie mittlerweile klinische Routinediagnostik dar
und wurde 1997 von Berul et al.”” in der Wissenschaft bei der Maus etabliert.

Nach Einleitung der Narkose wurden die Miuse auf dem Riicken liegend iiber eine
Gasmaske kontinuierlich mit einem 2 %igen Isofluran-Luft-Gemisch begast. Zur Ablei-
tung des Oberflichen-EKGs wurden vier Stechelektroden angebracht (siehe 4.5.4).

Nach ausreichender Ausleuchtung (Schott KL 1500 electronic) wurde im Folgenden die

V. jugularis dextra externa mit Schere und Pinzette (Fine Science Tools) freipripariert und
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im kranialen Bereich mit einem Seidenfaden (4-0 Silk Braided Black; SMI) abgebunden
und gestrafft. Um den kaudalen Bereich wurde ein zweiter Knoten angebracht, der jedoch
noch nicht zugezogen wurde. Unter dem Mikroskop (SM33; Hund Wetzlar) wurde eine an
der Spitze angewinkelte 23 Gauge Kaniile in die Vene eingefiihrt und angehoben. Durch
die entstehende Offnung wurde ein 2F elektrophysiologischer Katheter (NuMed Inc.) mit
acht Ringelektroden in die V. jugularis dextra externa und die sich anschlieBende
V. subclavia dextra in das rechte Atrium und weiter in den rechten Ventrikel vorge-

schoben.

Die Positionierung des Katheters erfolgte so, dass die apikalen vier Elektroden im
Ventrikel lagen, was an kriftigen, mit dem QRS-Komplex aus dem Oberflichen-EKG

zusammenfallenden Ausschlidgen festzustellen war (Abbildung 12).

Basalstiumlation ES
EKG L‘»MWW

Ventrikel -} i

rechtes Atrium

Klappenebene
linker Ventrikel

Septum
Atrium A LA—_W _}, }, y. ‘

100ms

rechter Ventrikel

Abbildung 12: Katheterpositionierung im rechten Ventrikel mit entsprechender elektrophysiologisch-
er Aufzeichnung, adaptiert*

Bei der vorliegenden Aufzeichnung aus eigenen Untersuchungen an Sham operierten WT Maiusen sind
neben der Ableitung II des Oberflichen-EKGs auch intrakardiale Elektrogramme aus Ventrikel und Atrium
zu sehen. Basisstimulation und Extrastimulus (ES) erfolgten aus dem distalen Elektrodenpaar, da jeder
Stimulus mit einer P-Welle und sich anschlieBendem QRS-Komplex beantwortet wird.

Die distalen vier Elektroden wurden im Atrium bzw. der Klappenebene positioniert,
welches aus kriftigen Vorhofsignalen und zeitlicher Ubereinstimmung mit der P-Welle

aus dem Oberflichen-EKG ersichtlich wurde.

Aufgrund der bipolaren Ableitung konnten insgesamt vier intrakardiale Signale aufge-
zeichnet werden, wobei zwei atrialen und zwei ventrikuldren Ursprungs waren. Der
Katheter wurde durch den kaudalen Seidenfaden fixiert.

Neben der intrakardialen EKG-Aufnahme waren die Elektroden des Katheters auch zur
gezielten elektrischen Stimulierung befihigt (EP Tracer; Cardio Tek). Diese erfolgte mit

einer Dauer von 1,5 Millisekunden (ms) und einer Stromstidrke von 2 Milliampere (mA).
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Uber etablierte Stimulationsprotokolle erfolgte die Messung physiologischer Parameter.
Im Atrium wurde mit der Bestimmung des Wenckebachpunktes (WBP) begonnen. Hierzu
wurden 30 aufeinanderfolgende Stimuli abgegeben, was nach 3 s Pause mit einem 2 ms
kiirzeren Intervall wiederholt wurde (Abbildung 13). Die PQ-Strecke wurde dabei stetig
langer, bis schlieBlich ein QRS-Komplex ausfiel, was den WBP definiert. Die Verkiirzung
der Intervalllinge der 30 Schlige wurde bis zur 2:1 Uberleitung fortgesetzt, bei der nur

noch jeder zweite Stimulus im Atrium mit einem QRS-Komplex beantwortet wurde.
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Abbildung 13: Bestimmung des Wenckebachpunktes (WBP)

Darstellung eigener Daten aus Untersuchungen von Sham operierten WT Maiusen. Neben der Ableitung 11
des Oberflichen-EKGs sind intrakardiale Elektrogramme des rechten Ventrikel (RV) und des rechten
Atriums (RA) aufgefiihrt. Bei der Bestimmung des WBP wurden in der in vivo EPU im Atrium 30
aufeinanderfolgende Stimuli abgegeben und der Abstand der einzelnen Stimuli nach 3 s Pause um 2 ms
verkiirzt. Ab einer bestimmten Intervalllinge blockte der AV-Knoten die Uberleitung. Dieser wurde als
‘WBP bezeichnet und in ms angegeben.

Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der effektiven Refraktirzeit des Atrioventrikular-
Knotens (AVNERP). Dazu wurde im Atrium einem definierten Protokoll folgend
stimuliert: Ein Zyklus bestand aus einer Basisstimulation von 10 Stimuli mit einem Inter-
vall von 100 ms, einem Extrastimulus (ES) und 3 s Pause (Abbildung 14). Beim nichsten
Zyklus wurde der ES um 2 ms verkiirzt, bis auf die P-Welle kein QRS-Komplex mehr
folgte. Diesem Prozedere folgend wurde mit einer Basisstimulation von 90 und 80 ms
wiederholt. Gleichermaflen wurde auch bei der Bestimmung der atrialen effektiven
Refraktirzeit (AERP) und der ventrikuldren effektiven Refraktirzeit (VERP) verfahren.
Bei letzterer wurde aus einer im Ventrikel liegenden Elektrode stimuliert. Die Bestim-

mung aller Parameter wurde dreifach wiederholt und deren Mittelwerte (S.E.M. *)

angegeben.
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Abbildung 14: Bestimmung der effektiven Refraktiirzeit des Atrioventrikular-Knotens (AVNERP)
Darstellung eigener Daten aus Untersuchungen von Sham operierten WT Maiusen. Neben der Ableitung II
des Oberflichen-EKGs sind intrakardiale Elektrogramme des rechten Ventrikel (RV) und des rechten
Atriums (RA) aufgefiihrt. Zur Bestimmung der AVNERP wurde im Atrium mit einer Basisstimulation von
10 Impulsen stimuliert und anschlieBend ein Extrastimulus (ES) angefiigt, auf den eine Erregung des
Ventrikels folgte (QRS im EKG). Nach 3 s Pause erfolgte bei gleicher Basisstimulierung der ES mit 2 ms
kiirzerem Intervall. Fiel die Erregung des Ventrikels aus, war die Refraktidrphase erreicht. Sie wurde in ms
angegeben.

Im Folgenden wurde nun auf die Induktion von Arrhythmien geachtet.

Auch hier erfolgte eine Basisstimulierung mit 10 Stimuli im Abstand von 100 ms und
einem Extrastimulus, der mit jedem neuen Zyklus um 5 ms verringert wurde bis er keine
Erregung mehr ausloste. Das Myokard war absolut refraktir. Nun wurde der erste ES um
15 ms tiber der Refraktidrphase, der vulnerablen Phase, eingestellt und ein zweiter Zusatz-
stimulus mit 100 ms hinzugefiigt. Dem Protokoll folgend wurde dieser ebenfalls mit
jedem Zyklus um 5 ms erniedrigt, bis er nicht mehr beantwortet wurde. Auch dieser wurde
nun 15 ms iiber der Refraktirphase eingestellt und ein dritter und letzter Zusatzstimulus
mit 100 ms hinzugefiigt und um 5 ms pro Zyklus erniedrigt. Im Ganzen wurden also 10
Basisstimuli mit 100 ms und bis zu drei Extrastimuli eingesetzt. Dieses Verfahren wurde

mit einer Basisstimulierung von 90 und 80 ms im Ventrikel und Atrium wiederholt.

Im Anschluss erfolgte die Burststimulierung, bei der im Atrium 30 s mit einer Zyklus-
lange von 40, 30 und 20 ms stimuliert wurde. Im Ventrikel erfolgte dies fiir 20 s bei einer

Zyklusléange von 80, 70 und 60 ms.

Traten fiinf oder mehr ventrikuldre Extrasystolen wiederholbar in einem Protokoll auf,
wurde dies als arrhythmisches Ereignis gewertet. Im Atrium wurde ein wiederholbares,
mehr als 350 ms langes Flattern oder Flimmern als arrhythmisches Ereignis gewertet. Zur

Auswertung der Arrhythmieinduktion wurden die drei Zusatzstimulationsprotokolle pro
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Tier ausgewertet. Bei der Beurteilung der Linge der Arrhythmien wurden neben den
Zusatzstimulationsprotokollen auch die Burstprotokolle hinzugezogen.

Um weitere Dysfunktionen des Herzens zu demaskieren, erfolgte das Zusatzstimulations-
protokoll mit 90 ms Basisintervall und alle Burststimulationen auch nach intraperitonealer
Injektion von Iso (2 mg/kg).

Die gesamte Untersuchung dauerte ungefihr 60 min. Anschliefend erfolgte die Totung

durch Organentnahme.

4.5.6 Organentnahme
Am Ende der EPU wurde der Katheter entfernt, der Thorax erdffnet, das noch schlagende

Herz mit Schere und Pinzette entnommen und in eine 0,9 %ige Natriumchloridlésung
(NaCl; Braun) iiberfithrt. Durch die fortwihrende Herzaktion wurde das Blut in
Ventrikeln, Atrien und Koronarien ausgestolen und durch die NaCl-Losung ersetzt. Das
Bindegewebe wurde entfernt und das Herzgewicht iiber eine Prézisionswaage (Sartorius)
ermittelt. AnschlieBend wurde ein ca. 30 mg schweres Stiick der Herzspitze enthommen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 (Eppendorf) iiberfithrt, um dann in fliissigen Stickstoff
bei ca. -196 °C eingefroren zu werden. Das verbleibende Herz, Ventrikel und Atrien,
wurde fiir die Histologie entweder in -40 °C kaltes 2-Methylbutan (Roth) vorgekiihlt, um
anschliefend aus diesem in fliissiges Stickstoff iiberfiihrt zu werden oder ohne Kiihlung
direkt in ein 15 ml Rohrchen (Falcon) mit 4 %iger Formaldehydlosung fiir die Histologie
(Merck) verbracht. Die Lunge wurde freipréapariert, das Blut durch Abtupfen entfernt,
gewogen und ebenfalls in 4 %ige Formaldehydl6sung in ein 15 ml-Rohrchen tiberfiihrt.
Fiir gegebenenfalls erforderliche Nachgenotypisierungen wurde die Schwanzspitze
abgetrennt, in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf} in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Um das Herzgewicht neben dem Korpergewicht auch mit einer weiteren Grofe ins
Verhiltnis zu setzen, wurde die Tibia freipripariert, von Muskeln, Fett und Sehnen befreit

und die Linge exakt ausgemessen. AnschlieBend wurde die Tibia verworfen.
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4.6 Das isoliert perfundierte Herz nach Langendorff

4.6.1 Das Prinzip
Das isoliert perfundierte Herz nach Langendorff ist seit gut 100 Jahren in der biochemi-

schen, physiologischen und pharmakologischen Forschung etabliert. In diesem ex vivo
Verfahren ist es moglich, Parameter wie z.B. intraventrikuldren Druck, Kontraktions-
geschwindigkeit, Koronarfluss, Herzrate (HR) und EKG direkt am Herzen zu messen.
Groflen Vorteil bietet die Applikation einer Testsubstanz und die Untersuchung der
direkten Wirkung am Herzen ohne firstpass- oder feedback-Effekten sowie anderen

hormonellen oder neuralen Kontrollen von auf3erhalb des Herzens.

Die Perfusion isolierter Herzen nach Langendorff folgt einem einfachen Prinzip. Durch
Kaniilierung der Aorta wird das Herz an die Apparatur angebracht und mit temperiertem
und oxygeniertem Puffer (modifizierte Krebs-Henseleit-Losung; Tabelle 8) retrograd
perfundiert (Abbildung 15). Dieser trifft auf die geschlossenen Aortenklappen, nimmt
seinen Weg iiber die Koronararterien bis hin zu den funktionellen Endarterien und
versorgt den Herzmuskel. Nachdem der Puffer das vaskuldre Koronarsystem durchlaufen
hat, wird er iiber den Koronarsinus in das rechte Atrium befordert und nach erneuter
Herzaktion iiber die Pulmonalarterien ausgeworfen. Der Perfusionsfluss ist in dem hier

verwendeten Modell des konstanten Drucks iiber einen hydrostatischen Druck reguliert.

Kaniile
Ballon im linken

Ventrikel

EKG-Elektrode

Abbildung 15: Isoliert perfundiertes Herz nach Langendorff

Das Bild zeigt ein durch transversale Aortenkonstriktion hypertrophiertes Herz einer WT Maus, das an der
Kaniile im Langendorff setup fixiert und retrograd mit modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer perfundiert
wurde. Uber einen im linken Ventrikel eingefiihrten Ballon mit Verbindung zu einem Transducer war es
moglich den intraventrikuliren Druck zu messen. Uber zwei Elektroden an der Oberfliche des Herzens
konnte das EKG abgeleitet werden.
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Im vorliegenden Experiment wurde das isolated heart setup von Hugo Sachs Elektronik
(Harvard Apparatus) benutzt. Wesentliche Anteile bildeten die Wéirmepumpe (Lauda E
100; Ecoline Staredition), die Rollenpumpe (Modell ISM 834C, Ismatic) zur Beforderung
des Puffers, der Perfusor (MA1 70-2208, Modell 11 Plus; Harvard Apparatus), das dop-
pelwandige Vorratsgefd3 mit Fritte zur Begasung, die Herzkammer mit Kaniile, EKG-
Elektroden, Stimulationselektrode, Uberdruckventil, Steuer- und Aufnahmeeinheit (HSE

Data Aquisition Hardware, Plugsy; Harvard Apparatus, PC mit Isoheart Sofware).

4.6.2 Vorbereitung und Priparation
Zu Beginn wurde der modifizierte Krebs-Henseleit-Puffer hergestellt. Dazu wurden vier

Stammlosungen separat angesetzt und anschlieBend gemischt (Tabelle 8). Anschliefend
wurde der Puffer filtriert und in das doppelwandige 2 Liter Vorratsgefif gefiillt. Uber eine
Fritte wurde der Puffer mit Karbogen (95 % O, und 5 % CO,) mindestens 30 min vor
Versuchsbeginn begast. Dies diente zur Einstellung des pH-Wertes und zur Oxygenierung.
Temperiert wurde der Puffer und das gesamte Langendorffsystem iiber eine Wirme-
pumpe, die auf 39 °C eingestellt war. Aufgrund des Warmeverlustes des Schlauchsystems

war so eine Temperatur von 37 °C in der Herzkammer gesichert.

Um Thrombosierungen der Koronararterien post mortem zu verhindern, wurden die
Mause 10 min vor der Toétung mit 200 internationalen Einheiten heparinisiert (Heparin-
Natrium 25.000; Ratiopharm, 1:25 Verdiinnung in phosphate buffered saline (PBS)). Nach
zervikaler Dislokation erfolgte die Eroffnung des Thorax, Freilegung des Herzens aus
Perikard und Bindegewebe, Durchtrennung der Aorta kaudal des Aortenbogens und Uber-
fiihrung in eiskalten, begasten Puffer. Nach dem Wiegen wurde das Herz in eine weitere
Schale mit eiskaltem Puffer iiberfiihrt. Unter dem Mikroskop (Technival 2; Carl Zeiss
Jena) wurde die Aorta mit zwei Pinzetten iiber die Kaniile gezogen und mit einem
Bindfaden (Schliisselgarn; Ackermanns) fixiert. Nun wurde die Kaniile mit dem Herzen
an das Langendorffsystem gehidngt und mit warmen Puffer in der beheizten Kammer
(37 °C) erwirmt, wobei es selbstindig wieder zu schlagen begann. Durch einen winzigen
Schnitt im linken Ventrikel erfolgte das Einfithren eines Miniballons, der mit entgastem
Wasser gefiillt und iiber ein Schlauchsystem mit einem zweiten Transducer zur Druckauf-
nahme verbunden war. Der Ballon wurde auf 10 Millimeter-Quecksilbersdule (mmHg)

diastolischen Drucks aufgeblasen. Die EKG-Elektroden wurden im Bereich des linken
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Herzohrs und der Herzspitze angebracht und die Pacingelektrode am linken Ventrikel

platziert. Der Aortendruck wurde als konstanter Druck auf 60 mmHg eingestellt.

Tabelle 8: Modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer

Stammlsg. Substanz Molargewicht | Einwaage(g)/l | Endkonz.(mM) | Hersteller

1 MgSO04+7H,O 246,48 5,18 2,1 Merck
NaCl 58,44 69 118 Serva

KCl1 74,56 35 4,7 Roth

EDTA 372,2 0,22 0,06 Serva

2 NaHCO3 84 414 24,7 Roth
KH,PO, 135,1 21 0,23 Sigma
4 CaClr+2H,0O 146,9 8,82 1.5 Merck

4.6.3 Das Protokoll
Wihrend einer 20-miniitigen Adaptationsphase erfolgte die Infusion von 100 uM Diaz-

oxid (Sigma Aldrich), einem mitochondrialen Karp-Offner oder Dimethylsulfoxid
(DMSO) (Sigma Aldrich) als Kontrollsubstanz im Nebenstrom. Die Rate betrug 1/10 des
Koronarflusses und konnte iiber einen Perfusor exakt reguliert werden. Nun erfolgte ein
Stimulationsprotokoll, das aus der in vivo EPU iibernommen wurde (4.5.5). Stimuliert
wurde wieder mit 1,5 ms und 2 mA. Nach Bestimmung der VERPs in einer Basis-
stimulierung von 10 Schlidgen mit 100, 90 und 80 ms Abstand, wurde die Induktion von
ventrikuldren Tachykardien im Zusatzstimulationsprotokoll iiberpriift. Auch hier fanden
wieder Basisstimulierungen von 100, 90 und 80 ms und bis zu drei Zusatzstimuli Anwen-
dung (siehe 4.5.5). Die Bestimmung aller Parameter wurde dreifach wiederholt und deren
Mittelwerte (S.E.M. %) angegeben. Nach Beendigung wurde die Infusion iiber den
Perfusor gewechselt. Wurde zuvor Diazoxid infundiert, kam nun die Kontrollsubstanz

DMSO zum Einsatz. Nach weiteren 20 min wurde das Stimulationsprotokoll wiederholt.

Die Daten aus dem Langendorff Versuch, linksventrikuldrer Druck, Koronarfluss,
Kontraktionsgeschwindigkeit, Herzrate und EKG, wurden mit der Software Isoheart
ausgewertet. Als reproduzierbare Arrhythmien wurden 2 x > 5 ventrikuldre Tachykardien

in einem Protokoll gewertet.
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4.7 Genexpressionsanalysen

4.7.1 Isolation von RNS
Das im -80 °C Tiefkiihler aufbewahrte Herzgewebe wurde in ein Reaktionsgefdll mit

sechs Keramikkiigelchen (Peqlab), 700 ul QIAzol Lysepuffer und 10 ul 2-Mercaptoetha-
nol iiberfiihrt. Im Folgenden wurde das Gemisch fiir 2 x 15 s bei 5.500 Umdrehungen pro
min (UpM) homogenisiert (Precellys-Homogenisator) und danach bei Raumtemperatur
(RT) fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch mit 150 ul Chloroform ver-
setzt, gemischt und erneut fiir 3 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation
fiir 15 min bei 4 °C und 12.000 x g, das zur Trennung der oberen, wéssrigen, RNS-halti-
gen Phase, einer Interphase denaturierter Proteine, und der unteren, organischen Phenol-

Chloroform Phase fiihrte.

Nach dem Abpipettieren der RNS-haltigen Phase wurde diese mit 70 % Ethanol gleichen
Volumens prazipitiert. Das Gemisch wurde auf die RNeasy® Mini Séule geladen und fiir
15 s bei 8.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule, an der
nun die RNS gebunden war, mit 350 pl RNeasy® RW 1 Puffer gewaschen, um Verunrei-
nigungen zu entfernen. Um auch eventuelle Reste genomischer DNS zu entfernen, wurde
diese durch zugesetzte DNasen abgebaut. Dazu wurde das RNase-freie DNase Set
verwendet und 10 pl DNase sowie 70 ul RDD Puffer auf jede Sédule gegeben und
anschliefend bei RT fiir 15 min inkubiert. Die verdaute DNS wurde durch erneute Zugabe

von RW 1 Puffer und kurzer Abzentrifugation von der Sidule gewaschen.

Zwei abschlieBende Waschschritte unter Einsatz von 500 ul RPE-Puffer/Ethanol und
anschliefender Zentrifugation bei RT und 17.900 x g fiir 15 s bzw. 2 min fiihrten neben
der Reinigung der Sdulenmatrix auch zur Trocknung. Der Durchfluss wurde verworfen.
Zur Eluierung wurde auf die Sdule 30 ul RNS-, DNS-, DNase- und RNase-freies Wasser
gegeben und bei RT und 12.900 x g fiir eine Minute zentrifugiert. Die RNS, ein Gemisch
u. a. aus ribosomaler-, transfer und messenger-RNS, befand sich nun im Durchfluss,
wurde in ein 0,5 ml Reaktionsgefdl (Eppendorf) iiberfiihrt und bis zur Nukleinsdure-

messung auf Eis gestellt.

4.7.2 Nukleinsduremessung
Zur Bestimmung der Quantitit und Qualitdt der isolierten RNS fand ein Sprectro-

photometer (NanoDrop 100; PeqLab) Verwendung. Am Beginn jeder Messung wurde der
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Blankwert durch Auftragen von 1pul Wasser auf die Linse des Spectrophotometers
ermittelt. Die sich anschlieBende Konzentrationsbestimmung der RNS in ng/ul wurde
standardmiBig mit einer Wellenldnge von 260 Nanometer (nm) durchgefiihrt. Dariiber
hinaus wurden Verunreinigungen der Proben wie z.B. durch Phenolate oder Thiocyanate
bei einer Wellenldnge von 230 nm und Proteinverunreinigungen im Bereich von 280 nm
ermittelt. Im weiteren Verlauf wurden automatisch Quotienten zur Qualitdtsbestimmung
ermittelt und angegeben. Die Ratio aus der Absorption bei 260 und 280 nm wird genutzt,
um die Reinheit der RNA zu bestimmen. Werte im Bereich 2 gelten bei RNA dabei als
rein. Die Ratio zwischen 260 und 230 nm dient dabei als zweite Messung der Nuklein-

sdure-Reinheit, wobei Werte zwischen 2-2,2 eine reine RNA-Probe definieren.

4.7.3 Reverse Transkription

Zur Durchfithrung einer quantitativen Real time PCR war es notwendig, die RNS in
einzelstringige ¢cDNS umzuschreiben. Dazu wurde das High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit verwendet. Zur Umschreibung wurden 2 ug RNS eingesetzt und laut
den Angaben des Kits verfahren (Tabelle 9). Neben , RT Puffer, Nukleotiden und reverser
Transkriptase wurden auch Random Primer aus kurzen Oligonukleotiden hinzugefiigt, die
alle moglichen Kombinationen der vier Basen enthielten, und so das Umschreiben der
gesamten RNS gewihrleisteten. Jeder Probenansatz wurde mit Nuklease freiem Wasser
auf 20ul Endvolumen aufgefiillt und dann im Programm 14 des DNS Thermocyclers
(Perkin Elmer) umgeschrieben (Tabelle 10). Zur Qualitdtskontrolle der Umschreibung
wurde stets eine Negativprobe ohne RNS mitgefithrt. Nach Aliquotierung wurden die

Proben bis zur weiteren Nutzung bei -20 °C aufbewahrt.

Tabelle 9: Folgendes Pipettierschema wurde verwendet (Angaben entsprechen einem Ansatz)

Komponenten Konzentration Volumen
10 X RT Buffer 2ul
25 X dNTP Mix 4 mM 0,8 ul
10 X RT Random Primer 2 ul
Reverse Transkriptase 1 ul
Proben-RNS 100 ng/ul x ul
Nukleasefreies H,0 ad 20 pl
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Tabelle 10: Unter Verwendung des DNS Thermocycler erfolgte die reverse Transkription unter
folgende Bedingungen.

Zyklusschritt Zyklusschleifen Temperatur Zeit
Annealing Ix 25°C 10 min
Amplifizierung Ix 37°C 120 min
Denaturierung 1x 85°C 5 min
Kiihlung 1x 4°C ©

4.7.4 Primer- und Sondendesign
Um die Transkription der gewiinschten Zielgene zu detektieren, war es notig Primer und

Sonden zu designen. Um eine hohe Spezifitit zu erzielen, wurden diese mit dem Pro-
gramm Primer Express® moglichst exoniiberspannend generiert und bei der Firma Biotez

in Berlin Buch generiert.

Tabelle 11: Verwendete Primer und Sonden in 5°-3’-Richtung. (A) Desoxyadenosintriphosphat, (G)
Desoxyguanosintriphosphat, (C) Desoxycytosintriphosphat, (T) Desoxythymidintriphosphat

Gen Primer- und Sondensequenz Amplikon- NCBI
5— 3" lange Ref. Seq.
Acc. Nr

Fw: AGGAGAAGATGCCGGTAGAAGA

ANP Rev: GCTTCCTCAGTCTGCTCACTCA 67 NM_0087
25

Son: AGGTCATGCCCCCGCAGGC

Fw: GCCAGTCTCCAGAGCAATTCA

BNP Rev: GGGCCATTTCCTCCGACTT 72 NM_0087
26
SYBR
Fw: GGAGGAGGAAAGGAAGCAGAA
Connexin | Rey: AGATGGGTGACTGGAGCTTCC 71 NM_0081
40 21.2
Son: TCGGCCTCGGTCTCCTACTCTTGGC
Fw: TGAAGGGAAGAAGCGATCCTT
Connexin | Rey: TCCAAAGACTGCGGATCTCC 70 NM_0102
43 88

Son: ACGCCACCACCGGCCCACT
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Tabelle 11 (fortgefiihrt): Verwendete Primer und Sonden in 5°-3"-Richtung. (A) Desoxyadenosintri-
phosphat, (G) Desoxyguanosintriphosphat, (C) Desoxycytosintriphosphat, (T) Desoxythymidintri-

phosphat
Gen Primer- und Sondensequenz Amplikon- NCBI
5—37 linge Ref. Seq.
Acc. Nr
Fw: CTACTGGTGAAACCTGCATCC
Kollagen 1 | Rev: GGGCGCGGCTGTATGAG 69 BC007158
SYBR
Fw: CTCACCCTTCTTCATCCCACTCTTA
Kollagen 3 | Rey: ACATGGTTCTGGCTTCCAGACAT 117 NM_0099
SYBR 30
Fw: AGAGCTTAGAGGAACGCATTCAG
CYP2J2 | Rev: GGTCAAAAGGCTGTCCGTTCT 81 NG_00793
Son: AGGCCCAACACCTCACTGAAGCAATAAAAG :
Fw: GGACCTGCAAACCTATAGCTGAGA
Fibronektin | Rey: CTCCCCCACGACGTAGGA 68 BC138421
Son: TGTTTTGATCATGCTGCTGGG
Fw: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
GAPDH | Rev: CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 76 XR—llflgz
Son: TGCCGCCTGGAGAAACCTGCC .
Fw: GCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA
HPRT | Rev: ACACTTCGAGAGGTCCTTTTCAC 9 NM_0135
SYBR 56.2
Fw: TGAGCCTGCCCAATTCCA
K*-Kanal | Rey: cCGCCCTGTTCAGCTGICT 73 NM-
KCNEL I g o0 TTCTGCCCTTTCTGGCCAGGCTGT 008424
Fw: ACGGGACTGAGACCTGGTACA
K'-Kanal | Rey: AGCAAGTGACTGTGAAGGGTTGT 65 NN;ZO4205
KCNE3 ’

Son: CCTCCATGCTGTGCTGAAGGCTCTG
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Tabelle 11 (fortgefiihrt): Verwendete Primer und Sonden in 5°-3"-Richtung. (A) Desoxyadenosintri-
phosphat, (G) Desoxyguanosintriphosphat, (C) Desoxycytosintriphosphat, (T) Desoxythymidintri-
phosphat

Gen Primer- und Sondensequenz Amplikon- NCBI
5— 37 lange Ref. Seq.
Acc. Nr
Fw: CCTGGGCTCTGTAGTCTTCATTC
K*-Kanal | Rey: GGCCCAGAAAGCCAATGTAC 61 NM_0084
KCNQI 34.2

Son: CCGCCAGGAGCTGATCACCACC

Fw: AGCGTGTCCCTCATCTCCTTT

LTcc 70 NM_0011
Rev: GCAGCACTCGTAAAATCTTCACA

59535.1
Son: CATCCAGTCCAGCGCGATCAACG
Fw: ACATCCAAGGAAGGCAGCAG
18§ Rev: TTTTCGTCACTACCTCCCCG 05 FJ710866

Son: CGCGCAAATTACCCACTCCCGAC

4.7.5 Real Time RT-PCR
Fir die Bestimmung der relativen Genexpression wurde eine RT-PCR durchgefiihrt

(TagMan 7.500 Fast Real Time PCR System, Applied Biosystems) bei dem eine Quanti-
fizierung wéhrend der Amplifikation stattfindet. Die Grundlage bilden eine Halogen-
Lampe und eine Charge-Coupled Device-Kamera sowie spezifische, fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide und der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Nach diesem
Prinzip trifft eine Tag-Polymerase mit einer 5°,3°-Exonuklease Aktivitdt wihrend der
Amplifikation auf die an der cDNS hybridisierte, fluoreszenzmarkierte Sonde. Durch die
Hydrolyse der Sonde wird die rdumliche Néihe von Reporter- und Quencher-Farbstoff
unterbrochen, das zum Fluoreszenzsignal fiihrt. Dieses wird noch wihrend der laufenden
Amplifikation detektiert und quantifiziert.

Weitere Moglichkeit zur Quantifizierung bot SYBR Green 1, ein asymmetrischer Cyanin-
Farbstoff, der zum Nachweis doppelstrangiger DNS genutzt wurde. Gebunden absorbierte
er blaues und emittierte griines Licht. Im Anschluss an die cDNS-Amplifikation wurden
zudem noch Schmelzkurven bestimmt, um die Spezifitit des Reaktionsproduktes zu

bestitigen.
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Die Bestimmungen ausgewihlter Zielgene erfolgten als Triplikate in einer 96-Lochplatte.
Eine Standardreihe bestand aus fiinf Verdiinnungen. Als Negativkontrolle (non template
control, NTC) wurde eine Probe ohne cDNA mitgefiihrt. Um die Expression verschiedener
Zielgene zu bewerten, war es wichtig, die Mengen der Proben auf ein invariables house-
keeping Gen zu normalisieren. Aufgrund der im Labor langjdhrig etablierten Protokolle zu
Genexpressionsanalysen im Bereich des hypertoniebedingten Endorganschadens und der
Nutzung von 18 S zur Normalisierung, wurde dieses houskeeping Gen auch in der vorlie-
genden Studie genutzt. Ein Vergleich auf weitere houskeeping Gene (HPRT, GAPDH)
wiesen dabei keine Unterschiede zu den auf 18 S normalisierten Daten auf.

Die Berechnung der relativen Expression erfolgte mittels Standardkurven-Methode.”

Tabelle 12: Folgendes Pipettierschema wurde verwendet (Angaben entsprechen einem Ansatz)

Komponenten Konzentration Volumen
Forward Primer 10 uM 0,3 ul
Reverse Primer 10 uM 0,3 ul

Sonde 5 uM 0,3 ul

cDNS 4 ng 0,4 ul
Aqua bidest 3,7 ul

Puffer Sul

Tabelle 13: Unter Verwendung des TagMan Fast Universal PCR Mastermix fiir das 7.500 Fast System
wurden folgende Beding zur cDNS-Amplifikation verwendet

Zyklusschritt Zyklusschleifen Temperatur Zeit
Initiale Ix 95°C 2 min
Denaturierung
Denaturierung 45 x 95 °C 3s
Amplifizierung 45 x 60 °C 20s
Kiihlung Ix 4°C )

4.8 Histologie

Alle histologischen Arbeiten wurden selbststindig in den Histologielaboren des Experi-
mental and Clinical Research Centers (ECRC) Berlin Buch durchgefiihrt. Unter meiner
Supervision wurden teilweise unterstiitzende Arbeiten bei der Gewebeeinbettung, der
Herstellung von histologischen Schnitten und der Farbung der Prédparate von der techni-

schen Angestellten May-Britt Kohler (ECRC Berlin) iibernommen.
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4.8.1 Gewebeeinbettung in Paraffin
Vor der Einbettung in Paraffin wurde das Herzgewebe mindestens 24 Stunden in 4 %

gepuffertes Formalin (Merck) fiir die Histologie fixiert, um anschliefend iiber eine auf-

steigende Alkoholreihe dehydriert zu werden.

Tabelle 14: Protokoll der aufsteigenden Alkoholreihe

Schritt Reagenz Zeit Wiederholungen
1 30 % Ethanol 45 min 1x
2 50 % Ethanol 45 min 1x
3 70 % Ethanol 45 min 4x
4 96 % Ethanol 45 min 2 x
5 100 % Ethanol 45 min 2x

Um das Ethanol wieder aus der Probe zu entfernen, wurden die Priparate fiir 2 x 1,5 h in
Toluol inkubiert. Im Anschluss wurden sie 2 x 2 h in 56 °C warmes Paraffin eingelegt
(Techno-Tec 1), um anschlieend endgiiltig in Einbettkassetten (Roth) im Paraffinblock
auf RT abzukiihlen.

4.9 Deparaffinisierung und Rehydrierung

Aus dem im Paraffinblock eingebetteten Gewebe wurden unter Kiihlung mit dem
Rotationsmikrotom (HM 355S, Microm) 2 pm dicke Schnitte angefertigt, in einem 42 °C
temperierten Wasserbad aufgefangen und dann auf Objekttriger (Superfrost Plus,
Thermo) aufgezogen. Das Paraffin wurde in drei Schritten fiir je 5 min mit Xylol entfernt.

AnschlieBend wurden die Priparate in einer absteigenden Alkoholreihe hydratisiert.

Tabelle 15: Protokoll der absteigenden Alkoholreihe

Schritt Reagenz Zeit Wiederholungen
1 100 % Ethanol 3 min 3x
2 96 % Ethanol 2 min 2x
3 70 % Ethanol 1 min 1x

Am Schluss wurden die histologischen Priparate mit destilliertem Wasser abgespiilt.
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4.9.1 Hiamatoxylin-Eosin (HE)-Firbung
Die HE-Firbung stellt eine Ubersichtsfﬁrbung dar, bei der Zellkerne durch den Farbstoff

Hiamatoxylin blau und das Zytoplasma durch Eosin rot geférbt wird.

Hierzu wurden die deparaffinisierten und rehydrierten Gewebeschnitte fiir 8 min in
Meyers Haemalaun-Losung (Sigma Aldrich) inkubiert und anschlieend fiir 10 min unter
flieBendem Wasser gebldut. Dieser Fiarbeprozess wurde mit destilliertem Wasser gestoppt,
um direkt danach fiir 30 s einen weiteren mit Eosin (Roth) anzuschlieBen. Nun wurden die
Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (70 %, 90 %, 100 % fiir je 20 s)
und mit Roti Histokitt (Roth) eingedeckt.

4.9.2 Sirius Rot Firbung

Zur Bestimmung des interstitiellen Gesamtkollagengehaltes wurden Léngsschnitte von
Herzpriparaten angefertigt und mit Sirius Rot gefiarbt. Hierdurch wird die natiirliche
Doppelbrechung von kollagenen Bindegewebsfasern verstirkt.” Das Gesamtkollagen
wird rot, das iibrige Gewebe gelb gefirbt. Diese Methode hat gegeniiber der hdufig
verwendeten Trichrom Firbung nach Masson den Vorteil, dass variable Fiarbeergebnisse

ausbleiben.

Dazu wurden die Priparate iiber eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %,
70 %) jeweils fir 10 min rehydriert. Wahrenddessen wurde eine 0,1 %ige Sirius Rot
Farbelosung vorbereitet. Hierzu wurde 0,2 g Sirius Rot Pulver (Sigma Aldrich) in
1,2 %iger, gesittigter, wassriger Pikrinsdure (Sigma Aldrich) gelost. Die rehydrierten
Schnitte wurden nun fiir 60 min unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden
die Priparate mit 0,1 %iger Essigsdure gewaschen und in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe fiir je 3 min dehydriert (70 %, 80 %, 96 %, 100 %). Der Prozess wurde durch eine
2-miniitige Inkubation in Xylol abge-schlossen. Zur besseren Haltbarkeit wurden sie mit

Roti Histokitt eingedeckt.

4.9.3 Immunfirbung von Paraffinschnitten

Immunologische Reaktionen zwischen dem nachzuweisenden Antigen und einem
spezifischen primdren Antikorper (AK) stellen das Grundprinzip der histologischen
Immunféirbung dar. Zur Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe wird eine Farbreak-
tion induziert oder ein zweiter, fluoreszenzmarkierter AK verwendet. Der sekundiare AK

erkennt dabei tierartspezifische Teile des primédren AKs.
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Durch vorangegangene Formalinfixierungen werden Antigene hiufig veridndert, was eine
Vorbehandlung zur Demaskierung notwendig macht.'® Deparaffinisierte und rehydrierte
Schnitte wurden hierzu mit 10 mM Natriumcitratpuffer, pH 6,0 (Thermo) versetzt. Im
Damptkocher (Vitacuisine; Tefal) wurden die Schnitte nun fiir 10-12 min gekocht und
anschliefend 5 min ruhen gelassen. In den folgenden 45-60 min erfolgte das Abkiihlen auf

RT.

Nach 5-miniitigem Waschen mit PBS wurden die Préparate in eine feuchte Kammer
tiberfithrt und zur Minimierung unspezifischer Bindungen mit 10 % Esel Serum fiir
30 min geblockt. Der erste Antikorper, spezifisch gegen das nachzuweisende Antigen,
wurde im Verhiltnis 1:100 mit PBS verdiinnt. Davon wurden 50 pl auf den Schnitt
verbracht und im Dunkeln bei 4 °C tiber Nacht inkubiert.

Am nichsten Morgen erfolgte dreimaliges Waschen mit PBS fiir jeweils 5 min. Nun
wurden 50 pul einer 1:500 Verdiinnung des mit Cyanine Dye 3 markierten, zweiten Anti-
korpers (Anti-IgG; Jackson) auf die Schnitte verbracht und fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach
anschliefendem, erneuten Waschen der Schnitte (3 x 10 min mit PBS) wurden AT-reiche
Regionen doppelstringiger DNS, welche vorranging im Zellkern anzutreffen ist, mit 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) geférbt. Zum Abschluss wurden die Préparate mit Vecta-
shield® Mounting Medium eingedeckt.

Die Auswertung aller Schnitte erfolgte blind von mir und unabhéngig davon auch von
einer zweiten Person (Frau Dr. Fatimunissa Qadri, MDC Berlin) am Axioplan-2 Imaging

Mikroskop unter Verwendung des Programms Axio Vision 4.6.

Tabelle 16: Verwendete priméiire Antikorper (AK) in der I histochemie
1. AK Spezies Spezifitit Verdiinnung Hersteller
Cx43 K H, M, ME, R 1:100 Sigma
Cx40 K M 1:100 Life Span
Kollagen 1 Z M, ME 1:500 S. Biotech
Kollagen 3 K M, MA, ME, R 1:500 S. Biotech
Fibronektin K M, ME 1:100 Abcam

H: Huhn; K: Kaninchen; MA; Marmosetten; M: Maus; ME: Mensch; R: Ratte; Z: Ziege
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Tabelle 17: Verwendete sekundire Antikorper (AK) in der I histochemie
2. AK Spezies Spezifitit Verdiinnung Hersteller
a-rabbit Cy3 E K 1:400 Jackson
a-goat Cy3 E V4 1:300 Jackson

E: Esel; K: Kaninchen; Z: Ziege

4.10 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die Prism 5.0-Software (GraphPad Software Inc.)
und das Statistikpaket PASW 18.0 verwendet. Zu Beginn der Auswertung wurde durch
den Chi-Quadrat-Test auf Normalverteilung der Daten hin iberpriift. Konnte diese
bestitigt werden, fand der einfaktorielle ANOVA Test (analysis of variance) Anwendung.

Diesem wurde ein Tukey post Hoc Test nachgeschaltet.

Zur statistischen Auswertung der Uberlebenszeitanalyse wurde der Log-Rank-Test ver-

wendet.

Zur Beurteilung des Effekts von Iso auf die HR innerhalb einer Gruppe fand nach Testung
der Werte auf Normalverteilung durch den Chi-Quadrat-Test der gepaarte T-Test zum
Vergleich abhingiger Werte Anwendung.

Die Darstellung der Werte erfolgte in Balkendiagrammen, in denen Mittelwerte und
Standardabweichungen angegeben wurden. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant

gewertet.
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S Ergebnisse

5.1 Einfluss der Uberexpression des humanen CYP2J2 auf kardiales
Remodelling und Arrhythmieentwicklung im Modell der chroni-
schen Druckbelastung

5.1.1 CYP2J2 Uberexpression verbesserte Mortalitiit und systolische Funktion
ohne Einfluss auf Herzhypertrophie
In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss kardiomyozytenspezifischer Uberex-

pression des CYP2J2 in einer Uberlebenszeitanalyse acht Wochen post TAC unter-
sucht. Dabei war ein Genotypen abhingiger Unterschied im Uberleben auffillig
(Abbildung 16). Midnnliche WT Méiuse begannen ab Tag 10 zu sterben, wobei 60 Tage
nach Induktion der chronischen Druckbelastung nur noch 58 % der WT Tiere lebten.
Bei den CYP2J2 Miusen konnte nur ein postoperativ verstorbenes Tier beobachtet
werden, so dass nach 60 Tagen noch 94 % der Tiere vital waren, was einer signifikan-
ten Erhohung der Uberlebensrate im Vergleich zu den WT TAC Tieren entsprach.
Sham operierte WT und CYP2J2 Tiere iiberlebten zu 100 % im Untersuchungs-
zeitraum. Das Uberleben der Sham Tiere zu dem der CYP TAC Tiere unterschied sich

in statistischen Berechnungen nicht.
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Abbildung 16: Uberlebenszeitanalayse nach Kaplan-Meier

Transversale Aortenkonstriktion (TAC) induzierte Hypertrophie konnte mit einer progressiven Mortalitit
assoziiert werden. Diese wurde durch eine kardiomyozytenspezifische Uberexpression des humanen
CYP2J2 signifikant reduziert. WT Sham, n=14; CYP2J2 Sham, n=14; WT TAC, n=19; CYP2J2 TAC,
n=16; *p<0,05.
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MabBgeblichen Einfluss auf das Versuchsdesign der vorliegenden Arbeit hatten eben-

falls Untersuchungen zur HF durch die Echokardiografie acht Wochen post TAC.

Die Ejektionsfraktion (EF) charakterisiert die systolische Funktion des Herzens und
bezeichnet das vom Herzen bei einer Kontraktion ausgeworfene Blut als prozentualen
Anteil vom Gesamtblutvolumen der Kammer. Sie stellt eine berechnete GroBe aus
Wanddicke und Durchmesser wihrend der Systole und Diastole des linken Ventrikels
dar und wird als relativer Wert in Prozent angegeben.'"' Bei einer maladaptiven Hyper-

trophie wird diese vermindert.

Bereits bei den Sham Tieren konnte eine signifikant erhohte EF der CYP2J2 Tiere
gegeniiber den WT Tieren (48+0,5 % vs. 38+0,5 %) festgestellt werden (Abbildung
17). Durch eine TAC OP wurde die EF bei den WT und CYP2J2 Tieren signifikant
reduziert. Dennoch konnte die hochgradige Reduktion der EF auf 12+0,5 % der WT
Tiere, was auf eine hochgradige HF hindeutete, durch eine Uberexpression des CYP2J2
signifikant gemildert (20+0,5 %) werden.
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Abbildung 17: Ejektionsfraktion acht Wochen post transversaler Aortenkonstriktion (TAC)

CYP2J2 Uberexpression fiihrte in den Sham Tieren zu einer signifikant erhohten Ejektionsfraktion (EF).
Durch die transversale Aortenkonstriktion (TAC) wurde die EF in beiden Gruppen reduziert. Dieser
Effekt wurde durch CYP2J2 signifikant gemildert. Daten wurden pro Tier iiber eine Minute aufgezeich-

net, analysiert und als Mittelwerte (S.E.M. ) dargestellt. WT Sham, n=17; CYP2J2 Sham, n=11; WT
TAC, n=10; CYP2J2 TAC, n=12; *p<0,05.
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Aufgrund der stark erhohten Mortalitit der WT TAC Tiere ab dem 30. Tag und der
hochgradigen HF acht Wochen post TAC wurden alle folgenden Untersuchungen
28 Tage nach der TAC OP durchgefiihrt.

Zur Verifizierung der Hypertrophieinduktion durch TAC wurde das Herzgewicht auf
die Tibialinge normalisiert (Abbildung 18 A). Da diese konstanter ist als das stark
schwankende Korpergewicht innerhalb einer Gruppe, bot dieser etablierte Vergleich
mehr Sicherheit. Vier Wochen nach chronischer Druckbelastung durch TAC wiesen die
Herzen eine signifikante Erhchung des Wertes aus Herzgewicht (HW)/ Tibialdnge (TL)
auf. Dabei wurden jedoch keine Unterschiede zwischen den Genotypen, weder bei den
Sham, noch bei den TAC operierten, festgestellt.

Die Messung der Induktion bestimmter Gene wie das atriale natriuretische Peptid
(ANP), natriuretische Peptid Typ B (BNP) und die schwere Myosinkette beta (f3 -
MHC) gelten in vivo und in vitro Modellen von Nagern als etablierte Marker patho-
logischer kardialer Hypertrophie.'* Im gesunden adulten Herzen oder Myozyten sind
diese gering oder gar nicht exprimiert und werden erst im Laufe der Hypertrophie
vermehrt abgelesen.'® BNP wurde in Tagman Analysen auf 18 S normalisiert und bei
den Sham operierten Tieren erwartungsgemif} in sehr geringem Male nachgewiesen
(Abbildung 18 B). Durch die vierwochige TAC Behandlung wurde in den WT Tieren
ein etwa fiinffacher Anstieg des BNP verzeichnet. Auch bei den CYP2J2 Tieren stieg
die BNP Expression stark an, jedoch wies diese eine Tendenz geringerer Expremierung
gegeniiber den WT TAC Tieren auf.

A) B)

HW/TL (mg/mm)
BNP/18S

WwT CYP2J2 WwT CYP2J2 WT CYP2]2 WT CYP2J2
Sham Sham TAC TAC Sham Sham TAC TAC

Abbildung 18: Hypertrophieindizes vier Wochen post transversaler Aortenkonstriktion (TAC)

A) Der Hypertrophieparameter Herzgewicht/Tibialinge (HW/TL) stieg bei WT und CYP2J2 Tieren post
TAC gleichermaflen an. B) Auch der Hypertrophiemarker natriuretisches Peptid Typ B (BNP) war post
TAC signifikant erhoht. Hierbei zeigte sich bei den CYP2J2 Tieren lediglich eine Tendenz zur
geringeren Expression. Die Daten sind als Mittelwerte (S.E.M. #) dargestellt. WT Sham, n=7; CYP2J2
Sham, n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6; *p<0,05; -- p<0,1(Tendenz).
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5.1.2 Die vermehrte mRNA-Expression profibrotischer Gene wihrend der
chronischen Druckbelastung wurde in geringem MaBe durch CYP2J2
Uberexpression beeinflusst.

Da Kollagen 1 und 3 den mengenméBig bedeutendsten Anteil an der EZM bilden und

eine wichtige Rolle beim strukturellen Umbau haben, wurde die Expression ihrer
mRNA quantifiziert. Durch die TAC induzierte Herzhypertrophie wurde die mRNA-
Expression von Kollagen 1 (Abbildung 19 A) bei den WT Tieren nahezu verdreifacht
und bei den CYP2J2 Tieren verdoppelt. Der Anstieg post TAC war signifikant, jedoch
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt werden.
Hervorzuheben ist jedoch ein Trend zur geringeren Expression der Kollagen 1 mRNA
bei den CYP2J2 Tieren nach TAC.

Auch die Kollagen 3 mRNA Expression (Abbildung 19 B) war nach der TAC OP um
das ca. zweifache erhoht. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen wurde
nicht beobachtet. Lediglich ein Trend zur geringeren Expression bei CYP2J2 Tieren

nach TAC war zu verzeichnen.
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Abbildung 19: Kollagen 1 und 3 mRNA Expression post transversaler Aortenkonstriktion (TAC)
A) Kollagen 1 zu 18 S Quotient. Post TAC war eine signifikant erhéhte Genexpression zu verzeichnen.
Zwischen den Genotypen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Ein Trend zur
geringeren Expression bei CYP2J2 Tieren war nach TAC jedoch auffillig. B) Kollagen 3 zu 18 S
Quotient. Post TAC war eine signifikant erhohte Expression zu verzeichnen. In CYP2J2 Tieren war ein
Trend zur geringeren Expression, basal und nach TAC, zu beobachten. Die Daten sind als Mittelwerte
(S.EM. #) dargestellt. WT Sham, n=7; CYP2J2 Sham, n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6.
*p<0,05; -- p<0,1 (Tendenz).

In der Immunhistochemie und in der Sirius-Rot Firbung konnten diese Daten auf
Proteinebene nicht bestitigt werden. Hierbei war schon ein hoher Kollagengehalt bei

Sham Tieren und eine starke Streuung bei TAC operierten Tieren auffallig.
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5.1.3 TAC induzierte QRS-Komplex Verbreiterung und Anstieg der HR wurde
durch CYP2J2 Uberexpression verhindert
Als nicht-invasive Methode zur Aufzeichnung der elektrischen Aktivitit des Herzens

bildet das EKG den etablierten Goldstandard. Vier Wochen nach OP war der QRS-
Komplex der WT Tiere von durchschnittlich 10,7 ms vor auf 14 ms nach TAC OP
signifikant verbreitert (Abbildung 20 A). CYP2J2 Tiere wiesen diese QRS-Verbreite-
rung nach TAC OP nicht auf.

Auffillig war ebenfalls die starke Erh6hung der Herzfrequenz der WT Tiere nach TAC
um 140 Schldge pro min im Vergleich zu den Sham operierten Tieren. CYP2J2 Méuse
zeigten diesen Anstieg post TAC nicht (Abbildung 20 B). Die HR der CYP2J2 TAC
Tiere war mit durchschnittlich 511,8 Schldge pro min signifikant niedriger als die der

WT TAC Tiere (599,3).
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Abbildung 20: EKG Parameter vier Wochen post transversaler Aortenkonstriktion (TAC)

A) Der QRS-Komplex war nach TAC in den WT Tieren signifikant verbreitert. CYP2J2 Tiere zeigten
diese Verinderungen nicht. B) Ebenso stieg die Herzrate (HR) der WT Tiere nach TAC stark an. Bei den
CYP2J2 Tieren war dieser positiv chronotrope Effekt nicht zu beobachten. Die HR war gegeniiber den
WT Tieren signifikant reduziert. C) Die EKG Parameter P, PQ und QTc zeigten geringe Unterschiede. In
den WT Tieren verringerte sich die Linge der P-Welle post TAC leicht. Bei den CYP2J2 Sham Tieren
war die korrigierte QT Zeit geringfiigig verldngert. Die Daten wurden pro Tier iiber eine Minute
aufgezeichnet, analysiert und als Mittelwerte (S.E.M. #*) dargestellt. WT Sham, n=7; CYP2J2 Sham,
n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6; *p<0,05.



Ergebnisse 53

Im Gegensatz dazu konnten nur geringe Unterschiede der gemessenen Parameter P, PQ
und QTc zwischen den Gruppen festgestellt werden (Abbildung 20 C). TAC operierte
WT Tieren wiesen eine Verkiirzung der P-Welle um 2 ms gegeniiber den Sham Tieren
auf. AuBlerdem war die korrigierte QT Zeit der CYP2J2 Sham Tiere mit durchschnitt-
lich 58,6 ms um 4,9 ms ldnger als die der WT Tiere.

5.1.4 CYP2J2 Uberexpression verhinderte ventrikuliire Arrhythmien

Um zu kldren, ob neben den geringen Differenzen im strukturellen Remodelling das
elektrische Remodelling urséchlich fiir die verbesserte Mortalitdt nach TAC durch
CYP2J2 Uberexpression war, wurde die invasive EPU durchgefiihrt. Ziel der Zusatz-
stimulationsprotokolle war es, die Induktion von Arrhythmien zu analyiseren
(Abbildung 21 A). In den Sham WT Tieren gelang dies in durchschnittlich 14,3 % aller
Protokolle. In den hypertrophierten Herzen der WT Tiere nach TAC wurden 46,7 %
der Protokolle reproduzierbar mit > fiinf VES ausgelost. Die Erhohung der Induktion
der VES war signifikant. Bei Sham und TAC operierten CYP2J2 Tieren konnte hinge-
gen in keinem der Protokolle reproduzierbare VES ausgelost werden. Dabei war die
Nicht-Induktion der CYP2J2 TAC Tiere gegeniiber den WT TAC Tieren signifikant.

AF wurde in keiner Gruppe vermehrt induziert.
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Abbildung 21: Induktion von ventrikuléiren Arrhythmien

A) Die Induktion von Arrhythmien in Prozent aller Protokolle wurde durch die chronische
Druckbelastung bei den WT Tieren signifikant erhoht. Bei CYP2J2 Tieren wurden in keinem
Stimulationsprotokoll reproduzierbare Arrhythmien verzeichnet. B) Die Linge induzierter Arrhythmien
nahm durch die transversale Aortenkonstriktion (TAC) induzierte Hypertrophie bei den WT Tieren
signifikant zu. So waren anhaltende ventrikuldre Extrasystolen (VES) (> 10) in 60 % der WT TAC Tiere
zu verzeichnen. Die Daten sind als Mittelwerte (S.E.M. *) dargestellt. n=3 Wiederholungen pro
Messung. WT Sham, n=7; CYP2J2 Sham, n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6; *p<0,05.

Da nicht nur das Auftreten, sondern auch die Lange der Episoden von VES fiir den

klinischen Verlauf und fiir die Prognose von Interesse ist, wurde der Schweregrad in
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nicht-anhaltend (< 10 VES) und anhaltend (> 10 VES) unterteilt (Abbildung 21 B). Bei
den WT Sham zeigten 57 % der Tiere keine reproduzierbaren Arrhythmien. 29 % aus
dieser Gruppe wiesen kurze, nicht-anhaltende, Episoden von VES auf und bei 14 %
waren anhaltende VES induzierbar. Durch die TAC induzierte Herzhypertrophie traten
nicht nur signifikant hdufiger Arryhthmien auf, sondern auch in wesentlich ldngeren
Episoden. So wurden in 60 % der WT TAC Tiere anhaltende VES induziert. In Sham
und TAC operierten CYP2J2 Tieren waren zu keiner Zeit Arrhythmien reproduzierbar

auslosbar.

In Abbildung 22 ist eine reprisentative Aufzeichnung einer EPU vom WT und CYP2J2
Tier dargestellt. Es wurde in der Kammer stimuliert, was daran zu sehen ist, dass auf
jeden Stimulus eine Erregung des Ventrikels folgt. Nach der Basisstimulierung und drei
ES sind polymorphe VES (rote Umrandung) bei dem WT Tier im Oberflichen-EKG
und dem Elektrogramm aus dem rechten Ventrikel (RV EG) zu sehen. Aufgrund der
elektrischen Isolierung der Ventrikel zu den Atrien sind die ventrikuldren Arrhythmien
im Elektrogramm des rechten Atriums (RA EG) nur marginal sichtbar. Nach einer
kompensatorischen Pause folgt der Herzschlag wieder dem Sinusrhythmus.

Im unteren Teil der Abbildung 22 folgen bei dem CYP2J2 Tier bei gleichem Stimu-
lationsprotokoll (10 Basisstimuli + 3 ES) keine Arryhthmien. Nach einer kompen-
satorischen Pause setzt der Sinusrhythmus ein, wobei nach einer Vorhoferregung die

ventrikulédre Erregung folgt.
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Abbildung 22: Repriisentativer Trace einer elektrophysiologischen Untersuchung (EPU) vier
Wochen post transversaler Aortenkonstriktion (TAC)

Neben dem Oberflichen-EKG wurden in der EPU auch intrakardiale Elektrogramme (EGs)
aufgezeichnet. Apikale Elektroden zeichneten das EG des rechten Ventrikels (RV EG) auf, distale das
EG des rechten Atriums (RA EG). Im Anschluss an die Basisstimulierung erfolgten bis zu drei
Extrastimuli (ES). Bei WT Tieren konnten so reproduzierbar ventrikuldre Extrasystolen ausgelost
werden. Bei CYP2J2 Tieren wurden diese niemals reproduzierbar induziert. n=3 Wiederholungen pro
Messung. WT Sham, n=7; CYP2J2 Sham, n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6.
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5.1.5 VERP wurde durch CYP2J2 Uberexpression verlingert

Neben der Untersuchung auf Induktion von Arrhythmien ist es in der in vivo EPU
moglich, Erregungsbildungs- und Leitungseigenschaften des Herzens weiter zu cha-
rakterisieren (4.5.5).

Im Ventrikel bestand der zu untersuchende, physiologische Parameter aus der effekti-
ven Refraktidrphase (VERP). Diese beschreibt das minimale Zeitintervall, das benétigt
wird, um den Ventrikel erneut zu erregen. Nach TAC wurde eine signifikante Erho-

hung der VERP beobachtet (Abbildung 23 A). So stieg bei den WT Tieren nach TAC
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die VERP von 24 auf 30,9 ms und bei den CYP2J2 Tieren von 31,4 auf 45,6 ms.
Zudem waren auch die erhohten VERP Zeiten der CYP2J2 Tiere gegeniiber den WT

Tieren innerhalb einer Behandlungsgruppe hoch signifikant.

RoutineméBig wurden bei jeder Untersuchung ebenfalls im Atrium definierte physiolo-
gische Parameter untersucht. Diese bestanden aus dem WBP, 2:1 Uberleitung,
AVNERP und der AERP. Diese Parameter wiesen zwischen Sham und TAC operierten
sowie zwischen WT und CYP2J2 Tieren nur geringe Unterschiede auf (Abbildung 23
B). Auffillig war lediglich eine signifikante Verkiirzung der AERP der CYP2J2 Sham
Tiere gegeniiber den WT Sham Tieren. Dieser Unterschied war jedoch in herzhyper-
trophierten Tieren nicht mehr vorhanden. AF konnte in keiner Gruppe vermehrt indu-

ziert werden.
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‘WBP [ms] 2:1[ms] |AVNERP [ms] AERP [ms] AF

WT Sham 73,1+3,4 52,0¢1,6 50,2+1,6 20,3+1,0 -

[CYP2J2 Sha 73,7¢1,6 52,0£1,0 48,0£1,0 14,7+0,6 * -

WT TAC 69,6+1,9 53,641,2 443+1,8 16,7+1,4 # -

CYP2)2 TAC| 69,2+2,4 50.4+£2,7 45,610,8 18,4£1,4% -

Abbildung 23: Parameter der elektrophysiologischen Untersuchung nach transversaler Aorten-
konstriktion (TAC)

A) Die ventrikulire effektive Refraktirphase (VERP) in ms war durch die TAC induzierte Herzhypertro-
phie statistisch signifikant erhoht. Zudem wiesen CYP2J2 Tiere im Vergleich zu den WT Tieren bei
Sham und TAC operierten Méusen eine signifikant erhohte VERP auf. B) Wenckebachpunkt (WBP), 2:1
Uberleitung und die Refraktirzeit des Atrioventrikular Knotens (AVNERP) unterschieden sich nicht.
CYP2J2 Shams hatten eine signifikant verkiirzte atriale effektive Refraktidrphase (AERP) gegeniiber WT
Sham Tieren (*) und CYP2J2 TAC Tieren (§). WT TAC Tiere wiesen eine verkiirzte AERP gegeniiber
‘WT Sham Tieren auf (#). CYP TAC und WT TAC unterschieden sich nicht in der AERP. Die Daten sind
als Mittelwerte (S.E.M. #) dargestellt. n=3 Wiederholungen pro Messung. WT Sham, n=7; CYP2J2
Sham, n=6; WT TAC, n=5; CYP2J2 TAC, n=6; *p<0,05.
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5.1.6 CYP2J2 Uberexpression verhinderte Cx43 Dislokation nach chronischer
Druckbelastung
Neben Anderungen der elektrischen Erregbarkeit der Kardiomyozyten ist die Ausbrei-

tungsgeschwindigkeit der Erregungswelle entscheidend in der Entstehung von
Arrhythmien. Diese wird unter physiologischen Bedingungen hauptsichlich durch
sogenannte gap junctions bestimmt. Cx43 bildet den mengenmifig grofiten Anteil von
gap junction Proteinen im Herzen und ist iiberwiegend im Ventrikel exprimiert. Die
Lokalisation an den Glanzstreifen als interzelluldre Verbindung gewdhrleistet, neben
dem Stoffaustausch, die gerichtete elektrische Impulsausbreitung. In den Sham Tieren
konnte Cx43 weiterhin an den intercalated discs ausfindig gemacht werden (Abbildung
24 A) B), wobei nur ein geringer Anteil lateralisiert erschien. In den TAC operierten
WT Tieren wurde hingegen nur eine geringe Expression des Cx43 an den intercalated
discs beobachtet. Der weitaus groite Anteil war delokalisiert und dabei entweder late-
ralisiert oder internalisiert (Abbildung 24 C). Dem Phidnomen der Delokalisation nach
TAC wurde durch die kardiospezifische Uberexpression des CYP2J2 vorgebeugt. So
ist das Cx43 weiterhin an den intercalated discs exprimiert (Abbildung 24 D). Bei WT
und CYP2J2 Tieren ist gleichermaB3en die Hypertrophie der Kardiomyozyten post TAC

zu erkennen.
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Abbildung 24: Immunhistochemische Aufnahme der ventrikuliiren Connexin 43 (Cx43) Lokalisa-
tion

A) B) In den Sham WT und CYP2J2 Tieren war Cx43 an den Glanzstreifen exprimiert. C) Hingegen war
Cx 43 vier Wochen nach transversaler Aortenkonstriktion (TAC) bei den WT Tieren delokalisiert. D)
Diese Lateralisierung und Internalisierung wurde durch die kardiomyozytenspezifische Uberexpression
des CYP2J2 stark gemildert. Cx43 blieb zum groBten Teil an den intercalated discs lokalisiert. Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahme; Balken = 100 pm.

5.1.7 Ventrikulire Arrhythmien wurden ex vivo durch CYP2J2 Uberexpression
und Diazoxid gesenkt
Um Hinweise auf die Wirkungsweise des CYP2J2 Enzyms bzw. seiner Produkte und

Involvierung moglicher Signaltransduktionswege zu erhalten, fand das isoliert perfun-
dierte Herz nach Langendorff Anwendung. In diesem ist es moglich, den direkten

Einfluss einer Testsubstanz ohne firstpass oder feedback Effekte und andere,
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extrakardiale, hormonelle oder neurale Einfliissen zu untersuchen. In Kombination mit
der Stimulation entsprechend der in vivo EPU wurde die Auslosbarkeit von Arrhyth-
mien untersucht. Bei den Sham, Vehikel infundierten WT Tieren lag diese im Durch-
schnitt bei 13,3 % (Abbildung 25). Nach vier Wochen TAC wurden in 91,6 % der
Protokolle reproduzierbare Arrhythmien ausgelost, das eine signifikante Erhohung
darstellt. In CYP2J2, Vehikel infundierten Tieren wurde die Auslosbarkeit signifikant
auf 22,2 % erniedrigt. Nach Infusion von Diazoxid, einem mitochondrialen Karp-
Kanal-Offner, fiir 20 min in die Herzen der WT TAC Tiere wurde die Ausldsbarkeit

signifikant auf 8,3 % reduziert, was der Induktion der Sham Tiere entsprach.
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Abbildung 25: Auslosbarkeit von ventrikuldren Arrhythmien im isoliert perfundierten Herz nach
Langendorff

Die geringe Induktion von ventrikuldren Arrhythmien in den WT Sham Tieren wurde durch eine trans-
versale Aortenkonstriktion (TAC) induzierte Herzhypertrophie signifikant erhht. Durch Uberexpression
des CYP2J2 wurde die Induktion signifikant erniedrigt. Nach Infusion von Diazoxid, einem mitochond-
rialen Karp-Kanal-Offner, in WT TAC Herzen konnte nur noch in 8,3 % der Protokolle ventrikulire
Arrhythmien ausgeldst werden. Die Daten sind als Mittelwerte (S.E.M. *) dargestellt. n=3 Wiederholun-
gen pro Messung. WT Sham Vehikel, n=4; CYP2J2 WT TAC Vehikel, n=4; WT TAC Diazoxid, n=4;
CYP2J2 TAC Vehikel, n=4; *p<0,05.
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5.2 Einfluss der Uberexpression des humanen CYP2J2 auf kardiales
Remodelling und Arrhythmieentwicklung im Modell der chroni-
schen B-adrenergen Stimulation

5.2.1 CYP2J2 Uberexpression hatte keinen Einfluss auf die Herzhypertrophie
Zur Bestimmung der Induktion einer Hypertrophie durch Iso wurde auch hier das

Herzgewicht auf die Tibialdnge normalisiert (Abbildung 26 A). Nach der zweiwdchi-
gen Infusion von Iso wiesen die Herzen eine signifikante Erhohung des Quotienten aus
Herzgewicht (HW)/ Tibialidnge (TL) auf. Dabei wurden keine Unterschiede zwischen
den Genotypen, weder bei den Kontrolltieren noch bei den Iso behandelten Tieren,

festgestellt.

Zur Verifizierung der erfolgreichen, zweiwochigen Infusion von Iso iiber osmotische
Minipumpen wurde der positiv chronotrope Effekt anhand des EKGs bestimmt
(Abbildung 26 B). Am Tag der Implantation konnte unter Narkose in allen vier Grup-
pen eine Herzfrequenz von ca. 400 Schldgen/min ohne Unterschiede zwischen Genoty-
pen bestimmt werden. Nach zweiwochiger Infusion von Iso stieg die Herzfrequenz bei
WT und CYP2J2 Tieren signifikant auf 651 bzw. 646 Schldge/min an. Auch bei den
Kontrolltieren kam es zu einem Anstieg auf 502 bzw. 482 Schldgen pro min. Dies
konnte auf die Benutzung einer zweiten Wirmeplatte bei der zweiten Messung und ggf.
differierender Narkosetiefe zuriickgefithrt werden. Dennoch war der positiv chrono-

trope Effekt von Iso gegeniiber der Kontrollgruppe hoch signifikant.
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Abbildung 26: Effekt der chronischen Infusion von Iso auf A) Hypertrophie und B) Chronotropie
A) Herzgewicht/Tibialinge (HW/TL) in mg/mm. Isoproterenol (Iso) induzierte eine signifikante Hyper-
trophie, wobei keine Unterschiede zwischen den Genotypen vorhanden waren. B) Nach 14 Tagen Iso
Infusion war eine signifikant positiv chronotrope Wirkung zu verzeichnen. WT und CYP2J2 Tiere
wiesen keinen Unterschied auf. Die Daten sind als Mittelwerte (S.E.M. ) dargestellt. WT Vehikel, n=8;
CYP2J2 Vehikel, n=5; WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso, n=8; *p<0,05, -- p<0,1(Tendenz).
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5.2.2 Die systolische Funktion wurde nach chronischer f-adrenerger Stimulation
durch CYP2J2 Uberexpression verbessert
Zur Charakterisierung der systolischen Funktion des Herzens dient die EF, die bei einer

sonografischen Untersuchung routineméafBig ermittelt wird. Bei einer maladaptiven
Hypertrophie ist sie vermindert. Bei den Vehikel infundierten Tieren wurde kein Unter-
schied zwischen den Genotypen festgestellt. Nach der zweiwochigen Infusion hingegen
lag die EF der CYP2J2 Tiere bei 59+2 % und war somit gegeniiber den WT Tieren mit
4743 % signifikant erhoht.
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Abbildung 27: Ejektionsfraktion (EF) nach chronischer Infusion von Isoproterenol (Iso)

Bei Vehikel infundierten Tieren wurde kein Unterschied zwischen WT und CYP2J2 Tieren festgestellt.
Hingegen war die EF nach chronischer Iso Infusion bei den CYP2J2 Tieren gegeniiber den WT Tieren
signifikant erhoht. Die Daten wurden pro Tier iiber eine Minute aufgezeichnet, analysiert und als
Mittelwerte (S.E.M. +) dargestellt. WT Vehikel, n=8; CYP2J2 Vehikel, n=5; WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso,
n=8; *p<0,05.

5.2.3 QRS- und QTec-Verkiirzung nach chronischer B-adrenerger Stimulation
wurde durch CYP2J2 Uberexpression verhindert
Aufgrund der im TAC Modell erlangten Erkenntnis zur Modulation elektrophysiologi-

scher Parameter durch CYP2J2 Uberexpression wurde zur Grundcharakterisierung der
elektrischen Aktivitit des Herzens eine elektrokardiografische Untersuchung durchge-

fiihrt.

Unter basalen Bedingungen wurden keine Unterschiede zwischen den Genotypen

verzeichnet. Jedoch verkiirzte sich der QRS-Komplex und die QTc Zeit der WT Tiere
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nach Iso signifikant (Abbildung 28 A und B). Dieser Effekt war in den CYP2J2 Tieren
nicht zu beobachten.

Aufgrund der chronischen Infusion von Iso kam es in beiden Genotypen gleichermafien
zur signifikanten Verkiirzung der PQ Zeit auf 35 ms und zu einem starken Anstieg der
HF auf knapp 650 Schldge/min (Abbildung 28 C). Die Linge der P-Welle wurde weder

durch Iso noch durch den Genotyp verindert.
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Abbildung 28: EKG Parameter zwei Wochen nach Infusion von Isoproterenol (Iso) oder der
Kontrollsubstanz NaCl

A) Durch chronische f -adrenerge Stimulation verkiirzte sich der QRS-Komplex der WT Tiere. CYP2J2
Tiere zeigten diese Verkiirzung nicht. B) Ebenso wiesen WT Tiere nach Iso Infusion eine verkiirzte QTc
Zeit auf, die in den CYP2J2 Tieren nicht zu beobachten war. C) Basale Unterschiede der EKG Parameter
P, PQ, und HR zwischen den Genotypen waren nicht zu verzeichnen. Nach Iso Infusion wiesen WT (#)
und CYP2J2 Tiere (§) gleichermaflen verkiirzte PQ Zeiten und erhohte HR auf. Die Daten wurden pro
Tier iiber eine Minute aufgezeichnet, analysiert und als Mittelwerte (S.E.M. +) dargestellt. WT Vehikel,
n=8; CYP2J2 Vehikel, n=5; WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso, n=8; *p<0,05.

5.2.4 CYP2J2 Uberexpression verringerte Induktion und Linge von AF nach
chronischer p-adrenerger Stimulation

In gleicher Weise wie in der chronischen Druckbelastung wurde auch im Iso Modell
die EPU zur Untersuchung von Arrhythmien angewendet. In Zusatzstimulations-
protokollen wurde die Induktion von atrialen und ventrikuldren Arrhythmien analysiert.

Uberraschenderweise waren in diesem Modell nur vereinzelt ventrikulire Arrhythmien
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ohne Unterschiede zwischen den Gruppen auszuldsen. Stattdessen wurde die Induktion
von AF bei den WT Tieren durch eine zweiwochige Infusion von Iso signfikant erhoht
(Abbildung 29 A). Durchschnittlich waren in den WT Iso infundierten Tieren in 48,1 %
der durchgefiihrten Protokolle AF reproduzierbar auslosbar. Kardiale Uberexpression
des CYP2J2 senkte die Induktion von AF auf 16,7 % der Protokolle, was in etwa den
Vehikel infundierten WT Tieren entsprach. In CYP2J2 Tieren mit Vehikelinfusion

konnte in keinem Protokoll reproduzierbar AF induziert werden.

Um den Schweregrad des Auftretens weiter zu analysieren, wurde das Auftreten in
nicht-anhaltendes AF (< 30 s) und anhaltendes AF (> 30 s) unterteilt (Abbildung 29 B).
So waren bei den WT Vehikel infundierten Tieren 63 % gar nicht induzierbar, 13 %
nicht-anhaltend und in 24 % der Tiere war anhaltendes AF induzierbar. Bei den
CYP2J2, Vehikel infundierten Tieren waren 20 % der Tiere nicht-anhaltend auslosbar
und 80 % gar nicht induzierbar. Die Arrhythmien traten hier ausschlieflich im
Burstprotokoll auf. Durch chronische Infusion von Iso stieg auch die Linge der
Induktion dramatisch an. So waren 75 % der WT Tiere anhaltend, mit einem Maximum
von 424 s induzierbar. Die restlichen 25 % waren nicht-anhaltend induzierbar. 50 %
der CYP2J2 Tiere waren nach Iso gar nicht induzierbar. Jeweils 25 % waren nicht-

anhaltend und anhaltend induzierbar, was eine signifikante Verbesserung gegeniiber

den WT Tieren darstellte.
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Abbildung 29: A) Induktion von Vorhofflimmern (AF) und B) Quantifizierung der Liinge

A) Die Induktion von AF in Prozent aller Protokolle wurde durch die chronische Infusion von Isoprote-
renol (Iso) bei den WT Tieren signifikant erhoht. CYP2J2 Tiere wiesen nur in 16,7 % der Protokolle AF
auf. B) Die Linge induzierter Arrhythmien nahm durch chronische Behandlung mit Iso zu. So war
anhaltendes AF in 75 % der WT Tiere zu verzeichnen. 50 % der CYP2J2 Iso Tiere wiesen hinegegen
kein AF auf. Jeweils 25 % zeigten nicht-anhaltendes oder anhaltendes AF, was eine signifikante
Reduzierung der Linge gegeniiber den WT Tieren darstellte. Die Daten sind als Mittelwerte (S.E.M. *)
dargestellt. n=3 Wiederholungen pro Messung. WT Vehikel, n=8; CYP2J2 Vehikel, n=5; WT Iso, n=9;
CYP2J2 Iso, n=8; *p<0,05.
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Eine reprisentative Aufnahme der in vivo EPU nach chronischer Infusion von Iso ist in
Abbildung 30 dargestellt. Im oberen Bereich sind das Oberflichen-EKG sowie das RV
EG und das RA EG der WT Tiere dargestellt. Der am Anfang bestehende
Sinusrhythmus wurde durch 10 Impulse der Basisstimulierung abgeldst, an die ein ES
angekoppelt wurde. AF wurde durch eine unregelmiflige und schnelle Abfolge von
Signalen im rechten Vorhof, die tiber das EG aufgezeichnet wurden (rote Umrandung),
bestitigt. Zusitzlich konnte im Oberflichen-EKG gleichermaflen eine schnelle und
unregelmiBige Aufzeichnung der P-Wellen gemessen werden (rote Umrandung). Auch
das RR-Intervall war nicht mehr regelmifig.

Im unteren Bildabschnitt sind gleiche Aufzeichnungen bestehend aus Oberfldchen-
EKG, EG des rechten Ventrikels und rechten Atriums der CYP2J2 Tiere nach
chronischer Infusion von Iso dargestellt. Auch hier wurde der Sinusrhyhtmus von den
10 Impulsen der Basisstimulierung und einem ES abgelost. Anders als bei den WT
Tieren folgte nun eine kompensatorische Pause von ca. 100 ms, um dann wieder dem

normalen Sinusrhythmus mit regelmidBgen P, QRS und T zu folgen.
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Abbildung 30: Reprisentativer Trace einer elektrophysiologischen Untersuchung (EPU) nach zwei
Wochen chronischer Isoproterenol Infusion (Iso)

Neben dem Oberflichen-EKG wurden in der EPU auch intrakardiale Elektrogramme (EGs) aufgezeich-
net. Apikale Elektroden zeichneten das EG des rechten Ventrikels (RV EG) auf, distale das EG des
rechten Atriums (RA EG). Im Anschluss an die Basisstimulierung erfolgte ein Extrastimulus (ES). Bei
WT Tieren konnte so reproduzierbar Vorhofflimmern (AF) induziert werden. Bei CYP2J2 Tieren konnte
dies signifikant reduziert werden. 3 Wiederholungen pro Messung. WT Vehikel, n=8; CYP2J2 Vehikel,
n=5; WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso, n=8.

5.2.5 Eine Iso induzierte AERP Verkiirzung wurde durch CYP2J2 Uberexpres-
sion gemindert.

Aufgrund der beobachteten Unterschiede in den Refraktirzeiten post TAC wurden im
Iso Modell ebenfalls physiologische Parameter aus Atrium und Ventrikel generiert.

Dabei war auffillig, dass die AERP nach chronischer Infusion von Iso bei beiden
Genotypen erniedrigt war (Abbildung 31 A). Die kardiale Uberexpression des CYP2J2
schwichte den Effekt der AERP Verkiirzung jedoch ab. Bei den CYP2J2 Tieren wurde

eine durchschnittliche Refraktdrzeit von 18+0,9 ms im Gegensatz zu 14+0,8 ms der
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WT Tiere ermittelt. Dieser Unterschied zwischen den Genotypen nach Iso war signifi-
kant. Vehikel infundierte Tiere wiesen keinen Unterschiede in der AERP auf. Sie lagen

gleichermaflen bei 21 ms.
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WT Vehikel | 71.3t1,3 | 52,005 48,741,3 28,91,0 -

CYP2J2 Vehikel] 68.8+1,4 50,8+1,5 47,1£1,0 36,4+1,6 * -

WT Iso 67.8£1,0 49,610,6 46,7+1,2 30,5£0,6 -

CYP2J2 Iso 70,0£1,8 53,3:1,4 48,7£1,3 36,840,6 + -

Abbildung 31: Parameter der elektrophysiologischen Untersuchung nach chronischer f-adrener-
ger Stimulation durch Isoproterenol (Iso)

A) Die atriale effektive Refraktarphase (AERP) in ms war durch die zweiwochige Infusion von Iso signi-
fikant erniedrigt. Der Effekt der Iso Infusion wurde durch die CYP2J2 Uberexpression abgeschwicht.
Die CYP2J2 Tiere wiesen eine signifikant erhohte AERP im Vergleich zu den WT Tieren auf. B)
Wenckebachpunkt (WBP), 2:1 Uberleitung und die Refraktirzeit des Atrioventrikular-Knotens
(AVNERP) unterschieden sich nicht. CYP2J2 Vehikel hatten eine signifikant erhohte ventrikulédre effek-
tive Refraktirphase (VERP) gegeniiber WT Vehikel Tieren (*). Ebenso war die VERP der CYP2J2 Iso
Tiere hoher als die der WT Iso Tiere (+). Ventrikuldre Tachykardien (VT) wurde in keiner Gruppe in
erhohtem MaBe induziert. 3 Wiederholungen pro Messung. WT Vehikel, n=8; CYP2J2 Vehikel, n=5;
WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso, n=8; *p<0,05.

Weitere Parameter wie WBP, 2:1 Uberleitung und AVNERP wiesen keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abbildung 31 B). Die VERP war bei den

CYP2J2 Tieren bei Vehikel und Iso infundierten Tieren gegeniiber den WT Tieren

verliangert. VTs konnten in keiner Gruppe vermehrt induziert werden.
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5.2.6 Cx40 Degradation nach chronischer B-adrenerger Stimulation wurde
durch CYP2J2 Uberexpression gemindert
Aufgrund der Ergebnisse einer positiven Beeinflussung des gap juntion Remodellings
in den Ventrikeln durch CYP2J2 Uberexpression wurde eine analoge Untersuchung
auch in den Vorhofen durchgefiihrt. Cx40 bildet im Atrium das bedeutendste gap
Jjunction Protein fiir die geregelte Impulsausbreitung. So zeigten Genmutationen oder —
polymorphismen und daraus resultierende, verinderte Expressionsmuster im Atrium
60-62

eine erhohte Prédisposition zu AF beim Menschen

. 103-106
bei der Maus.

und atrialen Tachyarrhythmien

Nach Firbung mit Cx40 AK konnte eine Abnahme der Cx40 Expression nach chroni-
scher Infusion von Iso festgestellt werden (AAbbildung 32). WT und CYP2J2
Kontrollen wiesen starke Signale in der Immunfluoreszenz auf (AAbbildung 32 A, B),
wobei ein erhohter Anteil in den CYP2J2 Vehikel infundierten Tieren festgestellt
wurde. Bei den Iso infundierten WT Tieren konnte nur ein sehr schwaches, vereinzeltes
Signal von Cx40 gemessen werden (AAbbildung 32 C). CYP2J2 Iso behandelte Tieren
wiesen auch eine geringere Cx40 Expression als entsprechende Vehikel infundierte
Tiere auf (AAbbildung 32 D). Die Intensitit war jedoch hoher als in den WT Iso

infundierten Tieren, womit eine hohere Expression des Cx40 gezeigt werden konnte.
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A) WT Vehikel

‘2w

Abbildung 32: I histochemische Aufnahme der Connexin 40 (Cx40) Firbung des Atriums

A) B) Das Signal der fluoreszierenden Cx40 AK war in den Vehikel infundierten WT und CYP2J2
Tieren intensiv. C) Nach Infusion von Iso konnte in den WT Tieren nur noch ein sehr schwaches Signal
der Cx40 AK erfasst werden. D) Diese Abnahme der Cx40 Expression nach Iso war bei den CYP2J2
Tieren abgeschwicht. Balken = 100 pm

5.2.7 CYP2J2 Uberexpression senkte RNS-Expression profibrotischer Gene
nach chronischer p-adrenerger Stimulation
Der beschriebene atriale Phianotyp der EPU gab im Folgenden Anlass, das strukturelle

Remodelling der Vorhofe niher zu untersuchen. Die wichtigsten Bestandteile der EZM
bilden Kollagen 1 und 3 sowie Fibronektin und werden zum groBen Teil von
Fibroblasten in der EZM synthetisiert. Gemeinsam spielen sie eine wichtige Rolle beim
strukturellen Umbau und wurden daher quantifiziert (Abbildung 33). Unter Basalbedin-
gungen der Vehikel infundierten Tiere wurde kein signifikanter Unterschied in der
Genexpression festgestellt. Nach chronischer Infusion von Iso wurde bei den WT

Tieren ein bis zu dreifacher und signifikanter Anstieg der Genexpression von Kollagen
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1 und 3 sowie Fibronektin im Atrium gemessen. Die kardiospezifische Uberexpression

von CYP2J2 minderte den Anstieg der drei Genexpressionen signifikant.
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Abbildung 33: Genexpression von Kollagen 1 und 3 sowie Fibronektin des Atriums

Durch eine zweiwochige Infusion von Iso kam es zu einer bis dreifach hoheren Expression von A)
Kollagen 1 (Kol 1) und B) Kollagen 3 (Kol 3) sowie C) Fibronektin bei den WT Tieren. Kardio-
myozytenspezifische Uberexpression von CYP2J2 minderte dies signifikant. Bei Vehikel infundierten
Tieren war kein Unterschied in der Genexpression zwischen den Genotypen auffillig. WT Vehikel, n=8;
CYP2J2 Vehikel, n=5; WT Iso, n=9; CYP2J2 Iso, n=8; *p<0,05.
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5.2.8 Gesteigerte interzellulire Kollagenexpression nach chronischer B-adrener-
ger Stimulation wurde durch CYP2J2 Uberexpression gemindert
Zur Bestimmung des interstitiellen Gesamtkollagengehalts wurden Léngsschnitte von

Herzpréparaten angefertigt und mit Sirius Rot gefirbt. Nach zweiwochiger Infusion
von Iso war ein erhohter Gehalt von Kollagenen in den linken Aurikeln der Atrien in
WT (Abbildung 34 C) und CYP2J2 Tieren (Abbildung 34 D) gegeniiber den Vehikel
infundierten WT (Abbildung 34 A) bzw. CYP2J2 Tieren (Abbildung 34 B) auffillig.
Der erhohte Kollagengehalt war epikardial bei WT und CYP2J2 am profundesten. Die
interstitielle Kollagenzunahme nach Iso war jedoch bei den CYP2J2 Tieren wesentlich

geringer ausgepragt als bei den WT Iso infundierten Tieren.
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Abbildung 34: Sirius Rot Fiirbung atrialen Gewebes nach zweiwdchiger Infusion von Isoproterenol
(Iso) bzw. Vehikel

In Langsschnitten des linken Aurikels der Atrien waren Kollagene bei den Vehikel infundierten Tieren in
nur geringem Malle nachzuweisen. Nach zweiwdchiger Infusion von Iso stieg der Gesamtkollagengehalt,
vor allem epikardial an. CYP2J2 Uberexpression minderte dabei vor allem die interstitielle Expression
von Kollagenen nach Iso gegeniiber den WT Tieren. Balken = 100 um
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer kardiomyozytenspezifischen Uber-
expression des CYP2J2 Gens hinsichtlich des damit einhergehenden Effekts auf
Arrhythmien in Hypertrophiemodellen der chronischen Druckbelastung durch TAC

und chronischen f3 -adrenergen Stimulation durch Iso untersucht.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion von Mortalitit und ventrikuldren Arrhyth-
mien in den Tieren mit TAC bedingter Herzhypertrophie, deren ursidchlicher Zusam-
menhang und Vergleich mit anderen Studienergebnissen im Abschnitt 6.1 genauer
diskutiert werden. Die chronische S -adrenerge Stimulation fiihrte im Gegensatz dazu
zu einer eher moderaten Hypertrophie ohne erhohte Mortalitdt im Beobachtungszeit-
raum. Die Neigung zu ventrikuliren Arrhythmien war nicht erhéht. Zu unserer Uberra-
schung zeigte sich jedoch eine signifikant erhohte Induzierbarkeit von AF in den
Kontrolltieren, was durch CYP2J2 Uberexpression verhindert werden konnte. AF ist
bereits in anderen, spezifischen Mausmodellen beobachtet worden, allerdings nicht im
Modell der chronisch f -adrenergen Stimulation, welches einen relevanten Pathome-
chanismus in der AF Entwicklung des Menschen darstellt. Die Relevanz dieser Ergeb-
nisse und der Vergleich mit anderen AF Modellen sind im Abschnitt 6.2 diskutiert.

In dieser Arbeit konnten dariiber hinaus neue Erkenntnisse iiber den molekularen
Wirkmechanismus des antiarrhythmischen Effekts der EETs erlangt werden. Ein
Einfluss auf das strukturelle Remodelling mit Reduktion der Fibroseentwicklung lief3
sich nur sicher im Modell der chronisch f3 -adrenergen Stimulation nachweisen.
Verdnderungen der interzelluliren EZM sind in verschiedenen anderen Studien als
relevant fiir die Entstehung von Arrhythmien beschrieben. Wie sich die Ergebnisse
dieser Arbeit diesbeziiglich einordnen, wird in den Abschnitten 6.1.3 und 6.2.2
beschrieben. Als entscheidend stellte sich eine Verbesserung des elektrischen Remo-
dellings in beiden Hypertrophiemodellen mit moglicher Einbeziehung von mitochond-
rialen Karp —Kanilen heraus, was genauer unter 6.1.4, 6.1.6 und 6.2.3 diskutiert wird.
Eine hohe Relevanz kommt in beiden Modellen dabei der Stabilisierung von gap
Jjunction Proteinen in Atrien und Ventrikeln bei CYP2J2 Méusen zu, was unter 6.1.5

und 6.2.4 niher diskutiert wird.
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Zusammenfassend konnte hiermit erstmals die antiarrhythmische Potenz erhohter
CYP2J2 abhéngiger EET Bildung auf ventrikuldre und atriale Arrhythmien gezeigt
werden. Des weiteren konnten zusitzliche Erkenntnisse zu dem Wirkmechanismus von
EETs erlangt werden. Diese Ergebnisse und das innovative AF Modell in der Maus
stellen eine wichtige Grundlage fiir die Moglichkeit der Entwicklung eines neuen, anti-

arrhythmischen Medikaments basierend auf EET Analoga dar.

6.1 Der Einfluss von kardialer CYP2J2 Uberexpression auf die
chronische Druckbelastung durch TAC

6.1.1 TAC induzierte kardiale Hypertrophie in WT und CYP2J2 Tieren

gleichermafien

107

Durch die von Rockman et al.”" etablierte, chronische Druckbelastung nach TAC

entwickelte sich in Ubereinstimmung mit der Literatur kardiale Hypertrophie.wz' 108, 109
Der Index HW/TL verdoppelte sich nach vier Wochen nahezu von ca. sechs bei den
Sham Operierten auf iiber elf bei TAC Operierten (Abbildung 18). Dabei wurden keine

Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt.

Zur weiteren Verifizierung der Hypertrophie erfolgte die Messung von ANP, BNP und
beta-MHC Expression im Ventrikelmyokard. Diese und weitere Protoonkogene gelten
in vivo und in vitro Modellen von Nagern als etablierte Marker pathologischer, kardia-
ler Hypertrophie."*'*”"'* Im gesunden, adulten Kardiomyozyten sind sie gering oder
gar nicht exprimiert und werden erst im Laufe der Hypertrophie, als Anpassung auf
verminderte Energieresourcen, vermehrt abgelesen.'® ''° So wurde in der vorliegenden
Studie BNP auf 18 S normalisiert und bei den Sham operierten Tieren in sehr geringem
MaBe nachgewiesen (Abbildung 18). Entsprechend publizierter Studien zur BNP
Expression nach TAC wiesen die WT Tiere in der vorliegenden Arbeit einen
fiinffachen Anstieg des BNP auf.''' Die nur tendenziell verringerte BNP Expression
der CYP2J2 Tieren bestitigte, dass kein signifikanter Einfluss auf das Ausmaf} der
Hypertrophieentwicklung ~ durch ~ erhohte = CYP2J2  Expression  bestand.
Ubereinstimmend zu diesen Ergebnissen wurde auch im Modell der chronischen f3 -
adrenergen Stimulation kein wesentlicher Einfluss des CYP2J2 auf die Hypertro-
phientwicklung beobachtet (6.2.1).
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6.1.2 CYP2J2 Uberexpression senkte die Mortalitit nach TAC signifikant und
verbesserte die systolische Funktion des Herzes. Verbesserungen im
strukturellen und elektrischen Remodelling konnten ursichlich gewesen
sein.

Es ist bekannt, dass eine pathologische Hypertrophie und daraus resultierende HF das
Mortalititsrisiko erhoht. Zur Uberlebenszeitanalyse in der vorliegenden Arbeit wurde
die Kaplan-Meier-Kurve als eine grafische Darstellung der Mortalitét iiber die Zeit
angefertigt (Abbildung 16). Im Beobachtungszeitraum von 60 Tagen iiberlebten alle
Sham Tiere. Anders war dies bei den WT Tieren nach TAC. Diese begannen ab Tag 10
zu sterben, wobei nach 60 Tagen nur noch 58 % der Population lebte. Diese
Beobachtung stimmt mit verdffentlichten Arbeiten iiberein.''> Uberraschenderweise
konnte allein durch die Uberexpression des CYP2J2 die Mortalitiitsrate innerhalb der
60 Tage nach TAC bei vergleichender Hypertrophie zu den WT Tieren signifikant
gesenkt werden. Eine entsprechende Vergleichsarbeit existiert in der Literatur zur Zeit
nicht.

Prinzipiell kann die hohe Mortalitdt der TAC Tiere durch ein progredientes Versagen
der kontraktilen Funktion oder durch plotzlich auftretende HerzrhythmusstGrungen
bedingt sein.?' In der vorliegenden Arbeit wiesen Sham CYP2J2 Tiere eine verbesserte
EF gegeniiber den WT Tieren auf (Abbildung 17). Achtwochige chronische
Druckbelastung fithrte zu einer ausgeprigten Herzinsuffizienz, erkennbar an einem
deutlichen Abfall der EF beim WT auf 12+0,5 %. TAC Maé4use mit kardialer CYP2J2
Uberexpression wiesen eine hohere EF von 20£0,5 % auf. Trotz der signifikanten
Differenzen ist in beiden Gruppen nach TAC von einer hochgradigen HF zu sprechen,
die beim Menschen bei einer Pumpfunktion unterhalb von 30 % diagnostiziert wird.
Somit konnte die CYP2J2 assoziierte Reduktion der Mortalitdt nicht ausreichend durch

eine Verbesserung der Pumpfunktion erkléart werden.

Um nihere Informationen iiber die Mechanismen, die ursdchlich fiir die erheblich
verbesserte Mortalitit nach TAC durch CYP2J2 Uberexpression waren, zu erhalten,
musste das strukturelle und elektrische Remodlling als maBgeblicher Anteil an der

kardialen Hypertrophie niher untersucht werden.
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6.1.3 Das strukturelle Remodelling wurde durch CYP2J2 nur geringfiigig beein-
flusst.

Als Reaktion auf einen pathologischen Stimulus mechanischem oder neurohumoralen

Ursprungs kommt es im Zuge des strukturellen Remodellings zur Fibrose, einer

Akkumulation kollagener Fasern. Im hiufig einhergehenden Ungleichgewicht von

Matrixproteinen und deren Regulatoren kommt es in Folge der Anderung des

113 & .
In Uberein-

Metabolismus der Kardiomyozyten zum kardialen Funktionsverlust.
stimmung mit der Literatur entwickelten die Tiere innerhalb von vier Wochen nach
TAC eine deutliche Fibrose, die sicherlich auch fiir die verringerte EF aufgrund
erhohter Steifheit des Ventrikels ursichlich war.' ' ''* Der dreifache Anstieg der
RNS-Expression von Kollagen 1 und 3 der WT Tiere wurde aber nur tendenziell durch

CYP2J2 Uberexpression reduziert. (Abbildung 19).

Allgemein gibt es bisher keine direkten Daten zur Auswirkung von CYP Metaboliten
auf kardiales Matrixremodelling infolge chronischer Druckbelastung. Jedoch werden in
der aktuellen Literatur fibrinolytische Eigenschaften der CYP abgeleiteten EETs iiber
erhohte Expression des ftissue plasminogen-activators im vaskuldren Endothel
beschrieben.'* Dariiber hinaus hemmen EETs die proinflammatorische NF-kB-
Aktivierung. Wie gezeigt wurde, spielt sie in der Fibroseentwicklung im TAC Modell
eine wichtige Rolle, so dass hieriiber ein positiver Effekt der CYP2J2 Expression auf

das Matrixremodelling in unserem Modell erklirt werden kann.'?

Insgesamt erkldren allerdings der ({ibereinstimmend geringe Einfluss auf die
Hypertrophieentwicklung und die Fibroseentwicklung nicht die Unterschiede in der
Mortalitdt. Dies machte eine Wirkung der EETs auf das elektrischen Remodelling

wahrscheinlicher.

6.1.4 Ventrikulire Arrhythmien wurden durch Minderung des elektrischen
Remodellings bei CYP2]J2 Méusen verhindert.

Die EPU ergab eine hohe Induzierbarkeit ventrikuldrer Arrhythmien in den WT TAC

Tieren, was mit bereits publizierten Studien iibereinstimmt.''®

Zu unserer Uberraschung lieBen sich in den TAC Tieren mit CYP2J2 Uberexpression
keine ventrikuldren Arrhythmien trotz signifikanter Hypertrophie und reduzierter

kontraktiler Funktion induzieren (Abbildung 21). Somit konnte erstmals der
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antiarrhythmische Effekt einer erhohten EET Bildung bei kardialer Hypertrophie
gezeigt werden. Die erheblichen Differenzen implizierten einen direkten Zusammen-
hang zwischen der antiarrhythmischen Wirkung durch CYP2J2 Uberexpression und der
deutlich verminderten Mortalitdt nach TAC.

Die Relevanz dieses Zusammenhangs wurde weiterhin durch eine deutliche Stabilisie-
rung von EKG Parametern nach TAC unterstiitzt. Diese konnen als wichtige Marker

fuir das elektrische Remodelling genutzt werden.

Auffillig war eine relevante, mit dhnlichen Arbeiten vergleichbare Verbreiterung des
QRS-Komplexes der WT Tiere nach TAC von 10,7 ms auf 14 ms (Abbildung 20).'"
Laut Literatur ist eine deutliche Verbreiterung des QRS beim Menschen von mehr als
33 % mit einer HF assoziiert ''* und erhoht das Risiko fiir ventrikulire Arrhythmien
deutlich.*®* Zudem war auch die Herzfrequenz bei den TAC operierten WT Tieren stark
erhoht, ebenfalls ein Indikator fiir HF. Diese Verdnderungen wurden bei den CYP2J2
Tieren nach TAC im EKG nicht beobachtet. Sie zeigten keine signifikanten Verédnde-
rungen zu den Sham Tieren. In dieser Arbeit wurden damit erstmals die Auswirkungen
erhohter EET Produktion auf das EKG beschrieben. Bis auf eine leichte, aber signifi-
kante QTc Zeit Verldngerung der CYP2J2 Sham Tiere zeigten sich sonst keine signifi-
kanten Unterschiede in den EKG-Parametern, was relevante Einfliisse auf die
atrioventrikulire Uberleitung ausschlieBt. Da sich die QTc Verlingerung nur bei den
CYP2J2 Sham-Tieren der TAC Studie zeigte und nicht bei den vergleichbaren
Kontrollen der Iso Studie, ist die Relevanz dieses Befundes unklar und muss in weite-

ren Studien verifiziert werden.

Als weiteren Hinweis auf die Beeinflussung der elektrischen Eigenschaften des Herz-
muskels fanden wir eine signifikante Verlingerung der VERP Zeit in beiden aufge-
zeigten Modellen von Herzhypertrophie in CYP2J2 Tieren zu vergleichbaren WT
Tieren (Abbildung 23 und Abbildung 31). Schon unter Kontrollbedingungen war diese
um 6,4 ms bzw. 7,5 ms erhoht. Nach TAC betrug dieser Unterschied zwischen den
Genotypen sogar 14,7 ms, im Iso Modell immerhin noch 6,3 ms . Die VERP stellt das
minimale Zeitintervall fiir die Wiedererregbarkeit der ventrikuldren Kardiomyozyten

dar und korreliert in der Regel direkt mit der AP Linge.

Die Ergebnisse geben Hinweise auf eine Wirkung der EETs iiber am kardialen AP

beteiligte Ionenkanile. In der Tat sind bereits mehrere Arbeiten publiziert, die dieses
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Ergebnis unterstiitzen. So wird eine gesenkte Offnungsbereitschaft des myokardialen
Na*-Kanals * und eine verringerte Offnung und Wiedererregbarkeit des LTCC iiber
direkte Hemmung an einem porzinen Lipidbilayer beschrieben.”> Durch gesenkte
Sensitivitdt zu Adenosintriphosphat (ATP) wird der myokardiale Karp-Kanal akti-
viert.***@ Fiir CYP2J2 Miuse konnte durch Einsatz pharmakologischer Inhibitoren
gezeigt werden, dass die Aktivierung des Karp-Kanals essentiell fiir die verbesserte
Erholung nach Ischimie/Reperfusion ist. Dieser Effekt involvierte die Aktivierung der
p42/p44 mitogen aktivierten Proteinkinase.®’ Dariiber hinaus wurden an isolierten
Kardiomyozyten von CYP2J2 Miusen verstirkte L-Typ Ca®*- und I, (K*)-Strome
gezeigt.'"** Somit fithrt CYP2J2 abhiingige EET Bildung zu einer komplexen Modula-
tion von lonenkanilen. Die teils kontroversen Aussagen zur Wirkung der EETs auf den
LTCC leiten sich wahrscheinlich zum einen von dem Faktum ab, dass regio- und
enantiomer bedingte unterschiedliche Wirkungen der EETs vernachldssigt wurden, und
zum anderen, dass beim porzinen Lipidbilayer eine Aufreinigung des Kanals durchge-
fithrt wurde, bei dem jeglicher Einfluss durch Signaltransduktionswege auBler Acht
gelassen wurde.

Die Lédnge des AP wurde in CYP2J2 Tieren unter TAC Bedingungen noch nicht
gemessen. In isolierten Kardiomyozyten von CYP2J2 wurde jedoch ein verkiirztes AP
gemessen.'® Auch wenn es keine direkten Hinweise auf eine Verkiirzung der APD in
der vorliegenden Arbeit gab, wiedersprechen diese Erkenntnisse nicht den Ergebnissen
dieser Studie. Im vorliegenden Modell sprachen die unveridnderten QT. Zeiten des
Oberflichen-EKGs auf jeden Fall gegen eine Verldngerung der APD. Im Gegensatz
dazu sehen wir in unserem Modell eine Verzogerung der Wiedererregbarkeit, was z. B.
durch eine verzogerte Reaktivierung von Na'-Kanilen erklirbar ist. Die genaue
Messung der AP Linge und durch EETs in vivo regulierte Ionenstrome sollten Gegen-

stand weiterer Studien sein.
Neben stabilen Bedingungen von Ionenverhiltnissen ist des Weiteren die Kommunika-
tion der Kardiomyozyten fiir eine geregelte Herztitigkeit iiberaus wichtig und sollte im

Folgenden zusitzlich untersucht werden.
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6.1.5 TAC induzierte Cx43 Delokalisation wurde durch CYP2J2 Uberexpression
verhindert
Die Impulsleitung im Herzen ist von mehreren Faktoren abhingig: Intrinsischer
Membranexzitabilitit, intra- und extrazelluldrer Widerstand sowie der Zell-Zell Kopp-
lung, die einen niedrigen Widerstand in der interzelluliren Kommunikation bildet.'"
Im Ventrikel wird diese hauptsidchlich von gap junction Kanilen aus der Familie der
Connexine genauer dem Cx43 gewihrleistet.”” '*' Verminderte Expression und
unregelmifBige Lokalisation ist hdufig mit dem elektrischen Remodelling assoziiert und
geht mit strukturellen Herzerkrankungen einher.'”*'** Aus diesem Grund wurde auch
in der vorliegenden Arbeit die Lokalisation des Cx43 untersucht (Abbildung 24). In

den immunhistochemischen Féarbungen zeigten die WT Tiere vier Wochen nach TAC

eine diffuse Verteilung, die z.T. lateralisiert oder intrazelluldr war.

Hingegen zeigten CYP2J2 Tiere nach TAC ihnliche physiologische Cx43-Expressi-
onsmuster wie die Sham Tiere mit einer priddominierenden Lokalisiation in den Zell-
Zell Verbindungen benachbarter Kardiomyozyten. Dieser gap junction stabilisierende
Effekt einer CYP2J2 Uberexpression in der chronischen Druckbelastung des Herzens
ist bisher noch nicht beschrieben worden. Eine Verhinderung einer pathologischen gap

Jjunction Expression kann ebenfalls die antiarrhythmische Wirkung erkléren.

Unterstiitzende Daten fiir diesen Zusammenhang lieferten Untersuchungen an induzier-
baren, Cx43 defizienten Mausen, die durch gap junction Entkopplung eine starke
Reduzierung der Cx43 Expression (> 80 %) und eine moderate Reduzierung der CV
(ca. 40 %) zeigten.'™ '*° Sie wiesen eine regionale Heterogenitit in der Repolarisation

und eine hohe Inzidenz von spontanen und induzierbaren, polymorphen ventrikuldren

127
f.

Tachyarrhythmien au Die Mutation resultierte in einer bis zu 80 %igen Mortalitét

125

aufgrund von spontanen Arrhythmien. = Untersuchungen an konventionellen Cx43 Ko

Tieren konnten wegen perinataler Mortalitit infolge kardialer Malformation des

pulmonalen Ausflusstraktes nicht durchgefiihrt werden.'?'%

Heterozygot defiziente Miuse fiir Cx43 zeigten eine ca. 50 % verringere Cx43 Expres-
sion.®! Sie entwickelten fast keine spontanen Arrhythmien, jedoch zeigten sie

. w132
Kammerflimmern nach akuter Ischimie.

Boulaksil et al. untersuchten 350 Patienten im Endstadium von HF und verglichen

diese mit Gesunden. Dabei stellten sie eine Zunahme der interstitiellen Fibrose fest,
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jedoch unterschieden sie sich nicht in der Menge des exprimierten Cx43. Der Vergleich
von HF Patienten mit VT zeigte eine signifikant verénderte Verteilung des Cx43 im
Gegensatz zu den HF Patienten ohne VT und den Gesunden. Diese Daten konnten in

einem Mausmodell mit TAC bestiitigt werden.'*

Einige Studien assoziierten die verringerte Expression mit einer verzogerten Aktivie-

134, 1 . R .
3 135 widerspriichlich zu diesen

rung der Kardiomyozyten und reduzierter CV.
Erkenntnissen standen Publikationen, die erst ab einer 95 %ig verringerten Expression
des Cx43 einen Effekt auf die CV und Induktion von Arrhythmien im Mausherz fest-

stellen konnten."% 1¥7

Obwohl die Studiendaten insgesamt nicht eindeutig sind, weist doch die Mehrheit auf
eine entscheidende Rolle der Regulation von Funktion und Lokalisation der gap
junctions iiber Phosphorylierungsvorginge hin.''"®!**'4° Die hohe Anzahl an Phospho-
rylierungsstellen (Speziesabhiingig: Maus 24, Mensch 19) gibt dabei die Moglichkeit
einer komplexen Regulation durch Signaltransduktionswege. Beschrieben sind
verschiedene Kinasen wie z. B. Proteinkinasen A, C und G, Protein-Tyrosin-Kinasen,
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, Glykogensynthasekinasen (GSK38), aber auch

Proteinphosphatasen.'*' 12

Dephosphoryliert Phosphoryliert
geschlossen offen

Abbildung 35: Phosphorylierung der Connexine und Einfluss auf den Offnungsstatus, adaptiert'*®

Im phosphorylierten Status der Connexine bildet ein gedffneter Tunnel eine interzellulire Verbindung
zum Austausch chemischer und elektrischer Signale. Durch Stressstimuli wie z.B. Ischimie kommt es
durch Dephosphorylierung zu Konfigurationsveranderungen, die zum Verschluss des Tunnels fithren.

Zum Verstdndnis der Arrhythmogenese entwickelten Wiener et al. das Modell der

kardialen Wellenlinge als Produkt aus CV und ERP.” Eine langsame CV und eine
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kurze ERP gelten dabei als bestimmende Faktoren fiir die Arrhythmogenese.6 Anders
ausgedriickt erhoht die daraus resultierende, niedrige Wellenlinge das Risiko zum

Auftreten von Reentryarrhythmien.] 18

Aufgrund der Daten dieser Arbeit konnen wir von einer erhohten Leitungsgeschwin-
digkeit und erhohter Refraktirzeit in Kardiomyozyten mit verstirkter Produktion
CYP2J2 abhingiger EETs ausgehen. Laut Wiener et al. folgt darauf eine Verlidngerung
der Wellenldnge und somit ein verringertes Risiko fiir Reentry-Arrhythmien durch

EETs. Dieser Zusammenhang wird erstmals in dieser Arbeit beschrieben.

6.1.6 CYP2J2 abhiingige EETs agierten iiber die Offnung des mitochondrialen
Karp-Kanals
Zur weiteren Kldrung des bereits diskutierten, komplexen Wirkmechanismus des anti-

arrhythmischen Effekts der EETs untersuchten wir die Rolle einer Aktivierung
mitochondrialer Kapp-Kanile im hypertrophen Herzen nach TAC. Grundlage dafiir
legte eine Arbeit von Seubert et al..¥’ In dieser fiihrte eine erhdhte EET Generation zu
einer verbesserten kontraktilen Funktion des Herzens nach Ischimie, sogenanntes
postischemic recovery. Dieser protektive Effekt konnte durch einen Inhibitor
mitochondrialer Karp-Kanile aufgehoben werden. Da davon auszugehen war, dass
antiarrhythmische und beschriebene kardioprotektive Effekte von EETs einen gemein-
samen Signaltransduktionsweg nutzen, wurde die Rolle einer Offnung des mitochond-
rialen Karp-Kanals mittels Diazoxid auf eine Reduktion ventrikuldrer Arrhythmien im
isoliert perfundierten Herz nach Langendorff untersucht. Uberraschenderweise konnte
die hohe Induzierbarkeit ventrikuldrer Arrhythmien in den TAC WT Tieren durch die
Offnung des mitochondrialen Karp-Kanals verhindert werden (Abbildung 25). Dies
wies auf eine entscheidende Rolle des Kanals bei der Vermittlung des antiarrhythmi-
schen EET Effekts hin und unterstiitzte die Hypothese eines gemeinsamen Signalweges
mit der EET vermittelten Kardioprotektion bei Ischdmie/Reperfusion. Interessanter-
weise konnte in einer ganz aktuell verdffentlichten Studie an Astrozyten gezeigt
werden, dass eine Offnung des mitochondrialen Karp-Kanals zu einer verbesserten

Zell-Zell-Kommunikation via Cx43 gap junctions fiihrt.'*

Somit ergibt sich die Hypo-
these, dass mitochondriale Karp-Kanile das Bindeglied im Signalweg fiir die in dieser
Arbeit gezeigten, EET vermittelten Verbesserung des gap junction Remodelling

darstellen.
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6.2 Einfluss kardialer CYP2J2 Uberexpression auf die chronische
p-adrenerge Stimulation durch Iso

6.2.1 CYP2J2 Uberexpression hatte nur einen geringen Einfluss auf die Iso
induzierte kardiale Hypertrophie und Funktion
Zur Induktion kardialer Hypertrophie stellt das Modell der chronischen B-adrenergen

Stimulation eine etablierte Methode dar. Der signifikant erhohte Hypertrophieindex
(HW/TL; Abbildung 26 A) nach zweiwdchiger Infusion von Iso durch osmotische
Minipumpen entsprach publizierten Arbeiten.'**'*” Somit war die Funktion der
chronisch B-adrenerg induzierten Hypertrophie in der vorliegenden Arbeit bestitigt.
Gestiitzt wird diese Aussage von dem signifikanten Anstieg der HR (Abbildung 26 B)
durch den positiv chronotropen Effekt des Isos in WT und CYP2J2 Tieren. Fiir die
erhohte HR der Kontrollgruppen nach zwei Wochen wird die Benutzung unterschiedli-
cher Wirmetische und Narkosegerite am Tag 1 und Tag 14 urséchlich sein. Aufgrund
der rdumlichen Trennung von Sicherheitsbereichen war die Benutzung des gleichen

Equipments nicht moglich.

Die positiv chrono-, dromo- und inotrope Wirkung von Iso wird durch eine Aktivie-
rung der B-Adrenorezeptoren am Herzen vermittelt. Uber B;-Rezeptoren wird die
Ca**/Calmodulin abhingige Kinase 2 aktiviert, was einen erhdhten Ca?*-Einstrom zur

45 Diese Tatsache war fiir die fast

Folge hat und die erhohte Kontraktionskraft erklart.
gleichbleibende EF der WT und CYP2J2 Tiere nach chronischer Iso Infusion im
Vergleich zu den Kontrolltieren in dieser Arbeit urséchlich (Abbildung 27). Die durch
Hypertrophie und elektrisches sowie strukturelles Remodelling gesenkte kardiale
Funktion wurde durch den Katecholamin induzierten Anstieg der Kontraktilitit ausge-
glichen. Daher war ein Vergleich der kardialen Funktion mit den Kontrolltieren nicht
moglich. Hierzu wire eine Akutgabe von Iso in den Kontrollgruppen zum Zeitpunkt
der Untersuchung notig gewesen. Dennoch wurde eine erhohte EF durch CYP2J2
Uberexpression nach der chronischen Stimulation durch Iso signifikant. Dies deutet auf

einen protektiven Effekt der kardialen Uberexpression des CYP2J2s auf die kardiale

Funktion nach zweiwo6chiger chronischer B-adrenerger Stimulation hin.

Aus Erkenntnissen der TAC Studie war eine weitere, differenzierte Untersuchung des

strukturellen und elektrischen Remodellings sinnvoll.
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6.2.2 Iso induziertes strukturelles Remodelling war durch CYP2J2 gemindert
Wichtigste Bestandteile der EZM bilden Kollagen 1 und 3 sowie Fibronektin, welche

in kardialer Hypertrophie vermehrt exprimiert sind. Sie wurden daher auch in der
vorliegenden Studie auf deren Genexpression hin untersucht. Durch Aktivierung des B-
Adrenorezeptors erfolgt die Aktivierung des Ca®*-Calcineurin-Calmodulin-Signalwe-
ges mit Aktivierung der Adenylatcylase und PKA, das in Dephosphorylierung und
Translokation des Transkriptionsfaktors nuclear factor of activated T-cells (NFAT)
resultiert (Abbildung 36).

[-adrenerge Stimulation

s

G, ackoppelter _— I
Rezeptor— "
rad © .
/ —. "

Adenylatcyclase

CATMF
PKA

Ca”*/Calcineurin

Nukleus e
NFAT

NFAT|[ Hypertrophieverwandte-Gene

Abbildung 36: Ca**-Calcineurin-Calmodulin-Signalweg

Durch B-adrenerge Stimulation und Aktivierung der Adenylatcyclase steigt intrazellulires cAMP,
wodurch auch PKA aktiviert wird. Durch den Zusammenbau des Ca**-Calcineurin-Calmodulin Komple-
xes wird NFAT dephosphoryliert und translotiert in den Nukleus. Als Transkriptionsfaktor fithrt er zur
Exprimierung hypertrophieassoziierter Gene.

Dies fiihrt zur vermehrten Expression verschiedener, hypertrophieassoziierter Gene, zu
denen auch profibrotische gehoren. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen darin iiber-
ein. Nach zweiwochiger Infusion von Iso war die Genexpression von Kollagen 1 und 3
sowie Fibronektin im atrialen Gewebe ca. dreifach erhoht. Der profibrotische Effekt
des Isos wurde durch die Uberexpression des CYP2J2 signifikant vermindert
(Abbildung 33 A-C). Zur Untersuchung der Fibrose auf Proteinebene wurden histologi-
sche Priparate mit Sirius Rot Firbung angefertigt und ausgewertet (Abbildung 34).
Wie erwartet, wurde ein Anstieg interstitieller Fibrose nach Iso verzeichnet. Dieser war
aber bei den CYP2J2 Tieren wesentlich geringer ausgeprigt. Als ursidchlich kann eine

inhibitorische Wirkung auf den [-adrenergen Signaltransduktionsweg diskutiert
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werden, was eine neue Erkenntnis zum EET Wirkmechanismus darstellen wiirde. Diese

Hypothese muss in weiteren Studien iiberpriift werden.

Studien an Menschen und Tieren haben die Wichtigkeit atrialer Fibrose in der Entste-
hung von AF hervorgehoben. Atriale interstitielle Fibrose nimmt im Alter zu und
wurde hdufig in Biopsien von Patienten mit AF beobachtet.'#6 147 Spach et al. arbeite-
ten an theoretischen Modellen von AF, die ebenfalls der atrialen interstitiellen Fibrose
als Substrat fiir AF eine wichtige Rolle zusprachen.'*® '* Aufgrund der Unterbrechung
interzelluldrer Verbindung wird die inter- und intrazelluldre Erregungsleitung
behindert. Zusitzlich kann es aufgrund gestorter Kapillarisierung zur Unterversorgung
des Myokards kommen.** ** Weitreichend bekannt ist, dass die Quantitit, aber auch die
Art der Fibrose im Interstitium den Widerstand des Gewebes und damit die CV
beeinflusst.''® So wurde im Mausmodell atrialer Uberexpression des TGFf im isoliert
perfundierten Herz nach Langendorff eine Verringerung der CV aufgrund erhohter

- . 150
Fibrose beschrieben.

Die Unterbrechung interzelluldrer Verbindungen durch Kollagenakkumulation kann
zur Anderung von uniformer zu nonuniformer Anisotropie in der atrialen Erregungs-
leitung fithren und aufgrund verlangsamter und heterogener Leitung auch die transverse
Ausbreitung des elektrischen Impulses begiinstigen. Bekannt ist, dass heterogene
Ausbreitung der Erregung als Substrat bei der Entstehung von Reentrytachykardien in

8 Auch im caninen Modell der

relativ kleinen Kreisbahnen eine grofie Rolle spielt.
kongestiven Herzinsuffizienz korrelierten Li et al. die atriale Fibrose mit erhohter
Leitungsheterogenitt."”'

Aufgrund dieses Wissens und der Erfahrungen aus der TAC Studie waren EPUs von

grolem Interesse.

6.2.3 AF wurde durch Minderung des elektrischen Remodellings bei CYP2]J2
Miiusen verhindert
In der EPU konnte keine erhohte Induzierbarkeit von ventrikuldren Tachykardien unter

chronischer f—adrenerger Stimulation festgestellt werden. Dieses unerwartete Ergebnis
war wahrscheinlich durch die nur moderat vorhandene Hypertrophie bedingt. Hingegen

konnte eine deutlich erhohte Induzierbarkeit von AF festgestellt werden, was nach
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derzeitiger Studienlage erstmalig in diesem Nagermodell beobachtet wurde und

zukiinftig einige der bisher genutzten Groftierexperimente ersetzen konnte.

In den WT Iso infundierten Tieren konnte in durchschnittlich 48,1 % der Stimulations-
protokolle AF ausgelost werden (Abbildung 29 A). Zudem wurde auch die Linge der
auftretenden Arrhythmien gegeniiber den Kontrolltieren gesteigert. In 75 % der WT Iso
infundierten Tiere konnten anhaltende Episoden langer als 30 s beobachtet werden. Die
restlichen 25 % zeigten Epsioden zwischen 0,35 und 30 s. Die kardiale Uberexpression
des CYP2J2 wirkte protektiv auf die Induktion von AF nach Iso. So lag der durch-
schnittliche Anteil von induziertem AF bei 16,7 % der Protokolle nach zweiwochiger
Infusion von Iso. Dies war gegeniiber den WT Iso Tieren signifikant erniedrigt. Auch
bei Betrachtung der Arrhythmieldnge der Tiere war ein protektiver Effekt des CYPs
auffillig. Nur 25 % der Tiere zeigten Episoden atrialer Tachyarrhythmien ldnger als
30 s (Abbildung 29 B).

In der Literatur finden sich viele Hinweise fiir eine spezifische Rolle von B-adrenerger
Stimulation auf die Entstehung von AF. So hat das autonome Nervensystem, genauer
die adrenerge/cholinerge Balance, einen profunden Einfluss auf die Entstehung von
AF. Uberwiegen der Aktivitit des adrenergen Systems,”’ aber auch die des cholinergen
Systems sind mit einem erhdhten Auftreten von AF assoziiert.®®

In Studien zur Herzratenvariabilitdt wurde in Patienten mit AF ein erhohtes Level von
adrenerger, relativ zur cholinergen Aktivitit beschrieben.®” Infusion von Iso induzierte
bei 5 % der Patienten ohne Vorgeschichte einer atrialen Herzrhythmusstorung AF und
in 84 % der Patienten mit bekanntem paroxysmalen Auftreten von AF.'* Diese
Erkenntnisse unterstiitzten die Aussage von Gould et al.'’, die eine erhdhte atriale
adrenerge Innervation mit chronischem AF in Patienten postulierten.

In der Pathophysiologie von Katecholamin induziertem AF spielen eine Erhohung des
Ca®*-Einstroms und charakteristische Membranpotential-Oszillationen, sogenannte
Afterdepolarisationen, eine wichtige Rolle. Sie fithren infolge des erhohten Ca®*-
Stroms zu gesteigerter Automatizitit und Arrhythmieneigung."™* Aufgrund dieses
bekannten Einflusses finden B-Adrenorezeptor-Blocker wie Atenolol zur Therapie des
AF Anwendung.

Indirekte Informationen zur Aktivitdt von Ionenkanilen gab die AERP, das minimale

Zeitintervall, das fiir eine erneute Erregung der atrialen Kardiomyozyten notwendig ist.
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In der vorliegenden Arbeit wiesen Tiere mit der hochsten Induktion von AF eine signi-
fikant verkiirzte AERP von 12,5ms auf (Abbildung 31). Durch die kardiale
Uberexpression des CYP2J2 konnte dieser Effekt signifikant abgeschwicht werden. So
betrug die AERP bei diesen Tieren nach Infusion von Iso 18 ms. Somit bestitigte sich
hier ein verlingernder Effekt auf die Refraktirzeit durch CYP2J2 Uberexpression, wie

auch schon durch die VERP im TAC Modell auf ventrikulédrer Ebene dargestellt.

Unerwartet war hingegen die verringerte AERP Zeit der CYP Sham operierten Tiere
aus dem Modell der chronischen Druckbelastung (Abbildung 23). Sie waren unter
basalen Bedingungen im Gegensatz zu den WT Tieren um 5,6 ms erniedrigt. Jedoch
wiesen diese Tiere kein AF auf, was durch stabile interzellulire Verbindungen der gap
Jjunctions und nicht vermehrter Fibrose zu erkldren war. Alleine die Verringerung von

AERRP fiihrte also nicht zur AF Induktion.

Von AF-Patienten und auch aus anderen, etablierten experimentellen AF Modellen ist
bekannt, dass es typischerweise zu einer Reduktion der atrialen Refraktéirzeit kommt.
155. 136 Tpgofern stellt unser Mausmodell ein pathophysiologisch relevantes Modell fiir

AF beim Menschen dar.

Der absolut refraktire Kardiomyozyt stellt im gesunden Patienten die gerichtete, elekt-
rische Ausbreitung sicher. Bei extrem kurzer AERP trifft der Reiz auf bereits wieder
erregbares Gewebe, wodurch sich ein selbstunterhaltender Kreislauf ergibt. Die in der
Literatur beschriebenen Effekte von Iso auf die ERP sind oft widerspriichlich. So

1.7 eine Erhdhung der CV und nur eine geringe Anderung der

beschrieben Shimizu et al
ERP bei Patienten nach einer Infusion von Iso. In Hunden wurde kein Einfluss von Iso
auf die ERP'® und in Kaninchen sogar eine Erhohung der ERP beschrieben.'” In
diesen tierexperimentellen Arbeiten wurden jedoch, anders als in der vorliegenden
Arbeit, entweder die akute Infusion von Iso untersucht, wobei das nach chronischer
Infusion eingesetzte Remodelling auer Acht gelassen wurde, oder lediglich isolierte
Kardiomyozyten und nicht das ganze Organ in vivo untersucht. Des Weiteren existieren
eine Vielzahl von Studien am Menschen, die den Effekt von Iso an isolierten atrialen

160-162
60162 Pas  verwendete

Kardiomyozyten untersuchen und kontrovers diskutieren.
Material stammte jedoch ausschlieBlich von erkrankten Patienten, weil eine Biopsie

Gesunder ethisch nicht vertretbar ist. Eine gesicherte Aussage des Iso Effektes ist aus
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den beschriebenen Arbeiten aufgrund der vielfiltigen Pathogenese von AF nicht zu

treffen.

Bei Tagmananalysen verschiedener K*- und Ca**- Kanilen und entsprechenden Unter-
einheiten konnten keine Unterschiede in der Expression verzeichnet werden (Daten
nicht gezeigt). Somit ist von einer posttranslationalen Regulation der Ionenkanile als
Ursache der Unterschiede in den Refraktirzeiten auszugehen. Mogliche Einfliisse von
EETs wurden bereits in 5.1.4 diskutiert. Auch hier sind genaue Messungen von AP
Dauer und Stirke von Ionenstromen zur weiteren Charakterisierung des

antiarrhythmischen EET Effekts notwendig.

6.2.4 CYP2J2 Uberexpression verhinderte Iso induzierte Cx40 Degradation

Aufgrund der bereits vorhandenen Ergebnisse einer Regulation der gap junction
Expression durch CYP2J2 im TAC Modell wurde auch diese im Atrium in der Immun-
histochemie analysiert. An Cx40 Ko Méusen konnte bereits gezeigt werden, dass Cx40
das fiir die geregelte Impulsausbreitung bestimmende Protein im Atrium ist. Zudem

waren die Tiere anfillig fiir atriale Tachyarrhythmien. %

In der vorliegenden Studie war auffillig, dass die verminderte Expression von Cx40 in
den WT Tieren nach Iso mit einer hohen Induktion von AF in der EPU einherging.
Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass CYP2J2 Uberexpression die Iso indu-
zierte Degradation von Cx40 stark abschwiécht (Abbildung 32) und damit wahrschein-
lich zur verminderten AF Induktion der CYP2J2 Tiere beitrégt.

Ergebnisse aus AF Modellen an Grofitieren unterstiitzen die Beobachtung. So zeigten
Ziegen mit schneller chronischer Stimulation des Ventrikels iiber mehrere Wochen eine
Cx43- und Cx40-Delokalisation und -Degradation.'®® Anhaltende Episoden von AF
korrelierten dabei mit einem verminderten Cx40 Signal in der Immunhistochemie.
Trotz reduzierter Cx40 Proteinexpression in Groftier AF Modellen war der mRNS-
Level fiir Cx40 nicht veréindert.'®'® Diese Beobachtung wurde in Tagmananalysen
der vorliegenden Arbeit ebenfalls gemacht (Daten nicht gezeigt). Die unverinderte
mRNS Genexpression des Cx40 weist auf die iiberwiegende Bedeutung posttranslatio-

naler Regulation bei diesem Mechanismus hin.
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Auch im Menschen konnten Genmutationen oder —polymorphismen und daraus resul-
tierende, verdnderte Expressionsmuster des Cx40 im Atrium in Studien mit familidrer

Hiufung von AF als erhohtes Risiko ebenfalls bestitigt werden.®*%

Aus Erkenntnissen vieler Studien ist von einer verminderten CV durch geringere Cx
Expression auszugehen.166 Dies fiihrt in Kombination mit arrhythmogenen elektrophy-

P,63-66

siologischen Substraten wie reduzierter AER nicht einheitlichen Refraktirzeiten

167 168, 169

sowie abnormaler Impulsweiterleitung zur Initiierung und Perpetuierung von
AF und konnte als mogliches Erklarungsmodell zur Pathophysiologie von AF in der

vorliegenden Arbeit dienen.

Gesamt betrachtend ist nicht von einer selektiven Wirkung der EETs auf Atrium oder
Ventrikel auszugehen. Die Analogien des antiarrhythmischen Effekts zur Protektion bei
Ischdmie/Reperfusion durch EETs weisen eher auf die Aktivierung eines allgemeinen
prosurvival Signaltransduktionsweges von Kardiomyozyten der Atrien und Ventrikel

hin.

6.3 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde das antiarrhythmische Potential CYP2J2 abhéngiger
EETs in zwei Modellen kardialer Hypertrophie untersucht. Zur Imitierung humaner
pathologischer kardialer Hypertrophie wurde diese in méannlichen Mausen durch TAC

und durch chronische Infusion von Iso induziert.

Das TAC-Modell wies im Gegensatz zum Modell der chronisch B—adrenergen Stimu-
lation eine ausgeprigte Hypertrophie mit Entwicklung einer hochgradigen HF und hohe
Mortalitdt auf. In beiden Hypertrophiemodellen war kein relevanter Effekt auf Hyper-
trophie und nur eine leichte Verbesserung der HF durch CYP2J2 Uberexpression zu
verzeichnen. Ungeachtet dessen fithrte die CYP2J2 Uberexpression zu einer signifi-
kanten Reduktion in der Mortalitit im TAC Modell, was nur durch die reduzierte
Neigung zu ventrikuldren Arrhythmien in den CYP2J2 Tieren erkldrbar war. Dieser
antiarrhythmische Effekt wurde durch eine reduzierte Induzierbarkeit von AF im
Modell der chronischen B—adrenergen Stimulation bestitigt.

Ubereinstimmend weisen die Studien in beiden Modellen auf eine entscheidende
Bedeutung einer Verldngerung der Refraktirzeit und Verhinderung von gap junction

Remodelling als Mechanismen des antiarrhythmischen Effekts von EETs hin.
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Zusammen mit den EKG Parametern beweist diese Studie eine signifikante Reduktion
des elektrischen Remodellings durch EETs. Eine Reduktion des strukturellen Remo-
dellings mit verminderter Fibrosierung konnte nur im Modell der chronischen B-—
adrenergen Stimulation bewiesen werden. Dies kann auf eine spezifische Interaktion

von EETs mit dem B—adrenergen Signaltransduktionsweg hinweisen.

Der genaue molekulare Mechanismus der antiarrhythmischen Wirkung von EETs ist
noch unbekannt. Diese Arbeit zeigt, dass Modulation von elektrischen Membran-
eigenschaften und Erhalt physiologischer Zellkopplung iiber gap junctions wichtige
Elemente dieses Mechanismus sein konnten. In Analogie zu den protektiven Eigen-
schaften von EETs bei Ischdmie/Reperfusion war anzunehmen, dass ein weiteres
Element des Signalweges mitochondriale Karp-Kanile beinhaltet. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Kurzzeitinfusion des mitochondrialen Karp-Kanal Offners
Diazoxid die antiarrhythmische Wirkung von EETs in den hypertrophierten TAC

Herzen nachahmt.

Weitere, folgende Arbeiten sollen Aufschluss iiber die genaue Interaktion der EETs mit
Ionenkanilen geben. Welche Ionenkanile sind beteiligt? Hemmen die EETs direkt
Tonenkanile oder agieren sie iiber Signaltransduktionswege? Ist es moglich die Effekte

der EETs durch Analoga zu imitieren und ggf. zu optimieren?
Entscheidende Bedeutung kommt auch der Identifizierung des EET Rezeptors zu.

Diese Arbeit wird in einer anstehenden Firmenausgriindung wichtige Grundlagen zur
Entwicklung neuer EET &hnlicher Medikamente zur Behandlung und Prévention von

AF liefern.

6.4 Limitation der Arbeit

Fiir diese Arbeit wurden minnliche C57BL/6N Miuse mit einer kardialen Uberex-
pression des CYP2J2 und entsprechende WT Tiere verwendet. Trotz Inzucht und
standardisierter Haltung wiesen die Tiere erwartungsgemif individuelle Unterschiede
in Behandlung und Intervention auf, was sich als Standardabweichung und Beeinflus-
sung der statistischen Power widerspiegelt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen nur einen indirekten Schluss auf die Modulation
von Jonenkanilen durch EETs zu. Zur genauen Analyse sind Experimente durch die

1976 entwickelte Patch-Clamp-Technik notwendig. In dieser ist es moglich, nach
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Isolation von einzelnen Zellen, in unserem Falle Kardiomyozyten, kleinste Strome

definierter Kanéle zu messen.'”

Dies wird auch bei der Identifizierung des wirksamen Metaboliten helfen. In der
vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen regio- und stereoisomeren Unterschieden
der EETs differenziert, sondern deren gemeinsame Wirkung betrachtet.

Des Weiteren kann mit den Ergebnissen nur der Effekt einer CYP2J2 Uberexpression
sicher diskutiert werden. Ob iiber die bekannte vermehrte EET Generation noch weitere
EET unabhéngige Mechanismen zu den Ergebnissen beitrugen, kann nicht ausge-
schlossen werden. Deshalb soll zum endgiitigen Beweis, dass tatsdchlich die gebildeten
EETs die antiarrhythmische Wirkung ausiibten, ein weiterer Versuch am isoliert
perfundierten Herz nach Langendorff durchgefiihrt werden. Hier soll der protektive
Effekt des CYP2J2 in einer TAC induzierten Hypertrophie durch Infusion von 14,15-
EEZE, einem selektiven EET-Antagonisten, aufgehoben werden.'”!

Das exakte Verstindnis der EETs auf die Wirkung entsprechender Signaltransdukti-
onswege bzw. eventueller Rezeptoren wird in Zellkulturexperimenten weiter untersucht

werden.
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7 Zusammenfassung

Antiarrhythmische Wirkung einer transgenen Uberexpression des
humanen CYP2J2 in Mausmodellen der Herzhypertrophie

Bastian Spallek

Hintergrund: Kardiovaskuldre Erkrankungen bilden bis heute die Haupttodesursache
westlicher Industrienationen. Kardiales Remodelling, das strukturelle und elektrische
Verinderungen beinhaltet, spielt eine Schliisselrolle in der Entstehung kardialer
Hypertrophie und pradisponiert fiir Arrhythmien und den plétzlichen Herztod.

Cytochrom P 450 Enzyme (CYP) tragen durch Katalyse der Epoxidation oder Hydro-
xylierung von Arachidonsdure (AA) zur Eikosanoid-Biosynthese bei. Enzyme der
CYP2C/2] Subfamilie fungieren als AA-Epoxygenasen und generieren Isozym spezifi-
sche regio- und stereoisomere Epoxyeicosatriensduren (EETs). Sie sind potente
Modulatoren physiologischer Funktionen und konnten iiber bekannte Regulation von

Ionenkanilen antiarrhythmische Effekte ausiiben.

Zielstellung: Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer erhohten EET-Biosyn-
these durch kardiomyozytenspezifische Uberexpression des CYP2J2 auf strukturelles
sowie elektrisches Remodelling und den Einfluss auf Arrhythmien in zwei Mausmo-
dellen kardialer Hypertrophie zu untersuchen.

Zur Induktion kardialer Hypertrophie wurde die transversale Aortenkonstriktion (TAC)
als Modell der chronischen Druckbelastung und im zweiten Ansatz die chronische f3-

adrenerge Stimulation durch Isoproterenol (Iso) angewandt.

Ergebnisse: CYP2J2 Uberexpression fiihrte zur signifikanten Steigerung der Uber-
lebensrate wihrend achtwochiger TAC, was jedoch nicht durch einen relevanten Effekt
auf Hypertrophie und Herzinsuffizienz erkldarbar war. Allerdings konnte eine signifi-
kante Reduktion der Induktion ventrikuldrer Tachykardien in der elektrophysiologi-
schen Untersuchung (EPU) der CYP2J2 Méuse (0/16) gegeniiber den Wildtypen (WT)
(7/15) beobachtet werden. Der wahrscheinlich fiir die Verbesserung der Mortalitéit

ursichliche antiarrhythmische Effekt von EETs konnte erstmals beschrieben werden.
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CYP2J2 Uberexpression fiithrte dariiber hinaus zu einer erhchten ventrikuliren effekti-
ven Refraktirphase, basal und insbesondere nach TAC. Die QRS-Verbreiterung der
WT Tiere nach TAC wurde durch CYP2J2 Uberexpression reduziert. Dariiber hinaus
verhinderte die CYP2J2 Uberexpression eine TAC induzierte Cx43 Dislokalisation.
Zusammen wiesen die Ergebnisse auf Reduktion des elektrischen Remodellings als

zugrundeliegenden Mechanismus der EET Wirkung im TAC Modell hin.

Auch im zweiten Protokoll der chronischen B-adrenergen Stimulation war kein rele-
vanter Effekt auf die Hypertrophieentwicklung in den CYP2J2 Tieren zu verzeichnen.
Im Gegensatz zum TAC Modell reduzierte CYP2J2 die Fibroseentwicklung, was auf
eine spezifische Interaktion der EETs mit dem PB-adrenergen Signalweg hindeutete.
Ventrikuldre Arrhythmien waren in diesem Modell nicht signifikant erh6ht induzierbar.
Allerdings war es moglich, AF in WT Tieren zu induzieren (13/27), was durch CYP2J2
verbessert wurde (4/24).

Die chronische Iso Infusion induzierte eine Verkiirzung der atrialen effektiven Refrak-
tarphase sowie QRS- und QTc-Verkiirzung in WT Tieren. Dies wurde durch CYP2J2
Uberexpression verhindert. Verlust von Cx40 gap junction Proteinen durch Iso wurde
durch CYP2J2 verringert. Somit konnte auch in diesem Modell ein hauptsédchlicher

Einfluss auf das elektrische Remodelling festgestellt werden.

Schlussfolgerung: Diese Studie zeigt zum ersten Mal, dass erhohte EET Biosynthese
in CYP2J2 Miusen eine Steigerung der Uberlebensrate und einen starken antiarrhyth-
mischen Effekt in zwei Modellen maladaptiver kardialer Hypertrophie ausiibt. Unsere
Daten weisen auf eine regulierende Rolle der EETs hauptsidchlich auf das elektrische
Remodelling, durch Einfluss auf Ionenkanéle und gap junction Integritit als zugrunde-

liegenden Mechanismus hin.

Dariiber hinaus konnte ein innovatives, leicht reproduzierbares Vorhofflimmermodell
in der Maus etabliert werden, das neben der Identifizierung eines putativen EET
Rezeptors und seiner nachgeschalteten Targets bei der Entwicklung einer neuen Klasse

von kardioprotektiven und antiarrhythmischen Medikamente helfen wird.
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8 Summary
Antiarrhythmic effects of transgenic overexpression of the human

CYP2J2 in mouse models of cardiac hypertrophy

Bastian Spallek

Background: Cardiovascular diseases remain the leading cause of death in western
industrial nations. Cardiac remodelling, involving structural and electrical changes,
plays a pivotal role in the development of cardiac hypertrophy and predispose to

arrhythmias and sudden cardiac death.

CYP450 enzymes (CYP) contribute to eicosanoid-biosynthesis by catalyzing the
epoxidation or hydroxylation of arachidonic acid (AA). CYP2C/2J subfamily members
function as AA-epoxygenases. They generate isozyme specific sets of regio- and stere-
oisomeric epoxyeicosatrienoic acids (EETs) thereby acting as potent modulators of
physiological functions. Possible anti-arrhythmic effects could be envisioned by the

usage of known regulations of ion channels.

Aims: The aim of this study was to investigate the effect of enhanced EET biosynthesis
through cardiomyocyte specific overexpression of CYP2J2 on structural as well as
electrical remodelling and on the development of arrhythmias in two cardiac hypertro-

phy mouse models.

Cardiac hypertrophy was induced by transverse aortic constriction (TAC) as a model of
chronic pressure overload. In a second approach, we used chronic f-adrenergic stimu-

lation by isoproterenol (Iso).

Results: CYP2J2 overexpression led to a significant increase of survival during eight
weeks of TAC, although this could not be explained with a relevant effect on hypertro-
phy or heart failure. However, we could observe a significant reduction of protocols
with ventricular tachycardia in electrophysiological studies (EPS) of CYP2J2 mice
(0/16) in comparison to wildtype WT (7/15). We could show for the first time that the
antiarrhythmic effect of EETs is most likely responsible for the improvement of the

mortality.
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Additionally, CYP2J2 overexpression resulted in an increase in ventricular effective
refractoriness, basal and especially after TAC. The QRS-complex enlargement of WT
animals after TAC could be reduced by CYP2J2 overexpression. Furthermore CYP2J2

overexpression prevented TAC induced Cx43 dislocation.

Taken together these results indicate a reduction of electrical remodelling as the

underlying mechanism of EET action in the TAC model.

In the second protocol of chronic B-adrenergic stimulation, we could not observe any

relevant effect on hypertrophy development in CYP2J2 animals, either.

In contrast to the TAC model, CYP2J2 reduced the development of fibrosis indicating a
specific interaction of EETs on the B-adrenergic signaling pathway. Ventricular
arrhythmias were not significant increased inducible in this model. However it was
possible to induce atrial fibrillation in WT animals (13/27) that was improved by
CYP2J2 (4/24).

Chronic Iso-infusion induced a shortening of the atrial effective refractory period and
QRS- and QTc-shortening in WT animals. Such an effect could be prevented by
CYP2J2.

An Iso induced loss of Cx40 gap junction protein could be decreased by CYP2J2. Thus,

this model also revealed a major influence on electrical remodeling been observed.

Summary: This study showed for the first time that increased EET biosynthesis in
CYP2J2 mice provides pro-survival and strong anti-arrhythmic effects in two different
models of maladaptive cardiac hypertrophy. Our data suggest a regulatory role of EETs
mainly on electrical remodelling through ion channels and gap junction integrity as the
underlying mechanisms.

Moreover, an innovative, easy reproducible AF-model in the mouse could be described.
Together with the identification of the putative EET receptor and its downstream
targets this may allow the development of a new class of cardioprotective and anti-

arrhythmic drugs.
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