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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 PIlo6tzlicher Herztod

Plotzlicher Herztod, definiert als Tod kardialer Genese im Schlaf oder
innerhalb von einer Stunde nach Auftreten der ersten Symptome, ist eine
der haufigsten unmittelbaren Todesursachen weltweit und einer der
wichtigsten Probleme der Kardiologie und Notfallmedizin.* In Deutschland
versterben jahrlich etwa 100.000 Menschen an pl6tzlichem Herztod, in den
USA sind es nach konservativen Schatzungen etwa 400.000 Menschen;
dies entspricht etwa einem Zehntel der jahrlichen Gesamtsterblichkeit.?
Uber 90% der Falle werden dabei durch ventrikulare Tachykardien und
folgendes Kammerflimmern sowie Kreislaufversagen ausgelést.’* Neben
der hohen Inzidenz und der niedrigen Rate erfolgreicher Wiederbelebungen
stellt die unerwartete, plotzliche Natur des Ereignisses ein besonderes
Problem dar.

Der wichtigste Risikofaktor des plotzlichen Herztodes im hohen Alter ist die
koronare Herzkrankheit. Der plétzliche Herztod ist dessen schwer-
wiegendste und oftmals auch erste Manifestation.! So findet sich bei
plotzlich verstorbenen Sportlern tber 35 Jahren in etwa 80% eine koronare
Herzkrankheit als wahrscheinliche Todesursache.® Bei Kindern und jungen
Erwachsenen hingegen spielt die Familidre Hypertrophe Kardiomyopathie
(FHK) als Risikofaktor die entscheidende Rolle.®” Bei verstorbenen
Sportlern unter 35 Jahren findet man entsprechend in etwa der Hélfte der

Félle eine zu Grunde liegende FHK.®
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1.1.2 Familidre Hypertrophe Kardiomyopathie

Die FHK beruht auf Mutationen der kontraktilen Proteine des Herzens.” Mit
einer gesicherten Pravalenz in der Allgemeinbevdlkerung von 0,2% und
einer deutlich héheren Dunkelziffer ist es eine relativ haufige Erkrankung.®®
In der Mehrzahl der Félle ist es eine autosomal-dominant vererbte
Erkrankung, daher der Name Familiare Hypertrophe Kardiomyopathie. Seit
ihrer Erstbeschreibung durch Alfred Vulpian im Jahre 1868° sind mehr als
150 urséchliche Punktmutationen von bisher elf verschiedenen Proteinen
gefunden worden. Sie wirken wahrscheinlich nicht Uber eine Haplo-
insuffizienz mit entsprechender Veranderung der Protein-Stéchiometrie,
sondern werden normal in das Wildtyp-Protein eingebaut und &ndern als so
genanntes poison peptides dessen Funktion.*! Die Mehrheit der Mutationen
betrifft die schwere Kette des -Myosins mit etwa 30% der Falle, Troponin
T (TNT)-Mutationen stehen mit 15% an zweiter Stelle, wahrend a-
Tropomyosin, Myosin-Bindeprotein C, Myosin-Leichtketten, Troponin I,
Aktin und Titin zusammen etwa 5% ausmachen.”**** In bis zu 50% der
FHK-Falle ist der genetische Defekt bisher unbekannt.

Das klinische Spektrum der FHK reicht vom plétzlichem Herztod bis zu
langsam fortschreitender kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz.*® Die
Anfalligkeit fur plotzlichen Herztod und letztendlich die klinische Prognose
der Mutationen sind eng mit dem Phanotyp, d.h. mit dem Ausmald an
Hypertrophie und Fibrose korreliert.*®*” Obwohl die klinische Diagnose
Ublicherweise auf Basis der myokardialen Wandverdickung gestellt wird, so
ist inzwischen bekannt, dass jegliche Wanddicke mit einer FHK-Mutation
vereinbar ist.'* Eindeutige Genotyp-Ph&notyp-Korrelationen haben bislang

1418 ngofern sind die

leider keine klaren Ergebnisse liefern konnen.
Mechanismen, die zur Entstehung von Herzrhythmusstérungen in jungen
Patienten ohne manifeste Hypertrophie fihren, bisher kaum verstanden.

Eine besondere Gruppe stellen Patienten mit bestimmten TNT-Mutationen

dar, die frihzeitig auch in Abwesenheit von Hypertrophie und Fibrose an
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Herzrhythmusstérungen versterben und einen deutlich Uberproportionalen
Anteil der plotzlichen Todesfalle ausmachen.**%2° Sje betreffen vor allem
junge Patienten, und das Risiko eines pl6tzlichen Herztodes scheint vom
histologischen Befund weitgehend unabhangig zu sein.?**2

Nach in-vitro-Studien haben TNT-Mutationen unterschiedliche Wirkungen
auf die Regulation der Kontraktion, z.B. in Anderungen der maximal
entwickelten Kraft, der Aktin/Myosin-ATPase-Aktivitat oder der pH-
Abhangigkeit.”*>?* Interessanterweise erhéhen beinahe alle TNT-Mutationen
die Ca**-Empfindlichkeit der Myofilamente.**?*3? Dies legt die Vermutung
nahe, dass eine erhohte Ca**-Empfindlichkeit eine eigenstandige Rolle bei

der Entstehung von Herzrhythmusstérungen darstellt.?*3

1.1.3 Ca®"und der kardiale Kontraktionszyklus

Zum Verstandnis der Auswirkungen einer veranderten Ca®*-Empfindlichkeit
der Myofilamente erscheint eine Erlauterung des kardialen Kontraktions-
zyklus sinnvoll (Abb. 1).3*3" Bei der Depolarisation der Zellmembran
gelangt Ca®" durch Ca®*-Kanale vom L-Typ in die Zelle, dieser Einstrom
tragt zum Plateau des Aktionspotentials (AP) bei. Der Ca?*-Einstrom |6st
dariiber hinaus eine weitere Freisetzung von Ca®** aus dem Sarko-
plasmatischen Retikulum (SR) Gber Ryanodin-Rezeptoren (RyR) aus. Diese
ubertrifit mengenmé&fig den initialen Einstrom bei Weitem. Dieser Vorgang
wird auch als Calcium-induced Calcium Release (CICR) bezeichnet. Die
nachfolgende Erhohung der intrazellularen Ca?"-Konzentration ([Ca®'])
erlaubt eine Aktivierung der diinnen Filamente: Ca?" bindet an Troponin C,
die Ca?*-bindende Untergruppe des Troponins. Diese bildet zusammen mit
Troponin T, Troponin | und Tropomyosin die regulatorische Komponente
des kontraktilen Apparates des Kardiomyozyten. Die Bindung von Ca®" am
Troponin C entfernt die hemmenden Wirkungen des Troponin | und des
Troponin T-Tropomyosin-Komplexes, Aktin und Myosin kdénnen so

interagieren. Der ,Kopf* des Myosins und Aktin bilden Querbricken und es
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kommt zur Kontraktion, wie sie erstmals von Andrew Huxley im Jahr 1954
beschrieben wurde.®® Eine Erniedrigung des [Ca®*], ermdglicht
anschlieBend die Relaxation. Hierfir muss Ca®" wieder aus der Zelle
entfernt werden, dieses findet Uber vier unterschiedliche Wege statt: die
SR-Ca®**-ATPase, die zellmembran-standige Ca?*-ATPase, den Na‘/Ca**-
Austauscher und eine Aufnahme in die Mitochondrien. Der Aufnahme in
das SR kommt dabei der bei weitem grof3te Anteil zu; beim Menschen und
anderen grollen Saugetieren wie Katzen sind es etwa 70% des

freigesetzten Ca®*, bei der Maus sogar (iber 90%.3¢3°

200 ms

Abbildung 1. Ca*-Zyklus eines Kardiomyozyten. Das Fenster zeigt ein
Aktionspotential, den folgenden Ca**-Transienten sowie den entsprechenden
Kontraktionsablauf. NCX bedeutet Na‘/Ca**-Austauscher, RyR Ryanodin-
Rezeptor, ATP ATPase; PLB Phospholamban und SR Sarkoplasmisches
Retikulum. (Abb. modifiziert nach Bers.34)
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1.1.4 Die Ca*-Empfindlichkeit der Myofilamente

Fur die Kraftentwicklung der Kontraktion sind zwei Faktoren entscheidend:
Erstens die Héhe und Dauer des Ca?'-Transienten, d.h. des Zeitverlaufs

2+]i

von [Ca innerhalb einer Herzaktion, zweitens die Kraft, die bei

*]i entwickelt wird. Diese entwickelte Kraft ist wiederum

vorgegebenem [Ca
eine Funktion der Anzahl der gebundenen Querbricken (abhangig vom
Ausmald der Aktivierung der dunnen Filamente) und der Kraft jeder
einzelnen Querbriicke. Messungen der Ca?*-Empfindlichkeit erhalt man mit
Hilfe isometrischer Muskel-Praparationen, wobei die Abhangigkeit zwischen
[Ca®*]i und entwickelter Kraft gemessen wird.*® Die entstehenden Kurven
werden auf die maximal entwickelte Kraft normalisiert. Diese wird erhalten,
wenn alle verfiigbaren Troponin C-Molekiille Ca®* gebunden haben und die
maximale Anzahl krafterzeugender Querbriicken gebildet ist. Auf diese
Weise kann man fur jegliche Unterschiede in der Kraftproduktion der
einzelnen  Querbriicken korrigieren. Eine Erhéhung der Ca*-
Empfindlichkeit zeigt sich dabei als Linksverschiebung dieser Kurve. So ist

fur ein gegebenes [Ca?'];

die Aktivierung der diunnen Filamente hdher und
mehr Troponin C-Molekiile haben Ca?' gebunden. Die Aktivierung der
dunnen Filamente ist ein sehr kooperativer Prozess mit einem Hill-
Koeffizienten von uber 5 im intakten Herzmuskel, so dass die erhaltenen
Kurven eine ausgepragte nicht-lineare Abhangigkeit zeigen.** Abbildung 2

zeigt ein reprasentatives Beispiel.
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Abbildung 2. Die Ca2+-EmpfindIichkeit als Abhangigkeit zwischen [Ca2+]i
und der entwickelten Kraft, normalisiert auf die maximal entwickelte Kraft.
Das Beispiel zeigt zwei Linien transgener Mause mit einer Troponin T-
Mutation (Tgl79N) im Vergleich zu nicht-transgenen Tieren sowie Tieren,

die den humanen Wildtyp exprimieren (Abb. modifiziert nach Miller et al.*?).

1.1.5 Regulation der Ca *-Empfindlichkeit

Die Ca**-Empfindlichkeit wird von einer Vielzahl von Faktoren eng reguliert,
um dem Herzen kurz- und langfristige Anpassungen an veranderte
Anforderungen zu ermoéglichen. Eine Fillung des Herzens und
entsprechende Dehnung der Myofilamente fuhrt zu einer signifikanten
Erhéhung der Ca®*-Empfindlichkeit, vor allem hervorgerufen durch eine

343543 Dijeser

optimierte Uberlappung der Aktin- und Myosinfilamente.
wichtige autoregulatorische Mechanismus ermdglicht dem Herzen auf
wechselnde Vorlasten auf einer Schlag-zu-Schlag-Basis zu reagieren, er ist
auch als Frank-Starling-Mechanismus bekannt.** Zu einer Erniedrigung der
Ca’"-Empfindlichkeit hingegen kommt es bei Azidose, erhdhten Phosphat-

und Mg?*-Konzentrationen.*** Alle drei Faktoren kommen bei Ischamie
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vor. Die Erniedrigung der Ca**-Empfindlichkeit spielt wahrscheinlich initial
eine Rolle bei der Einschrankung der Kontraktilitdt bei kardialer Ischamie.
Eine Reduzierung der Ca**-Empfindlichkeit resultiert auch aus pB-adrenerger
Aktivierung. Hierbei kommt es Uber eine Stimulation der Adenylatzyklase
und eine vermehrte Produktion von zyklischem Adenosinmonophosphat zu
einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Diese erniedrigt die Ca**-
Empfindlichkeit vorwiegend tiber eine Phosphorylierung von Troponin 1.3>4°
Die Erniedrigung der Ca®*-Empfindlichkeit spielt auch eine Rolle bei der
beschleunigten Relaxation des Herzens mit 3-adrenerger Stimulation, dem
so genannten lusitropen Effekt.*> Dieser ist vor allem durch eine schnellere
Ca”*-Aufnahme in das SR bedingt, welche iiber eine PKA-induzierte
Phosphorylierung von Phospholamban vermittelt wird. Eine Ca?'-
Empfindlichkeit wirkt dabei unterstitzend, indem sie eine schnellere
Dissoziation des gebundenen Ca?* von den Myofilamenten erlaubt.

Die Ca?*-Bindung der Myofilamente spielt insgesamt eine bedeutende Rolle
als Puffer im Ca**-Zyklus einer Herzmuskelzelle.®*® So bindet etwa 50% des
aus dem SR freigesetzten Ca** wahrend eines typischen Herzschlages an
Troponin C.*® Insofern werden Anderungen der Ca®*-Empfindlichkeit nicht
nur die myokardiale Kontraktilitat erhohen, sondern vielfaltige zusatzliche

Auswirkungen auf den Ca**-Zyklus der Myozyten haben.

Eine Erhéhung der Ca**-Empfindlichkeit findet sich auch bei Patienten mit

Al Zwei

Herzinsuffizienz und bei Tieren nach einem Myokard-Infarkt,
Zustanden die ebenfalls mit einer hohen Inzidenz ventrikularer Arrhythmien
einhergehen und die wichtigsten Ursachen fur den plétzlichen Herztod im
Alter darstellen.>°%>3

In beiden Féallen scheint die Ursache in einer veranderten Signal-
transduktion bei adrenerger Stimulierung zu liegen, hervorgerufen durch
eine verminderte Phosphorylierung des Troponin 1.4°®*! Ausdauertraining ist
erwiesenermalien eines der effektivsten Therapieverfahren nach einem

Herzinfarkt, es senkt Kklinisch und experimentell die Mortalitdt und

7
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insbesondere auch die Anfélligkeit fir plotzlichen Herztod.>*>’ Interessan-
terweise normalisiert Ausdauertraining nach einem Herzinfarkt im Tier-
modell die zuvor erhéhte Ca?*-Empfindlichkeit, wie de Waard und Kollegen
kiirzlich zeigen konnten.”® Der Stellenwert dieser Daten ist noch nicht

eindeutig zu beurteilen, er verdient jedoch einer naheren Betrachtung.>®

1.1.6 Ca*'-Sensitizer

Die Ca?'-Empfindlichkeit lasst sich auch pharmakologisch erhéhen. Seit
einigen Jahrzehnten wird versucht, den positiv inotropen Mechanismus
einer erhohten Ca?*-Empfindlichkeit mit Hilfe so genannter Ca**-Sensitizer
bei der Behandlung der Herzinsuffizienz zu nutzen. Medikamente, die
ausschlieBlich iiber eine Veranderung der Ca®*-Empfindlichkeit wirken,
haben sich jedoch nicht durchsetzten koénnen und keine klinische
Zulassung erhalten, da sie eine diastolische Dysfunktion verstarken.®® Das
am besten untersuchte Medikament dieser Gruppe ist EMD 57033. Es wirkt
wahrscheinlich durch Reduktion der hemmenden Wirkung des TNT-
Tropomyosin-Komplexes sowie durch direkten Eingriff in den Querbricken-
zyklus. Damit ist es in seiner Wirkung sowohl unabhangig von Ca?" als auch
vom Troponin C.°° Zusétzlich zu seiner Wirkung auf die Ca®*-Empfind-
lichkeit besitzt es eine aul3erst schwache Phosphodiesterase (PDE)-III-
inhibitorische Wirkung, die jedoch erst in sehr hohen Konzentrationen zu
tragen kommt und in physiologischen Konzentrationen zu vernachlassigen
ist.r Vor einigen Jahren konnten Evans und Kollegen zeigen, dass EMD
57033 die Anfalligkeit fuir ventrikulare Tachykardien im Tiermodell erhéht,®?
allerdings konnte eine andere Gruppe diese Ergebnisse nicht bestatigen.®?
Somit bleibt das Thema kontrovers.

Eine klinische Zulassung erhalten haben hingegen Ca?*-Sensitizer, die eine
ausgepragte PDE-inhibitorische Wirkung aufweisen: einzige Vertreter
dieser Gruppe sind Levosimendan und Pimobendan.”® Sie werden als Mittel

der zweiten und dritten Wahl bei schwerer Herzinsuffizienz eingesetzt.
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Durch die Hemmung der Phosphodiesterase-lll kommt es Uber eine
Erhéhung des zyklischen Adenosinmonophosphats zu einem lusitropen
Effekt, der dem einer B-adrenergen Stimulation ahnelt und der diastolischen
Dysfunktion entgegen wirkt.®* In klinischen Studien konnte jedoch keine
Verbesserung der Mortalitat mit Pimobendan nachgewiesen werden.®® Fiir
Levosimendan hingegen wurde in einer kontrollierten randomisierten Studie
kiirzlich eine erhohte Inzidenz ventrikularer Tachykardien berichtet.®®
Selbstverstandlich kénnen die beobachteten Arrhythmien vielfaltige
Ursachen habe; gleichwohl zeigen die zitierten Studien eine interessante
weitere  Assoziation zwischen erhéhter Ca®"-Empfindlichkeit und

plotzlichem Herztod.

1.2 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine erhéhte Ca*'-
Empfindlichkeit der kardialen Myofilamente ein unabhé&ngiger Risikofaktor
bei der Entstehung von Herzrhythmusstérungen und plétzlichem Herztod
ist. Um diese Hypothese zu testen, wurde der Einfluss sowohl akut als auch
chronisch erhdhter Ca?*-Empfindlichkeit auf 1) den Ca®**-Zyklus 2) die
Regulation des Aktionspotentials und 3) die Anfalligkeit far Arrhythmien
untersucht.

Als chronisches Modell dienten transgene Mause mit einer TNT-Mutation
(TgI79N), die eine erhéhte Ca®*-Empfindlichkeit (Abb. 2) und einge-
schrankte diastolische Relaxation, aber keine Hypertrophie oder Fibrose
zeigen.**®” Dieser Mutation wurde eine TNT-Mutation (TgR278C) mit
unveranderter Ca®*-Empfindlichkeit gegeniibergestellt.?” Sie zeigt ebenfalls
eine eingeschrankte Relaxation,®® besitzt klinisch/phéanotypisch jedoch eine
bessere Prognose und weist ebenfalls keine Hypertrophie oder Fibrose
auf.’®27.%9 Bejde Gruppen wurden weiterhin mit nicht-transgenen Tieren
(Non-Tg) sowie mit Mausen verglichen, die humanes TNT exprimieren
(Wildtyp, WT). Diese dienten als Kontrollgruppe.
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Unsere Arbeitsgruppe konnte im Vorfeld zeigen, dass die Tgl79N-Mutation
in vivo nach Applikation des B-adrenergen Agonisten Isoproterenol eine
erhdhte Rate ventrikularer Ektopie aufwies (Abb. 3). Dieses gilt auch fur die
Troponin-Mutationen F110l und ssTNI, die ebenfalls eine erhéhte Ca**-
Empfindlichkeit aufwiesen. TgR278C hingegen zeigte keine vermehrte
ventrikulare Ektopie und unterschied sich nicht von den beiden

Kontrollgruppen.

Als Modell fiir eine akut erhéhte Ca?*-Empfindlichkeit wurde der Ca?*-
Sensitizer EMD 57033 gewahlt. Wie erwéhnt &hnelt dieser Wirkstoff in
seiner Wirkung den allermeisten FHK-Mutationen, da er seine Wirkung
nicht am Troponin C, sondern in der Interaktion der dicken und dinnen
Filamente entwickelt. Weiterhin kdonnen mit dieser akuten Intervention
sekundare Langzeiteffekte wie Hypertrophie und Fibrose ausgeschlossen
werden. Als Versuchsobjekt dienten hierbei neben Mausen auch Katzen,
die in ihrer Elektrophysiologie dem Menschen ahnlicher als Mause sind und
daher eine gute Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

zulassen.”®"*

10
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Abbildung 3 . Ventrikuldre Ektopie in Troponin-Mutationen, induziert durch
Isoproterenol. A, Beispiel eines vorzeitigen Schlages sowie eines Couplets in
einer TgF110I-Maus. B, Inzidenz vorzeitiger ventrikularer Schlage (Premature
Ventricular Beats, PVBs) in anasthesierten Mausen vor und nach
Isoproterenol-Gabe. Non-Tg, n=14; TgWT, n=7; TgR278C, n=13; Tgl79N,
n=9; TgF110I, n=6; TgssTNI, n=5. *p<0,05.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Tiere wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in den
Einrichtungen fir Versuchstiere im Georgetown University Medical Center,
Washington DC, USA untergebracht. Die Tiere wurden entsprechend der
Richtlinien des National Institutes of Health (NIH) gehalten. Die
Experimente wurden vom Institutional Animal Care and Use Committee der

Georgetown University genehmigt.

2.1.1 Mause

Die Tiere fur das chronische Modell stellte die Arbeitsgruppe von Dr. James
Potter der University of Miami School of Medicine, FL, USA zur Verfligung.
Die Genierung und in-vitro-Charakterisierung dieser transgenen Modelle
sind ausfiihrlich beschrieben.?”*?®” Es handelte sich um mannliche und
weibliche Tiere im jeweils gleichen Verhaltnis in allen Gruppen. Um die
Teststarke zu erh6hen, wurden die Daten der beiden Kontrollgruppen, der
nicht-transgenen Tiere sowie der Tiere mit Wildtyp-TNT, kombiniert.
Vorherige Charakterisierungen hatten keine signifikanten Unterschiede
bezuglich kontraktiler Parameter in vitro und in vivo gezeigt. Ferner
bestanden in vivo keine Unterschiede zwischen nicht-transgenen und
Wildtyp-Méausen im Hinblick auf EKG-Parameter und der Inzidenz

ventrikularer Tachykardien.*#%®

Fur das Akutmodell wurden 3-4 Monate alte Mause beiderlei Geschlechts

vom ICR-Stamm verwandt, sie wurden von der Fa. Taconic Inc.;

Germantown, NY, USA bezogen.
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2.1.2 Katzen

Die Katzen wurden von der Fa. Biomedical Association Inc.; Friedensburg,

PA, USA bezogen; es handelte sich um mannliche und weibliche Tiere.

2.2 Préaparation der isoliert-perfundierten Herzen

2.2.1 Mause

Die Mause wurden heparinisiert (250 IE Natrium-Heparin; Fa. Sigma-
Aldrich; St. Louis, MO, USA) und mit 2%igem Tribromoethanol (20 mi/kg
Korpergewicht; Fa. Fisher Scientific, Hampton, NH, USA) intraperitoneal
anasthesiert. Nachdem eine fir chirurgische Eingriffe ausreichende
Narkosetiefe erreicht war, wurden eine Thorakotomie durchgefihrt und das
Herz entfernt. Die Herzen wurden vom umgebenden Fettgewebe befreit, die
Aorta wurde prapariert und kanuliert. Das Herz konnte so retrograd
perfundiert werden, da das herzwarts stromende Perfusat einen Schluss
der Aortenklappen bewirkt und in die Koronararterien fliel3t. Dieses

2 ist auch

Verfahren, 1895 von Oscar Langendorff erstmals beschrieben,’
als Langendorff-Perfusion bekannt.

Uber eine Rollerpumpe (Minipulse, Fa. Gilson; Middleton WI, USA) erfolgte
die Zufuhr des Perfusats, der Perfusionsdruck betrug 80 =+ 10 mmHg, die
Temperatur 36,5° C. Als Perfusionslésung wurde Krebs-Henseleit-Puffer
verwandt, mit der Zusammensetzung (mmol/l): NaCl 118; KCI 4,7; CacCl,
2,3; MgSO4 1,2; Na-EDTA 0,5; NaHCO3; 25; KH,PO4 1,2; Glukose 11. Der
Puffer wurde fur mindestens eine Stunde ausbalanciert mit 95% O, und 5%
CO2, um einen pH-Wert von 7,4 zu erreichen. Der Fluss der Vv. cordis
minimae (Thebesii) wurde durch eine kleine Offnung im Apex der linken
Kammer drainiert, welches mit einer 25 Gauge-Nadel gestochen worden

war.
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2.2.2 Katzen

Die Katzen wurden durch eine intramuskuldare Gabe von Ketamin (22
mg/kg Koérpergewicht) und Acepromazin (0,2 mg/kg Korpergewicht; jeweils
Fa. Fisher Scientific; Hampton, NH, USA) sediert und analgesiert. Uber die
linke Vena femoralis wurde ein intravenoéser Zugang gelegt und Heparin
appliziert (500 IE Natrium-Heparin; Fa. Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
USA). AnschlieBend wurde intravends Pentobarbital (25 mg/kg Koérper-
gewicht; Fa. Fisher Scientific, Hampton, NH, USA) gegeben, bis eine fir
chirurgische Eingriffe ausreichend tiefe Anasthesie erreicht war. Uber eine
mediane Sternotomie wurde das Herz entfernt und entsprechend dem
Vorgehen bei der Maus an eine Langendorff-Perfusion angeschlossen. Der
Perfusionsdruck betrug dabei 90 £ 10 mmHg, ansonsten unterschied sich

der Aufbau nicht vom oben beschriebenen bei der Maus.

2.3 Elektrophysiologische Messungen an isolierten Herzen

2.3.1 Volumen-abgeleitete EKGs und monophasische

Aktionspotentiale

Der experimentelle Aufbau der elektrophysiologischen Messungen an
Maus-Herzen wird in Abbildung 4 gezeigt. Die Apparatur ist speziell fir die
beschrieben Experimente gefertigt worden.

Das kanulierte Herz wurde in ein mit Perfusionslésung gefllltes Bad gelegt.
Dort ruhte es horizontal in einer Mulde aus Silikon fir mindestens 10
Minuten, bevor Messungen durchgefuhrt wurden. Das EKG wurde uber vier
Silber/Silberchlorid-Elektroden abgeleitet, die &hnlich der Einthoven-

Konfiguration um die Mulde positioniert waren.”®
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Abbildung 4, Experimenteller Aufbau fur elektrophysiologische
Untersuchungen isoliert-perfundierter Herzen (Abb. modifiziert nach Knollmann

etal ™)

Die Messung ventrikularer Aktionspotentiale in intakten Herzen in Form von
Monophasischen Aktionspotentialen (MAPs) sind von Franz, Knollmann
und Kollegen ausfihrlich beschrieben und gegeniber transmembranen
Aktionspotentialen validiert worden.’”*"® Durch den Kontakt des Katheters
auf dem Myokard kommt es zu einer lokalen Depolarisation in unmittelbarer
Nachbarschaft der Elektrode. Die entstehenden Feldstrome kdnnen mit
Hilfe der MAP-Elektrode relativ verlustfrei aufgenommen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden MAPs mit Hilfe eines 0,25 mm-Katheters
gewonnen, der dafur speziell gefertigt worden war. Dieser besteht aus
einem elastischen Strang zwei verdrillter Silberdrahte von 95%iger

Reinheit, die durch Teflon-Hilsen bis auf die Spitze isoliert sind. Die
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distalen 3 mm der Spitze sind im rechten Winkel zum Schaft gebogen. Die
Spitzen beider Drahte sind galvanisch chloridiert, um Leckstrome zu
verhindern. Der als Mess-Elektrode vorgesehene Draht ist an der Spitze
abgerundet, damit es nicht zu einer Verletzung des Myokards kommt. Die
Spitze der Referenzelektrode endet etwa 2 mm proximal der
Messelektrode, um gleichzeitigen Kontakt mit dem Myokard zu verhindern.
Der MAP-Katheter wurde nun vorsichtig in rechten Winkel auf das Epikard
des linken Ventrikels abgesenkt, bis ein schonender, aber stabiler Kontakt
hergestellt war. Die elastische Eigenschaft des Schaftes stellte sicher, dass

der Anpressdruck auch bei schlagendem Herzen konstant erhalten blieb.

Die EKG- und MAP-Aufnahmen wurden verstarkt (EKG: Fa. Stellar
Technology Inc.; San Jose, CA, USA. MAP: EP Technologies Inc.; Manlo
Park, CA, USA), mit einer Aufnahmerate von 2000 Hz digitalisiert (Fa. Data
Sciences International; Saint Paul, MN, USA) und in dem Datenaufnahme-
System PowerLab gespeichert (Fa. ADInstruments Inc.; Menlo Park, CA,
USA). AnschlieBend konnten die Daten offline analysiert werden. Fur die
morphologischen Untersuchungen von EKG und MAPs wurde eine speziell
in LabVIEW geschriebenen Software genutzt (Fa. National Instruments;
Austin, TX, USA), fur die Auswertung von Haufigkeiten arrhythmischer
Aktivitat wurde das Programm Chart des Datenaufnahme-Systems

verwandt.

Die MAP-Aufnahmen mussten folgenden Qualitatskriterien erfillen: eine
stabile Grundlinie; ein gerader Aufstrich mit einer Dauer von weniger als 2
ms und einer Amplitudenhdéhe von wenigstens 1 mV sowie eine schnelle
erste Phase der Repolarisation ohne Plateau. Bei der typischen murinen
MAP-Form gibt es kein Plateau in der frihen Repolarisationsphase,
deshalb wurde der Beginn der Repolarisation mit der Spitze des jeweiligen
MAPs definiert und das Ende der Repolarisation wurde in der elektrischen

Diastole gemessen.’* Abbildung 5 zeigt ein typisches Beispiel.
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4 mV

100 ms

\

_—

Abbildung 5. Reprasentatives Beispiel eines murinen MAPs von links-
ventrikularem Epikard. Stimuliert mit 400 Schlagen/min, der Pfeil zeigt auf das
Stimulationsartefakt.

Mit Katzen-Herzen wurde bis auf folgende drei Ausnahmen gleichermal3en
vorgegangen: die Herz-Mulde wurde der Gro3e angepasst, an Stelle des
speziell gefertigten 0,25mm-Katheters wurde ein handelsiblicher MAP-
Katheter (Fa. EP Technologies Inc.; Manlo Park, CA, USA) verwandt, und
bei der Analyse der MAPs wurde der Beginn der Repolarisation mit der

Spitze des Plateaus definiert.

2.3.2 Messungen der effektiven Refraktéarzeit

Ein speziell gefertigter bipolarer Haken aus Platindraht wurde in den linken
Ventrikel der isolierten Herzen eingebracht. Der Atrioventrikularknoten (AV-
Knoten) wurde thermisch abladiert, so konnte eine spontane Aktivitat
unterbunden und eine gleichmalige Weiterleitung der Erregung garantiert
werden. Der Block des AV-Knotens wurde durch diskordante atriale und
ventrikulare Aktivitat im EKG bestatigt. Mit Hilfe eines programmierbaren
Stimulators (Fa. Bloom Associates Ltd; Reading, PA, USA) konnten die
Herzen nun stimuliert werden; die Stimulationsstarke entsprach dabei dem
Doppelten des diastolischen Schwellenwertes. Zur Messung der effektiven
Refraktarzeit (ERZ) wurden die Herzen mit 400 Schlagen/min stimuliert.
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Nach einer Stimulationsserie von 40 Schlagen folgte eine Pause mit einem
Extrastimulus. Das Intervall zwischen Stimulationsserie und Extrastimulus
wurde sukzessiv verkirzt und das langste Intervall, das keine fortgeleitete
Erregung hervorbrachte, ergab die ERZ.

2.3.3 Arrhythmie-Protokoll

Fur die Quantifizierung ventrikularer Arrhythmien in transgenen Maus-
Modellen haben sich Stimulationsprotokolle bewé&hrt, nicht zuletzt in
Mausen mit FHK-Mutationen.”” Weiterhin konnte beim Vergleich zweier
FHK-Modelle eine signifikant haufigere Inzidenz induzierbarer Arrhythmien
in der Mutante mit jeweils klinisch schlechteren Prognose gezeigt werden.”®
Vorlaufige Daten unserer Arbeitsgruppe wiesen darauf hin, dass
Nachdepolarisationen und getriggerte Arrhythmien haufiger nach Pausen
auftreten. Deshalb wurde ein standardisiertes Stimulationsprotokoll
entwickelt, um das Ausmald an Nachdepolarisationen und ventrikularen
Arrhythmien quantifizieren zu konnen. Nach Ablation des AV-Knotens
wurden die isoliert-perfundierten Maus-Herzen mit dem Doppelten des
diastolischen Schwellenwertes stimuliert. Bei unterschiedlichen Frequenzen
wurden dabei Stimulationsserien von 40 Schlagen wiederholt. Nach dem
letzten Schlag jeder Stimulationsserie, dem so genannten S1-Schlag,
folgten eine Pause von 500 ms und ein weitere Schlag ,der so genannte
S2-Schlag. Nach einer erneuten Pause von 500 ms begann eine neue
Stimulationsserie. Arrythmische Aktivitat, die dem S2-Schlag folgte, wurde
simultan mit Hilfe Volumen-abgeleiteter EKGs und MAPs aufgenommen.
Aufnahme-Serien mit spontaner Aktivitat in der ersten Pause, dem S1S2-
Intervall, wurden verworfen.

Das Vorgehen bei Katzen war mit dem beschrieben Protokoll weitgehend
identisch; die Pause zwischen den Stimulationsserien war jedoch langer:
800 ms nach einer Stimulationsserie erfolgte der S2-Schlag, dem wiederum

nach 500 ms ein weiterer Schlag innerhalb der Pause folgte.
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Samtliche Aufnahmen wurden blind ohne Kenntnis des Genotyps
analysiert. Die  MAP-Aufnahmen wurden mit den gleichzeitig
aufgenommenen EKG-Signalen verglichen und klassifiziert als a) frihe
Nachdepolarisation (Early Afterdepolarization, EAD), b) getriggerter Schlag,
c) getriggerte ventrikulare Arrhythmie, d) Artefakt bzw. nicht bestimmbar.
Auffalligkeiten in den EKG-Aufnahmen wurden klassifiziert als a)
getriggerter Schlag, b) getriggerte ventrikulare Arrhythmie, c) Artefakt bzw.
nicht bestimmbar.

Eine positive Auslenkung in der Repolarisationskurve wurde als EAD
definiert. Bei einem Teil der EADs wurden die Amplitude des Schlages, die
Amplitude des EADs, der Zeitpunkt des EAD-Beginns, das durchschnittliche
Membranpotential bei EAD-Beginn (das so genannte takeoff-Potential)
sowie der Zeitpunkt des EAD-Maximums analysiert. Fur einen getriggerten
Schlag mussten sowohl ein QRS-Komplex im EKG-Signhals auch ein
Aktionspotential im MAP-Signal vorhanden sein. Der Zeitabstand zwischen
dem S2-Schlag und dem getriggerten Schlag durfte dabei 150 ms nicht
Uberschreiten. Beobachtete Couplets, Triplets und ventrikulare Tachy-
kardien wurden als getriggerte ventrikulare Arrhythmie gewertet, wenn sie

im selben Zeitfenster von 150 ms nach dem S2-Schlag begannen.

2.4 Kontraktile Messungen an isolierten Herzen

Druckmessungen wurden mit Hilfe eines blasenfreien, wassergefillten
Ballons vorgenommen, welcher speziell aus Polyvinylchlorid-Folie
hergestellt worden war. Der Ballon wurde Uber eine Inzision im linken
Atrium durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel eingebracht und mit
einem kurzen Polyethylenschlauch verbunden.®””® Ein 1,4 French-
messender Mikrospitzen-Drucksensor (Fa. Millar Instruments Inc.; Houston,
TX, USA) wurde Uber den Polyethylen-Schlauch im Inneren des Ballons
positioniert. Der Ballon wurde nun mit Hilfe einer gasdichten 50 pl-

Glasspritze geflllt. Er war so grof3, dass beim Fullen des Ballons auf 50 pl
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nur ein Druck von maximal 2 mmHg durch den Ballon selbst erzeugt wurde.
Der Ballon wurde langsam auf einem enddiastolischen Druck von 6-10
mmHg eingestellt. Durch eine Fullung des Ballons konnte nun der Einfluss
einer veradnderten Vorlast und einer entsprechenden Dehnung der
Myofilamente auf kontraktile und elektrophysiologische Parameter
untersucht werden. Der linksventrikulare Druck wurde mit einer
Aufnahmerate von 1000 Hz digitalisiert (Fa. Data Sciences International;
Saint Paul, MN, USA) und mit Chart offline gemessen. Enddiastolischer und
systolischer Druck von drei konsekutiven Schlagen wéahrend jedes
Fullungszustandes wurden gemittelt, die Differenz zwischen beiden Werte

ergab den entwickelten Druck.

2.5 lIsolierung der Kardiomyozyten

Ventrikulare Myozyten wurden mit Hilfe einer Modifikation der
Kollagenase/Protease-Methode nach Mitra und Morad gewonnen.?’ Nach
Exzision der Herzen wurde die Aorta kandliert und far 5 Minuten mit
Tyrode-Puffer perfundiert. Dieser war wie folgt zusammengesetzt (mmol/l):
NaCl 137; KCI 5,4; MgCl, 0,5, HEPES 10; Glukose 10. Der pH war mit Hilfe
von HCI und NaOH bei 7.4 eingestellt worden. Es folgte eine Perfusion fur
7-9 Minuten mit 50 ml Tyrode-Puffer. Dieser erhielt zusatzlich 25 mg
Kollagenase B, 15 mg Kollagenase D (jeweils Fa. Boehringer Ingelheim;
Ingelheim, Deutschland) und 2 mg Protease (Type IV, Fa. Sigma-Aldrich;
St. Louis, MO, USA).

Der linke Ventrikel wurde nun entfernt und in 50 ml der Isolations-Ldsung
zerkleinert. Die Myozyten wurden filtriert und fir 15 Minuten ruhen
gelassen. Bis zu diesem Schritt hatten alle Lésungen zusatzlich Aloumin (1
mg/ml) und 2,3-Butanedionmonoxim (BDM, 10 mmol/l) enthalten. Um eine
Ca®*-Toleranz der Zellen zu erreichen, wurden sie anschlieBend mit
Tyrode-Lésung ansteigender Ca**-Konzentrationen (0,06; 0,2; 0,6 und 1,2

mmol/l) und absteigender BDM-Konzentrationen (9,5; 8; 5 und 0 mmol/l)
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gewaschen. Dieses Prozedere erbrachte etwa 30-50% stabchenférmige
Ca**-tolerante Myozyten, die bis zu 8 Stunden fiir Experimente benutzt

werden konnten.

2.6 Intrazellulare Ca **-Messungen

Die Zellen wurden fir 10 Minuten bei Raumtemperatur in einem Tyrode-
Puffer inkubiert (1,2 mmol/L Ca?"), der 1 pmol/L des lipophilen, membran-
permeablen Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2-Acetoxymethylester (Fura-2; Fa.
Molecular Probes; Eugene, OR, USA) enthielt. AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal mit einem Tyrode-Puffer gewaschen, der 500 pmol/L
Probenecid (Fa. Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) enthielt. Dadurch
konnte das Ausstromen von Fura-2 minimiert werden. Die Zellen wurden
nun in der Dunkelheit fir zwei Stunden inkubiert, um eine Aufspaltung der
Estherbindung des Fura-2 durch endogene Esterasen zu erlauben. Dies
ergibt einen hydrophilen, nicht-membranpermeablen Farbstoff. Die Zellen
wurden in eine geheizte Kammer transportiert, fur 15-20 Minuten mit
Tyrode-Puffer (1,8 mmol/L Ca?*, 33°C) umspiilt und anschlieRend bei 1 Hz
mit Hilfe eines SD4-Feldstimulators (Fa. Grass Instruments; Quincy, MA,
USA) stimuliert.

Intrazellulare Ca®*-Konzentrationen lassen sich mit Fura-2 messen, da das
Anregungsspektrum dieses Farbstoffs von der Bindung freier Ca**-lonen
abhangig ist. Die Fluoreszenz andert sich sowohl mit der intrazellularen
Ca®*-Konzentration als auch mit der Wellenlange des Anregungslichts.®
Diesen Effekt kann man sich zu Nutze machen, indem man photometrisch
Anregungslicht unterschiedlicher Wellenlangen schnell-alternierend mit 1,2
kHz emittiert (Fa. Vibraspec Inc; Bear Island, ME, USA). Anregungs-
wellenlangen von 340 und 410 nm wurden genutzt, um Fluoreszenz-
Signale des Ca?'-gebundenen und Ca®'-freien Fura-2 aufzuzeichnen.??

Sobald Fura-2 freies Ca?' bindet, nimmt seine Emissionsintensitat bei
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Anregung mit 340 nm zu, bei Anregung mit 410 nm jedoch ab. Subtrahiert
man nun die zellulare Autofluoreszenz und bildet den Quotienten der
beiden Anregungswellenlangen, so lasst sich aus dem ermittelten Quotient
Fasol/Fs10 die  zellulare  Ca®*-Konzentration  abschatzen.  Fura-2
kompartmentalisiert in den Mitochondrien,®® deshalb ist die Berechnung
intrazellularer Ca**-Konzentrationen auf der Basis absoluter Fura-2-
Fluoreszenz-Werte in intakten Zellen problematisch.

2+]i innerhalb einer Herzaktion bezeichnet man als

Den Zeitverlauf von [Ca
Ca®*-Transienten. Nach 5-10 minitiger gleichmaRiger Stimulation wurden
fur jede experimentelle Bedingung drei konsekutive Ca**-Transienten
analysiert. Der Grundlinien-Wert und die Amplitude der Transienten wurden
gemessen und gemittelt. Weiterhin wurde der Abfall der Transienten an die
monoexponentielle Kurve y(t)=a x exp(-t/k)-b angepasst. Hierbei entspricht
,a" der Amplitude des Transienten und ,b“ dem Grundlinien-Wert ; ,k“ ergibt
die Zeitkonstante (tau) des Abfalls.?* Der Grundlinien-Wert wurde als Maf

#*]; verwandt.

des diastolischen [Ca
Zusatzlich wurde einem Teil der Zellen plétzlich 10 mmol/L Koffein fur
jeweils 5 Sekunden zugefiigt. Aus der Hohe der Koffein-indizierten Ca?**-
Transienten lasst sich der Ca®*-Inhalt des Sarkoplasmatischen Retikulum

abschatzen.®®

2.7 Chemikalien, Ca ?*-Sensitizer

EMD 57033 wurde von der Fa. Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland zur
Verfuigung gestellt. Es wurde als Vorratsldsung in einer Konzentration von 3
mmol/L in Dimethylsulfoxid aufbewahrt. Fur die Untersuchung des Effekts
von EMD 57033 wurde in allen verwandten Ldsungen eine
Dimethylsulfoxid-Konzentration von 0,01% eingestellt. Die Konzentration
von EMD 57033 war 3 umol, sofern dies nicht anderweitig angegeben ist.
Fur isoliert-perfundierte Mausherzen liegen bislang keine Erfahrungen vor,

fur Experimente mit Ratten und Kaninchen werden in der Literatur
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Konzentrationen zwischen 2 und 4 pmol angegeben.®%8°

Vorherige Studien haben gezeigt, dass EMD 57033 eine leichte PDE-III-
inhibitorische Komponente besitzt, selbst wenn diese erst bei
Konzentrationen tiber 20 pmol in Erscheinung treten.®>®” Zum Ausgleich
war ein B-adrenerger Rezeptorblocker (0,1 pmol/L Propranolol, Fa. Sigma-
Aldrich; St. Louis, MO, USA) in allen Lésungen zugegen, sofern das

Experiment nicht den Einsatz des [3-Agonisten Isoproterenol beinhaltete.

Alle anderen, nicht genannten Chemikalien und Reagenzien wurden von
der Fa. Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA bezogen.

2.8 Statistik

Die Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel £ Standardfehler gezeigt,
sofern es nicht anders angegeben ist. Arithmetische Mittelwerte wurden
durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verglichen. Ein t-Test
oder gepaarte t-Tests wurden durchgefuhrt, falls signifikante Unterschiede
mit Hilfe von ANOVA festgestellt wurden. Haufigkeiten wurden durch x?
oder den exakten Test nach Fisher verglichen. Ergebnisse wurden als
statistisch signifikant eingeschatzt, wenn der p-Wert weniger als 0,05
betrug.

Die Statistik wurde durchgefuhrt mit Excel (Fa. Microsoft; Redmont, WA,
USA) sowie mit einem Online-Programm des Department of Psychology der
University of Kansas; Lawrence, KS, USA. Fir die Abbildungen wurde
Origin (Fa. OriginLab; Northampton, MA, USA) benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Veranderungen des intrazellularen Ca **-Zyklus

3.1.1 Erniedrigte Ca **-Transienten mit verlangsamtem Abfall

Die Auswirkungen einer erhéhten Ca**-Empfindlichkeit der kardialen
Myofilamente auf die Arrhythmogenese wurden bisher nie systematisch
untersucht. Zunachst war es Ziel der vorliegenden Arbeit zu klaren, wie sich
eine chronisch erhdhte Ca®*-Empfindlichkeit auf den Ca®*-Zyklus isolierter
Kardiomyozyten auswirkt.

In Tgl79N, der TNT-Mutation mit erhéhter Ca?*-Empfindlichkeit, zeigte sich
bei langsamer Stimulation von 1 Hz eine geringere Amplitude und ein
langsamerer Abfall der Ca**-Transienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
und zu TgR278C, der TNT-Mutation mit unveranderter Ca?*-Empfindlichkeit
(Abb. 6 und 7A). Zwischen TgR278C und der Kontrollgruppe bestand kein
Unterschied. Als Resultat des verlangsamten Abfalls zeigte sich in Tgl79N
gegenuber TgR278C und der Kontrollgruppe weiterhin eine Tendenz zu
einem erhéhten diastolischen [Ca®'];, die jedoch nicht statistisch signifikant
war.

Abbildung 8B zeigt, dass der langsamere Abfall der Ca?'-Transienten in
Tgl79N unabhéngig von dessen Amplitude ist. Ein verlangsamter Abfall

findet sich Gber das gesamte Spektrum der Amplituden hinweg.
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Abbildung 6. Einfluss erhohter Ca*-Empfindlichkeit auf Ca?*-Transienten
isolierter Myozyten unterschiedlicher TNT-Mutationen, stimuliert bei 1 Hz.
A, reprasentative Ca?*-Transienten. B, Abfall-Rate (tau). C, Amplitude. D,
diastolisches [Ca®"];, Kontrolle, n=129; Tgl79N, n=57, TgR78C, n=45.
*p<0,05; **p<0,01.

3.1.2 Erh6hung der diastolischen Ca 2+-Konzentration bei

schnellen Herzfrequenzen und B-adrenerger Stimulation

Herzrhythmusstérungen treten in der Regel nicht im Ruhezustand auf,
sondern in emotionalen und kdrperlichen Stresssituationen. Deshalb
wurden weiterhin die Auswirkungen sympathischer Aktivierung sowie
schnellerer Herzfrequenzen auf den Ca?*-Zyklus von TgI79N untersucht.

Bei einer Erhohung der Stimulationsfrequenz von 1 auf 5 Hz blieb die
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3. Ergebnisse

Zeitkonstante des Abfalls in Tgl79N verlangsamt (Abb. 7) Die bereits
bestehende Tendenz eines erhdhten diastolischen [Ca®']; in TgI79N im
Vergleich zu TgR278C sowie zur Kontrollgruppe wurde weiter verstarkt und
erreichte statistische Signifikanz. Zwischen Letzteren bestand kein

Unterschied.

A I Kontrolle B [ Kontrolle C [ Kontrolle
[ Tgl79N [ Tgl79N [ Tgl79N
250- %% [1TgR278C 1,5- N [ TgR278C 2.0- [ TgR278C
200+ * *%
115_ _—
21501 1,01 8
o \g \91-1 ,O-
Lo 1004 un® 0.5 0
50 0,51
0+ - — 0,0- - — 0,0- —
Zeitkonstante des Abfalls (ms) Amplitude Diastolisches [Caz2+]i

Abbildung 7. Einfluss schneller Stimulationsfrequenzen auf Ca**-Transienten
unterschiedlicher TNT-Mutationen, stimuliert bei 5 Hz. A, Abfall-Rate (tau).
B, Amplitude. C, diastolisches [Ca®'], Kontrolle, n=115; TgI79N, n=48,
TgR78C, n=42. *p<0,05; **p<0,01.

Die Applikation des [(-adrenergen Agonisten Isoproterenol fuhrte bei
langsamen Stimulationsfrequenzen zu einer Erhéhung der Amplitude der
Transienten sowohl in Tgl79N als auch in der Kontrollgruppe (Abb. 8A,C).
Allerdings war der Anstieg in Tgl79N hdher, so dass kein signifikanter
Unterschied zur Kontrollgruppe mehr bestand (Fzao0/Fa10: TgI79N 1,15 +
0.13; n=14. Kontrolle 1,21 + 0.19; n=14. P=0.8). Wie erwartet,
beschleunigte Isoproterenol den Abfall der Ca®*-Transienten in beiden
Gruppen. Diese Beschleunigung war in Tgl79N deutlich starker ausgepragt,
insgesamt blieb die Zeitkonstante in Tgl79N jedoch signifikant langer (tau:
Tgl79N: 111 + 10 ms; n=14. Kontrolle 65 + 3 ms; n=14. P<0.01). Erneut war
dieser Unterschied unabhéngig von den Amplituden der Transienten (Abb.
(8D).
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Abbildung 8. Effekt der Tgl79N-Mutation auf Ca®*-Transienten in An- und
Abwesenheit von B-adrenerger Stimulation, stimuliert mit 1 Hz. A, reprasen-
tative Ca®*-Transienten im Ausgangszustand. B, Abhangigkeit der Abfall-Rate
(tau) von der Amplitude des Transienten. C, reprasentative Ca**-Transienten
in Anwesenheit von Isoproterenol (0,4 uM). D, Abhangigkeit der Abfall-Rate

(tau) von der Amplitude des Transienten in Anwesenheit von Isoproterenol.

Wie Abbildung 8C beispielhaft zeigt, kommt es ferner in der Anwesenheit

von Isoproterenol zu einer Erhéhung des diastolischen [Ca®*]; in TgI79N im

Vergleich zur Kontrollgruppe (Fazso/F410: Kontrolle: 0,57 + 0,04; n=14.
Tgl79N 0,75 £ 0,05; n=14. P<0.01).
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3. Ergebnisse

Erwartungsgemal resultierte eine Erhéhung der Stimulationsfrequenz bei
gleichzeitiger B-adrenerger Aktivierung ebenfalls in einer Erhéhung des
diastolischen [Ca®']i in Tgl79N (Abb. 9A). Interessanterweise war der

2+]i

relative [Ca“’]-Anstieg bei der Frequenzsteigerung ohne Isoproterenol

hoher als in Anwesenheit des 3-Agonisten (Abb. 9B).
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Abbildung 9. Gemeinsamer Effekt schneller Stimulationsfrequenzen und [-
adrenerger Aktivierung auf Ca®’-Transienten von Kontroll- und Tgl79N-
Myozyten. A, Beispielhafte Ca®'-Transienten, stimuliert mit 5 Hz in
Anwesenheit von Isoproterenol. B, Prozentuale Anderung des diastolischen
[Ca®']; in Reaktion auf eine Erhéhung der Stimulationsfrequenz von 1 Hz auf 8
Hz. *p<0,05; **p<0,01.

3.1.3 Erhéhung der Ca ?*-Gehalts des Sarkoplasmatischen

Retikulum bei -adrenerger Stimulation

Der grofte Teil des wahrend der Systole freigesetzten Ca** wird wieder in
das SR aufgenommen; so kommt diesem eine entscheidenden Rolle im
Ca®*-Zyklus zu. Bei plotzlicher Koffein-Applikation entleert das SR beinahe
seine kompletten Ca**-Speicher. Aus dem Koffein-induzierten Transienten
konnte so der Ca?*-Inhalt des SR abgeschatzt werden.®® Unter
Normalbedingungen unterschied sich der SR-Ca®*-Inhalt bei Tgl79N und
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3. Ergebnisse

der Kontrollgruppe nicht (Abb. 10). Basierend auf den niedrigeren Ca**-
Transienten kam es jedoch zu einer relativ niedrigeren scheinbaren Ca?*-
Freisetzungsfraktion des SR, die sich aus dem Quotienten der Amplitude
des stimulierten Ca?*-Transienten und der Amplitude des Koffein-
induzierten Ca?*-Transienten berechnet.

Applikation von Isoproterenol erhdhte, wie erwartet, in beiden Gruppen den
Ca**-Inhalt des SR. Jedoch war die Zunahme in TgI79N groRer, so kam es

zu einer signifikanten VergroBerung des Ca?*-Inhalt in TgI79N (Abb. 10A).
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16+ L & I
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L\Lo 0!6—_ ’?l ]
u® 0.4 2 20-
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Kontrolle Isoproterenol Kontrolle Isoproterenol
SR Ca*-Inhalt Ca’*-Freisetzungsfraktion des SR

Abbildung 10. Auswirkungen der Tgl79N-Mutation auf Ca®*-Inhalt und
scheinbare Ca*'-Freisetzungsfraktion des Sarkoplasmatischen Retikulums
(SR). A, Durchschnittliche Amplitude Koffein-induzierter Ca’*-Transienten
B, Durchschnittliche scheinbare Ca2+-Freisetzungsfraktion des SR wahrend

eines stimulierten Schlages. *p<0,05; **p<0,01..
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3.2 Veranderungen der Aktionspotential-Regulation

3.2.1 Verédnderungen der Repolarisation im Steady-s tate-Zustand

Das kardiale Aktionspotential - entstehend durch den lonen-Fluss Uber die
Plasmamembran - ist in seiner Regulation abhangig von Veradnderungen
des [Ca®'];.888° Insofern wurde als nachstes mit Hilfe der MAP-Technik in
isoliert-perfundierten Mausherzen untersucht, ob und wie sich eine
Erhéhung der Ca**-Empfindlichkeit auf die Regulation des Aktionspotentials
auswirkt.

Bei einer Frequenz von 400 Schlagen/min, die der physiologischen
Herzfrequenz von Mausen nahe kommt,”* zeigte sich eine Veranderung der
Aktionspotential-Form mit chronisch erhéhter Ca*-Empfindlichkeit. Die
Gesamtdauer des Aktionspotentials blieb jedoch unbeeinflusst. Tgl79N
hatten eine niedrigere terminale Repolarisationsphase, die sich graphisch
als ,Schulter” darstellte (Abb. 11B). Dies konnte durch eine Verkirzung der
Aktionspotential-Dauer bei 70% und 50% Repolarisation (APD7, und
APDsp) quantifiziert werden (Abb. 11A). Demgegenliber waren
Ruhepotential, Overshoot-Potential, APD3p, und APDg im Vergleich zu der
Kontrollgruppe unveréandert. Tg278C verhielt sich wie die Kontrollgruppe,
es fanden sich keinerlei Unterschiede in den untersuchten Parametern.
Interessanterweise filhrte akute Erhéhung der Ca?*-Empfindlichkeit durch
5umol EMD 57033 zu Veranderungen in der Aktionspotential-Form, die
denen in Tgl79N verbliffend &ahnelten: eine deutliche Verkirzung der
APD-o bei marginaler Veranderung der spaten Repolarisation (Abb. 11C,D).
Dieser Effekt von EMD 57033 war vollstandig umkehrbar durch
zehnminutiges Auswaschen des Wirkstoffs.
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Abbildung 11 . Auswirkung erhohter Ca?*-Empfindlichkeit auf die Form des
Aktionspotentials der Maus. A, Beispielhaft (bereinandergelegte MAP-
Aufnahmen von Tgl79N- und Kontrollherzen. B, Aktionspotential-Dauer bei
30%, 50%, 70% und 90% Repolarisation in TNT-Mutationen. Kontrolle, n=37;
Tgl79N, n=20; TgR278C, n=15. C, Beispielhaft Ubereinandergelegte MAP-
Aufnahmen in der Kontrollgruppe und mit EMD 57033. D, Aktionspotential-
Dauer bei 30%, 50%, 70% und 90% Repolarisation mit EMD 57033. Kontrolle
n=18, EMD n=21, Auswasch n=15. *p<0,05; **p<0,01.

Der Frank-Starling-Mechanismus, d.h. die plétzliche Erhéhung der Ca?*-
Empfindlichkeit durch starkere Fullung des Herzens und Dehnung der
Myofilamente, spielt eine herausragende Bedeutung in der Autoregulation

des Herzens. Folglich wurde untersucht, in welcher Weise sich die so
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3. Ergebnisse

veranderte Ca®*-Empfindlichkeit auf die Regulation des Aktionspotentials
auswirkt. Abbildung 12A zeigt, dass das Herz bei plétzlicher Dehnung durch
einen intraventrikularen Ballon wie erwartet einen hoheren Druck
entwickelte. Gleichzeitig abgeleitete MAPs zeigten eine veranderte
Aktionspotential-Form mit unveranderter Gesamtdauer, wie wir sie bei den
anderen untersuchten Szenarien mit erhdhter Ca**-Empfindlichkeit bereits
gesehen hatten (Abb. 12B).
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Abbildung 12 . Konsequenzen eines erhohten Fullungsdrucks isoliert-
perfundierter muriner Herzen auf Kontraktilitat und Aktionspotential-Form.
Werte im Ausgangszustand (Kontrolle 1), bei erhéhtem Fillungsdruck und bei
erneuter Normalisierung (Kontrolle 2). A, Anderungen von enddiastolischem
Druck und entwickeltem Druck. B, Dauer des Aktionspotentials bei 30%, 50%,
70% und 90% Repolarisation. Jeweils n=14. *p<0,05; **p<0,01.
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3.2.2 Frequenzabhéangige Verlangerung der Aktionspo  tential-

Dauer nach Pausen

In-vivo-Daten von TgI79N legen nahe, dass Arrhythmien verstarkt bei
hohen Herzfrequenzen auftreten. Zudem kam es bei schneller Stimulation
in TgI79N zu einer Erhéhung des diastolischen [Ca*']; (Abb. 7). Deshalb
wurde die Auswirkung verschiedener Herzfrequenzen auf das Remodelling
des Aktionspotentials bei erhthter Ca**-Empfindlichkeit untersucht. Alle
untersuchten Genotypen (Kontroll-Gruppe, Tgl79N, TgR278C) hatten eine
vergleichbare Gesamt-Aktionspotential-Dauer nicht nur bei normalen Fre-

quenzen (Abb.11), sondern auch bei langsamen und schnellen (Tabelle 1).

Tabelle 1. APD90 bei unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen

Kontrolle (n=14-37) Tgl79N (n=9-26) TgR278C (n=8-15)

200 Schlage/min 61,6 + 3,8 ms 63,6 + 7,6 ms 69,7 +£7,2 ms
400 Schlage/min 59,5+ 2,6 ms 61,0 + 3,9 ms 59,9 + 3,2 ms
750 Schlage/min 42,6 £1,8 ms 39,6 + 3,0 ms 41,1 £2,6 ms

APD7o hingegen war signifikant kurzer in Tgl79N im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zu TgR278C im gesamten Frequenzspektrum.
Zwischen der Kontrollgruppe und TgR278C bestand erneut Kkein
Unterschied (Tabelle 2).

Tabelle 2. APD70 bei unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen

Kontrolle (n=14-37) Tgl79N (n=9-26) TgR278C (n=8-15)

200 Schlage/min 32,6 £2,8ms 17, 7+15ms t 36,3 +3,5ms
400 Schlage/min 27,2+ 1,5ms 157+23ms t 29,9+£2,1ms
750 Schlage/min 21,3+1,9 ms 11,4+09ms t 19,8 + 2,3 ms

tp<0,01; Tgl79N vs. Kontrolle und TgR278C
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Die Abbildungen 11C und 11D zeigen, dass die Verabreichung von 5 umol
EMD 57033 bei physiologischen Herzfrequenzen die Gesamt-
Aktionspotential-Dauer nicht &ndert. Wir wiederholten dieses Experiment
bei unterschiedlichen Frequenzen mit einer kleineren Dosis von EMD
57033 (3 pmol), die bei schnellen Frequenzen von den Herzen besser
toleriert wurde. Bei einer normalen Frequenz von 400 Schlagen/min
ergaben sich sehr ahnliche Resultate: APDgy blieb unverandert und APDg
wurde nach Applikation von EMD 57033 signifikant kirzer. Bei schnelleren
Frequenzen ergab sich interessanterweise eine Verlangerung von APDgg
mit EMD 57033, wahrend APD7, immer noch signifikant kirzer blieb.

Tabelle 3. Aktionspotentialdauern mit EMD 57033

Kontrolle (n=21) EMD 57033 (n=19)

APD90 400 Schlage/min 52,1 +2.8ms 54,8 + 4.3 ms
750 Schlage/min 46,5+ 1.6 ms 51,9+1.9ms*

APD70 400 Schlage/min 285+2.1ms 19,3+1.8ms t
750 Schlage/min 26,3+1.5ms 18,1 +1.3ms t

*p<0,05; tp<0.01, EMD vs. Kontrolle

Um der Ursache der frequenzabhangigen ventrikularen Arrhythmien weiter
auf den Grund gehen, wurde ein Stimulationsprotokoll entworfen, welches
unter 2.2.3 beschrieben und in den Abbildungen 13A und 14 gezeigt ist.

Bei einer Stimulationsfrequenz von 400 Schlagen/min konnte die Tendenz
zur Aktionspotential-Verlangerung nach einer Pause mit EMD 57033
beobachtet werden. Bei schnelleren Frequenzen war diese Entwicklung
eindeutig sichtbar und erreichte statistische Signifikanz im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zum Zustand nach zehnminitigem Auswaschen (Abb.
13A,B). Die Aktionspotential-Verlangerung nach Pausen wird noch
deutlicher, wenn man anstelle der absoluten Aktionspotential-Dauer die

relative Aktionspotential-Verlangerung nach jeder Pause betrachtet, d.h.
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das Verhéltnis zwischen dem letzten Schlag vor der Pause (dem S1-
Schlag) und dem ersten Schlag nach der Pause (dem S2-Schlag). In
Abbildung 13D wurde dieses Verhdaltnis gegen die Stimulationsfrequenz
aufgetragen.

Eine chronische Erhéhung der Ca**-Empfindlichkeit in TgI79N resultierte
ebenfalls in einer markanten Aktionspotential-Verlangerung nach Pausen
im Vergleich zu der Kontrollgruppe und TgR278C. TgR278C unterschied
sich dabei nicht von der Kontrollgruppe. Abbildung 13C illustriert diese
Ergebnisse in Analogie zu Abbildung 13D.
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Abbildung 13 . Folge erhohter Ca®*-Empfindlichkeit auf die Aktionspotential-
Dauer nach Pausen. A, Reprasentatives Beispiel, 600 Schlage/min.
B, Aktionspotential-Dauer des S2-Schlages nach der Pause bei 90%
Repolarisation. n=9-16 C, APD90 (S2) im Verhéltnis zu APD90 (S1) vor der
Pause in TNT-Mutationen. n=9-16 D, APD90 (S2) im Verhdltnis zu APD90
(S1) mit EMD 57033. n=8-26. *p<0,05; **p<0,01.
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3.2.3 Frequenzabhangig erh6hte Rate von Nachdepola risationen

und getriggerten Schlagen

UberschieRende Aktionspotential-Verlangerungen koénnen zu Nach-
schwankungen des Potentials vor Abschluss der Repolarisationsphase
fuhren, so genannten frihen Nachdepolarisationen (Early Afterdepolari-
sations, EADs). Erreicht eine solche Nachdepolarisation die Schwelle eines
neuen Aktionspotentials, kann getriggerte elektrische Aktivitdt entstehen.
Diese sind ein wohlbekannter Ausgangspunkt ventrikularer Arrhythmien.

Deshalb wurde erforscht, ob die beobachteten Verlangerungen der
Aktionspotential-Dauer mit erhohter Ca?*-Empfindlichkeit auch die

Haufigkeit friher Nachdepolarisationen erhdhen.

500 ms

EKG HH—P—WH%WH%H%WWWWH—W

we || NN \L

r EAD, frihe Nachdepolarisation
\ o -— S, getriggerter Schlag

Abbildung 14 . Effekt von EMD 57033 auf EKG und MAP bei schneller
Stimulation (600 Schlage/min).

Der Einsatz von EMD 57033 bewirkte eine signifikante Erh6éhung der
Haufigkeit von EADs nach Pausen bereits bei normalen Frequenzen von
400 Schlagen/min (Abb. 15D). Diese Wirkung war erneut vollstandig

umkehrbar durch zehnminitiges Auswaschen. Bei schnelleren Herz-
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frequenzen war die Zunahme von EADs noch ausgepragter, bei langsamen
Frequenzen zeigte sich hingegen kein Unterschied zur Kontrollgruppe.
Abbildungen 14 und 15A zeigen reprasentative Beispiele. Das durchschnitt-
liche Membranpotential bei Beginn der Nachdepolarisation, das so
genannte takeoff-Potential, lag dabei bei etwa 80% der Repolarisation
(78,6% + 3,2; n=22). Chronische Erhéhung der Ca®*-Empfindlichkeit hatte
ebenfalls ein gehauftes Auftreten von EADs zur Folge (Abb. 15C). Hier
zeigte sich jedoch ein Unterschied nur bei schnellen
Stimulationsfrequenzen. Die Morphologie der EADs entsprach denen, die in
der Anwesenheit von EMD 57033 beobachtet wurden. Das
durchschnittliche takeoff-Potential lag ebenfalls bei etwa 80% der
Repolarisation (80,6% + 2,0; n=17).

Oftmals folgten den EADs getriggerte Schlage. Abbildung 14 zeigt eine
beispielhafte Stimulationsserie. Dementsprechend wurde im Weiteren die
Haufigkeit getriggerter Aktivitat nach dem S2-Schlag untersucht. Die
Anwesenheit von EMD 57033 erhohte das Auftreten getriggerter Schlage
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe bei normalen und schnellen
Stimulationsfrequenzen (Abb. 15F). Dieser Effekt konnte durch
zehnminutiges Auswaschen rickgéngig gemacht werden. Bei langsamen
Frequenzen von 200 und 300 Schlagen/min sah man erneut keine
Unterschiede.

Diese Beobachtungen konnten auch im chronischen Modell gemacht
werden. Bei langsamen Frequenzen zeigten sich keine Unterschiede, bei
normalen oder schnellen Frequenzen (400 and 600 Schlage/min) zeigte
sich jedoch eine signifikante H&aufung getriggerter Aktivitat in Tgl79N.
TgR278C verhielt sich wiederum entsprechend der Kontrollgruppe. Bei sehr
schnellen Frequenzen von 750 Schlage/min war der Unterschied zwischen
den untersuchten Genotypen statistisch nicht mehr signifikant, da es auch
in der Kontrollgruppe zu einem deutlichen Anstieg von arrhythmischer
Aktivitat kam; die Tendenz zu einer héheren Inzidenz in Tgl79N blieb

jedoch bestehen.
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Abbildung 15 . Folge einer erhéhten Ca**-Empfindlichkeit auf die Haufigkeit
friher Nachdepolarisationen (EADs) und getriggerter Schldage nach einer 500
ms-Pause bei unterschiedlichen Herzfrequenzen. A, Beispiel eines EADs mit
EMD 57033, 600 Schlage/min. B, Beispiel eines getriggerten Schlages in
600 Schlage/min. C, in TNT-
Mutationen. Kontrolle, n=10 Herzen; Tgl79N, n=7, TgR78C, n=6. D, Inzidenz
von EADs mit EMD 57033, n=10 Herzen. E, Inzidenz getriggerter Schlage in
TNT-Mutationen, F, Frequenzabhangigkeit
getriggerter Schlage mit EMD 57033, n=12 Herzen. *p<0,05; **p<0,01.

einer Tgl79N-Maus, Inzidenz von EADs

n=99-238 Stimulationsserien.
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3.2.4 Isoproterenol hat keinen wesentlichen Effekt auf die

beobachteten Aktionspotential-Veranderungen

Eine (-adrenerge Stimulation durch Isoproterenol fihrte in in-vivo-Studien
zu einem deutlichen Anstieg ventrikularer Ektopie in Tgl79N-Mausen
(Abb. 3). Deshalb wurde die Wirkung von Isoproterenol auf die
Aktionspotential-Form, EADs und die getriggerte Aktivitat in Tgl79N- und
TgR278C-Mausen systematisch untersucht. Der Effekt von Isoproterenol
bei akut erhdhter Ca®*-Empfindlichkeit konnte nicht untersucht werden, da
die Mausherzen besonders bei hohen Stimulationsfrequenzen die gemein-
same Applikation von EMD 57033 und Isoproterenol schlecht tolerierten.

In allen untersuchten Genotypen zeigte sich eine leichte Verkirzung des
APDgo mit Isoproterenol, in Tgl79N war diese Verkirzung am deutlichsten
ausgepragt und erreichte statistische Signifikanz (Abb. 16A). Die
beobachteten Unterschiede in APD;o wurden durch Isoproterenol
tendenziell abgemildert, jedoch waren die Veranderungen nur sehr gering
und statistisch nicht signifikant (Abb. 16B).

Als nachstes wurde auf das Stimulations-Protokoll zurickgegriffen und
Aktionspotential-Veranderungen nach Pausen untersucht. Im
Ausgangszustand, vor der Applikation von Isoproterenol, lie sich die
frequenzabhangige Aktionspotential-Verlangerung in Tgl79N im Vergleich
zu TgR278C und der Kontrollgruppe reproduzieren. Interessanterweise
hatte Isoproterenol insgesamt nur geringe Auswirkungen auf die
Aktionspotential-Veranderungen in allen untersuchten Genotypen (Abb.
16C). Im Ausgangszustand vor der Applikation von Isoproterenol konnte
entsprechend Abbildung 15B eine erhohte Inzidenz von EADs in Tgl79N
nachgewiesen werden. Isoproterenol fuhrte jedoch Uberraschenderweise zu
keinem weiteren Anstieg in den untersuchten Genotypen (Abb. 16D). Damit
Ubereinstimmend zeigte sich auch eine unveranderte Inzidenz getriggerter

Aktivitat mit Isoproterenol (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16 . Wirkung von Isoproterenol (0,1 pg/L Perfusionslésung) auf
Aktionspotential-Dauer und Arrhythmogenese in Troponin T-Mutanten
A, B, APD90 und APD70 im Steady-state-Zustand, 400 Schlage/min.
Kontrolle, n=8-25; Tgl79N, n=6-20; TgR278C, n=5-15. C, APD90 (S2) nach
einer Pause im Verhaltnis zum APD90 (S1) vor der Pause. Kontrolle, n=14-
17; Tgl79N, n=6-24; TgR278C, n=5-16. D, Inzidenz von EADs, 600
Schlage/min. Kontrolle, n=6-10; Tgl79N, n=5-7; TgR278C, n=3-6. *p<0.05.

3.2.5 Aktionspotential-Veranderungen und vermehrte Nach-

depolarisationen zeigen sich auch in Katzenherzen

Um die Aussagekraft der bisherigen Experimente in Bezug auf den
Menschen zu erh6hen, wurde neben Mausen eine grofRere Saugetier-
Spezies untersucht, Katzen. Eine Erhéhung der Ca**-Empfindlichkeit durch
EMD 57033 fihrte in isoliert-perfundierten Katzenherzen ebenfalls zu

Veranderungen der Repolarisation bei unveranderter Gesamtdauer des
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Aktionspotentials (Abb. 17). Es zeigte sich eine signifikante Verkirzung der
Aktionspotential-Dauer bei 70% Repolarisation, im Gegensatz zu murinen
Aktionspotentialen fand sich jedoch auch eine Verkirzung der Aktions-
potential-Dauer bei 50% und 30% Repolarisation (Abb. 17B). Dieser Effekt
konnte durch zehnminiitiges Auswaschen des Ca®*-Sensitizer vollstandig

aufgehoben werden.

A 100 B . I Kontrolle
ms 200 [ EMD
| [ Auswasch
160 —
. | *%
Kontroll 2 120 *k
. ontrolle é _
*%k
E 80
<C
// 40
== EMD 0 -
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Abbildung 17. Wirkung von EMD 57033 auf das ventrikulare Aktionspotential
der Katze im Steady-state-Zustand. A, Uberlagerung zweier MAP-Aufnahmen
unter Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von EMD 57033. B, Dauer des
Aktionspotentials bei 30%, 50%, 70% und 90% Repolarisation mit EMD
57033. n=4 Herzen. **p<0.01.

Im Arrhythmie-Protokoll kam es wie bei der Maus bei schnellen
Herzfrequenzen zu einer Verlangerung der Aktionspotential-Gesamtdauer.
Dies konnte in der Form einer ldngeren APDgy nach 800ms-Pausen
quantifiziert werden (Kontrolle 192 + 5 ms, EMD 214 + 7 ms; p<0,05; n=8).
Abbildung 18A zeigt ein typisches Beispiel, Abbildung 18B die Frequenz-
abhangigkeit der relativen Aktionspotential-Verlangerung.

Ferner fand sich bei schnellen Frequenzen eine signifikant hohere Inzidenz
von EADs mit EMD 57033 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 19).
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Abbildung 18. Wirkung von EMD 57033 auf die Aktionspotential-Dauer nach
Pausen bei unterschiedlichen  Stimulationsfrequenzen in  Katzen
A. Reprasentative MAPs mit EMD 57033. B. Durchschnittliches S2S1-
Verhaltnis von APD90 bei unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen mit EMD
57033. **p<0,05
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Abbildung 19. Wirkung von EMD 57033 auf das Auftreten friher Nach-
depolarisationen (EADs). A, Gleichzeitige Aufnahmen von EKG, endo-
kardialem und epikardialem MAP in Anwesenheit von EMD 57033 in Katzen.
B, Inzidenz von EADs nach Pausen unter Kontrollbedingungen und mit EMD
57033. **p<0,01.
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3.3 Veranderungen auf Organ-Ebene

3.3.1 EKG-Veranderungen und eine verkirzte effekti ve Refraktar-

zeit in Mausen und Katzen

Herzrhythmusstérungen sind ein Krankheitsbild, bei dem neben fokalen
Mechanismen dem Zusammenspiel der Zellen im Organverband eine
entscheidende  Rolle  zukommt. Deshalb  wurden anschlielend
elektrophysiologische Parameter der Modell-Organismen auf Organ-Ebene
ermittelt.

Eine Erhéhung der Ca®**-Empfindlichkeit fiihrte zu typischen EKG-
Veranderungen isolierter Herzen: In spontan-schlagenden Herzen mit EMD
57033 waren das QT-Intervall und die T-Wellen-Flachen kleiner als unter
Kontrollbedingungen oder nach Auswaschen (Tabelle 4). Diese Ergebnisse
sind Ubereinstimmend mit in-vivo-Daten von Tgl79N, bei denen ebenfalls
ein verkiirztes QT-Intervall beobachtet wurde.®’

Tabelle 4. Effekt von EMD 57033 auf EKG-Parameter

Kontrolle (n=5) EMD (n=5) Auswasch (n=5)
Frequenz (Hz) 5,5+0,27 58+0,12 5,6 £0,15
PR (ms) 36,2 £1,90 36,2 £1,40 36,5 +1,40
QJ (ms) 12,2 + 1,00 12,1 +£0,90 12 £ 0,90
JT (ms) 66,0 + 3,10 53,0+4,40 t 67 £4,00
QT (ms) 78,0 £ 2,70 65,0+3,90 79 + 3,50
T-Wellen-Flache (pV*s) 1,7 £ 0,30 0,7+0,22 * 1,8 + 0,33
QRS-Amplitude (mV) 0,57 +£0,11 0,57 +£0,11 0,58 £ 0,10

*p<0,05; tp<0,01; EMD vs. Kontrolle und Auswasch
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Passend zum verklrzten QT-Intervall fihrte EMD 57033 zu einer signifikant
verklrzten effektiven Refraktarzeit (ERZ). Abbildung 20A zeigt typische
EKG-Aufzeichnungen vom selben Herzen im Ausgangszustand, mit EMD
57033 und nach dem Auswaschen.

Eine chronische Erhéhung der Ca**-Empfindlichkeit in Tg-179N verkirzte
ebenfalls die effektiver Refraktarzeit im Vergleich zu TgR278C und Kontroll-

mausen. Zwischen Letzteren bestand dabei kein Unterschied (Abb. 20B).
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Abbildung 20 . Auswirkung einer erhohten Ca2+-EmpfindIichkeit auf die
effektive Refraktarzeit (ERZ). A, Beispielhafte EKG-Aufzeichnungen mit EMD
57033. B, ERZ mit EMD 57033 und in TNT-Mutationen. Akutes Modell (oben):
n=12. Chronisches Modell (unten): Kontrolle n=7; Tgl79N, n=11; TgR278C,
n=7. *p<0,05; **p<0,01.

AbschlieBend wurde untersucht, in wie weit eine akute Erhdhung der Ca?*-
Empfindlichkeit die Refraktarzeit auch in Katzenherzen beeinflusst. Mit
EMD 57033 fand sich ebenfalls eine signifikante und reversible Verkirzung
der effektive Refraktarzeit (150 Schlage/min; Kontrolle 169 + 3 ms, EMD
151 £ 6 ms, Auswasch 173 £ 3 ms; p<0,05; n=6-8).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit ist erstmalig der Einfluss einer erhéhten Ca?*'-
Empfindlichkeit der kardialen Myofilamente auf den intrazellularen Ca**-
Zyklus, die Aktionspotential-Regulation und die Arrhythmogenese
systematisch untersucht worden. Auf zellularer Ebene finden sich in
murinen Kardiomyozyten veranderte Ca®‘-Transienten mit erhdhtem
diastolischem [Ca®']i und erhéhtem Ca®*-lnhalt des SR. Die
Aktionspotential-Regulation zeigt sich ebenfalls verandert, sowohl bei
Mausen als auch bei Katzen. Bei schnellen Herzfrequenzen treten
Aktionspotential-Verlangerung, Nachdepolarisationen und getriggerte
Schlage auf. Auf Organ-Ebene ist eine verkirzte Refraktérzeit nachweisbar.
Die Relevanz der gefundenen Ergebnisse, mdogliche Einschrankungen
sowie die zu Grunde liegenden Mechanismen werden im Weiteren
diskutiert.

4.1 Auswirkungen des veranderten Ca **-Zyklus

4.1.1 Erniedrigung und Verlangsamung der Ca  **-Transienten

2

durch vermehrte Ca “*-Pufferung

Die Veranderungen der Ca**-Transienten in Tgl79N stellen wahrscheinlich
eine direkte Konsequenz der erhéhten Ca®*-Empfindlichkeit dar. Die Ca**-
Bindung der Myofilamente macht einen Grof3teil der zytoplasmatischen
Ca**-Pufferung aus, etwa 50% des wahrend eines Schlages freigesetzten
Ca®* werden so gebunden.*® Bei erhohter Ca**-Empfindlichkeit bindet initial
mehr Ca®" an die Myofilamente, da die Affinitat des Troponin C fir Ca**
hoher ist; entweder direkt oder, wie bei EMD 57033, indirekt durch
verstarkte Interaktion der von Myosin und Aktin und entsprechend starker
gebundenen Querbriicken.®® Spater, wenn der Muskel anfangt sich zu

entspannen, lost sich das zuséatzliche Ca** langsamer und produziert die
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verlangsamten Abfélle. Anders ausgedrickt: die hdhere Bindungsaffinitat
fur Ca®" bewirkt, dass die Myofilamente ,klebriger fiir Ca** sind. Wahrend
der Systole wird Ca?* mehr an den Troponin-Komplex gebunden wird, das

Resultat ist ein geringeres freies systolisches [Ca®'];

und eine niedrigere
Amplitude der Ca®*-Transienten. Wahrend der Diastole hingegen dissoziiert
das gebundene Ca?' langsamer, es zeigt sich ein langsamerer Abfall der
Transienten mit einer Tendenz zu einem erhdhten diastolisches [Ca®'].
Miller und Kollegen hatten - basierend auf experimentellen Daten von
enthauteten Fasern - in mathematische Modellen bereits kleinere und
verlangerte Ca?'-Transienten in Tgl79N im Vergleich zur Kontrollgruppe
vorhergesagt.*> Voraussetzung dieser Berechnungen waren ein
unveranderter Ca**-Einstrom in die Zelle sowie eine nicht-erhéhte Ca®*-
Freisetzung aus dem SR. Diese Voraussetzungen sind erfiillt: Der Ca®*-
Einstrom durch den L-Typ-Ca®'-Kanal blieb in Tgl79N-Myozyten
unverandert, wie andere Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe zeigen
konnten.®? Abbildung 10 zeigt, dass der Ca**-Gehalt des SR unter Normal-
bedingungen unverandert ist und es nicht zu einer erhdhten Ca*'-
Freisetzung kommt (siehe hierzu auch Abschnitt 4.1.4).

Die beobachteten Veranderungen der Ca®'-Transienten sind damit eine
direkte Konsequenz der erhéhten Ca®*-Empfindlichkeit. Die Richtigkeit
dieser Annahme wird durch weitere Beobachtungen gestiutzt: Eine
experimentell erhohte Ca®*-Pufferung resultiert ebenfalls in kleineren und
verlangsamten Ca?*-Transienten.?® Die Applikation von EMD 57033 zeigt
gleichermaRen veranderte Ca**-Transienten und erhéhtes enddiastolisches
[Ca?*]i.5%8" SchlieRlich weisen auch Méause, die Troponin I-Mutationen mit
erhohter Ca**-Empfindlichkeit exprimieren - unter anderem die in Abbildung
3 gezeigt Mutante ssTNI - erniedrigte und verlangerte Ca®'-Transienten
an.94'95

Ahnliche Beobachtungen kann man beim Vergleich von Ca**-Transienten
bei isometrischen und ungeladenen Muskelkontraktionen machen.®® Die

Transienten zeigen als Reaktion auf plotzliche Dehnung der Myofilamente
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initial eine Abnahme der Amplitude mit einem Anstieg in der terminalen
Phase.?” Fir Letzteres wurde von mehreren Autoren eine verlangsamte
Dissoziation des Ca®*' im Kontext einer erhéhten Puffer-Kapazitat der
Myofilamente verantwortlich gemacht.?®°® Diese Prozesse treten innerhalb
von Millisekunden auf. Deutlich spater kommt es dann zu einem Anstieg
der Transienten, dem jedoch ein ganzlich anderer Mechanismus zu Grunde
liegt, namlich die Aktivierung dehnungs-abhangiger lonenkandale (stretch-
activated channels, SACs) mit konsekutivem Ca?*-Einstrom.®®

4.1.2 Erhohte diastolische Ca ?*-Konzentration und

eingeschrankte Relaxation bei schnellen Herzfrequen  zen

Wahrend die verlangsamte Kinetik der Ca**-Transienten bei Ruhe keine
Auswirkung auf basale Ca?'-Spiegel hat, kommt es bei schnelleren
Frequenzen und adrenerger Stimulation zu signifikant erhéhtem
diastolischem [Ca®*']; (Abb. 7 bis 9). Mit Erhéhung der Frequenz und
entsprechender Verkirzung der Diastole verbleibt nicht mehr ausrechnend
Zeit, um das verlangsamt freigesetzte Ca®?* aus dem Zytoplasma zu
entfernen.®® Um dem entgegen zu wirken, kommt es normalerweise bei
schnelleren Frequenzen zu einer Erniedrigung der Ca?*-Empfindlichkeit der
Myofilamente. Dieser Effekt findet unabhangig von einer adrenergen
Stimulation statt und wird wahrscheinlich Uber die PKA-unabhangige
Troponin I-Phosphorylierung erzielt, wie kirzlich beim Kaninchen gezeigt
werden konnte.’® Die Erniedrigung der Ca**-Empfindlichkeit entspricht in
seinem Umfang dabei mindestens dem der PKA-induzierten Troponin I-
Phosphorylierung.

Die frequenzabhangige Erniedrigung der Ca?*-Empfindlichkeit ist so bei der
frequenzabhangigen Beschleunigung der Relaxation von groler
Bedeutung. Bei groReren S&ugetieren als den von mir untersuchten
Mausen spielt sie wahrscheinlich eine noch wichtigere Rolle, da eine

frequenzabhangige Erhohung des diastolischen [Ca]; bei Ersteren
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ausgepragter ist. Der Grund liegt darin, dass in Menschen und anderen
groRen Saugern wie Kaninchen und Katzen etwa 30% des intrazellularen
Ca**-Abfalls tiber die Na*/Ca®*-Austauscher geleistet werden, wahrend es
in M&usen nur etwa 5% sind.*®* Die Entfernung von Ca?" mit dem Na*/Ca**-
Austauscher ist jedoch signifikant langsamer als die Wiederaufnahme in
das SR (ber die SR-Ca®*-ATPase. So kommt es beim Menschen eher als
bei der Maus zu einer frequenzabhéngige Erhdhung des diastolischen
[Ca]i.loo

Eine dauerhafte Erhéhung der Ca®*-Empfindlichkeit wirkt diesem wichtigen
Mechanismus nun entgegen. Entsprechend vergroBern schnelle
Herzfrequenzen die diastolische Einschréankung in Tgl79N mehr als in
TgR278C, wie in vitro und in vivo gezeigt werden konnte.®®'%? Eine
Einschrankung der frequenzabhangigen Beschleunigung der Relaxation ist

3 einer

weiterhin auch ein typisches Kennzeichen der Herzinsuffizienz,*
Erkrankung, bei der ebenfalls eine Erhohung der Ca?*-Empfindlichkeit
vorliegt.*”*° Andererseits sind hier eine Vielzahl anderer pathophysio-
logischer und biochemischer Mechanismen ebenfalls beteiligt, so dass die
erhohte Ca**-Empfindlichkeit sicherlich nicht die einzige Ursache der

eingeschrankten frequenzabhangigen Beschleunigung der Relaxation ist.

Diese Erhohung des diastolischen [Ca®']; hat mehrere wichtige
Implikationen: 1) Es kommt zu einer Einschrankung der Relaxation, die sich
klinisch als diastolische Dysfunktion auf3ert; siehe Abschnitt 4.2. 2) Eine
Erhéhung des diastolischen [Ca?®*];

von Arryhtmien;*"*% siehe Abschnitte 4.4.1 und 4.4.3. 3) Langfristig
2+
li

ist ein bekannter unabhangiger Ausloser
indiziert erhdhtes basales [Ca ventrikulares Remodelling durch die
Aktivierung regulatorischer Proteinen wie Calcineurin oder Calmodulin-
abhangige Protein-Kinase Il (CamKIl).'®* Dieser Effekt spielt eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung der chronischen Herzinsuffizienz.
Gemass Engelhardt und Kollegen ist er unabhangig von Veranderungen

5

der hamodynamischen Belastung.'®® Sie schlussfolgerten, dass eine
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Verminderung des Ca?*-Eintritts in die Zelle diesem Effekt entgegen wirke
und deshalb ginstig sei. Westermann und Kollegen konnten entsprechend
zeigen, dass die Applikation des Ca?'-Kanal Blockers Diltiazem die
Mortalitat in Tgl79N-Mé&usen signifikant senkt.!®> Dies unterstreicht die
Bedeutung der beobachteten Erhohung des diastolischen [Ca®*]; in TgI79N-

Mausen bei schnellen Herzfrequenzen.

4.1.3 Einfluss B-adrenerger Aktivierung auf den Ca **-Zyklus

Zu einer Erhéhung des diastolischen [Ca®']i kommt es auch
frequenzunabhangig bei adrenerger Stimulation. Hierbei sind mehrere
Faktoren beteiligt: einerseits ein erhéhter Einstrom tber den L-Typ Ca?'-
Kanal (lca), andererseits eine groRere Verfiigbarkeit des Ca®" aus dem
SR.** Beide Effekte vergroRern signifikant die Amplitude der Ca**-
Transienten, wie in Abbildung 8 gut erkennbar ist. Sie bilden auf zellularer
Ebene die Grundlage der positv-inotropen Wirkung [-adrenerger

Aktivierung. Einem Anstieg des basalen [Ca®'];

wirkt der lusitrope Effekt
entgegen, es kommt zu einer schnelleren Ca**-Aufnahme in das SR sowie
zu einer Senkung der Ca®*-Empfindlichkeit.*® Interessanterweise zeigt sich
bei B-adrenerger Aktivierung in Tgl79N eine starkere Zunahme der
Amplitude sowie eine starkere Beschleunigung des Abfalls der Ca?'-
Transienten. Uber die Ursache dieser Ergebnisse kann nur spekuliert
werden, da in der Literatur keine Daten Uber den Umfang der PKA-
induzierten Senkung der Ca**-Empfindlichkeit in Szenarien mit zuvor Ca**-
Empfindlichkeit vorliegen. Vermutlich ist der lusitrope Effekt von Isopro-
terenol in Tgl79N verstarkt. Daflr spricht, dass die relative Steigerung des

diastolischen [Ca®"];

bei Frequenzsteigerung ohne Isoproterenol hdéher war
als in Anwesenheit des [3-Agonisten (Abb. 9B). Im Resultat sehen wir bei
hohen Frequenzen vergleichbare diastolische [Ca®'];, wahrend [Ca®']; bei

niedrigeren Frequenzen in Tgl79N signifikant hoher war.
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Dennoch blieb auch mit Isoproterenol der Abfall der Ca**-Transienten in
Tgl79N im Vergleich zur Kontrollgruppe erhtdht, so dass es im Kontext
eines vermehrten Ca®'-Einstrom zu einer Erhéhung des diastolischen
[Ca?*]i kam.

4.1.4 VergroRerung des Ca **-Inhalts des SR

Bei der verwendeten Methode zur Erfassung des Ca*'-Inhalts des SR
stellen sich zwei mdgliche Probleme: Erstens kann die Verwendung einer
plotzlichen Koffein-Applikation den Ca®'-Inhalts des SR unterschétzen,
wenn die zytoplasmatische Ca**-Puffer-Kapazitat erhéht ist, wie es im
untersuchten Modell der Fall ist. Dies wirde zu falsch-niedrigen
Ergebnissen fuhren. Es ist jedoch aus folgendem Grund unwahrscheinlich,
dass dies in der vorliegenden Arbeit der Fall ist: Koffein erhoht die Ca**-
Empfindlichkeit zusatzlich und damit auch die Pufferkapazitat der
Myofilamente.®* Dadurch, und auf Grund der hohen Kooperativitat der
Myofilament-Aktivierung, werden die Ca**-bindenden Troponin C-Molekiile
in Anwesenheit von Koffein vollstandig saturiert sein. Die I79N-Mutation
wirde die Pufferkapazitat unter diesen Bedingungen nur um weniger als
5% erhohen.”” Dies wird die Amplitude der Koffein-induzierten Ca*-
Transienten nicht wesentlich beeinflussen, so dass die gezeigten Daten
eine gute Abschatzung des wirklichen SR-Ca®*-Inhalts darstellen sollten.

Das zweite mdogliche Problem besteht darin, dass die Fluoreszenz-
Messungen von Koffein-induzierten Ca®"Transienten mit dem wirklichen
Ca®*-Gehalt des SR nicht linear korreliert sind und so nur eine ungefahre
Abschéatzung erlauben. Die genutzte nicht-lineare Methode zur Messung
des SR-Ca?'-Gehalts sowie der fraktionellen Ca**-Freisetzung ist in der
Literatur jedoch hinlanglich etabliert.’°®'%” Dieser Ansatz hat weiterhin den
Vorteil, dass er schnell und umkompliziert durchfihrbar ist. Alternativ hatte
man das Fluoreszenzsignal fir jeden einzelnen Kardiomyozyten kalibrieren

kénnen. Dieser Ansatz ist deutlich zeitaufwandiger. Weiterhin ist die
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Kalibrierung der FURA-2-Fluoreszenz mit zusatzlichen Messfehlern

behaftet, da der Farbstoff in Zellorganellen akkumuliert.®3

Wie Abbildung 10 zeigt, sehen wir in Tgl79N im Normalzustand einen
unveranderten Ca®*-Inhalts des SR sowie eine niedrigere scheinbare
fraktionelle Freisetzung pro Herzzyklus. Letztere wurde aus dem
Quotienten der reguldren Ca?'-Transienten und Koffein-induzierten Ca**-
Transienten berechnet, wie es Bassani und Kollegen vorschlagen.'®® Fiir
die beobachtete scheinbar niedrigere fraktionelle Freisetzung gibt es zwei
mogliche Erklarungen: 1) Die Freisetzung aus dem SR selbst ist
unverandert. Dadurch, dass mehr Ca?" gebunden wird, ergeben sich
kleinere Transienten. Mit einem kleineren Nenner in der genannten Formel
ergibt sich so die scheinbar niedrigere fraktionelle Freisetzung.
2) Die scheinbar niedrigere Freisetzungsfraktion beruht auf einer realen
niedrigeren Freisetzung, einem niedrigeren Ertrag des Ca**-Induced Ca*
Release (CICR).

Erstgenanntes ist die wahrscheinlichere These: Ica ist in Tgl79N
unverandert.®> Eine Berechnung des CICR-Ertrages durch den Quotienten
der Ca**-Transient-Amplitude und von lc,, wie sie von Janczewski und
Kollegen angeregt wurde,'®® ergibt einen unveréndertes CICR-Ertrag. Dies
Uberrascht nicht, da CICR ein sehr lokales Phanomen ist. Anderungen der
globalen Ca**-Puffer-Kapazitat werden die Kinetik von Ica nicht wesentlich
beeinflussen.'°

Wahrend der Ca**-Inhalt des SR im Normalzustand in Tgl79N und der
Kontrollgruppe gleich sind, zeigt sich eine deutliche Vergrél3erung in
Tgl79N mit adrenerger Stimulation. Der Ca®*-Inhalt des SR ist abh&ngig
von mehreren Faktoren, die sich wiederum gegenseitig beeinflussen: der
Ca®"-Aufnahme mit der Ca®*-ATPase, dem Ca**-Ausfluss/Leck, der Ca**-
2+]i-

Puffer-Kapazitat des SR sowie [Ca®*].'!' Die beobachtete Erhéhung des

Ca**-Inhalt des SR mit adrenerger Stimulierung ist wahrscheinlich eine

7. 2*]; kommt es

Konsequenz des erhohten [Ca Bei basal erhdhtem [Ca
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iber eine Aktivierung Ca®-abhangiger Proteine zu einer erhéhten
Aufnahme mit Hilfe der SR-Ca?*-ATPase.?®'%! Die anderen Mechanismen
scheinen im vorliegenden Fall weniger bedeutsam: Eine Veranderung der
Puffer-Kapazitdt des SR erscheint unwahrscheinlich. Die adrenerge
Modulation des Ca**-Ausfluss/Lecks schlieBlich ist umstritten und ent-
sprechend schwierig zu beurteilen.®* Es erscheint jedoch ausgeschlossen,
dass die beobachtete signifikante Zunahme des SR-Ca**-Inhalt durch eine
entsprechend erniedrigte Ca®*-Freisetzung zustande gekommen ist,
schlieRlich erhéht eine B-adrenerge Stimulation die Ca®'-Transienten in

Tgl79N mehr als in der Kontrollgruppe (Abb. 8).

Bei einem hohen Ca?'-Inhalt des SR in Tgl79N steht nicht nur mehr Ca**
fur die néachste Freisetzung zur Verfigung. Moduliert Uber regulatorische
Doménen auf der luminalen Seite des Ryanodin-Rezeptors vergro3ert sich
dartiber hinaus dessen Offnungswahrscheinlichkeit.>*°*** Es kommt so
gehauft zu so genannter ,spontaner® Ca®'-Freisetzung, die einen
bekannten Trigger fir Nachdepolarisationen darstellt (siehe hierzu
Abschnitt 4.4.1).3"

4.2 Relevanz der diastolischen Dysfunktion

Eine erhdhte Ca®*-Empfindlichkeit verbessert die systolische Funktion, fiihrt
jedoch auch zu einer eingeschrankten Entspannung des Herzens in der
Diastole. Dies konnte fir Dehnung der Myofilamente und beim Einsatz von
Ca®*-Sensitizern gezeigt werden.***? Diastolische Dysfunktion ist auch ein
Kennzeichen der FHK und ebenso in Tiermodellen mit TNT-Mutationen
durchweg anzutreffen.**2*

Die Bedeutung der diastolischen Dysfunktion in Hinblick auf die
Arrhythmogenese ist nicht klar zu ermessen. Mit TgR278C haben wir
jedoch eine TNT-Mutation, die einerseits eine eingeschrankter Relaxation

ausweist, andererseits aber einen unveranderten Ca®*-Zyklus, normale
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Aktionspotentiale und keine Neigung zu Rhythmusstérungen zeigt. Deshalb
spielt die diastolische Dysfunktion bei der Entstehung der Rhythmus-
stérungen und letztendlich des plétzlichen Herztodes bei erhdhter Ca**-
Empfindlichkeit wahrscheinlich nicht die entscheidende Rolle.

4.3 Mechanismen der Aktionspotential-Veranderung

4.3.1 Ca*" moduliert das Aktionspotential iber den Na  */Ca?*-

Austauscher

Die Repolarisation des Aktionspotentials wird im Wesentlichen vom
Verhaltnis des depolarisierenden Ca?'-Einstrom (Ica) und des
repolarisierenden K*-Ausstroms bestimmt.**®* Moduliert wird es dariiber
hinaus vom Na*/Ca?*-Austauscher und von der Na*/K*-ATPase, die jedoch
einen vernachlassigbar kleinen Anteil hat. Ic, und der K*-Ausstrom sind in
Tgl79N-Mausen® und mit EMD 57033 (Daten unverdffentlicht) jedoch
unverandert, wie andere Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe zeigen konnten.
Dies legt die Vermutung nahe, dass die in Abbildungen 11 und 17
gezeigten Veranderungen der Repolarisation durch den Na‘/Ca*'-
Austauscher bedingt sind.

Der Na'/Ca®'-Austauscher ist der wichtigste Mechanismus der Ca?'-
Entfernung aus der Zelle. Wegen seiner Stochiometrie von 3 Na*-lonen zu
1 Ca**-lon ist er elektrogen, daher die Beeinflussung des Aktionspotentials.
Wenn er im forward mode Ca?" aus der Zelle entfernt, entsteht ein
depolarisierender Einwartsstrom; wenn er hingegen im backward mode Na*
aus der Zelle schafft, kommt es zu einem repolarisierenden Strom. Die
Richtung und das Ausmald des generierten Stromes (Inaca) hdngen dabei
vom Membranpotential (En) sowie von den Na*- und Ca?'-Konzentrationen
in direkter Nachbarschaft des Austauschers ab. Wahrend des Ablaufes
eines Aktionspotentials &ndern sich diese Bedingungen kontinuierlich. Bei

normalen diastolischen Bedingungen betragt das Umkehrpotential etwa —40
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mV. Beim Ruhepotential agiert er also im forward mode und es kommt zu
einem leichten Einwartsstrom. Mit der Depolarisation wechselt er fur eine
gewisse Zeit die Richtung, so dass ein Auswartsstrom entsteht. Die Dauer,
die er so im backward mode agiert, hangt entscheidend von der H6he und
Breite des Plateaus ab. Im weiteren Verlauf der Repolarisation wechselt er
mit negativ-werdendem Membranpotential und steigendem [Ca®*]; wieder in
den forward mode zuriick, 8101114

Die Ca®*-Transienten in Tgl79N erreichen ihr Maximum im Bereich von 50-
70% Repolarisation, dies konnte bei zeitgleichen Aufnahmen von Ca**-
Transienten und Aktionspotentialen mit Hilfe der perforated patch-Technik
gezeigt werden.®? Dieser Maximalwert ist bei erhohter Ca?*-Empfindlichkeit
vermindert, wie Abbildungen 6 bis 8 demonstrieren. Es kann so weniger
Ca®* durch den Na‘*/Ca?'-Austauscher aus den Myozyten entfernt werden.
Dies wiederum ergibt einen geringeren Einwartsstrom und in der Folge
verkirzte APDsy and APD7o. Ein anderes Bild ergibt sich am Ende des
Aktionspotentials und in der Diastole: bei langsamen Frequenzen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Ca?'-Transienten mit
normaler und erhéhter Ca®*-Empfindlichkeit, deshalb sieht man auch keine
Unterschiede in APDgg, d.h. in der Gesamtdauer der Aktionspotentiale.
Diese Ca’"-abhangige Modulation der Aktionspotentialdauer ist ein
bekannter Mechanismus und konnte in einer Vielzahl an Modellen bestéatigt
werden.88104114116 pie  Richtigkeit dieser Annahmen wird ferner durch
Ergebnisse anderer Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe bestatigt. Sie
konnten zeigen, dass eine Blockade des Na‘/Ca®‘-Austauschers die
beobachteten Aktionspotential-Veranderungen bei erhthter Ca**-Empfind-
lichkeit beseitigt.®? Ebenso glich eine Erhdhung der Ca?*-Pufferung mit Hilfe
von EGTA vorher bestehende Unterschiede in der Repolarisation von
Tgl79N und der Kontrollgruppe vollstdndig aus. Es passt auch zum
beschriebenen Mechanismus, dass die Unterschiede zwischen Tgl79N und
der Kontrollgruppe bzw. R278C durch Isoproterenol gemildert werden (Abb.
16). Isoproterenol vergréRert schlieRlich die Amplitude der Ca?'-Tran-
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sienten in Tgl79N starker als in den anderen beiden Gruppen (Abb. 8), so

dass die Einschrankung des Einwartsstroms weniger stark ausgepragt ist.

In unserer Arbeitsgruppe konnten wir kirzlich zeigen, wie stark Ca®'-
Transienten auch die so genannte Restitutionskurve des Aktionspotentials,
d.h. die Abhangigkeit der Aktionspotentialdauer von der Stimulations-
frequenz, pragen. So wird die Restitutionskurve der spaten Repolarisations-
phase der Maus offenbar Uberwiegend von der frequenzabhé&ngigen
intrazellularen Ca®*-Konzentration bestimmt.*!” Diese Beobachtung konnte
auch in der vorliegenden Arbeit gemacht werden. Das bei schnellen

Frequenzen erhéhte diastolische [Ca®'];

(Abb. 7) induziert eine verstarkte
Ca’*-Entfernung aus der Zelle. Diese filhrt zu einem depolarisierenden
Einwartsstrom, der die Gesamtdauer des Aktionspotentials entsprechend
verlangert. Wie man Tabelle 3 entnehmen kann, ist dies in Anwesenheit
von EMD 57033 im Steady-state-Zustand der Fall. Nach Pausen ist die
Aktionspotential-Verlangerung noch ausgepragter und in Tgl79N und mit
EMD 57033 jeweils hoch signifikant (Abb. 13). Wahrend der schnellen
Stimulationsserien kommt wahrscheinlich es zu einer Ca**-Uberladung des

#*]; zusatzlich

SR, die bei ploétzlicher Freisetzung nach einer Pause [Ca
erhoht.

Die Ca®'-abhangige Modulation des Aktionspotentials spielt bei allen
Saugetieren eine Rolle. Da der Stromfluss tiber den Na*/Ca**-Austauscher
von der Aktionspotential-Konfiguration abhangig ist, ergeben sich im Detail
jedoch Spezies-Unterschiede. Wegen des breiten Plateaus des Aktions-
potentials agiert der Na*/Ca?*-Austauscher bei Menschen und Katzen im
Vergleich zu Mausen langer im backward mode, es kommt zu einem etwas
langeren und starkeren Auswartsstrom, anstelle eines verminderten
Einwartsstroms bei der Maus. Diese Unterscheide erklaren wahrscheinlich
auch, warum EMD 57033 in Katzen im Gegensatz zu Mausen auch zu einer
Verklrzung von APDsp und APDg3p fuhrt (Abb. 11 und 17). Bei normalem
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2+]i

diastolischem [Ca wird ist Gesamtdauer, quantifiziert durch APDgg,

jedoch auch hier nicht verandert. Erst bei schnellen Herzfrequenzen und

2+]i

entsprechendem Anstieg des diastolischen [Ca“"]; kommt es zu einer Ver-

langerung der Aktionspotentialdauer, wie es in Abbildung 18 gezeigt wird.

4.3.2 Auswirkung von Dehnung auf die Aktionspotent lal-

Regulation

Der Effekt von Dehnung der Myofilamente auf die Aktionspotential-Gestalt
ist von Cazorla und Kollegen ausfiihrlich beschrieben worden.**® In der
Regel kommt es sofort nach Beginn der Dehnung zu einer Verkirzung der
Aktionspotential-Dauer. Ein Teil der Autoren sah interessanterweise so
genannte cross-over-Phanomene mit einer leichten Verlangerung der
terminalen Repolarisation bei ansonsten verkiirztem Aktionspotential.**®
Erst viele Schlage spater wird das Aktionspotential etwas langer, es kommt
zu einer Normalisierung oder sogar zu einer Verlangerung gegenuber dem
Ausgangszustand.!812°

Wie bei den in Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Veranderungen der Ca?*-
Transienten sind zwei unterschiedliche Mechanismen fiir die Anderungen
der Aktionspotential-Gestalt verantwortlich: die Erhéhung der Ca*'-
Empfindlichkeit sowie die Aktivierung dehnungsabhangiger lonenkanale
(SACs). Erstere tritt bereits nach Millisekunden und damit deutlich vor der
Aktivierung von SACs auf. Die beobachtete initiale Verklrzung der
Aktionspotential-Dauer sowie das cross-over-Phdnomen werden so dem
Na‘*/Ca?*-Austauscher zugeschrieben, der Mechanismus entspricht dabei
dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen.®*%!

Allerdings ist die Situation etwas komplizierter, da SACs in gleicher Art und
Weise wie der Na‘/Ca®*-Austauscher auf das Aktionspotential wirken
kénnen. SACs sind unspezifische Kationen-Kanale.''® Bei Membran-
potentialen positiv vom seinem Umkehrpotential (d.h. in der frihen Phase

des Aktionspotentials) wird es unter bestimmten Bedingungen zu einem
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Auswartsstrom und damit zu der beschriebenen Verkirzung des
Aktionspotentials kommen. Langfristig fuhrt die Offnung von SACs uber
einen Ca®'-Einstrom zu einer Erhéhung des diastolischen [Ca®'];,%° was
wiederum unter anderem auf die Regulation des Na'/Ca?'-Austauscher
Auswirkungen hat. Es ist insofern schwierig abzuschatzen, welcher Anteil
im Aktionspotential-Remodelling der Erhéhung der Ca?*-Empfindlichkeit
und welcher Anteil SACs zukommt. Wir wissen jedoch sicher, dass beide
eine Rolle spielen, da sowohl Streptomycin als SAC-Blocker als auch
erhdhte Ca®*-Pufferung das Aktionspotential wieder normalisieren.*?°

Die verstarkte Arrhythmogenese mit Dehnung lasst sich sicherlich nicht
hinreichend durch die diskutierten Anderungen der Aktionspotential-
Regulation erkléren, es ist eine Vielzahl weiterer Mechanismen beteiligt.*??
Dennoch sind die beschrieben Auswirkungen von Dehnung auf die
Aktionspotential-Regulation aus mehreren Grinden interessant. Erstens
lasst sich zumindest eine Beteiligung der veranderten Ca?*-Empfindlichkeit
bei der Arrhythmogenese mit Dehnung vermuten. So erschwert die
verlangsamte Kinetik der Ca®*-Transienten in der Diastole die Entfernung
des Ca*', welches zusatzlich Uber SACs einstromt. Zweitens sind die
beschriebenen Veranderungen ein weiteres Beispiel fur die Kausalkette:
Erhéhte Ca®-Empfindlichkeit = erniedrigte Ca*'-Transienten mit
langsamerem Abfall = Aktionspotential-Remodelling. Damit stltzen sie die
vorgestellten Ergebnisse von TNT-Mutationen und Ca?*-Sensitizern. Und
schlieRlich ist der Anstieg der Ca**-Empfindlichkeit durch Dehnung offenbar
in TNT-Mutationen mit bereits erhéhter Ca®*-Empfindlichkeit gréRer ist als
in Kontrollgruppen. Dies konnte flir transgene Mause mit einer anderen
TNT-Mutation gezeigt werden.*® Wére dies bei allen TNT-Mutationen mit
erhdhter Ca?*-Empfindlichkeit der Fall, dann wiirde eine Erhdhung der
Vorlast die in Tgl79N beobachteten Veranderungen von Ca®*-Zyklus und

Aktionspotential-Regulation gewissermal3en potenzieren.
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4.4 Mechanismen der Arrhythmie-Entstehung

4.4.1 Entstehung der Nachdepolarisationen durch Ca  *-

aktivierten transienten Einwartsstrom

Das erhohte diastolische [Ca®*']i bei schnellen Herzfrequenzen ist
wahrscheinlich der Schissel zur Entwicklung der Arrhythmien bei erhéhter
Ca®*-Empfindlichkeit. Man unterscheidet zwei Arten von Nach-
depolarisationen: frihe (EADs) und spate Nachdepolarisationen (DADS).
DADs sind diastolische Depolarisationen, die durch Freisetzung von Ca*
aus dem SR initilert werden. Die Entfernung des zuséatzlich freigesetzten
Ca®" aus der Zelle mit Hilfe des Na*/Ca®*-Austauschers im forward mode
l6st einen transienten Einwértsstrom (ly) aus.®”****'® Deshalb findet man
DADs bei schnellen Herzfrequenzen und in Szenarien mit intrazellularer
Ca®*-Uberladung. Besonders unter Bedingungen eines hohen SR Ca*'-
Inhalts kann jede zusatzliche spontane Ca?'-Freisetzung hier ein DAD
auslosen.

EADs mit einem takeoff zu Beginn der Depolarisation werden durch eine
vorzeitige Reaktivierung von Ic, ausgelost. Sie treten vor allem bei
langsamen Herzfrequenzen und einer Verlangerung des Aktionspotentials
auf. Ein typischer pradisponierender Faktor ist das Long-QT-Syndrom mit
einem verminderten Kalium- oder erhdéhten Natriumstrom.'?® EADs mit
einem spateren takeoff, auch Phase 3-EADs oder High Membrane
Potential-EADs genannt, haben jedoch einen anderen Mechanismus: sie
werden durch l; ausgeldst und entsprechen in ihrem Mechanismus so den
DADS.37'111'116

Es stellt sich naturlich die Frage, durch welchen Mechanismus die EADs in
der vorliegenden Studie ausgeltst wurden. Die beobachteten EADs hatten
ein takeoff im Bereich von 80% Repolarisation. Mit einem angenommenen
Ruhemembranpotential (E,) von =70 mV und einem Overshoot von 20 mV,

entsprechen 80% der Repolarisation einem E,, von =52 mV. Die Gultigkeit
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dieser Berechnung ist gezeigt worden.” Bei -52 mV kénnen EADs nicht
mehr durch eine Reaktivierung des Ca**-Kanals ausgelést werden, da der
window current vom L-Typ-Ca?'-Kanal oberhalb von -40 mV liegt.**?
Dementsprechend miissen die EADs durch Ca® -aktivierte Strome
ausgeldst werden; diese wiederum sind beinahe ausschlie3lich auf den

Na‘/Ca**-Austauscher zuriickzufiihren,*04 1110

4.4.2 Erleichterung eines Wiedereintritts durch Ve  rkirzung der

Refraktarzeit

Ein erhdhtes Auftreten von Nachdepolarisationen und Extraschlagen hat
arrhythmogenes Potential. Zur Entstehung lebensbedrohlicher ventrikularer
Arrhythmien sind jedoch zusatzlich Stérungen der Impulsweiterleitung
erforderlich.’® Bei der Impulsausbreitung trifft die Erregung normalerweise
auf nicht wiedererregbares Myokard, da dieses noch refraktar ist. Dies ist
gewadbhrleistet, solange die Lange der weitesten Erregungsschleife kleiner
ist als das Produkt aus der effektiven Refraktarzeit und der Erregungs-
ausbreitungsgeschwindigkeit.'?* Zu einem Wiedereintritt der Erregung mit
ventrikularen Tachykardien und Kammerflimmern kann es jedoch kommen,
wenn 1) die Lange der Erregungsschleife zunimmt; dies ist beispielsweise
bei der Hypertrophie der Fall, spielt in den untersuchten Modellen jedoch
keine vorrangige Rolle 2) die Ausbreitungsgeschwindigkeit verlangsamt ist
oder 3) die Refraktéarzeit verkirzt ist (Abb. 20).

Die beobachtete klrzere effektive Refraktérzeit (ERZ) ist konsistent mit
dem verkirzten QT-Intervall (Tabelle 4), da das QT-Intervall im EKG
Ausdruck der ventrikularen Repolarisation ist. So gibt eine enge Beziehung
zwischen der ERZ und dem QT-Intervall.'?® Die kiirzere ERZ passt
weiterhin gut zu den Anderungen im MAP, da die Aktionspotential-Dauer
ebenfalls eng mit der ERZ korreliert ist.'***?® |m Mausherzen kommt es zu
einer Wiedererregbarkeit bei einem durchschnittlichen Repolarisation-

Niveau von 80%.’* Dazu passend wurde in dieser Studie eine Verkiirzung
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der Aktionspotentialdauer bei 70% der Repolarisation gesehen (Abb. 11
und 17).

Der Stellenwert einer verkirzten ERZ darf nicht unterschatzt werden:
Maguire und Kollegen konnten zeigen, dass die ERZ in Mausen derjenige
elektrophysiologische Parameter ist, der am besten mit einer
Induzierbarkeit ventrikularer Tachykardien korreliert.'?” Die verkiirzte ERZ
mit erhohter Ca®*-Empfindlichkeit bildet so ein arrhythmogenes Substrat,
das zusatzlich mit dem Trigger haufigerer Nachdepolarisation und
Extraschlagen die  Entwicklung toédlicher  Herzrhythmusstérungen

hinreichend erklaren kann.

4.4.3 Weitere mogliche Mechanismen der Arrhythmoge  nese

Es gibt zusatzlich zu den beschrieben Mdglichkeiten weitere Mechanismen,
die - basierend auf den beobachteten Unterschieden im Ca®*-Zyklus sowie
der Aktionspotential-Regulation - eine verstarkte Arrhythmogenese erklaren
kénnen:

1) Verlangsamte Ca®*-Transienten kénnen zur Aktivierung regulatorischer
Proteine wie der Calmodulin-abhangigen Protein-Kinase I (CamKill)
fuhren.?®%° Eine Hochregulierung von CamkKIl wiederum kann auch bei
nicht verlangerter Aktionspotential-Dauer und nach Normalisierung des

2*]i EADs auslésen.*?® Eine Inhibition von CaMKIl hemmt

diastolischen [Ca
den depolarisierenden Inaca Wahrscheinlich sekundar dber eine
Verhinderung der CaMKIl-abhangigen Ca**-Uberladung des SR.?° Dieser
Mechanismus ist so synergistisch zu dem von mir beschriebenen
Mechanismus der Arrhythmogenese. Bei chronischer Erhéhung der Ca®*-
Empfindlichkeit spielt er wahrscheinlich eine verstarkende Rolle. Fir die
Zukunft stellt eine Blockierung von CaMKIl dementsprechend eine
vielversprechende therapeutische Option dar, um in Szenarien mit erhéhter
Ca’*-Empfindlichkeit Rhythmusstérungen zu verhindern.*?°

2) Es gibt angeborene regionale Unterschiede in der Repolarisation, die
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sich auf Unterschiede im Ca**-Zyklus zuriickfiihren lassen.*** Eine erhohte
Ca®*-Empfindlichkeit kénnte die regionale Variabilitat der Ca®*-Transienten
erhdhen, im Falle der Ca*'-Sensitizer beispielsweise durch lokal unter-
schiedliche Verteilung im Gewebe. Verstéarkte regionale Unterschiede in der
Repolarisation wiederum fihren zu rdumlicher Heterogenitat der Refraktar-
zeit, welche zu Wiedereintritt und Kammerflimmern disponiert.*32*33

3) Ca®*-induzierte EADs konnen unter bestimmten Bedingungen einen
bereits beendeten Wiedereintritt selbstéandig erneut einleiten, wie Huffaker
und Kollegen kiirzlich vorgeschlagen haben.*®*

4) Erhohtes basales [Ca®']; bremst die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Erregung und schafft somit Bedingungen, die einen Wiedereintritt

37,135

erleichtern. Verantwortlich hierfir ist neben Verdnderungen der

depolarisierenden Na*- und Ca®**-Stréme auch eine verlangsamte Leitung
der Gap Junctions bei erhéhtem [Ca®*];.**® Entsprechend haben London und
Kollegen in einem Herzinsuffizienz-Modell mit verandertem Ca®*-Zyklus,
welches ventrikulare Tachykardien unabhangig von Nachdepolarisationen,
getriggerten Schldgen oder regionalen Unterschieden der Refraktarzeit
aufwies, eine zu Grunde liegende verlangsamte heterogene Ausbreitung

vorzeitiger Schlage gesehen.*®’

4.4.4 Differentieller Effekt [-adrenerger Aktivierung

Das Fehlen einer gehauften Inzidenz von EADs und getriggerten Schlagen
in Anwesenheit von Isoproterenol mag iiberraschend erscheinen, da Ca**-
aktivierte Nachdepolarisationen verstarkt bei [-adrenerger Aktivierung
entstehen.®” 1% Wahrend sich die beobachtete Wirkung von Isoproterenol
auf Arrhythmogenese nicht vollstandig erklaren Iasst, so gibt es doch einige
Erklarungsansatze:

1) Isoproterenol hat einen positiv-inotropen, lusitropen und chronotropen
Effekt. Wenn man die nachdrickliche Frequenzabhangigkeit der
getriggerten Aktivitat in Abbildung 15 betrachtet, so konnte die
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Isoproterenol-induzierte Zunahme ventrikularer Ektopie in vivo (Abb. 1) und
in spontan-schlagenden Herzen vorrangig durch den chronotropen Effekt
erklart werden. Wie bereits in Abschnitt 4.1.3 diskutiert, kdnnte der
lusitrope Effekt von Isoproterenol in Tgl79N verstarkt sein. Dieser wirde
einer Erhéhung des basalen [Ca®'], bei verstarktem Ca®*-Einstrom
entgegen wirken.

2) In vorbereitenden Experimenten wurden ventrikulare Arrhythmien
vornehmlich nach Pausen gesehen. Deshalb war das Stimulationsprotokoll
speziell entworfen, um getriggerte Aktivitat nach Pausen zu untersuchen.
Aufnahmen mit spontaner Aktivitat in der ersten Pause (dem S1S2-
Intervall) mussten verworfen werden. In allen Genotypen, d.h. in Tgl79N,
TgR278C wund der Kontrollgruppe, sah man eine hdohere Inzidenz
spontaner, nicht getriggerter Schlage. So gab es in Anwesenheit von
Isoproterenol mehr Aufnahmen mit spontaner Aktivitat, die eine Analyse
von Aktionspotential-Remodelling, EADs und getriggerten Schlégen
ausschlossen. Deshalb konnten weniger Stimulationsserien analysiert
werden. Deren Anzahl mag nicht ausreichend gewesen sein, um Kkleine
Unterschiede aufzusptren.

3) Eine andere Mdglichkeit ist, dass der arrhythmogene Effekt von
Isoproterenol bei vorgegebener Herzfrequenz vor allem auf der
Organebene  stattfindet, beispielsweise durch eine verbesserte
Weiterleitung von EADs. Dieser Mechanismus ist auch von Wu und
Kollegen vorgeschlagen worden, die in einem Mausmodell mit CaMKII-
Uberexpression die selben Beobachtungen gemacht haben.'?
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4.4 Bedeutung der Studie

Die gewonnenen und vorgestellten Daten zeigen erstmals, dass akute und
chronische Erhéhungen der Ca?"-Empfindlichkeit der Myofilamente
unabhangige Risikofaktoren bei der Entstehung von Herzrhythmus-
stérungen sind. Sie bieten so eine madgliche Erklarung fur plétzlichen
Herztod bei jungen Patienten mit Familidrer Hypertropher Kardiomyopathie,
die keine ausgeprégte Hypertrophie und Fibrose aufweisen. Im Fokus der
Forschung hierzu stand bisher ein Zusammenspiel von diastolischer
Dysfunktion und myokardialer Ischamie.'® Ein davon unabhangiger
Mechanismus der Arrhythmogenese ist bisher nicht systematisch
untersucht worden.

Die Arbeit zeigt weiterhin, warum der pharmakologische Einsatz von Ca?*-
Sensitizern mit einem besonderen Risiko fir Herzrhythmusstérungen
verbunden ist und daher genau abgewogen werden sollte. Die
beschriebenen Mechanismen spielen moglicherweise auch eine Rolle bei
erhdhter Ca”*-Empfindlichkeit im Rahmen von einer erhdhten Vorlast,
chronischer Herzinsuffizienz sowie nach einem Myokard-Infarkt. Wahrend
die Situation hier sicherlich komplex ist und eine Vielzahl unterschiedlicher
Mechanismen beteiligt ist, sollte die Regulation der Ca**-Empfindlichkeit mit
den entsprechenden Auswirkungen auf den Ca**-Zyklus in Zukunft verstarkt
bedacht werden. Beispielhaft hierfir steht eine kurzlich vero6ffentliche
Studie, nach der koérperliches Training nach einem Myokard-Infarkt die

zuvor erhohter Ca®*-Empfindlichkeit senken kann.>%:°8

4.5 Einschrankungen der Studie

Die Elektrophysiologie von Menschen und Mausen unterscheidet sich
substantiell und die beobachteten Veranderungen mit erhdhter Ca*-
Empfindlichkeit im Mausmodell sind nicht uneingeschrankt auf den
Menschen iibertragbar.”® Wahrend Untersuchungen am Ca®*-Zyklus nur im
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Mausmodell durchgefuhrt wurden, so konnten die wichtigsten Befunden zur
Aktionspotential-Regulation und Arrhythmogenese in Katzen bestatigt
werden. Die Elektrophysiologie von Katzen ist dem Menschen ahnlicher,
jedoch bestehen weiterhin Unterschiede, so dass auch diese Ergebnisse
nicht zwangslaufig tbertragbar sind.”

Mit Tgl79N wurde ein transgenes Tiermodell untersucht, welches eine
schlechte klinische Prognose bei erhéhter Ca?'-Empfindlichkeit der
Myofilamente aufweist. Dem wurde mit TgR278C eine Mutante
gegenubergestellt, die eine klinisch eine gute Prognose bei unveranderter
Ca**-Empfindlichkeit zeigt. Wahrend es sehr gute Hinweise gibt, dass diese
beiden Mutationen reprasentativ fur ein jeweils grof3eres Kollektiv sind, ist
dies selbstverstandlich nicht garantiert.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie zeigt erstmals, dass eine erhéhte Ca?*'-
Empfindlichkeit der kardialen Myofilamente im Tiermodell einen
selbststédndigen Risikofaktor bei der Entstehung von Herzrhythmus-
storungen darstellt. Dies konnte sowohl fiir chronische Erhéhung der Ca**-
Empfindlichkeit im Rahmen einer Familiaren Hypertrophen
Kardiomyopathie (FHK) als auch fur eine akute Erhéhung mit Hilfe eines
Ca®*-Sensitizers gezeigt werden. Die Ergebnisse der Arbeit bieten so eine
maogliche Erklarung fur plotzlichen Herztod bei bestimmten Patienten mit
FHK. Sie schréanken weiterhin den Einsatz von Ca®'-Sensitizern ein.
Schliel3lich beleuchten sie einen bisher kaum untersuchten Aspekt in der

Arrhythmogenese von Herzinsuffizienz und nach einem Myokard-Infarkt.

Abbildung 21 zeigt zusammenfassend den vermuteten Mechanismus: Auf
zellularer Ebene findet sich ein veranderter Ca®*-Zyklus mit erniedrigten
und verlangsamten Transienten. Diese Veranderungen sind wahrscheinlich
eine direkte Konsequenz der erhdhten Bindungsaffinitat fur Ca®". Die
Myofilamente sind ,klebriger* fir Ca**, wahrend der Systole wird mehr Ca**
gebunden, wahrend der Diastole hingegen dissoziiert es langsamer. Bei
adrenerger Stimulation und schnellen Herzfrequenzen mit entsprechender

2+]i

Verklrzung der Diastole kommt es zu erhéhtem diastolischem [Ca“"]; und

zu erhéhten Ca?*-Inhalt des SR.
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T Ca?*-Empfindlichkeit der Myofilamente

'

T CatInhalt des SR | #— | T diastolisches [Ca2], [—w | diastolische Dysfunktion

'

Aktionspotentiak Rermodelling

' '

T Machdepolarisationen 1 Refraktarzeit

'

Reentry

'

T wentrikulare Tachykardien

'

Pldtzlicher Herztod | <

Abbildung 21. Schaubild zur vermuteten Entstehung von plétzlichem Herztod

bei erhohter Ca**-Empfindlichkeit der kardialen Myofilamente

Der so veranderte Ca®*-Zyklus fiihrt wahrscheinlich mit Hilfe des Na*/Ca?*-
Austauschers zu Veranderungen der Repolarisation des Aktionspotentials.
Bei schnellen Herzfrequenzen treten Aktionspotential-Verlangerung, Ca?*-
abhangige Nachdepolarisationen und getriggerte Schlage auf. Auf Organ-
Ebene findet sich eine verkirzte Refraktarzeit. Damit sind sowohl ein
Trigger als auch ein arrhythmogenes Substrat fir die beobachteten

ventrikularen Arrhythmien gegeben.
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