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Referat

Proteinphosphatasen sind als Regulatoren des Phosphorylierungsstatus in jeder Zelle
von Bedeutung. Damit haben sie ubiquitaren Einfluss auf die unterschiedlichsten
Vorgéange und Funktionen von Proteinen. In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt,
dass eine erhdhte Expression verschiedener Proteinphosphatasen wie PP1, PP2A,
PP2B oder PP5 in Mausen die Funktion des Herzens verandern. Der Einfluss der
Proteinphosphatase 2C (PP2C) auf die physiologischen Vorgénge in Kardiomyozyten
und auf die Herzfunktion ist jedoch weitgehend unbekannt. Die Wirkung einer erhéhten
PP2C-Expression auf die Funktion isolierter Herzvorhtfe gentechnisch verdnderter
Mause soll daher in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden Experimente an transgenen Mausen (TG) und Wildtypen (WT)
im Vergleich durchgefuhrt. Die transgenen Tiere zeichneten sich durch eine
kardiomyozytenspezifische Uberexpression der Proteinphosphatase 2C aus, die unter
Kontrolle des Promotors der a-Isoform der schweren Kette des Myosins erzielt wurde.
Gemessen wurden Kontraktionskrafte und Frequenzen in vitro an elektrisch stimulierten
(1 Hz) linken und spontan schlagenden rechten Herzvorhofpraparaten. Unter
physiologischen Bedingungen (Begasung der Pufferldsung mit Carbogen (95% O,, 5%
COy)) war hier bereits eine hohere Frequenz der rechten Vorhofpréparate von TG zu
beobachten. In verschiedenen Versuchsreihen wurde dann eine Hypoxie durch eine
Begasung der Pufferlésung mit Stickstoff-haltiger Gasmischung (95% N2, 5% COy)
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich vor, zwischen und nach den hypoxischen Intervallen eine
hdhere Frequenz der rechten Vorhofpraparate in TG. Die Kontraktionskrafte der
isolierten linken Vorhofpraparate unterschieden sich nicht. Unter Hypoxie entwickelten
WT mehr Kraft als TG. Des Weiteren zeigte sich in den Zyklen von Hypoxie und
Reoxygenierung, dass TG schneller ihre Kraft verloren und auch langsamer
regenerierten als WT. Ebenso entwickelten sich Kontrakturen in TG schneller als in WT,
sie wurden jedoch in TG auch schneller wieder abgebaut.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PP2Cp einen Einfluss auf die Herzfrequenz
haben kénnte. AuRerdem kdnnte PP2Cp einen schnelleren Verlust der Kontraktilitat und
eine schlechtere Erholung bei hypoxischen Zustdnden mit erhohtem Risiko fir
Kontrakturentwicklung bewirken. Damit scheint PP2C fur die Funktion des Herzens

unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen eine Rolle zu spielen.

Bruns, Tom Alfred: Einfluss der Proteinphosphatase 2Cf auf die Funktion von
Herzvorhéfen transgener Mause in vitro unter Hypoxie. Halle (Saale), Univ., Med. Fak.,
Diss., 77 Seiten, 2023
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1 Einleitung

1.1 Proteinphosphorylierung durch Proteinkinasen und Proteinphosphatasen

Eine Phosphorylierung ist ein wichtiger Mechanismus der posttranslationalen
Modifikation von Proteinen. Hierbei werden durch Proteinkinasen der terminale
Phosphatrest von Adenosintriphosphat auf bestimmte Aminosauren unter
Wasserfreisetzung Ubertragen. Diese Aminosauren weisen dabei in der Regel eine
Hydroxylgruppe im Rest auf. Da dies nur auf die Aminosauren Serin, Threonin und
Tyrosin zutrifft, werden die Phosphatreste hauptséchlich an diese drei gebunden,
wenngleich auch Phosphorylierungen von Histidylresten bekannt sind (Attwood und
Wieland 2015). Die Phosphorsaureesterbindung fiigt dem Protein automatisch 2
negative Ladungen hinzu und verandert folglich die elektrostatischen Wechselwirkungen
mit anderen Molekilen. Die Spezifitat verschiedener Kinasen fur Serin- und
Threoninreste bzw. fur Tyrosinreste ermoglicht eine Einteilung in Serin-/Threonin- und
Tyrosinkinasen (Horn et al. 2020).

Proteinphosphatasen sind dabei die Gegenspieler der Proteinkinasen, weil sie als
Esterasen unter Wassereinlagerung Phosphatreste abspalten kénnen. Vergleichbar zu
den Proteinkinasen werden die Proteinphosphatasen je nach bevorzugtem Angriffspunkt
in Serin-/Threoninphosphatasen und Tyrosinphosphatasen eingeteilt. Sie halten den
Phosphorylierungsstatus der Zellen im Gleichgewicht.

Die kovalente Proteinmodifikation durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung
spielt eine bedeutende Rolle in der Kontrolle der Aktivitat verschiedener Enzyme, die in
Signaltransduktionswegen involviert sind und dabei zellulare Aktivitat und komplexe
Funktionen wie Differenzierung oder Zelltransformation beeinflussen. Die Nettoaktivitat
eines Phosphoproteins wird dabei durch das Verhdltnis phosphorylierter und
dephosphorylierter Molektle bestimmt, welches wiederum abhangig von den relativen
Aktivitdten der Kinasen und Phosphatasen ist (Mumby und Walter 1993).

Bei Proteomanalysen der Phosphorylierungsstellen von 2244 menschlichen Proteinen
zeigte sich, dass die meisten Phosphatreste an Serin gebunden werden (86,5 %),
weniger an Threonin (11,8 %) und die wenigsten an Tyrosinreste (1,8 %) (Olsen et al.
2006). Dies ist gut vereinbar mit dem Uberwiegen der putativen Serin-/Threoninkinasen
gegenuber den Tyrosinkinasen (ca. 428:90), die im menschlichen Genom zu finden sind
(Shi 2009). Die Zahlen der Proteinphosphatasen zeigen jedoch ein anderes Verhaltnis.
Wahrend etwa 107 Tyrosinphosphatasen bekannt sind, kennt man nur ca. 30

verschiedene Serin-/Threonin-Phosphatasen (Shi 2009).



1.2 Serin-/Threonin-Phosphatasen

Die Gruppe der Serin-/Threonin-Phosphatasen besteht aus drei gro3en Familien. Die
Phosphoproteinphosphatasen (PPPs), die metallabhangigen Proteinphosphatasen
(PPMs) und die Aspartat-basierten Proteinphosphatasen. Die PPPs bestehen meist aus
einer katalytischen Untereinheit und unterscheiden sich in verschiedenen
regulatorischen Untereinheiten. Wichtige Vertreter sind die Proteinphosphatase 1 (PP1),
PP2A, PP2B (auch Calcineurin genannt) sowie PP4, PP5, PP6 und PP7. Die Enzyme
der PPM-Familie bendtigen ein zentrales zweiwertiges Metallion (Mn?* oder Mg?*) und
besitzen - soweit wir bisher wissen - keine regulatorische Untereinheit, jedoch sind
zusatzliche Proteindomanen und konservierte Motive an einer Substratspezifitéat
beteiligt. Wichtige Vertreter sind die PP2C und die Pyruvat-Dehydrogenase-
Phosphatase (Neumann et al. 2021). Die dritte Familie nutzt einen Aspartat-basierten
Enzymmechanismus. Bisher ist wenig Uber die Funktionen der Vertreter dieser PP-
Familie bekannt (Shi 2009).

Der Grof3teil der Aktivitat aller Serin-/Threonin-Phosphatasen wird durch PP1, PP2A,
PP2B sowie durch PP2C der PPM-Familie ausgemacht (Barford 1998), wobei letztere

in der vorliegenden Arbeit naher untersucht werden soll.

1.3 Proteinphosphatase 2C

Die PP2C umfasst als Subfamilie der metallabhéngigen Proteinphosphatasen mehrere
monomere Isoformen. Sie alle bendtigen Mn?* oder Mg?* als zentrales Metallion, um
kovalente Bindungen aufzubauen. Gemeinsam ist ihnen auch die fehlende Inhibition
durch den Breitspektrum-Proteinphosphataseinhibitor Okadaséure. Orthologe Proteine
der PP2C lassen sich in beinahe allen Organismen finden (Lammers und Lavi 2007).
Die PP2C spielt eine Rolle in der Regulation von Stress-Signalen sowie bei
Zellwachstum und -differenzierung, bei Apoptose, Uberleben und dem Zellstoffwechsel.
Dabei sind einige Vertreter wie PP2Ca, PP2C und PHLPP Tumorsuppressorproteine,
wahrend andere (z.B. PP2C® oder auch Wip1) zur onkogenen Transformationen
beitragen (Shi 2009, Bollmann et al. 2020).

Die Struktur der PP2C ist stark konserviert. Die katalytische N-terminale Doméne besteht
aus einem B-Faltblatt, welches zwei Mangan-lonen (bzw. Magnesium-lonen) bindet.
Einige a-Helices umgeben diese zentrale Struktur. Die C-terminale Doméane besteht v.a.
aus a-Helices und ist vermutlich fir die Substratspezifitat der einzelnen Isoformen

verantwortlich. Die Metall-lonen spielen eine zentrale Rolle bei der Dephosphorylierung.



Sie binden Wassermolekile und koordinieren die Phosphatgruppe des Substrates (Das
et al. 1996).

Die Aktivitat der PP2C lasst sich Uber Inhibition oder Stimulation bisher nur wenig
spezifisch beeinflussen. Wahrend PP2C nicht von Okadasdure gehemmt werden kann,
so ist eine Hemmung mit Sanguinarin, einem pflanzlichen Alkaloid maoglich. Diese
Hemmung erwies sich in vitro als potent, in vivo hingegen zeigte sie sich weniger
spezifisch fur die PP2C (Aburai et al. 2010). Weiterhin wird die Aktivitat der PP2C durch
steigende Konzentrationen von Ca?*, Hg?*, Zn?* und Cd?** gehemmt (Neumann et al.
2021). Eine Stimulation kann hingegen durch verschiedene ungeséttigte Fettsauren
erreicht werden, z.B. durch Arachidonsdure (Klumpp et al. 1998). Auch steigende
Mangan- und/oder Magnesiumkonzentrationen kdénnen die PP2C-Aktivitat stimulieren
(Neumann et al. 2021).

1.4 Isoformen der PP2C

Bisher sind 16 verschiedene Gene fur PP2C im menschlichen Genom identifiziert
worden. Diese kodieren (durch alternatives Spleil3en) fir mindestens 20 verschiedene
Isoenzyme (Neumann et al. 2021). Sie unterscheiden sich in ihren Sequenzen und ihrer
Struktur. Zudem hat jede Isoform unterschiedliche Funktionen, unterschiedliche
Expressionsmuster und unterschiedliche Lokalisationen in der Zelle (Shi 2009).

In den durchgefiihrten Experimenten dieser Arbeit stand die Isoform PP2CB im
Mittelpunkt der Untersuchung. Dieses Isoenzym hat wiederum mehrere Unterformen,
die sich v.a. in ihrer C-terminalen Domé&ne und damit wahrscheinlich in ihrer
Substratspezifitdt unterscheiden. Die wichtigsten Formen PP2CB1 und PP2CB2 sind
ubiquitar im Zytoplasma zu finden, die héchste Expression zeigen sie in Herz und
Skelettmuskel. Eine Uberexpression hemmt das Zellwachstum (Seroussi et al. 2001).
Zudem ist PP2Cp ein negativer Regulator der zellularen Antwort auf Stress-Signale, u.a.
indem sie zwei Stress-aktivierte MAPK-Signalwege unterdriickt. Uber die Hemmung
einer aktivierenden Kinase von NFkB beeinflusst sie dessen Funktionen beim
Zelliiberleben, bei der Apoptosehemmung und bei der Verstarkung von Stress-Signalen
negativ (Lammers und Lavi 2007).

Durch die Dephosphorylierung inaktivierender und aktivierender Aminosauren
verschiedener Cyclin-abhangiger Kinasen bt PP2Cf einen Einfluss auf die Steuerung
der Zellzyklusprogression und des Zellwachstums aus (Cheng et al. 2000). Des
Weiteren wirkt sie hemmend auf MDM2 (Mouse-double-minute-2-Homolog), einen

wichtigen endogenen Inhibitor von p53, dem sog. ,Wéchter des Genoms*. Dadurch wirkt



PP2Cp stabilisierend und aktivierend auf das Tumorsuppressorprotein p53 und zeigt
selbst tumorsupprimierende Funktionen (Lammers und Lavi 2007). Wie schon erwéahnt
wirken bestimmte ungeséttigte Fettsduren, u.a. die Oleinséure, aktivierend auf die
PP2CpB. Dies kann in Folge Apoptose in verschiedenen Zelltypen wie Neuronen oder
Endothelzellen induzieren. Der Tod von Endothelzellen durch freigesetzte Fettsduren
aus Lipoproteinen ist ein initialer Schritt der Atherogenese. Damit scheinen PP2C( und
ebenso PP2Ca eine Rolle in der Entstehung der Atherosklerose zu spielen (Klumpp et
al. 2006).

Die PP2Ca ist ebenfalls ein Isoenzym der PP2C. Sie ist in beinahe allen Geweben zu
finden. Lokalisiert in Zytoplasma und Zellkern zeigt sie eine breite Substratspezifitat. Sie
reguliert ebenfalls die zellulare Antwort auf Stress-Signale, u.a. indem sie die AMP-
abhangige Kinase inaktiviert. Diese st ein zentrales Element einer
Proteinkinasekaskade, die durch Stress wie ATP-Mangel, Hypoxie oder Hitzeschock
aktiviert wird. Uber diese AMPK reguliert PP2Ca die Fettsaure- und Sterolsynthese bei
zellularem Stress und ist wichtig fir die Homoostase von Herzgewebe. Uber eine
Hemmung des TGFB-Signalweges wirkt die PP2Ca wachstumshindernd und
tumorsuppressiv. Ebenso wie die PP2CB beeinflusst sie zwei stressaktivierte MAP-
Kinase-Signalwege und hemmt damit einen weiteren Weg der zellularen Stress-
Signaltransduktion. lhr Einfluss auf die Zellzykluskontrolle tUber CDKs sowie die
Unterstiitzung von P53 ist vergleichbar mit der B-Isoform (Lammers und Lavi 2007).
PP2Cy ist beim Menschen ubiquitér exprimiert, die meisten Transkripte findet man in
Hoden, Herz und Skelettmuskel. Sie hat eine stark saure Domane (viele Aspartat- und
Glutamatreste) (Travis und Welsh 1997) und ist wichtig fir die Formation der
Spliceosomen und das Pra-mRNA-Splicing (Lammers und Lavi 2007).

Die o-Isoform der PP2C, auch Wipl genannt, die ubiquitar exprimiert wird und im
Zellkern zu finden ist, wird durch Stress-Signale und v.a. durch p53 verstarkt exprimiert.
Auch sie ist in verschiedenen o.g. Signaltransduktionswegen involviert. (Tagad et al.
2018). Besonders ist, dass PP2Cd eine onkogene Wirkung besitzt, u.a. indem sie p53 -
im Gegensatz zu PP2Ca und - - unterdriickt. Ein Mangel an PP2Cd flhrt zu einer
verstarkten p53-Aktivierung und damit zu einer Hemmung der Tumorgenese. Dabei fuhrt
eine Uberexpression der PP2C38 in Mausen nicht zu einer spontanen Tumorvermehrung.
Sie erweitert jedoch die Mdglichkeiten flr die Tumorentwicklung. Zudem wurde gezeigt,
dass PP2C?d in verschiedenen Tumorgeweben verstérkt exprimiert ist (Lammers und
Lavi 2007). Weiterhin reguliert PP2Cd die Immunantwort und ist an Alterungsprozessen

und Neurogenese beteiligt (Shen et al. 2017).



Die Isoform PP2Ce wird in verschiedenen Geweben exprimiert und ist verstarkt in Herz,
Plazenta, Lunge, Niere und Pankreas zu finden (Jin et al. 2004). Sie ist ein
Transmembranprotein des endoplasmatischen Retikulums, dessen Kkatalytisches
Zentrum dem Zytoplasma zugewandt ist. Ihre Funktion besteht ebenfalls in der
Herabregulierung stressaktivierter Signaltransduktionswege, sie scheint jedoch auch am
Ceramidtransport vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat beteiligt zu
sein (Saito et al. 2008).

Weitere bekannte Formen sind u.a. die PP2C{, PP2Cn, PP2Ck sowie die PHLPP, ein
Protein mit einer PP2C-ahnlichen Domaéane. Einige Unterformen sind speziell in den
Mitochondrien zu finden, z.B. die PP2Cm, und beeinflussen dort die Phosphorylierung
von Matrixproteinen und die Aktivitat mitochondrialer Vorgange (Guo et al. 2017). Damit
scheinen sie an der Regulation des Metabolismus und des Energiehaushaltes der Zellen
beteiligt zu sein.

Trotz einiger dargestellter Einwirkungen auf verschiedene zellulare Vorgéange ist bisher
jedoch nur ein Ausschnitt aus den mdglichen Funktionen und Eigenschaften der PP2C

und ihrer Isoformen bekannt.

1.5 Bedeutung der PP2C fiir die Herzfunktion

Die oben beschriebenen zellularen Mechanismen, die durch die PP2C beeinflusst
werden, zeigen eine ubiquitdre Bedeutung fur vermutlich jede Zelle. Es gibt jedoch auch
Studien, die Hinweise flr ihren Einfluss speziell auf die Herzfunktion liefern. So fuhrt ein
genetisches Ausschalten der mitochondrialen PP2C in Zebrafischen zu einer
veranderten Herzentwicklung sowie zu einer Herzinsuffizienz, die mit einer induzierten
Apoptose assoziiert ist (Lu et al. 2007). Ein Mangel an PP2C scheint also mit einer
kardialen Dysfunktion assoziiert zu sein.

Eine erhohte Expression von PP2C war hingegen in Herzen adipdser Mause zu finden.
Dabei wurde eine Assoziation mit Lipotoxizitat und der Entwicklung von
Kardiomyopathien beobachtet (Wang und Unger 2005). Zudem wurden in Herzen
trainierter Mause u.a. verringerte PP2C-Spiegel - bei gleichzeitig vermehrt
phosphorylierter, also aktiver AMPK - gefunden. Nach einem 30-minltigen
Koronarverschluss zeigten diese Mause mit verringerten PP2C-Konzentrationen
deutlich kleinere Infarktnarben. Die Autoren fihrten dies auf die negative Regulation
kardioprotektiver Signalwege durch die PP2C zuriick (Pons et al. 2013). Diese
Ergebnisse liefern Hinweise, dass auch ein Uberangebot dieser Proteinphosphatase mit

einer Beeintrachtigung der Herzfunktion assoziiert sein kénnte.



Um dies weiter zu untersuchen, wurde ein transgenes Mausmodell mit kardialer
Uberexpression der PP2C generiert. Diese filhrte zu Kkardialer Hypertrophie,
verminderter Auswurfleistung und Kontraktilitéat, sowie zu einer ventrikularen Dilatation
(Bollmann et al. 2016). Die molekularen Signalwege, die dieser Wirkung zugrunde
liegen, sind bisher jedoch unklar.

Bekannt war, dass PP2C an der Dephosphorylierung von Phospholamban beteiligt ist
(MacDougall et al. 1991). Dieses Protein hemmt in seiner dephosphorylierten Form die
SERCA, also den Ca?*-Transporter des sarkoplasmatischen Retikulums (SR), wodurch
die Ca?*-lonen weniger schnell in das SR transportiert werden konnen und somit eine
Relaxation des Herzmuskels gehemmt wird (negative Lusitropie) (Frank und Kranias
2000).

Beim Kontraktionsvorgang im Kardiomyozyten sind jedoch weitere Phosphorylierungen
von Bedeutung, die u.a. von der Proteinkinase A (PKA) katalysiert werden. Die
spannungsabhangigen L-Typ-Calciumkanale, die den Ca?-Einstrom aus dem
Extrazellularraum ermdglichen, haben in phosphorylierter Form eine erhohte
Offenwahrscheinlichkeit. Durch den Einstrom der Ca?*-lonen kommt es zur Aktivierung
des Ryanodinrezeptors (RyR), welcher dann weiteres Calcium aus dem SR freisetzt
(sog. CICR) (Eisner 2014). Auch der RyR ermoglicht in phosphorylierter Form einen
erhohten lonenstrom und damit eine Steigerung der Maximalkraft sowie eine
Beschleunigung des Kraftanstiegs (positive Inotropie) (Andersson et al. 2012). Steigt die
Ca?*-Konzentration in der Zelle, binden vermehrt Ca%*-lonen an das mit dem
Aktinfilament assoziierte Regulatorprotein Troponin C. Durch Wechselwirkungen mit
dem angelagerten Tropomyosin werden daraufhin Bindungsstellen fur die
Myosinkopfchen freigegeben und eine Kontraktion wird erméglicht. Wird dabei das
Regulatorprotein Troponin | phosphoryliert, so kommt es zu einer beschleunigten
Abdissoziation der Ca?*-lonen vom TnC (Zhang et al. 1995). Die Erschlaffung erfolgt
schneller (positive Lusitropie). AuBerdem braucht es hohere Ca?*-Konzentrationen, um
die halbmaximale Kraft zu erreichen (im Sinne einer Desensitivierung). Eine
Sensitivierung ist wiederum durch Phosphorylierung der regulatorischen leichten
Myosinkette Uber die B1-Adrenozeptor-vermittelte Phosphorylierung der MLCK mdglich
(Pape et al. 2019).

Hier wird deutlich, welch ein komplexes System an Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen die Kontraktionen der Herzmuskelzellen reguliert. Die PP2C
scheint an einigen Dephosphorylierungen im Kardiomyozyten beteiligt zu sein und damit
unterschiedlichste Wirkungen z.B. auf Kontraktionskraft, Kontraktionsgeschwindigkeit

oder Relaxation zu haben (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1:
Schema der mdglichen PP2C-Funktion im Kardiomyozyten.

Dargestellt sind unterschiedlichste Proteine, die u.a. durch die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert werden und damit ihre Aktivitat erh6hen. Welche
Molekile von der PP2C dephosphoryliert werden, ist bisher nicht abschlielend geklart.
LTCC, L-Typ-Calciumkanal; AC, Adenylylcyclase; B-AR, B-adrenerger Rezeptor; cAMP,
zyklisches Adenosinmonophosphat; RyR, Ryanodinrezeptor; PLB, Phospholamban;
CSQ, Calsequestrin; SERCA, Sarkoplasmatisches/
Endoplasmatisches-Retikulum-Calcium-ATPase; Tnl, Troponin I; TnC, Troponin C.

1.6 Hypoxie und Prakonditionierung im Herzen

In den durchgefuhrten Experimenten wurde der Einfluss der PP2C nicht nur unter
physiologischen, sondern auch unter hypoxischen Bedingungen untersucht. Eine
Hypoxie ist gekennzeichnet durch ein Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und
Sauerstoffangebot im Gewebe. Ursachen fiir eine kardiale Hypoxie umfassen u.a.
koronare Ischamien und Kreislaufstillstande, bei denen zu wenig Blut das Herzgewebe
erreicht, pulmonale Erkrankungen, Aspirationen oder Embolien, die die Oxygenierung
des Blutes in der Lunge beeintrachtigen, oder auch An&mien, in deren Folge die
Erythrozyten zu wenig Sauerstoff zum Myokard transportieren kénnen. Dabei sind
ischAmische myokardiale Hypoxien im Gegensatz zu arteriellen Hypoxien i.d.R.
lokalisiert anzutreffen. Auch ist zu beachten, dass sich der zellulare Metabolismus
zwischen ischdmischem Myokard wund perfundiertem hypoxischem Myokard

unterscheidet. Die Ischamie als Minderdurchblutung bzw. Durchblutungsausfall stellt



damit eine relevante Ursache der Hypoxie im Allgemeinen dar. Hierbei kommt neben
dem Sauerstoffmangel noch ein fehlender Abtransport von Abbauprodukten
metabolischer Vorgange hinzu (Ost’adal und Kolar 2011).

Die Effekte des Sauerstoffmangels beginnen mit einem Abfall des ATP-Spiegels durch
den verminderten aeroben Stoffwechsel. Der Energiemangel bewirkt eine verstarkte
Glucoseaufnahme und anaerobe Glykolyse. Das entstehende Pyruvat wird
hauptséachlich in Lactat und Alanin umgewandelt. Wenn keine Ischamie besteht und die
Abbauprodukte abtransportiert werden kénnen, so kann die anaerobe Glykolyse langer
aufrechterhalten werden und es entsteht weniger intrazellulare Azidose. Zudem nehmen
die Mitochondrien weniger Schaden und die ATP-Synthese erholt sich schneller nach
nichtischamischer Hypoxie als nach Ischamie (Davies und Wedzicha 1993). Bleibt der
ATP-Mangel bestehen, kdnnen weniger Aktin-Myosin-Interaktionen stattfinden und die
lonenpumpen konnen die notwendigen Konzentrationsgradienten nicht mehr
aufrechterhalten. Die Kontraktionen der Kardiomyozyten werden schwéacher und
kommen im Verlauf zum Erliegen. Bei langanhaltendem Sauerstoffmangel kommt es
auch zum Zelluntergang. In den durchgefiihrten Experimenten sollte dies mit einer
begrenzten Hypoxiezeit jedoch vermieden werden.

Das Versagen der Kontraktionen durch den Sauerstoffmangel fuhrt auch zur Ausbildung
myokardialer Kontrakturen und ist ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus im
hypoxischen bzw. ischdmischen Myokard. (Ventura-Clapier et al. 1994).

Die Ausbildung von Kontrakturen unter Hypoxie wird durch den ATP-Mangel bewirkt und
ist u.a. abhangig vom pH-Wert (Izumi et al. 1981). Es kommt zur Ansammlung von ADP,
welches mit stetigem Verbrauch von Phosphokreatin nicht mehr ausreichend durch die
Kreatinkinase rephosphoryliert werden kann. Dies bewirkt eine Zunahme der
Anspannung der Myofibrillen und im Verlauf die Ausbildung hypoxischer Kontrakturen
im Myokard (Veksler et al. 1997).

Um sich vor weiteren Sauerstoffmangelzustanden zu schitzen, gibt es verschiedene
kardioprotektive Mechanismen im Herzen. Einer davon ist die sog. ,Prakonditionierung®.
Dabei kommt es nach kurzen ischdmischen Episoden zu einer kurzfristigen Anpassung
des Myokards, die bei einer weiteren Ischamie Infarktgré3e, postischamische kontraktile
Dysfunktionen und Arrhythmien verringert (Heusch und Rassaf 2016). Die molekularen
Mechanismen, die dazu fiihren, sind noch nicht vollstdndig untersucht. Die Signalwege
der Prakonditionierung involvieren z.B. die Freisetzung von Adenosin, die Aktivierung
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sowie verschiedene Proteinkinasen. Am Ende
der Signalkaskaden steht die Aktivierung der ATP-abhangigen Kaliumkanale in den
Mitochondrien und die Generierung freier Radikale (Heusch und Rassaf 2016; Ost'adal

und KolaF 1999). Eine pharmakologische Offnung dieser Kanile bewirkt eine



Kardioprotektion, ihre Blockierung verhindert die Schutzwirkung ischamischer
Préakonditionierungen (Garlid et al. 2003; Jaburek et al. 1998). Mehrere Proteinkinasen
scheinen in der Signaltransduktion involviert zu sein. Darunter sind z.B. die
Proteinkinase C, die PI3K und die Proteinkinase B (Vigneron et al. 2011). Die
Phosphorylierung ist also auch in dieser Signalkaskade ein wichtiger Mediator. Deshalb
liegt es nahe, dass auch Proteinphosphatasen an der Regulation der kardioprotektiven
Wirkungen durch Prakonditionierung beteiligt sind. Aus diesem Grund wurden fir diese

Arbeit auch Experimente mit Prakonditionierungen durchgefihrt.

1.7 Transgenes Mausmaodell

Fur die Untersuchung der PP2C wurde eine transgene Maus generiert, die diese
Phosphatase herzspezifisch tberexprimiert (Bollmann et al. 2020). Durch dieses Modell
ist es moglich, die Auswirkungen der Uberexpression in vitro und in vivo zu untersuchen
und dabei weitgehend intakte Vorhofpraparate mit funktionierenden Sinusknoten zu
nutzen. Dabei konnen Herzfrequenz und Kontraktionen unter basalen Bedingungen
sowie unter induzierter Hypoxie beurteilt werden. Die Isolierung der Vorhofe erlaubt eine
unkomplizierte ~ Verénderung der  Sauerstoffzufuhr  sowie  standardisierte
Versuchsbedingungen unter kontinuierlicher Aufzeichnung der Kontraktionen.

Ein Vorteil des Mausmodells gegenuber z.B. menschlichen Herzmuskelpraparaten ist
der Ausschluss von Vormedikationen und Vorerkrankungen, die das Myokard
beeinflussen kénnen. Die Wildtyp-Geschwistertiere bilden eine geeignete
Kontrollgruppe, da hier eine normale PP2CB-Expression vorherrscht. Mause sind zudem
als Versuchstiere verbreitet etabliert und ermdglichen eine vergleichbar unkomplizierte
Haltung.

Die kardiomyozytenspezifische Uberexpression soll sicherstellen, dass ausschlieRlich
der Einfluss auf die Herzfunktion untersucht wird und systemische Wirkungen die
Ergebnisse nicht beeinflussen.

Zusammenfassend stellen die PP2C-liberexprimierenden Méause ein gutes Modell dar,

um den Einfluss dieser Proteinphosphatase auf die Vorhoffunktionen zu untersuchen.
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des Einflusses einer erhdhten
PP2CB-Expression auf die Funktion von Vorhofpraparaten der Maus unter

physiologischen sowie unter hypoxischen Bedingungen. Folgende Punkte sollten dabei
genauer betrachtet werden:

o Wie verandert PP2CB die Vorhofkontraktionen unter physiologischen
Bedingungen?

e Welchen Einfluss hat PP2CB auf die Vorhofpraparate unter Hypoxie und
wahrend der Reoxygenierung?

¢ Inwelchem Ausmal’ beeinflusst PP2C[ die Reaktion auf eine Hypoxie nach einer
vorhergehenden Prakonditionierung?
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3 Material und Methoden

3.1 Eigenschaften und Haltung der Mause

Fur die Experimente wurden Mause der Linie CD1 verwendet. Das Durchschnittsgewicht
der 62 Versuchstiere betrug 33,4 + 0,6 Gramm, das Durchschnittsalter am Versuchstag
214 Tage. Es wurden mannliche und weibliche Tiere in gleicher Anzahl verwendet
(jeweils 31 Tiere). Beide Geschlechter wurden getrennt voneinander gehalten und nur
Uber Nacht zur Verpaarung zusammengesetzt. Sie wurden mit handelsiblichem
Labortierfutter und Leitungswasser ad libitum versorgt. Die Haltung und Zucht der Mause
wurde durch die Core-Facility Tierhaltung des Zentrums fiur medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg gewahrleistet.

3.2 PP2CpB-Uberexprimierende transgene Mause

In den Experimenten kam eine transgene Mauslinie zum Einsatz, die die
Proteinphosphatase 2CB des Rindes herzspezifisch berexprimiert (Bollmann et al.
2020). Die cDNA fur die Rinder-PP2CB (GenBank: AJ005458.1) wurde
freundlicherweise von der verstorbenen Professorin Dr. Susanne Klumpp (Munster,
Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die cDNA wurde dann in eine Expressionskassette
eingefigt, welche den Promotor der a-Isoform der schweren Kette des Myosins (a-MHC)
enthielt. Dadurch stand die Uberexpression unter Kontrolle dieses gewebsspezifischen
Promotors. Zudem enthielt die Expressionskassette eine Simian-Virus-40-Poly-A-
Signalsequenz, die die Transkription terminierte. Abbildung 2 zeigt ein Schema der
Expressionskassette.

Die a-MHC-PP2CB-Expressionskassette wurde daraufhin in befruchtete Eizellen von
FVB/N-Mausen injiziert und die dabei generierten transgenen Tiere in einen CD1-
Hintergrund eingekreuzt. Als Kontrollen dienten in den Versuchsreihen jeweils
gleichaltrige Wildtyp-Geschwistertiere (Sambrook und Russell 2001; Bollmann et al.
2020).
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Abbildung 2:
Schematische Darstellung der a-MHC-PP2CB-Expressionskassette

Um transgene Tiere mit einer kardiomyozytenspezifischen Uberexpression der bovinen
Proteinphosphatase 2CB zu generieren, wurde die a-MHC-Expressionskassette in
befruchtete Eizellen von Mausen injiziert. Durch die Restriktionsendonukleasen Eco521
und Kpnl wurde zuvor die kodierende Sequenz der PP2C[ ausgeschnitten und in die
Expressionskassette eingefligt. Die kodierende Sequenz enthielt 1163 Basenpaare (bp).
Die Transkription der Sequenz stand unter gewebsspezifischer Kontrolle des a-MHC-
Promotors und wurde durch eine SV-40-Poly-A-Sequenz terminiert. Mittels spezifischer
Primer konnte das Transgen in der murinen DNA nachgewiesen werden. Das erwartete
PCR-Produkt hatte eine Grof3e von 402 bp.

3.3 Genotypisierung der Mause

3.3.1 Extraktion und Isolation der DNA

Zur Bestimmung des Genotyps wurde jeder Maus im Alter von vier Wochen ein ca. 5
mm langes Stick des Schwanzes abgetrennt. Durch eine spezifische Ohrmarkierung
wurde die eindeutige Zuordnung der Tiere gewahrleistet. Die Probe wurde in ein
Kunststoffgefald Gberfuhrt und mit 700 pl TE/SDS-Puffer und 30 pl Proteinase K (10
mg/ml) versetzt. Uber Nacht erfolgte der Verdau des Gewebes bei 55 °C auf einem
Thermoschuttler bei 10.000 rpm (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland).

Am darauffolgenden Tag schloss sich zur Trennung der genomischen DNA von Lipiden
und Proteinen eine Phenol-Chloroform-Extraktion an (modifiziert nach Sambrook und
Russell 2001). Dazu wurde jede Probe mit 700 pl Phenol vermischt und anschlieRend
fur 5 min bei 14 000 x g zentrifugiert, bis sich eine wéssrige obere Phase und eine
organische untere Phase bildeten. Die wassrige Oberphase enthielt die DNA, die

organische Unterphase enthielt Proteine und andere Verunreinigungen.
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Die wassrige Oberphase wurde in ein neues Kunststoff-Reaktionsgefal tiberfuhrt. Nach
Zugabe von 700 pl eines Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisches (24:1) erfolgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 14 000 x g fuir 5 min. Anschliel3end wurde die wassrige
obere Phase in ein neues Kunststoff-Reaktionsgefald tberfihrt und mit 70 pl
Natriumacetat (3 Molar) und 700 pl reinem Ethanol versetzt, um die DNA auszuféllen
und von Phenolresten zu reinigen. Im darauffolgenden Schritt wurde das Gemisch 10
min bei 14 000 x g zentrifugiert, dabei bildete sich ein DNA-haltiges Sediment. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde das Sediment mit 1 ml 70-prozentigem Ethanol
gewaschen und 10 min bei 14 000 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde anschlieRend
vom Uberstandigen Ethanol befreit, bei Raumtemperatur getrocknet, in 50 pl TE-Puffer
aufgenommen und abschlieBend bei 65 °C fur 15 min inkubiert. Bis zur
Weiterverwendung erfolgte die Lagerung bei 4 °C Uiber mind. 4 h (Sambrook und Russell
2001).

3.3.2 Konzentrationsbestimmung der DNA

Um die Konzentration der gewonnen DNA zu bestimmen, wurde mit einem Photometer
(Eppendorf-BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) die Extinktion der
DNA-L6sung bei 260 nm (E260) gemessen. Betragt die Schichtdicke der Messkuvette 1
cm und wird eine optische Dichte (ODa2eo) von 1,0 ermittelt, so enthalt die Probe 50 pg/ml
doppelstrangige DNA. Mit der Formel E2e0 X 50 pg/ml x Verdinnungsfaktor = X pg/ml
kann man folglich den DNA-Gehalt der Probe berechnen.

Zusatzlich wurde die optische Dichte bei 280 nm gemessen und der Quotient aus der
OD bei 260 nm und der OD bei 280 nm bestimmt. Ein Quotient zwischen 1,8 und 2,0 gilt
hierbei als Hinweis fir ein weitgehendes Fehlen von Proteinen und Verunreinigungen
(Sambrook und Russell 2001).

3.3.3 PCR-Amplifikation der DNA

Zur Vervielfaltigung des gesuchten DNA-Fragmentes wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die extrahierte DNA mit
einem speziellen Reaktionsansatz in einem Kunststoff-Reaktionsgefald inkubiert. Dabei
wurde jeder Probe ein Reaktionspuffer mit 1,5 mM Magnesiumchlorid, 200 uM dNTP-
Mix, 1 uM Forward-Primer, 1 yM Reverse-Primer und 2,5 U einer thermostabilen Tag-
DNA-Polymerase (Details siehe Anhang) zugegeben. Das Reaktionsgefal3 wurde mit

DEPC-Wasser auf 50 pl Gesamtmenge aufgefiillt und die Reaktion in einem PCR-Geréat
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(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Das PCR-Produkt hatte eine
GrofRRe von 402 bp (Sambrook und Russell 2001).

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die Beurteilung von PCR-Produkten in der Agarosegelelektrophorese beruht auf dem
Prinzip, nach welchem kleine Molekiile im elektrischen Feld schneller wandern als
groBe. Um die Lange der DNA-Fragmente zu beurteilen, wurden die Proben im
Anschluss an die PCR mit 8 ul Ladepuffer versehen und auf ein Agarosegel (1%) mit
DNA-Farbstoff (SafeRed) aufgetragen. Zusatzlich wurden ein Marker, sowie eine
Positiv- und Negativkontrolle aufgetragen. Bei einer Spannung von 80 mV betrug die
Laufzeit der Proben etwa 45 Minuten. Die DNA-Banden konnten durch den
hinzugefuigten interkalierenden Farbstoff sichtbar gemacht werden (Sambrook und
Russell 2001).

3.4 Kontraktionsversuche

3.4.1 Vorbereitung des Organbades

Vor jedem Versuch erfolgte die Herstellung einer Tyrode-L6sung aus vorbereiteten
Stammldsungen. Dabei handelt es sich um eine Lésung aus Elektrolyten und Glukose
in Wasser, die ein physiologisches Milieu fur die isolierten Vorhofpraparate schaffen soll.
Sie setzte sich aus 40 ml Stammldsung |, 38 ml Stamml6sung Il und 20 ml Stammlésung
Il zusammen (Bestandteile siehe Anhang). Dieses Gemisch wurde dann mit aqua
bidestillata auf ein Gesamtvolumen von 1 | aufgefullt. Auf eine 30-mindtige Begasung
mit Carbogen (95 % O, und 5 % CO,) folgte die Zugabe von 0,8 ml Calciumchlorid-
Ldsung (33,2 g CaCl,/100 ml H:0), 1 g Glucose, 19 mg NazEDTA und 49,3 mg
Ascorbinsaure. Dabei betrug die Endkonzentration von CaCl, 1,8 mM (weitere
Endkonzentrationen der Tyrode siehe Anhang). Die Tyrode wurde kontinuierlich mit
Carbogen begast. Dieses Gasgemisch enthalt neben Sauerstoff auch 5%
Kohlenstoffdioxid, damit tber die in der Tyrode enthaltenen Puffersubstanzen eine
Stabilisierung des pH-Wertes ermoglicht wird. Zudem wurde das Organbad wahrend des

gesamten Versuches auf 37 °C temperiert (Bollmann et al. 2020).

3.4.2. Aufbau und Vorbereitung der Messanlage
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Der Aufbau der Messanlage fiir isometrische Kontraktionen ist in Abbildung 3 dargestellt.
Hierbei handelt es sich um Hohlzylinder, die 10 ml Flissigkeit (Tyrode-Losung) fir das
Organbad aufnehmen konnten. Am unteren Rand der Zylinder erfolgte - raumlich
getrennt vom Préparat, damit die Gasblaschen die Aufzeichnung nicht storten - die
Gaszufuhr mit Carbogen (95% O., 5% CO3) bzw. Stickstoff flr hypoxische Bedingungen
(95% N, 5% COy) Uber eine angeschlossene Gasleitung. Der doppelwandige Aufbau
der Zylinder ermdglichte gemeinsam mit einer Pumpe die kontinuierliche Erwarmung der
Anlage Uber ein Wasserbad auf 37°C.

Im Organbad befanden sich an einer Kunststoffstange befestigte Reizelektroden flr eine
Feldstimulation sowie ein Haken fir die Praparataufhdngung. An diesem Haken wurde
der jeweils untere Pol des Préaparates eingehéngt. Der obere Pol wurde an einem
zweiten, langeren Metallhaken befestigt, der an einem isometrischen Kraftsensor
angeschlossen war. Dieser Kraftsensor wurde Uber einen Brickenverstarker an ein
PowerLab®-Datenerfassungssystem angeschlossen, welches eine kontinuierliche
digitale Aufzeichnung der entwickelten Kraft der Praparate ermdglichte. Auf dem
angeschlossenen Desktop-PC fand durch die entsprechende Software fir jeden
Zeitpunkt der Aufzeichnung die Darstellung der Daten statt.

Fur die Praparate der linken Vorhofe wurde durch ein Reizgerat tber die Reizelektroden
ein elektrischer Rechteckimpuls von 5 ms Dauer mit der Frequenz von 1 Hz abgegeben,
um diese zur Kontraktion anzuregen. Die Spannung lag ca. 10% uber der Reizschwelle.
An den linken Vorhofpraparaten wurde die entwickelte Kraft gemessen und ausgewertet.
Die Praparate der rechten Vorhofe kontrahierten bei intaktem Reizleitungssystem
spontan. Hier stand die Messung der spontanen Schlagfrequenz im Vordergrund.

Zur Kalibrierung der Messanlage wurde zunachst fiir alle Kanale ein Nullpunkt festgelegt.
Mit einem 500 mg schweren Drahtring wurde dann eine Kraft von 5 mN erzeugt und die
Empfindlichkeit der Sensoren diesbeziiglich korrigiert. Nachfolgend konnte die Zugkraft

der Muskelpraparate mit der Kalibrierung auf den Drahtring korreliert werden.
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Abbildung 3:
Schematischer Aufbau der Messapparatur fir die isometrische Kontraktionsmessung

Zu erkennen sind der doppelwandige Hohlzylinder mit Organbad, die Gaszufuhr (hier
Carbogen), die Reizelektroden, zwischen denen sich die Praparataufhangung befindet,
der Kraftaufnehmer, der Brickenverstéarker und das Datenerfassungssystem. Modifiziert
nach Frenker (2013).

3.4.3 Narkose und Organentnahme

Bis zu Versuchsbeginn hatten die Tiere Zugang zu Wasser und Trockenfutter.
Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde ihr Gewicht bestimmt.

Fiur die Narkose der Mause wurden ihnen 50-75 mg/kg Korpergewicht Pentobarbital
gespritzt. Die  moglichst tiefe  Narkose sollte eine  schmerzbedingte
Katecholaminausschuttung wahrend des Eingriffs vermeiden. Ein Atemstillstand musste
jedoch unbedingt vermieden werden, um die Sauerstoffversorgung der Herzen nicht zu
gefahrden. AuRBerdem wurden den Versuchstieren 500 IE Heparin intraperitoneal
injiziert, um eine Thrombusbildung wéhrend der Praparation zu verhindern.

Nach Eintritt der Bewusstlosigkeit der Versuchstiere wurden sie zundchst auf eine
Petrischale gelegt. Auf die Kontrolle des Bewusstseinsverlustes folgte die Fixierung der

Extremitaten. Erst bei vollkommen fehlender Reaktion auf aul3ere Schmerzreize wurde
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der erste Schnitt gesetzt. Dabei wurde nach vorsichtigem Entfernen des Bauchfells mit
einem Schnitt das Peritoneum eroffnet. Von dort ausgehend erfolgte auf beiden Seiten
die laterale Durchtrennung der ventralen Brustwand. Nach dem vorsichtigen
Einschneiden des Zwerchfells konnte mit Hilfe einer Klemme die vordere Brustwand
mitsamt Sternum und Rippen nach oben umgeschlagen werden. Dies ermdglichte freie
Sicht auf Herz und Lunge. Das Perikard wurde behutsam entfernt und das Herz mit einer
geschwungenen Pinzette an der Herzbasis mobilisiert und leicht angehoben. Die
herznahen Gefal3e und weitere bindegewebige Strukturen wurden mit einem letzten
Schnitt durchtrennt und das schlagende Herz umgehend in ein mit raumtemperierter
Tyrode gefllltes Gefald transferiert. Intrakardiale Blutreste wurden durch vorsichtige
seitliche Kompression des schlagenden Herzens entfernt.

Zuletzt erfolgte eine weitere Entnahme einer Probe vom Schwanz der Versuchstiere, um

ggf. eine erneute Genotypisierung zu ermdoglichen.

3.4.4 Praparation der Herzvorhofe

Nach Enthahme wurden die schlagenden Herzen unverziglich in eine Praparierschale
Uberfiihrt, welche mit Tyrode geflllt war und mit Carbogen begast wurde. Zunachst
wurde das Herz an der Herzspitze mit einer Nadel fixiert und der linke Vorhof exzidiert.
Zwei kleine Metallhaken wurden durch das Gewebe am oberen und unteren Pol des
Praparates gefuhrt und an den vorgesehenen Aufhdngungen im Organbad (siehe Punkt
3.4.2) angebracht. Nach einer angemessenen Vorspannung des Herzmuskelpraparates
wurde die Reizung Uber die beiden Elektroden eingeleitet und ein Mechanogramm der
Kontraktionen aufgezeichnet. Innerhalb der ersten 30 Minuten erfolgte ein dreimaliges
Wechseln der Tyrode. Die entwickelte Kraft stellte sich im Verlauf auf einen stabilen Wert
ein. Meist war ein mehrmaliges Nachspannen der Praparate nétig. Die Vorspannung der
Praparate wurde so lange schrittweise gesteigert, bis dies keine Erhdéhung der
Kontraktionskrafte mehr bewirkte.

Zur Praparation der rechten Herzvorhife mussten zunachst etwaige Reste der Lungen
und der herznahen Gefalie entfernt werden. Bei der Exzision des rechten Vorhofs war
besondere Sorgfalt nétig, um die Zellen des Sinusknotens und des Reizleitungssystems
zu schonen und Arrhythmien vorzubeugen. Da sich der Sinusknoten im Bereich der
Mundung der V. cava superior befindet, erfolgte die Insertion zweier Metallhaken an zwei
gegenuberliegenden Polen senkrecht zu dieser Miindung. Die Aufhdngung im Organbad
erfolgte unverziglich und nach leichtem Vorspannen wurden die spontanen
Muskelkontraktionen aufgezeichnet und die Schlagfrequenz ermittelt. Hierbei galt es, auf

maogliche Arrhythmien zu achten. Auch hier erfolgten in der ersten halben Stunde ein
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dreimaliger Tyrodewechsel und eine Optimierung der Vorspannung. Wurden
Arrhythmien beobachtet und blieben diese auch nach den Mafinahmen in der ersten
halben Stunde bestehen, so wurde dies auf eine Schadigung bei der Préaparation
zuriickgefihrt und das Préparat nicht weiterverwendet.

3.4.5 Versuchsdurchfuhrung

Der Versuchsbeginn war fir alle Praparate gleich. Nach dem Einhdngen der Praparate
erfolgte eine 30-minutige Aquilibrierungsphase. In dieser fanden im Abstand von etwa
10 Minuten ein Wechsel der Tyrode statt. Aul3erdem wurde die Vorspannung der
Praparate regelmafig kontrolliert und korrigiert, um eine optimale und stabile
Kraftentwicklung zu erreichen. Die aufgezeichneten Daten zum Ende der
Aquilibrierungsphase wurden jeweils als Ausgangszustand der Praparate gewertet.
Danach begann der eigentliche Versuch, der sich in den vier grof3en Versuchsgruppen
in seinem Ablauf unterschied. Diese Ablaufe sind in Abb. 4 dargestellt. In jeder
Versuchsreihe wurden die gleiche Anzahl an WT und TG sowie ein ausgeglichenes
Verhaltnis von mannlichen und weiblichen Tieren eingeschlossen. Am Ende aller
Versuche wurden die Vorhofpraparate aus dem Organbad entnommen, vorsichtig
abgetupft und fur biochemische Analysen in flissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren

und bei -80°C gelagert.
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Ktr Aquil. Stabilisierung

Hyp | Aquil. Stabil. | Hypoxie | Reoxyg.

Prak [ Aquil. | P |Stabil.| Hypoxie | Reoxyg.

DH Aquil. Stabil. | Hypoxie | Reoxyg. | Stabil. | Hypoxie | Reoxyg.

Zeit

[ ]=Normoxie [ ]=Hypoxie

Abb. 4:
Schematische Darstellung der einzelnen Versuchsprotokolle

Begonnen wurde stets mit einer halbstiindigen Aquilibrierungsphase. Der
Versuchsablauf danach war fur jedes Versuchsprotokoll verschieden. Die einzelnen
Phasen unterschieden sich vor allem in der Auswahl des Gases, das dem Organbad
zugefuhrt wurde. Dabei entsprach Carbogen (weil3 hinterlegt) einem normoxischen
Zustand, Stickstoff (grau hinterlegt) dagegen einem hypoxischen. Jede Versuchsreihe
wurde zu gleichen Teilen mit TG und mit WT durchgefiihrt. Aquil., Aquilibrierung;
Reoxyg., Reoxygenierung; Kitr, Kontrolle; Hyp, einfache Hypoxie; P, Prak,
Prakonditionierung; DH, doppelte Hypoxie.

Ktr: In dieser Versuchsreihne wurde an die Aquilibrierung eine 90-miniitige
Stabilisierungsphase angeschlossen. Bei dieser Zeitkontrolle sollte das Verhalten der
Praparate bei durchgangig physiologischen Bedingungen festgehalten werden, um den
Einfluss der Zeit auf die Daten beurteilen zu kdnnen. In den 90 Minuten nach der
Aquilibrierung fand kein Badwechsel mehr statt, lediglich die Aufrechterhaltung des

Sauerstoffangebotes und der physiologischen Temperaturverhaltnisse.

Hyp: In der zweiten Versuchsreihe wurde eine einfache Hypoxie durchgefuhrt. Nach
einer halbstiindigen Stabilisierungsphase wurde die Carbogenzufuhr beendet und das
Organbad mit Stickstoff begast, um den Sauerstoff aus der Tyrode zu entfernen. Dies
sollte eine 30-minttige Hypoxie des Gewebes simulieren, um die Reaktion der Praparate
auf den Sauerstoffmangel zu beleuchten. Im Anschluss erfolgte eine Reoxygenierung,

also eine erneute Begasung mit Carbogen fur weitere 30 Minuten. Hier sollte beobachtet
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werden, in welchem Umfang sich die Vorhofpraparate von der Hypoxie erholen konnten

und welchen Einfluss diese auf die regenerierten Kontraktionen hatte.

Prék: Diese dritte Versuchsreihe begann gleich nach der Aquilibrierungsphase mit einer
10-mindtigen Prékonditionierung der Praparate, also eine kurz andauernde Hypoxie
mittels Stickstoffbegasung. Nach diesem kurzen Sauerstoffmangel erfolgte eine 20-
minutige Stabilisierung gefolgt von einer regularen 30-minttigen Hypoxie. Nachfolgend
fand wieder eine halbstlindige Reoxygenierung statt. Ziel dieses Versuchsprotokolls war
die Untersuchung des Einflusses einer kurzen vorgeschalteten Hypoxie auf die
Praparataktivitat wahrend der langeren Hypoxie sowie auf die Erholungsvorgéange

wahrend der Reoxygenierung.

DH: Die letzte Versuchsreihe bestand aus einer doppelten Hypoxie. Das bedeutete,
dass sich an den oben erwahnten Ablauf der einfachen Hypoxie nochmals eine weitere
Stabilisierung, eine weitere Hypoxie und eine weitere Reoxygenierung anschlossen,
wobei jede der Phasen erneut 30 Minuten andauerten. Hierbei wurde das Verhalten der
Praparate bei einer zweiten hypoxischen Episode untersucht und Vergleiche zwischen
den einzelnen Phasen der ersten und zweiten Hypoxie angestellt.

3.4.6 Aufzeichnung der Mechanogramme

Die Erfassung der entwickelten Kraft der Praparate erfolgte mit Hilfe eines PowerLab®-
Datenerfassungssystems (PowerLab 8/35, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Die
Darstellung der Daten wurde durch die zugehorige LabChart®-Software ermdglicht, die
auf einem angeschlossenen Windows-PC installiert war. Jeder einzelne Versuch wurde
als Datei festgehalten und konnte mit Hilfe des Programms beziiglich unterschiedlichster

MessgrofRen ausgewertet werden.

3.5 Statistische Auswertung

Die Angabe der dargestellten Daten erfolgt als arithmetischer Mittelwert +/-
Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die Analyse der Daten erfolgte mit dem t-Test
nach Student fur verbundene und unverbundene Stichproben oder bei mehr als zwei
Gruppen mit einer Varianzanalyse (ANOVA) und einem Bonferroni-Posttest. Hierbei galt

ein p-Wert kleiner als 0,05 als signifikant. Die Darstellung der Graphen sowie die
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einfaktoriellen Varianzanalysen (ANOVA) erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism
5.0 fur Windows (GraphPad Prism Inc., San Diego, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Um die transgenen Tiere zu identifizieren, wurde zunéchst eine Genotypisierung
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde mit der aus den Schwanzstiicken extrahierten
DNA eine PCR durchgefuhrt (siehe 3.3.1 und 3.3.3). Damit konnte nachgewiesen
werden, welche der Tiere das eingefligte Gen fir die PP2C in ihrem Genom besitzen.
Die Abbildung 5 zeigt ein reprasentatives Ergebnis einer solchen Genotypisierung an
mehreren Versuchstieren.

Die Qualitat der Proben wurde jeweils vorhergehend beurteilt. Dazu wurde der Quotient
aus der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und bei 280 nm bestimmt. Dieser befand sich
bei allen Proben zwischen 1,8 und 2,0. Damit zeigte er einen hohen Reinheitsgrad der
isolierten DNA an.

M WTWTTG WT TG WT WT WT WT TG TG WT TG TG TG TG TG - +

1000 bp -
500 bp -

Abb.5:
Genotypisierung der Versuchstiere durch PCR und Gelelektrophorese

Zu sehen sind die elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte. Die amplifizierte
DNA-Sequenz besitzt eine GréRe von 402 bp. Am Rand lief eine 1kbp-DNA-Leiter zur
Beurteilung der Lange der DNA-Fragmente. M, Marker; +, Positivprobe; -, Negativprobe;
WT, Wildtyp; TG, transgenes Tier.

4.2 Aufzeichnung der Kontraktionsversuche

Wie in 3.4.4 beschrieben wurden die Herzvorhofe der Versuchstiere préapariert und an
Metallhaken in die Messanlage eingehangt. Die Kraft und Frequenz der Kontraktionen
der elektrisch gereizten linken sowie der spontan schlagenden rechten Vorhofpraparate
wurden von einem Messinterface erfasst und vom dazugehérigen Programm im
Zeitverlauf dargestellt.

Wahrend sich die Kontraktionskraft der linken Vorhofpraparate von TG und WT in ihrer

Ausgangslage nicht unterschied, zeigte sich bei den rechten Vorhofpraparaten jedoch
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ein deutlicher Frequenzunterschied. Die Schlagfrequenz der TG-Praparate war dabei
mit 399 + 18 bpm héher als die der WT-Praparate, die eine Frequenz von 333 + 22 bpm
zeigten (p < 0,05, n = 8). Dieser Unterschied wurde in allen Versuchsreihen zu
Versuchsbeginn beobachtet.

In den ersten Experimenten wurde zunéachst eine Zeitkontrolle durchgefihrt. Hierbei
wurden die rechten und linken Vorhofpraparate unter physiologischen Bedingungen
(Isolation in Tyrode-L6sung, Erwarmung auf 37°C Uber ein Wasserbad, Begasung mit
Carbogen) tiber 90 Minuten beobachtet und ihre Kontraktionen aufgezeichnet. Wahrend
dieser Zeit nahmen die Kontraktionskréfte der Vorhofpraparate langsam, aber stetig ab.
In der Zeitkontrolle konnten keinerlei Unterschiede zwischen den linken
Vorhofpraparaten von TG und WT festgestellt werden. Anders verhielt es sich mit den
rechten Vorhofpraparaten. Die zu Versuchsbeginn beobachtete Differenz der
Schlagfrequenzen persistierte auch wéahrend des Beobachtungszeitraumes der
Zeitkontrolle. Die Frequenzveranderungen der rechten Vorhofpraparate werden
gesondert in Punkt 4.8 beschrieben.

Die Abbildungen 6A und 6C zeigen eine Auswahl représentativer Mechanogramme
rechter und linker Vorhofpraparate der Zeitkontrolle.

Auf die Durchfiihrung der Kontrollversuche folgten die ersten Experimente mit einer
induzierten Hypoxie (Abb. 6B). Diese wurde nach einer halbstindigen
Stabilisierungsphase durch Begasung der Tyrode-Lésung mit Stickstoff anstelle von
Carbogen erreicht. Hier zeigten sich bereits nach wenigen Minuten erste
Veranderungen. Die Kontraktionskraft der Vorhofpraparate nahm stetig ab, bis sie nur
noch schwach kontrahierten.

Wahrend die linken Vorhofpraparate auch unter Sauerstoffmangel bei elektrischer
Stimulation stetig auf sehr niedrigem Niveau weiter schlugen, kamen die Kontraktionen
der rechten Vorhofpraparate nach einigen Minuten zum Erliegen.

Ein weiterer Effekt der Hypoxie war die Ausbildung von Kontrakturen. Diese entwickelten
sich bei einem Grof3teil der rechten und linken Vorhofpraparate gegen Ende der 30-
mindtigen Hypoxiezeit. Sichtbar waren diese an der unvollsténdigen Entspannung der
isolierten Vorhofe, wodurch die Grundlinie der aufgezeichneten Kraftentwicklung anstieg
und die schwachen Restkontraktionen auf einem erhéhten Kraftniveau fortgefuhrt
wurden. Dieses Phanomen wurde bei vielen, jedoch nicht bei allen Praparaten
beobachtet.

Nach Ablauf der 30 Minuten wurde die Begasung erneut gewechselt und statt Stickstoff
wieder Carbogen in die Tyrode-Ldsung der Organbader eingeleitet. Die Effekte waren

hier ebenfalls nach wenigen Minuten sichtbar. Die Kontraktionen der rechten
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Vorhofpraparate setzten zunéchst unregelmafiig ein, jedoch erreichten sie nach kurzer
Zeit wieder einen regelmafigen Schlagrhythmus. Die Schlage aller Praparate nahmen
stetig an Kraft zu und stabilisierten sich schlie3lich auf einem konstanten Kraftniveau.
Dieses war stets geringer als zu Beginn der Versuche. Auch die von einem Teil der
Préaparate entwickelten Kontrakturen bildeten sich bei Reoxygenierung ganz oder zum
groBten Teil zurick. Die Grundlinie der aufgezeichneten Kontraktionen im
Mechanogramm sank also wieder auf ein Niveau ab, das mit dem prahypoxischen
Zustand vergleichbar war.

Jede Reoxygenierungsphase wurde fur 30 Minuten aufgezeichnet, bis das Experiment
beendet werden konnte (Abb. 6B).
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Abb. 6:

Reprasentative Mechanogramme

Dargestellt sind Originalmechanogramme durchgefiihrter Versuche mit und ohne
Hypoxie. Verglichen werden elektrisch gereizte linke Vorhofpréparate und spontan
schlagende rechte Vorhofpraparate der transgenen (TG) und der Wildtyp-Méause (WT).
A Elektrisch gereizte linke Vorhofpraparate zur Zeitkontrolle. Abszisse: Zeit in min;
Ordinate: Kontraktionskraft in mN

B Mechanogramme isolierter linker Vorhofpréaparate, die einer 30-minitigen Hypoxie
ausgesetzt werden. Hier entwickelt das Vorhofpraparat des transgenen Tieres (TG)
gegen Ende der Hypoxie eine deutliche Kontraktur, wahrend das Wildtyp-Préparat (WT)
keine ausbildet. Abszisse: Zeit in min; Ordinate: Kontraktionskraft in mN.

C Einzelkontraktionen spontan schlagender rechter Vorhofpraparate. Abszisse: Zeitin s
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4.3 Kontraktionen der linken Vorhofpraparate unter einfacher Hypoxie

In der zweiten Versuchsreihe kontrahierten die linken Vorhofpraparate von TG und WT
zu Beginn ohne Unterschiede, obgleich sich eine geringere Kontraktionskraft der
transgenen Tiere im Vergleich zu den Wildtypen andeutete, die aber statistisch nicht
signifikant verringert war. Mit Beginn der Hypoxie nahm die entwickelte Kraft in den
ersten Minuten deutlich ab. Ab der 10. Minute unter Sauerstoffmangel stellte sich dann
ein relativ konstanter Wert ein. In den durchgefiihrten Experimenten zeigte sich ab dieser
10. Minute erstmals ein Kraftunterschied zwischen den transgenen Tieren (0,19 + 0,02
mN, n = 8) und den Wildtyp-Tieren (0,35 = 0,05 mN, n = 8). Diese Differenz blieb bis zur
30. Minute der Hypoxie (60. Minute nach Versuchsbeginn) fast durchgangig bestehen.
Einzige Ausnahme bildete die 20. Minute unter Sauerstoffmangel; hier deutete sich ein
Unterschied an, erwies sich jedoch aufgrund von Schwankungen als nicht signifikant
(0,2+£ 0,04 MmN in TG vs. 0,38 £ 0,1 mN in WT; p > 0,05, n = 8). Unter dem induzierten
Sauerstoffmangel entwickelten die Vorhofpréaparate der transgenen Tiere also deutlich
geringere absolute Kontraktionskrafte als die Wildtyp-Mause (Abb. 7).

Nach Ende der halbstiindigen Hypoxie wurde die Gaszufuhr umgestellt und mit Hilfe von
Carbogen die Normoxie in der Tyrode-L6sung wiederhergestellt. Daraufhin nahmen die
Kontraktionen der Préparate wieder zu. Auch hier zeigten die transgenen Atrien eine
geringere Kraftentwicklung als die Wildtypen. Obwohl in den ersten Minuten noch kein
Unterschied dargestellt werden konnte, so war die absolute Kontraktionskraft der
transgenen linken Vorhofpréparate ab Minute 70 (10 min nach Reoxygenierung) mit 1,11
* 0,18 mN geringer als die der Wildtyp-Vorhofpréparate mit 1,88 + 0,2 mN (p < 0,05, n
= 8). Bis zum Ende der Aufzeichnung, also 30 Minuten nach der Reoxygenierung, war
diese Kraftdifferenz zu beobachten. Die angedeutete Differenz der absoluten
Kontraktionskraft der transgenen Praparate wurde also unter Hypoxie apparent und
persistierte wahrend der Versuche auch nach wiederhergestellter Sauerstoffzufuhr. Bei
einer Varianzanalyse mittels ANOVA und anschlieBender Bonferroni-Korrektur ergab
sich zwischen den Kurven der absoluten Kontraktionskréafte ein deutlicher Unterschied
(p < 0,05, n = 8).

Da die TG-Préaparate scheinbar schon vor der Hypoxie weniger Kraft entwickelten als
WT, wurden die aufgebrachten Kontraktionskrafte flr jeden Zeitpunkt in Relation zur
Kontraktionskraft zu Versuchsbeginn gesetzt. Dabei ergab sich, dass sich die Praparate
von Wildtyp- und transgenen Mausen vor und wéhrend der Hypoxie nicht unterschieden
und in etwa gleiche Prozentwerte besal3en. Sie verloren durch den Sauerstoffmangel

also in etwa den gleichen Anteil an Kontraktionskraft von ihrer Ausgangskraft. Lediglich
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nach der Reoxygenierung schien sich die Kraft der Praparate der transgenen Tiere
schlechter zu erholen als die der Wildtypen. Unterschiede bestanden hierbei nur zu zwei
Messzeitpunkten; bei Minute 75 (nach 15 Minuten Reoxygenierung) (36,1 +2,9% in TG
vs. 50,5 £ 4,3 % in WT, n = 8) sowie zum Ende des Versuches (nach 30 Minuten
Reoxygenierung) (40,5 + 2,6 % in TG vs. 51,3 £ 4,0 % in WT, n = 8). Dennoch deutete
sich an, dass die relative Kraft der transgenen Praparate wahrend der gesamten
Reoxygenierungsphase geringer war als die der Wildtyp-Praparate.

Abbildung 7 zeigt die absoluten und relativen Kontraktionskrafte der linken Atrien

wahrend der Experimente mit einfacher Hypoxie.
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Abb. 7

Kontraktionskraft der linken Vorhofpraparate bei 30-mindtiger Hypoxie

Abgebildet ist die entwickelte Kraft der Kontraktionen der linken Vorhofpraparate vor,
wahrend und nach der halbstiindigen Hypoxie. * p<0,05 vs. WT.

A Absolute Kraft. Ordinate: Kraft in mN. Abszisse: Zeit in min.

B Kraft relativ zum Zustand bei Versuchsbeginn. Ordinate: Verhaltnis der aktuellen
Kontraktionskraft zur Ausgangskraft in %. Abszisse: Zeit in min.



29

Von dem  aufgezeichneten Mechanogramm konnte mit Hilfe des
Auswertungsprogramms fur jeden Zeitpunkt die erste Ableitung der Kraftkurve nach der
Zeit bestimmt werden. Dadurch war die Geschwindigkeit der Kraftanderung jeder
einzelnen Kontraktion beurteilbar. Die Maxima der ersten Ableitung der Kraft stellen
somit die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit dar. Vergleichbar zur Kurve der Kréfte
schienen auch die Maxima der 1. Ableitung vor und wéhrend der Hypoxie bei den
Vorhofpraparaten von TG kleiner zu sein als bei den Vorhofpraparaten von WT. Ein
statistisch gesicherter Unterschied bestand jedoch nur in Minute 40 nach 10 min Hypoxie
(11,2 £ 1,7 mN/s bei TG vs. 19,7 + 2,9 mN/s bei WT, n = 8). Die Differenzen
verdeutlichten sich nach der Reoxygenierung. Ab Minute 70 zeigten die Maxima der 1.
Ableitung bei transgenen Praparaten mit 63,8 + 10,4 mN/s geringere Werte als bei
Wildtyp-Préaparaten mit 104,2 £+ 10,5 mN/s (p < 0,05, n = 8). Dies setzte sich fort bis
Minute 85, nach diesem Zeitpunkt trat eine verstarkte Streuung auf (Abb. 8).

Wahrend die Maxima der 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit eine Aussage Uber die
Geschwindigkeit der Kontraktionsentwicklung ermdéglichten, so gaben die Minima der 1.
Ableitung Hinweise Uber die Geschwindigkeit der Entspannung der Vorhofpréaparate. Sie
zeigten an, wie schnell die Praparate vom Kontraktionsmaximum zum relaxierten
Zustand Ubergehen konnten. Die absoluten Minima der 1. Ableitung der Kraft nach der
Zeit waren in dieser Versuchsreihe bei TG-Vorhofpraparaten wahrend und nach der
Hypoxie geringer im Vergleich zu den WT-Vorhofpraparaten. Dieser Unterschied stellte
sich ab der 40. Minute ein (-6,7 + 0,5 bei TG vs. -13,3 £ 2,0 mN/s bei WT, n = 8) und
blieb bis zum Versuchsende bestehen. Die Relaxation der Wildtyp-Préaparate war also
rascher als die der transgenen Préparate.

Die Maxima und Minima der 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit fur die Versuchsreihe
der einfachen Hypoxien sind in Abbildung 8 zu sehen.
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Maxima und Minima der 1. Ableitung (Kraft nach Zeit) der linken Vorhofpraparate unter
einfacher Hypoxie

A Abszisse: Zeit in min; Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit in mN/s.
B Abszisse: Zeit in min; Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit in mN/s.
*

p<0,05
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AulRerdem wurden auch die Zeitparameter der Vorhofkontraktionen ermittelt. Dazu
wurden die Einzelkontraktionen wie folgt analysiert: Zun&chst wurde der untere Teil der
Kurve (genauer: 10% der Maximalkraft) ausgeblendet, um Stérungen durch
Schwankungen der Grundlinie zu minimieren. Dann wurde die Zeit in ms vom 1. Punkt
der 10-prozentigen Kontraktion bis zur Maximalkraft gemessen und T1 genannt.
Entsprechend ergab die Zeit vom Kontraktionsmaximum bis zum 2. Punkt der 10-
prozentigen Kontraktion T2 (siehe auch schematische Darstellung in Abbildung 9A). Der
Durchschnitt dieser Zeiten sollte damit zum jeweiligen Zeitpunkt im Versuchsprotokoll
zeigen, wie schnell die Praparate die maximale Anspannung aufbauen und auch wieder
abbauen.

Bei Vergleich der T1-Zeiten (Anspannungszeiten) transgener Praparate mit den Wildtyp-
Praparaten fiel auf, dass erstere von Versuchsbeginn an geringere Werte zeigten (15,6
+0,2msvs.16,5+ 0,3 ms in WT, p <0,05, n = 8) und dieser Unterschied bis zur Hypoxie
persistierte. Nach Einleitung des Sauerstoffmangels fielen dann die T1-Werte beider
Gruppen ab und zeigten eine breitere Streuung als zuvor. Im Verlauf der Hypoxie stiegen
die T1-Werte wieder an und Uberstiegen sogar die Ausgangswerte. Wahrend der 30
Minuten ohne Sauerstoff waren die T1-Zeiten von WT dabei langer als von TG. Deutliche
Unterschiede bestanden u.a. nach 35 Minuten (13,3 + 0,5 ms bei TG vs. 15,2 + 0,5 ms
bei WT, n = 8) und dann wieder ab der 55. Minute (13,8 + 0,9 ms bei TG vs. 17,1 + 0,7
ms bei WT, n = 8). Eine ANOVA-Analyse des hypoxischen Zeitraumes verdeutlichte
zudem die Unterscheidung beider Kurven (Abb. 9).

Nach Wechseln der Begasung auf Carbogen sanken die T1-Werte in beiden Gruppen
allmahlich wieder ab und befanden sich bei Versuchsende auf einem geringeren Niveau
als zu Versuchsbeginn. Auch hier stellten sich bei TG geringere T1-Werte verglichen mit
den Wildtyp-Vorhofpraparaten ein. Diese Differenz wurde ab Minute 85 apparent (14,8
+0,2msin TG vs. 15,6 + 0,2 msin WT, p < 0,05, n = 8).

Die Analyse der T2-Zeiten (Relaxationszeit) zeigte zunachst deutlich héhere Werte als
die der T1-Zeiten. Der Verlauf wahrend des Versuchsprotokoll &hnelte sich jedoch. Auch
hier zeigten sich zu Beginn konstante Werte, bei Einleitung der Hypoxie kam es dann
zum Abfall der Werte und spéter zum Anstieg, und bei Reoxygenierung fielen sie stetig
wieder ab, um auf einem Niveau unterhalb der Ausgangslage zu enden.

Im Vergleich der T2-Werte von WT und TG zeigten sich im ganzen Verlauf dieser
Versuchsreihe keinerlei Unterschiede.

Ein Schema der T1- und T2-Berechnung sowie der Verlauf dieser Werte in den

Hypoxieversuchen sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9
T1 und T2 wahrend der Hypoxie-Versuche

Zu sehen sind die Anspannungszeit Tl und Relaxationszeit T2 der linken
Vorhofpraparate von transgenen (TG) und Wildtyp-Mausen (WT) aus der Versuchsreihe
der einfachen Hypoxie.

A Schema der Messung von T1 und T2. Nach Ausblenden der unteren 10 % der
Maximalkraft Fmax (in diesem Fall 4,6 mN) wird fir die Einzelkontraktion die Zeit bis zur
maximalen Anspannung (T1) sowie die Zeit nach der maximalen Anspannung (T2) bis
zum Kontraktionsende gemessen. Abszisse: Zeit in s. Ordinate: Kraft in mN.

B T1 wahrend des gesamten Hypoxieversuches. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: T1 in
ms. *p<0,05 vs. WT

C T2 wahrend des gesamten Hypoxieversuches. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: T2 in
ms. *p<0,05 vs. WT
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4.4 Kontraktionen der linken Vorhofpraparate bei Prakonditionierung

In der dritten Versuchsreihe wurde gleich zu Versuchsbeginn (nach Aquilibrierung) eine
10-minltige Prékonditionierung durchgefihrt. Dabei handelte es sich um eine kurze
Phase der Begasung mit Stickstoff anstelle von Sauerstoff. Darauf folgte eine 20-
mindtige normoxische Stabilisierungsphase, sodass nach insgesamt einer halben
Stunde nach Versuchsbeginn die regulare Hypoxie eingeleitet wurde. Diese dauerte 30
Minuten und ging in eine ebenso lange Reoxygenierung tber.

In dieser Versuchsreihe begannen die Praparate mit ahnlicher Kraft zu Versuchsbeginn
zu kontrahieren. Durch den gleich darauffolgenden Sauerstoffmangel kam es zunachst
zum Abfall der Kontraktionskrafte aller Praparate. Am Ende der 10-minltigen
Prakonditionierung zeigten sich erste Unterschiede der Kontraktionskrafte, die TG-
Vorhofpraparate entwickelten mit 0,32 = 0,08 mN weniger Kraft als die WT-
Vorhofpraparate mit 0,54 mN = 0,06 mN (n = 8) (Abb. 10).

Die anschlieRende Stabilisierungsphase, die einer kurzen Reoxygenierung entsprach,
ermoglichte eine Erholung der Kraftentwicklung beider Gruppen. Hier wurden keine
Unterschiede deutlich. Der erneute Sauerstoffmangel in der halbstiindigen
Hypoxiephase liel3 die Kontraktionskréfte erneut absinken. Hier wurde wieder ein Defizit
der transgenen Praparate nach 40 Minuten deutlich (0,19 + 0,04 mN in TG vs. 0,41 +
0,07 in WT, n = 8), das sich auch in die 45. Minute fortsetzte. Nach 20 Minuten
Sauerstoffmangel (Minute 50) nahmen die Unterschiede ab und bis zum Ende der
Hypoxie kontrahierten die Wildtyp-Praparate mit ahnlicher Kraft wie die transgenen
Praparate. Schlie3lich wurde die Reoxygenierung eingeleitet und die Kontraktionen
wurden kraftiger. Hier deutete sich eine geringere Kontraktionskraft der transgenen
Praparate im Vergleich zu WT an. Obgleich keine Unterschiede der Einzelwerte sichtbar
wurden, zeigte eine ANOVA-Analyse, dass sich beide Kurven nach Reoxygenierung
deutlich unterschieden (p < 0,05).

Abbildung 10A zeigt den Kraftverlauf wahrend des Prakonditionierungsprotokolls.

Um einen Effekt der Prakonditionierung ermitteln zu kénnen, wurden die
Kontraktionskrafte der Vorhofpraparate zu verschiedenen Zeitpunkten unter Hypoxie
sowie zum Ende der Reoxygenierung verglichen (Abb. 10B). Sowohl fir WT als auch fur
TG bewirkte die Prakonditionierung keine Veranderung der aufgebrachten Krafte unter
Hypoxie. Bei Vergleich der Kontraktionskrafte am Ende der Aufzeichnungen schien
jedoch fir beide Gruppen ein Anstieg der entwickelten Kontraktionskraft bei

vorhergehender Prakonditionierung sichtbar zu werden. Obwohl kein deutlicher
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Unterschied erreicht wurde (p > 0,05), so schien die Prakonditionierung fur beide

Gruppen tendenziell eine verbesserte Krafterholung nach Hypoxie zu erméglichen.
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Abb. 10

Kraftentwicklung der linken Vorhofpraparate bei Prakonditionierung

A Kraftverlauf der linken Vorhofpraparate von Wildtypen (WT) und Transgenen (TG)
unter Prékonditionierung. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: Kraft in mN. P,
Prakonditionierung; *p<0,05; +p<0,05, durch ANOVA ermittelt.

B Vergleich der Kontraktionskréfte von WT und TG zu verschiedenen Zeitpunkten der
Hypoxie und zu Versuchsende sowohl mit als auch ohne vorhergehende
Prakonditionierung (P).
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Um ein MaBR fur die Geschwindigkeit des Aufbaus der Einzelkontraktionen zu
bekommen, wurden auch fir diese Versuchsreihe die Maxima und Minima der 1.
Ableitung bestimmt (siehe Abb. 11). Unterschiede waren hierbei jedoch kaum
vorhanden. Lediglich der Verlauf nach der Reoxygenierung unterschied sich. Dort
zeigten transgene Praparate wieder kleinere absolute Maximal- und Minimalwerte der 1.
Ableitung. Eine ANOVA-Analyse dieses Kurvenabschnittes belegte die Unterschiede (p
<0,05,n=28).
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Abb. 11

Maxima und Minima der 1. Ableitung (Kraft nach Zeit) der linken Vorhofpraparate
wahrend der Préakonditionierung

A Maxima der 1. Ableitung. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach
der Zeit in mN/s. +p < 0,05 nach ANOVA.

B Minima der 1. Ableitung. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach
der Zeit in mN/s. +p < 0,05 nach ANOVA.
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Ebenfalls wurden fir die Versuchsreihe der Prékonditionierung die T1- und T2-Zeiten
bestimmt. Ahnlich dem Verlauf zur einfachen Hypoxie, kam es auch hier zum Absinken
von T1 und T2 wahrend des Sauerstoffmangels, sowohl in der Prékonditionierung als
auch in der Hypoxie (Abb. 12).

Fur T1 ergaben sich sowohl in der 5. Minute unter Prakonditionierung (13 = 0,9 ms in
TG vs. 15,4 £ 0,44 ms in WT, n = 8) als auch ab Minute 45 (15. Minute unter Hypoxie;
10,0+1,2msinTGvs. 15,7+ 1,6 msin WT, n = 8) bis zur Einleitung der Reoxygenierung
sichtbare Unterschiede zwischen TG und WT. Der hypoxische Abschnitt unterschied
sich nach ANOVA-Varianzanalyse deutlich (p < 0,05, n = 8). Nur unter normoxischen
Bedingungen, also in der 20-minitigen Stabilisierungs- und in der 30-mindtigen
Reoxygenierungsphase, glichen sich die T1-Werte von WT und TG an.

Ein vergleichbarer Verlauf war fur die T2-Zeiten zu beobachten. Hier zeigten sich
keinerlei Unterschiede bis zur Einleitung der Hypoxie. Dort begannen die TG geringere
T2-Werte auszubilden als die WT-Vorhofpraparate. Von Minute 40 bis zur
Reoxygenierung war diese Differenz nach ANOVA-Analyse signifikant. In der 55. Minute
unterschieden sich auch die Einzelwerte (22,9 £ 6,4 ms in TG vs. 43,3 + 3,0 ms in WT,
n = 8). Nach Reoxygenierung glichen sich WT und TG wieder an.

Bei Vergleich mit den T1- und T2-Werten der Versuchsreihe der einfachen Hypoxie fallt
auf, dass die Unterschiede unter Hypoxie nach vorhergehender Prékonditionierung
deutlicher ausfallen. Differenzen der T1-Zeiten unter Hypoxie wurden zu mehreren
Zeitpunkten festgestellt. Eine T2-Differenz zeigte sich sogar erst durch die
Prékonditionierung (Vgl. Abbildung 9).

Der Verlauf der T1- und T2-Zeiten ist in Abbildung 12 zu erkennen.
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Abb. 12

Anspannungszeit T1 und Relaxationszeit T2 wahrend der Prakonditionierung

A T1-Werte der linken Vorhofpraparate unter Prékonditionierung. Abszisse: Zeit in
Minuten. Ordinate: T1 in ms. *p < 0,05. +p < 0,05 nach ANOVA.
B T2-Werte der linken Vorhofpraparate unter Prakonditionierung. Abszisse: Zeit in
Minuten. Ordinate: T2 in ms. *p < 0,05. +p < 0,05 nach ANOVA.
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4.5 Kontraktionen der linken Vorhofpraparate bei doppelter Hypoxie

In der vierten Versuchsreihe schloss sich an das Protokoll der einfachen Hypoxie (Vgl.
Abschnitt 4.3) ein zweites Hypoxieprotokoll an, das ebenso aus einer 30-minltigen
Stabilisierung, einer 30-mindtigen Hypoxie und einer 30-minitigen Reoxygenierung
bestand. Damit verlangerte sich der Versuchsablauf auf insgesamt 180 Minuten. Da die
Ablaufe der ersten Halfte des Versuches denen der einfachen Hypoxie entsprachen, fiel
das Verhalten der Praparate in dieser Phase ahnlich aus (nicht gezeigt). Deshalb liegt
hier besonderer Fokus auf der zweiten Hypoxie, welche in Abb. 13 dargestellt ist.

Bei Betrachtung der Kraftentwicklung wurde ein Unterschied zwischen transgenen und
Wildtyp-Préaparaten erneut erst nach Einleitung der Hypoxie sichtbar. Ab Minute 135 in
der 2. Hypoxie kontrahierten die transgenen Praparate mit 0,17 + 0,06 mN schwacher
als die Wildtypen mit 0,38 + 0,08 mN (p < 0,05, n = 8). Bis zum Ende der 2. Hypoxie
verstarkte sich diese Differenz sogar (0,12 = 0,04 mN in TG vs. 0,50 £ 0,12 mN in WT,
n = 8). Im Gegensatz zur ersten Hypoxie unterschieden sich hier auch die aufgebrachten
relativen Kontraktionskrafte, also die Krafte im Verhdltnis zur Ausgangskraft; ab Minute
135 (15 Minuten unter Hypoxie) waren die transgenen Préparate schwacher (7,0 £ 2,3
% vs. 16,6 = 2,3 % bei WT, n = 8). Nach Wiederherstellung der Normoxie gingen die
Unterschiede der Einzelwerte verloren, lediglich die relativen Kréafte nach 160 Minuten
zeigten eine Differenz (50,2 + 10,9 % bei TG vs. 81,0 + 8,8 % bei WT, n = 8). Die
Varianzanalyse mittels ANOVA bestatigte jedoch sowohl fiir die absoluten als auch fur
die relativen Krafte einen Unterschied (p < 0,05) der Kurvenverlaufe von TG und WT in
den ersten 20 Minuten der Reoxygenierung. Die transgenen Vorhofpréparate
entwickelten also unter Hypoxie und auch zum grof3ten Teil unter der Reoxygenierung
weniger Kraft als die Wildtyp-Praparate.

Absolute und relative Krafte sind in Abb. 13A und B dargestellt.

Bei einem Vergleich der absoluten Kraftverlaufe in der zweiten Hypoxie mit denen der
ersten sowie mit denen der Hypoxie nach Prakonditionierung, lieBen sich keine
Unterschiede feststellen (siehe Abb. 13C). Es zeigte sich, dass die absoluten
Kontraktionskrafte bei transgenen und Wildtyp-Vorhofpraparate nach zwei Hypoxien
wieder ahnlich stark waren wie nach einer einfachen Hypoxie, obgleich eine 10-minitige
Prakonditionierung die Kraft nach Ende der Hypoxie scheinbar leicht ansteigen liel3.

Dieser Effekt ging im Versuchsprotokoll der doppelten Hypoxie verloren.
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Kraftkurven der linken Vorhofpraparate unter der zweiten Hypoxie

A Absolute Krafte. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: Kraft in mN. *p < 0,05.

B Krafte im Verhaltnis zur Ausgangskraft. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: Relative Kraft
in %. *p < 0,05.

C Vergleich der absoluten Kontraktionskréafte unter Hypoxie und zu Versuchsende bei
den drei verschiedenen Versuchsprotokollen. Ordinate: Kraft in mN. WT, Wildtyp; TG,
Transgene; EH, einfache Hypoxie; P, Prakonditionierung; DH, doppelte Hypoxie.
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Vergleichbar zu den Verlaufen der Kontraktionskrafte wahrend der zweiten Hypoxie
verhielten sich auch die Maxima und Minima der 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit.
Sichtbare Unterschiede traten ab der 15. Minute unter der 2. Hypoxie auf und blieben
bis Ende der Hypoxie bestehen. Zudem konnte durch ANOVA-Varianzanalyse ein
Unterschied der Verlaufe in den ersten 20 Minuten der Reoxygenierung nachgewiesen
werden. Demnach zeigten WT zu diesen Zeitpunkten deutlich steilere Anstiege und auch
Abfalle der Krafte wahrend der Einzelkontraktionen als TG.

Die Berechnung der T1- und T2-Zeiten fir die zweite Hypoxie zeigte einige
Besonderheiten. Wahrend die T1-Werte der transgenen Praparate in der zweiten
Stabilisierungsphase, also vor der zweiten Hypoxie, geringer waren als die der Wildtyp-
Praparate (ANOVA: p < 0,05), so konnte unter der eigentlichen Hypoxie kein
Unterschied dargestellt werden. Dies trifft ebenso fur die Reoxygenierungsphase zu.

Die T2-Werte wiederum ahnelten sich sowohl vor als auch nach der zweiten Hypoxie.
Wahrend dieser zeigten sich jedoch ab Minute 140 (24,0 £ 4,2 ms bei TG vs. 40,1 + 3,6
ms bei WT, n = 8) bis zum Ende der Hypoxie geringere Werte bei Transgenen. Auch die
Analyse von der 130. Minute (10. Minute der zweiten Hypoxie) bis zur 160. Minute (10.
Minute der zweiten Reoxygenierung) zeigt Unterschiede der T2-Verlaufe zwischen
beiden Gruppen in diesem Zeitfenster (ANOVA: p < 0,05). Bei der zweiten Hypoxie
verdeutlichten sich also die Unterschiede in den Zeiten von der maximalen Anspannung
bis zur Entspannung der Einzelkontraktionen in transgenen und Wildtyp-Praparaten.

Abbildung 14 zeigt die Maxima und Minima der 1. Ableitung der Kraft nach der Zeit sowie

die T1-und T2-Werte der linken Vorhofpraparate wahrend der zweiten Hypoxie.
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A Maxima der 1. Ableitung. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach
der Zeit in mN/s. +p < 0,05 nach ANOVA.

B Minima der 1. Ableitung. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: 1. Ableitung der Kraft nach
der Zeit in mN/s. +p < 0,05 nach ANOVA.

C T1-Werte der linken Vorhofpraparate wahrend der 2. Hypoxie. Abszisse: Zeit in
Minuten. Ordinate: T1 in ms. *p < 0,05. +p < 0,05 nach ANOVA.

D T2-Werte der linken Vorhofpraparate wahrend der 2. Hypoxie. Abszisse: Zeit in
Minuten. Ordinate: T2 in ms. *p < 0,05. +p < 0,05 nach ANOVA.
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4.6 Abfall und Anstieg der Kontraktionskrafte der linken Vorhofpraparate

Nachdem in den Experimenten die Begasung gewechselt wurde, dauerte es bei jedem
Praparat unterschiedlich lange, bis es seine Kraft einbiif3te bzw. diese sich wieder
erholte. Um diesen Vorgang zu quantifizieren, wurde fir jedes Praparat die Zeit
gemessen, die es bendtigte, um auf 50% der Ausgangskraft abzufallen bzw. wieder auf
50% der konstanten nach Reoxygenierung erreichten Kraft anzusteigen. Fur die
BezugsgréfRen (also 100%) wurde beim Kraftabfall die Ausgangskraft vor Einleitung der
jeweiligen hypoxischen Phase und beim Kraftanstieg die Kraftwerte nach 10 Minuten
Reoxygenierung verwendet. Der letztere Zeitpunkt wurde gewahlt, da zu Beginn und
auch gegen Ende der Reoxygenierungsphasen gréRere Schwankungen der
aufgebrachten Krafte auftraten und der 10-Minuten-Wert in den durchgeflihrten
Versuchen am ehesten den stabilsten Maximalwert der wiedergewonnenen Kraft
darstellte. Eine erneute Verwendung der prahypoxischen Kraftwerte fur die Berechnung
der Zeit des Kraftanstieges erschien nicht zielfuhrend, da einige Praparate 50% der
Ausgangskraft nur sehr spat oder teilweise gar nicht mehr erreichten. (Die Angabe der

Minuten erfolgt in Dezimalzahlen, demnach gilt: 0,5 min =30 s; 0,1 min=6 s.)

Bei Betrachtung der Zeiten des Verlustes der Halfte der Kraft nach Einleitung der 10-
mindtigen Prékonditionierung in der dritten Versuchsreihe werden keinerlei Unterschiede
zwischen transgenen und Wildtyp-Vorhofpraparate deutlich. Auch bei der
Reoxygenierung nach dieser kurzen hypoxischen Phase bauten beide Gruppen die
Halfte der Kraft etwa gleich schnell wieder auf. Jedoch wurden bei der Auswertung der
darauffolgenden Hypoxie Unterschiede sichtbar. Die transgenen Praparate verloren die
Halfte ihrer Ausgangskraft in 3,08 + 0,45 min (n = 6), also rascher als die Wildtyp-
Praparate, die sie in 4,74 £ 0,39 min (n = 6) verloren. Die Regeneration von 50% der
Kraft nach Reoxygenierung dauerte bei den TG-Praparaten mit 3,84 + 0,57 min deutlich
langer als bei WT mit 2,05 £ 0,51 min. Schlussfolgernd verloren TG in der Hypoxie nach
Prakonditionierung schneller die Halfte ihrer Kraft als WT und konnten danach ihre
Kontraktionskraft auch nur langsamer regenerieren.

Die analoge Berechnung der Zeiten fir den Verlust und die Wiedererlangung der Halfte
der Kraft der linken Vorhofpraparate in der Versuchsreihe der Doppelten Hypoxie
brachte vergleichbare Ergebnisse. Hier wurde bereits in der ersten regularen
halbstiindigen Hypoxiephase deutlich, dass die transgenen Praparate schneller an
Kontraktionskraft verloren als die Wildtyp-Praparate (2,77 £ 0,39 min in TG vs. 4,72
0,42 min in WT; p < 0,05, n = 7). Nach Ende dieser ersten Hypoxie bendtigten sie mehr
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Zeit als die WT, um die Halfte der posthypoxischen Kraft aufzubauen (3,37 + 0,48 min
bei TG vs. 2,10 = 0,29 min bei WT, n = 7).

In der zweiten Hypoxie verhielt es sich dhnlich. Die transgenen Vorhofpraparate bauten
50% der Ausgangskraft ztigiger ab (3,53 + 0,37 min in TG vs. 5,60 = 0,61 min in WT, n
= 7) und bendtigten wiederholt mehr Zeit als die Wildtyp-Vorhofpraparate, um die Halfte
der Kraft bei Reoxygenierung zu regenerieren (3,62 £ 0,54 in TG vs. 1,45 £ 0,48 in WT,
n=7).

Wahrend der beiden Hypoxien verloren TG also deutlich schneller ihre Kraft und bauten
sie auch nur langsamer wieder auf.

Abbildung 15 zeigt die Vergleiche der Zeiten des Kraftverlusts und des Kraftanstiegs.
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Kraftverlust und Kraftanstieg bei Prakonditionierung und doppelter Hypoxie

Ordinaten: Zeit in min; WT, Wildtyp-Vorhofpraparate; TG, transgene Vorhofpraparate; P,
Prakonditionierung; Hyp, Hypoxie; *p < 0,05.

4.7 Kontrakturen der linken Vorhofpraparate

Gegen Ende der Hypoxie bildeten ein Grofteil der rechten und linken Vorhofpraparate

eine Kontraktur aus (siehe Abbildung 6). Diese zeichnete sich durch einen Anstieg der
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Grundlinie des Mechanogramms aus und kam durch unvollstandige Relaxation nach
den Kontraktionen zustande. Statt sich vollstandig zu entspannen, blieben die Praparate
zu einem gewissen Teil kontrahiert und schlugen auf einem héheren Kraftniveau weiter.
Mit Fortbestehen des Sauerstoffmangels wuchs dieses Relaxationsdefizit weiter an und
bildete sich erst nach Reoxygenierung zuriick.

Um diese Kontrakturen zu untersuchen, wurde zunéchst die maximale Kontraktur
ermittelt, also die maximale Differenz der angestiegenen Grundlinie des
Mechanogramms zur Grundlinie vor der Hypoxie. Dann wurde die Zeit gemessen, in der
die Praparate nach Einleitung der Hypoxie die Halfte dieser maximalen Kontraktur
entwickelt hatten. Schlie3lich berechnete man die Zeit, die die Vorhofpraparate
bendtigten, um nach der Reoxygenierung wieder die Halfte der maximalen Kontraktur
abzubauen.

In der Versuchsreihe der Prakonditionierung wurde unter der 10-minltigen initialen
Hypoxie keine Kontraktur beobachtet. In der darauffolgenden Hypoxie entwickelten sich
jedoch zahlreiche Kontrakturen. Bei Vergleich dieser maximalen Relaxationsdefizite
konnten keine Unterschiede ermittelt werden, obgleich sich in den transgenen
Vorhofpraparate leicht starkere Kontrakturen andeuteten. Deutlich kiirzer war jedoch die
Zeit, nach welcher die transgenen Préparate die halbmaximale Kontraktur entwickelten.
Mit 14,76 £ 3,27 min (n = 6) zeigte sich ein Unterschied zu den Zeiten der Wildtyp-
Praparate, die 26,14 £+ 1,73 min (n = 6) betrugen. Zudem konnte in der Reoxygenierung
gezeigt werden, dass transgene Vorhofpraparate bereits nach 1,41 + 0,28 min die Halfte
ihrer Kontraktur wieder abbauen konnten, wahrend Wildtyp-Préaparate dafir 2,92 + 0,52
min bendtigten (p < 0,05, n = 6). In der Hypoxie nach vorhergehender Prakonditionierung
entwickelten die transgenen Vorhofpraparate ihre Kontrakturen also schneller, bauten
sie nach Wiederherstellung der Normoxie aber auch schneller wieder ab.

Eine Darstellung der Kontrakturanalyse wahrend der Prakonditionierung ist in Abbildung

16 zu sehen.
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Kontrakturen der linken Vorhofpraparate unter Hypoxie nach Prakonditionierung

A Zeit bis zur Entwicklung von 50% der maximalen Kontraktur. Ordinate: Zeit in min.
B Zeit bis zum Abbau von 50% der maximalen Kontraktur. Ordinate: Zeit in min.

C Maximal entwickelte Kontrakturen. Ordinate: Differenz des Kraftniveaus in mN.
WT, Wildtyp-Praparate; TG, transgene Praparate; *p<0,05.

Die Préparate der Versuchsreihe der Doppelten Hypoxie bildeten ebenfalls Kontrakturen
aus. Der Vergleich der Zeiten der Kontraktionsentwicklung liel3 zunachst erkennen, dass
sowohl transgene als auch Wildtyp-Vorhofpraparate in der zweiten Hypoxie weniger Zeit
bendtigten, um die halbmaximale Kontraktur zu entwickeln (9,96 £ 0,85 min in der 2.

Hypoxie vs. 21,26 + 1,49 min in der 1. Hypoxie bei TG sowie 19,06 + 1,87 min in der 2.
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Hypoxie vs. 26,43 = 1,08 min in der 1. Hypoxie bei WT, n = 6). In beiden Gruppen
bildeten sich die Kontrakturen in der zweiten Hypoxie also schneller aus.

In der 1. Hypoxie zeigten die transgenen Préparate 50% der Kontraktur nach 21,26 +
1,49 min, also schneller als die Wildtyp-Praparate, die 50% der Kontraktur erst nach
26,43 £ 1,08 min erreichten (p < 0,05, n = 6). Auch in der 2. Hypoxie war die Zeit der
halbmaximalen Kontrakturentwicklung bei transgenen Vorhofpréaparate kirzer als bei
Wildtyp-Préparaten (9,96 + 0,85 min in TG vs. 19,06 £ 1,87 min in WT, n = 6).

In der Darstellung der Zeiten bis zum Abbau von 50% der maximalen Kontraktur war
keine Veranderung zwischen 1. und 2. Hypoxie zu beobachten, auch wenn diese Zeiten
in beiden Gruppen leicht anzusteigen schienen. Nach beiden Hypoxien bauten die
transgenen Vorhofpréaparate die Halfte ihrer Kontrakturen zugiger ab als die Wildtyp-
Praparate (in der 1. Hypoxie nach 1,61 + 0,37 min bei TG vs. 3,31, = 0,5 min bei WT und
in der 2. Hypoxie 1,30 + 0,14 min bei TG vs. 2,77 £ 0,40 min bei WT;

p < 0,05, n=6).

Wenn man nun die Werte der maximalen Kontrakturen von TG und WT-
Vorhofpraparaten miteinander vergleicht, so war in der ersten Hypoxie erneut kein
Unterschied sichtbar, auch wenn sich in der transgenen Gruppe gréf3ere maximale
Kontrakturen andeuteten. In der zweiten Hypoxie jedoch kam es erstmals zu einer
Differenz der maximalen Relaxationsdefizite zwischen TG (7,1 £ 0,6 mN, n = 6) und WT
(4,7+0,9mN, n=6).

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass auch in der doppelten Hypoxie die
transgenen Praparate die halbmaximalen Kontrakturen im Vergleich zu den Wildtyp-
Praparaten schneller ausbildeten, sie jedoch auch schneller wieder abbauten. Zudem
entwickelten sie zumindest in der zweiten Hypoxie ausgepragtere Kontrakturen als die
WT.

In Abbildung 17 sind die Kontrakturanalysen der Doppelten Hypoxie dargestellt.
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Abb. 17
Kontrakturen der linken Vorhofpraparate unter Doppelter Hypoxie

A Zeit bis zur Entwicklung von 50% der maximalen Kontraktur. Ordinate: Zeit in min.

B Zeit bis zum Abbau von 50% der maximalen Kontraktur. Ordinate: Zeit in min.

C Maximal entwickelte Kontrakturen. Ordinate: Differenz des Kraftniveaus in mN.

WT, Wildtyp-Praparate; TG, transgene Praparate; *p<0,05 TG vs. WT; +p<0,05 1.
Hypoxie vs. 2. Hypoxie.
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4.8 Schlagfrequenzen der rechten Vorhofpraparate

Wahrend bei der Untersuchung der elektrisch gereizten linken Vorhofpraparate die
Messung der Kontraktionskrafte im Vordergrund stand, so konnten in den spontan
schlagenden rechten Vorhofpraparaten die Schlagfrequenzen untersucht werden.

Wie in Punkt 4.2 Dbeschrieben, wurde wahrend der Zeitkontrolle schon zu
Versuchsbeginn ein Frequenzunterschied zwischen TG und WT deutlich. Dieser war von
der ersten (399 = 18 bpm in TG vs. 333 £ 22 bpm in WT, n = 6) bis zur 50. Minute (mit
385 * 18 bpm in TG vs. 316 + 25 bpm in WT) vorhanden. Danach glichen sich die
Frequenzen allméhlich an. Transgene Praparate schlugen also von Beginn an mit einer
hoheren Frequenz als die Wildtyp-Préaparate.

Bei Beobachtung des Einflusses der Zeit unter 90 Minuten normoxischen Bedingungen
konnte keine Auswirkung auf die Schlagfrequenzen der rechten Vorhofpraparate
gefunden werden, weder bei transgenen noch bei Wildtyp-Praparaten. Eine minimale
Abnahme schien sich jedoch anzudeuten (bei TG mit 380 + 22 bpm nach 90 Minuten vs.
399 + 19 bpm zu Beginn, sowie bei WT mit 327 £ 26 bpm nach 90 Minuten vs. 333 + 22

bpm zu Beginn, jeweils p > 0,05, n = 6).

Auch vor dem Einleiten der einfachen Hypoxie stellte sich in transgenen rechten
Vorhofpraparaten bei Beginn der Aufzeichnung (376 + 10 bpm in TG vs. 324 + 14 bpm
in WT, n = 8) bis zur Einleitung der ersten Hypoxie (349 £ 10 bpm in TG vs. 297 + 17
bpm in WT, n = 8) eine erhdhte Frequenz im Vergleich zu WT ein.

Darauf folgte die Einleitung des Sauerstoffmangels. Wahrend die Kontraktionen der
linken Vorhofpraparate durch die elektrische Stimulation dauerhaft fortliefen, so
begannen die Kontraktionen der rechten Vorhofpraparate zunéachst mit einer geringeren
Frequenz fortzulaufen und nach einer gewissen Dauer der Hypoxie zu sistieren. Die
Schlagfrequenzen sanken also in jeder Hypoxie spatestens nach 10 Minuten auf 0. Nach
wenigen Minuten der Reoxygenierung setzten die Kontraktionen dann spontan wieder
ein und erreichten ein Niveau, das unter den préhypoxischen Werten lag.

Nach der ersten Hypoxie stiegen also die Schlagfrequenzen beider Gruppen an. Die der
transgenen Vorhofpraparate erreichten hier wieder héhere Werte als die Wildtypen, ab
Minute 40 der ersten Reoxygenierung wurden diese deutlich (325 + 13 bpm in TG vs.
258 £ 28 bpm in WT, n = 8), der Unterschied deutete sich jedoch schon ab der 10. Minute
nach Ende der Hypoxie an.

In der zweiten Hypoxie sanken die Schlagfrequenzen erneut auf 0. In der zweiten

Reoxygenierung stiegen sie wieder in beiden Gruppen an. Hier erreichten die TG-



49

Vorhofpraparate ab Minute 20 der zweiten Reoxygenierung hdhere Frequenzen als die
WT-Praparate (280 £ 17 bpm in TG vs. 222 + 16 bpm in WT, n = 8), was sich bis
Versuchsende fortsetzte.

In der Versuchsreine der Prakonditionierung konnte kein anfanglicher
Frequenzunterschied gemessen werden. Hier begann der Versuch jedoch gleich mit
einer 10-mindtigen kurzen Hypoxiephase, sodass die Frequenzen zunéchst auf O
abfielen. In der darauffolgenden kurzen Reoxygenierungsphase konnte kein
Unterschied festgestellt werden. Erst nach der eigentlichen Hypoxie und der daran
anschlieRenden Reoxygenierung erreichten die transgenen Praparate 20 Minuten nach
Ende der Hypoxie hdhere Schlagfrequenzen als die WT-Praparate (334 £ 21 bpm in TG
vs. 259 £ 26 bpm in WT, n = 8). Auch dieser Unterschied persistierte bis Versuchsende.
TG-Praparate entwickelten also bei normoxischen Bedingungen fast immer héhere

Schlagfrequenzen als WT-Praparate.

Bei einem Vergleich der Schlagfrequenzen beider Gruppen 30 Minuten nach jeder
Hypoxie fiel zudem auf, dass alle Vorhofpraparate mit jeder Hypoxie an Frequenz
einbulten. Ein Unterschied zur Kontrollfrequenz nach 90 Minuten Normoxie entstand
bei den WT erst nach zwei Hypoxiephasen (191 + 25 bpm nach 2. Hypoxie vs. 327 + 26
bpm nach 90 min Normoxie, n = 8). Bei den TG verringerten sowohl die doppelte Hypoxie
(278 £ 15 bpm nach 2. Hypoxie vs. 380 = 22 bpm nach 90 min Normoxie) als auch die
Hypoxie nach Prakonditionierung (337 = 16 bpm nach Hypoxie mit Prakonditionierung
vs. 380 + 22 bpm nach 90 min Normoxie) die Schlagfrequenz im Vergleich zum Zustand
nach 90-mindtiger Zeitkontrolle.

Abbildung 18 zeigt die Verlaufe der Schlagfrequenzen der rechten Vorhofpréaparate in
den jeweiligen Versuchsreihen sowie einen Vergleich der Schlagfrequenzen zu dem

jeweiligen Versuchsende fur Wildtyp- und transgene Vorhofpraparate.
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Schlagfrequenzen der spontan schlagenden rechten Vorhofpraparate im Vergleich WT

vs. TG

A Frequenzen der Zeitkontrolle. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: Schlagfrequenz in bpm.
B Frequenzen der Prakonditionierungsversuche. Abszisse: Zeit in min. Ordinate:

Schlagfrequenz in bpm.

C Frequenzen der Doppelten Hypoxie. Abszisse: Zeit in min. Ordinate: Schlagfrequenz

in bpm.

D Vergleich der Frequenzen zu Versuchsende der verschiedenen Versuchsprotokolle.
Ordinate: Schlagfrequenz in bpm. Ko, Kontrollfrequenz nach 90 min Normoxie; Hyp.,

Hypoxie; P, Prakonditionierung.

*p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs. Kontrolle; bpm, beats per minute, Schlage pro Minute.
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4.9 Erliegen und Wiedereinsetzen der Kontraktionen der rechten Vorhofpraparate unter

Hypoxie

Wie bereits erwahnt stellten die Préaparate der rechten Vorhofe unter Hypoxie nach
einigen Minuten ihre Kontraktionen ein und setzten diese kurze Zeit nach
Wiederherstellung der Sauerstoffzufuhr fort. In Abb. 19A ist beispielhaft ein
Mechanogramm eines rechten Vorhofs dargestellt. Man kann erkennen, dass bereits in
der 10-minutigen Prakonditionierungsphase, aber auch in der tatsachlichen Hypoxie die
Kontraktionen zum Erliegen kamen.

Da bei jedem Praparat unterschiedlich viel Zeit bis zum Ende und zum Wiedereinsetzen
der Vorhofaktionen verging, wurden diese gemessen und miteinander verglichen.
Schaut man sich diese zunachst fiir die kiirzeste der Hypoxiephasen an, also fir die 10
Minuten dauernde Prakonditionierung, so traten die Asystolien in TG- und WT-
Vorhofpraparate etwa nach gleicher Zeit ein, wobei die transgenen Préparate scheinbar
ein wenig eher zum Stillstand kamen. In der darauffolgenden 30-miniitigen Hypoxie gab
es ebenfalls keine Unterschiede der Zeiten bis zur Asystolie.

Beim Vergleich der Zeiten, nach denen im Prakonditionierungsversuch die
Kontraktionen nach Reoxygenierung wieder einsetzten, gab es jedoch sichtbare
Differenzen. Die transgenen Praparate brauchten langer als die Wildtyp-Préaparate, um
nach Herstellung der Normoxie wieder zu kontrahieren. Das galt sowohl fur die Zeit nach
der Préakonditionierung (2,44 + 0,53 min in TG vs. 1,03 £ 0,27 min in WT, n = 6) als auch
fur die Zeit nach der halbstiindigen Hypoxie (3,84 £ 0,62 min in TG vs. 2,23 £ 0,34 min
in WT, n=6).

Zudem fiel bei den Zeiten bis zum Wiedereinsetzen der Kontraktionen auf, dass sie bei
den transgenen Vorhofpraparaten nach der 30-minitigen Hypoxie langer waren als nach
der 10-minutigen Prékonditionierung. Scheinbar brauchten auch WT nach der
eigentlichen Hypoxie mehr Zeit als nach der kurzen Prakonditionierung, jedoch konnte
kein deutlicher Unterschied ermittelt werden.

Abbildung 19 B und C stellt die Zeiten bis zur Asystolie und bis zum

Kontraktionseinsetzen vergleichend fur die Hypoxie bei Prakonditionierung dar.
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Asystolien und Wiedereinsetzen der Kontraktion bei Prakonditionierung

A Mechanogramm eines rechten Vorhofprdparates unter Hypoxie mit
Prakonditionierung. Die Asystolie ist durch den Abfall der Kontraktionskrafte zu
erkennen. Zu sehen sind auRerdem Arrhythmien nach Einsetzen der Hypoxie sowie kurz
nach der Reoxygenierung, da hier die Konturen des Mechanogramms unregelmé&Rig
werden. In der Hypoxie wurde eine Kontraktur entwickelt. Abszisse: Zeit in min. Ordinate:
Kraft in mN.

B Zeiten bis zur Asystolie der rechten Vorhofpraparate fir die Hypoxie bei
Prakonditionierung. Ordinate: Zeit in min.

C Zeiten bis zum Wiedereinsetzen der Kontraktionen der rechten Vorhofpraparate fur
die Hypoxie bei Prakonditionierung. Ordinate: Zeit in min.

P, Préakonditionierung; Hyp., Hypoxie; WT, Wildtyp-Praparate; TG, transgene Préparate;
*p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs. Wert nach Prakonditionierung.

Untersucht man analog die Versuche der doppelten Hypoxie beztiglich der Zeit bis zum
Einsetzen der Asystolie, so gab es in keiner der beiden Hypoxien einen Unterschied
zwischen TG und WT. Auffallig ist jedoch, dass im Verlauf der zweiten Hypoxie die
transgenen Vorhofpréaparate schneller ihre Kontraktionen einstellten als in der ersten
Hypoxie. Ein ahnliches Verhalten deutete sich bei WT ebenfalls an. Es scheint also, dass
eine zweite Hypoxie schneller zum Erliegen der Vorhofaktionen fuhrte als die erste.

Auch in dieser Versuchsreihe setzten die Kontraktionen der transgenen Vorhofpraparate
spater wieder ein als die der Wildtyp-Praparate. Nach Beendigung der ersten Hypoxie
geschah dies in der Gruppe der TG nach 3,00 £ 0,40 min und in der Gruppe der WT
schon nach 1,83 + 0,30 min (p < 0,05, n = 6). Auch nach dem Ende der zweiten Hypoxie
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erholten sich die Kontraktionen der TG-Vorhofpraparate spater als die der WT (3,49 +
0,37 minin TG vs. 2,40 £ 0,23 min in WT, n = 6).
Abbildung 20 vergleicht die Zeiten bis zum Erliegen und Wiedereinsetzen der

Kontraktionen der rechten Atrien wahrend der Doppelten Hypoxie.
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Abb. 20
Asystolien und Wiedereinsetzen der Kontraktion bei doppelter Hypoxie

A Zeiten bis zur Asystolie der rechten Vorhofpraparate. Ordinate: Zeit in min.
B Zeiten bis zum Wiedereinsetzen der Kontraktionen der rechten Vorhofpréaparate.

Ordinate: Zeit in min.
Hyp., Hypoxie; WT, Wildtyp-Préaparate; TG, transgene Préparate; *p<0,05 vs. WT;
+p<0,05 vs. Wert nach 1. Hypoxie.

Es lasst sich also feststellen, dass transgene rechte Mausevorhodfe nach einer Hypoxie
etwas spater mit inren Kontraktionen wieder einsetzten als Wildtyp-Vorhofpraparate. Die
Einstellung einer Asystolie fand jedoch in beiden Gruppen etwa zur gleichen Zeit statt.

4.10 Arrhythmien der rechten Vorhofpraparate

Bei Einleitung der Hypoxiephasen wurden die Kontraktionen der rechten
Vorhofpraparate zunachst langsamer und bildeten dann Arrhythmien aus, bevor sie
endgultig stillstanden. Auch nach Reoxygenierung traten solche Abweichungen von
einem regelmaRigen Rhythmus regelhaft auf. Dargestellt ist eine solche Arrhythmie in
Abb. 20A. Unterschiedlich fur jedes Praparat waren die Zeiten, nach denen sich unter
Hypoxie die ersten Arrhythmien ausbildeten bzw. die letzten Arrhythmien nach
Reoxygenierung auftraten. Es ist zu bemerken, dass praktisch alle Vorhofpraparate
gegen Ende der Versuchsaufzeichnung vereinzelte arrhythmische Kontraktionen
aufzeigten. Deshalb wurde fur die Zeit bis zur letzten Arrhythmie nach Reoxygenierung
der Zeitpunkt verwendet, zu dem das Praparat mind. eine Minute keine arrhythmischen

Kontraktionen durchfiihrte. Diese Arrhythmie-freie Zeit wurde von wenigen Préparaten
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auch bis Versuchsende nicht erreicht, weswegen sie nicht fur die Berechnung verwendet
wurden.

Bei der Untersuchung der Zeit bis zur ersten Arrhythmie in der Versuchsreihe der
Prékonditionierung konnte keine Differenz zwischen TG und WT gefunden werden.
Vergleicht man hingegen die Zeiten bis zur letzten Arrhythmie, so waren diese bei TG
langer als bei WT. Das traf sowohl auf die Reoxygenierung nach der Prakonditionierung
(3,79 £ 0,41 min in TG (n = 5) vs. 2,10 £ 0,45 min in WT (n = 6)) als auch auf die
Reoxygenierung nach der halbstiindigen Hypoxie zu (15,25 + 3,82 min in TG (n = 5) vs.
5,18 £ 0,85 in WT (n = 6)).

Abbildung 21 zeigt eine Ubersicht tiber die Arrhythmieausbildung in der Versuchsreihe

der Prakonditionierung.
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Abb. 21

Arrhythmien der rechten Vorhofpréparate unter Hypoxie bei Prakonditionierung

A Ausschnitt mit arrhythmischen Einzelkontraktionen eines rechten Vorhofpraparates.
Die zunachst gleichméaRigen Kontraktionen gehen in Kontraktionen mit unterschiedlicher
Frequenz und Kraft Uber. Abszisse: Zeit in s. Ordinate: Kraft in mN.

B Zeiten von der Hypoxieeinleitung bis zur ersten Arrhythmie der rechten
Vorhofpraparate wahrend der Prakonditionierung und der Hypoxie nach
Prakonditionierung. Ordinate: Zeit in min.

C Zeiten vom Beginn der Reoxygenierung bis zur letzten Arrhythmie der rechten
Vorhofpraparate fir die Prakonditionierung und die Hypoxie nach Prakonditionierung.
Ordinate: Zeit in min.

P, Prakonditionierung; Hyp., Hypoxie; WT, Wildtyp-Praparate; TG, transgene Praparate;
*p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs. Wert nach Prakonditionierung

Die Analyse der Zeiten der Arrhythmien in der doppelten Hypoxie ergab &hnliche

Ergebnisse. Die Zeiten von Hypoxieeinleitung bis zum Auftreten der ersten Arrhythmien
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waren nicht unterschiedlich zwischen TG- und WT-Vorhofpraparate. Doch auch hier war
diese Zeit fir beide Gruppen in der zweiten Hypoxie tendenziell geringer als in der ersten
Hypoxie, wenngleich die Unterschiede nicht signifikant waren (TG 1. vs. 2. Hypoxie: p =
0,069; WT 1. Vs 2. Hypoxie: p = 0,103, n = 6).

Die Zeit bis zur letzten Arrhythmie nach Beginn der Reoxygenierung war bei transgenen
Praparaten wiederum langer als bei Wildtyp-Praparaten. Dieser Unterschied wurde hier
ebenfalls in der ersten (9,01 £ 0,97 min bei TG vs. 5,44 £ 0,78 min bei WT, n = 6) und
auch in der zweiten Hypoxie (7,91 + 0,89 min bei TG vs. 4,53 £ 0,71 min bei WT, n = 6)
beobachtet. Vergleicht man hier die Zeiten bis zur letzten Arrhythmie der zweiten
Hypoxie mit denen der ersten Hypoxie, war bei WT und TG kein Unterschied
festzustellen.

Dargestellt sind die Vergleiche der Arrhythmiezeiten der doppelten Hypoxie in Abbildung
22.
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Abb. 42
Arrhythmien der rechten Vorhofpraparate unter doppelter Hypoxie

A Zeiten von Hypoxieeinleitung bis zur ersten Arrhythmie der rechten Vorhofpraparate
fur beide Phasen der Hypoxie bei doppelter Hypoxie. Ordinate: Zeit in min.

B Zeiten vom Beginn der Reoxygenierung bis zur letzten Arrhythmie der rechten
Vorhofpraparate fir beide Reoxygenierungsphasen bei doppelter Hypoxie. Ordinate:
Zeit in min.

Hyp., Hypoxie; WT, Wildtyp-Praparate; TG, transgene Praparate; *p<0,05 vs. WT.

Die transgenen Préparate zeigen nach einer hypoxischen Phase also langer
arrhythmische Kontraktionen als die Wildtyp-Praparate. Sowohl nach einfachen und
doppelten Hypoxien als auch nach einer Hypoxie mit vorhergehender
Prakonditionierung. Dass sie nach Beginn des Sauerstoffmangels schneller Arrhythmien

ausbildeten, konnte nicht gezeigt werden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Mausmodell

In den Experimenten wurde ein transgenes Mausmodell genutzt, das wie in Punkt 3.2
beschrieben generiert wurde.

Aufgrund der vielfaltigen Moglichkeiten genetischer Manipulationen und einer einfachen
Zucht und Haltung ist die Maus ein etabliertes Versuchstier fir die Untersuchung
kardialer Funktionen. Trotz der Unterschiede in der Grofl3e und der Herzfrequenz ist das
Herz der Maus dem des Menschen anatomisch ahnlich. Damit gilt es als geeignetes
Modell zur Erforschung des menschlichen Herzens (Wessels und Sedmera 2003). Es
ermdglicht eine einfachere Manipulation und Untersuchung, die an menschlichen
Herzen nicht moglich waren. Die dabei gewonnenen Ergebnisse lassen sich jedoch nicht
uneingeschrankt auf das menschliche Herz (bertragen. Sie geben zuvorderst
Aufschluss Uber grundlegende Funktionen z.B. der PP2C( im Herzen.

Besonders bei der Untersuchung der Schlagfrequenzen ist zu beachten, dass
Mausherzen in vivo eine Herzfrequenz zwischen 500 und 790 bpm aufweisen. Die Dauer
eines Herzzyklus betragt damit nur etwa 1/10 der Dauer eines menschlichen Herzzyklus
(James et al. 1998). In den Kontrollexperimenten betrugen die Schlagfrequenzen nur
399 + 18 bpm in TG bzw. 333 + 22 bpm in WT. Damit liegen alle Praparate dieser
experimentellen Arbeit deutlich unter den physiologischen Werten. Dies wird in vielen
Untersuchungen an murinen Herzen beobachtet, obgleich eine verminderte
Herzfrequenz die kardiale Physiologie stark modifiziert (Kass et al. 1998). Eine mogliche
Ursache ist das Fehlen der komplexen Einflusse auf die Herzaktivitat im lebenden
Organismus wie zirkulierende Hormone, hdmodynamische Reflexe und die autonome
Innervation durch sympathische und parasympathische Nervenfasern (Choate und
Feldman 2003). Auch ist nicht auszuschlieRen, dass der Prozess der Gewinnung und
Isolierung der Vorhofpraparate bleibende Auswirkungen auf die Funktion der
Schrittmacherzellen hat. Als Ausloser kamen u.a. das Anésthetikum, mechanische
Belastungen oder kurzzeitige Temperaturabfalle in Frage. Wie die gefundenen
Differenzen zwischen TG und WT in vivo ausfallen wirden, lasst sich deshalb also

eingeschrankt beurteilen, ebenso wie sie im humanen Herzen anzutreffen waren.
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Die Proteinphosphatase 2C ist in allen Organismen stark konserviert und weist eine hohe
Sequenzahnlichkeit in Menschen, Mausen, Kihen und anderen Saugetieren auf
(Lammers und Lavi 2007). Aus diesem Grunde kann spekuliert werden, dass auch ihre
Funktionen in diesen Spezies weitgehend ahnlich sind. Bekannt ist, dass die PP2C eine
negative Regulation von Stress-Signalen in Bakterien, Pflanzen, Saugetieren und Hefe
bewirkt (Fjeld und Denu 1999). Die Wirkungen der erhdhten Expression auf ein
Mé&useherz kdnnten also mit den Wirkungen auf ein menschliches Herz vergleichbar
sein. Auch die Gewinnung der kodierenden DNA fir die PP2C( aus bovinen Retinae
scheint die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aufgrund der starken Sequenzhomologie
nicht bedeutsam einzuschranken, denn die Sequenzen der einzelnen Isoformen sind
innerhalb der Saugetiere zu Uber 90% identisch (Travis und Welsh 1997).

Da in den durchgefiihrten Experimenten die B-Isoform der PP2C verwendet wurde und
die Isoformen sich (wie in der Einleitung beschrieben) in ihren Funktionen unterscheiden,
sind die gefundenen Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf die anderen Isoenzyme
Ubertragbar. Wahrend PP2C[ wie die meisten PP2C-Formen in allen Geweben zu
finden ist, so zeigt sie ihre hdchste Konzentration u.a. im Herzgewebe (Lammers und
Lavi 2007). Eine besondere Bedeutung fir die kardiale Funktion scheint bei ihr demnach
wahrscheinlich.

Um die gefundenen Unterschiede auch auf die Uberexpression der PP2CR zuriickfiihren
zu kénnen, muss sichergestellt werden, dass sich TG von WT in dieser Uberexpression
unterscheiden. Das Vorhandensein der PP2CB-Sequenz im Genom der transgenen
Mause wurde mittels Genotypisierung nachgewiesen. Dies allein gibt jedoch keine
Sicherheit, dass die Phosphatase auch verstarkt exprimiert wird. Aus diesem Grund
wurde fir diese transgene Mauslinie in vorhergehenden Experimenten eine kardiale
Uberexpression mittels Western Blot und eine erhohte kardiale Phosphataseaktivitat
dargestellt (Bollmann et al. 2020).

5.1.2 Kontraktionsexperimente

Fur die Kontraktionsexperimente wurden die isolierten Herzvorhéfe der Versuchstiere
verwendet. Sie stellen modellhaft die Kontraktionen lebendiger Vorhofmuskulatur dar,
nicht aber des kompletten Organs. Die Verwendung isolierter Organe verhindert den
Einfluss modulierender nichtkardialer Reaktionen des Organismus, u. a. neuronaler und
humoraler Reaktionen (z.B. Uber Katecholaminausschittungen). Madgliche
Veranderungen der Herzfunktion durch die PP2C kdnnten daher in vivo andere Folgen

zeigen als in vitro. Auch kann trotz Narkotisierung der Versuchstiere nicht komplett
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ausgeschlossen werden, dass eine praterminale Stressreaktion oder auch die
Praparation der Vorhéfe Myokardschadigungen nach sich ziehen, die die Unterschiede
zwischen WT und TG beeinflussen.

Um eine mechanische Schadigung zu minimieren, wurden die Vorhéfe beider Gruppen
mit aulRerster Sorgfalt prapariert. Eine solche Schadigung &uf3erte sich mit verminderter
Kontraktionskraft in den linken sowie vermehrten Arrhythmien und Bradykardien in den
rechten Vorhofpraparaten. Beschadigte Préparate (basale Kraft F < 1 mN; basale
Arrhythmien) traten in beiden Versuchsgruppen auf und wurden fir die Berechnungen
nicht verwendet.

Makroskopisch sichtbare Unterschiede zwischen WT und TG beziiglich der Grof3e der
Herzvorhéfe sind bei den eingeschlossenen Tieren nicht beobachtet worden. Bei
hypertrophierten Vorhofen ware ein Unterschied in der Préaparation denkbar gewesen,
da groRere Vorhofe vermeintlich leichter zu isolieren wéaren. Doch obwohl eine erhdhte
PP2CB-Konzentration eine kardiale Hypertrophie zu verursachen scheint, zeigten die
Vorhofe bisher keine Unterschiede in ihrer Gro3e (Bollmann et al. 2020).

Die Versuchsanlagen wurden fir die jeweiligen Praparate von TG und WT regelmafig
getauscht, um eventuelle Messungenauigkeiten der einzelnen Anlagen auszugleichen.
Da die Tyrode-Lésung an allen Versuchstagen frisch hergestellt wurde, sind
tagesabhangige minimale Schwankungen der jeweiligen Stoffkonzentrationen nicht
vollstdndig auszuschliel3en. Die Versuche wurden aber immer parallel an WT und TG
durchgefuhrt, sodass zeitabhangige Storfaktoren immer beide Versuchsgruppen
betrafen.

Eine Verblindung war aufgrund des Versuchsaufbaus nicht moglich. Von
Versuchsbeginn an war der genetische Status der Versuchstiere bekannt und wurde
regelmaflig dokumentiert, um eine Verwechslung auszuschlieRen. Auch bei der
Auswertung der Experimente war keine Verblindung gewahrleistet. Eine mogliche
Verzerrung durch den Rosenthaleffekt kann also nicht ausgeschlossen werden
(Rosenthal und Lawson 1964).

In den Experimenten wurden intermittierend Hypoxien an den Vorhofpraparaten
simuliert, indem die Begasung gewechselt und der geldste Sauerstoff aus der Tyrode-
Losung verdrangt wurde. Diese reine Hypoxie ist mit einer Ischdmie nur bedingt zu
vergleichen. Eine Ischdmie bedeutet Minderdurchblutung oder Durchblutungsstopp und
stellt die klinisch wohl bedeutsamste Ursache einer Hypoxie der Herzmuskulatur dar (v.
a. im Rahmen eines Koronararterienverschlusses). Dabei kommen jedoch zu dem

Sauerstoffmangel noch eine versiegende Nahrstoffversorgung, ein fehlender
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Abtransport von Abbauprodukten und ein mangelnder Ausgleich des Elektrolyt- und
Saure-Basen-Haushaltes (Oéfédal und Kolar 2011). All diese Faktoren konnten mit dem
genutzten Versuchsaufbau nicht simuliert werden. Daflr sind andere Modelle wie die
Langendorff-Apparatur besser geeignet (Lossi et al. 2016) und in anderen
Untersuchungen bereits genutzt worden (Bollmann et al. 2020).

In den durchgefiihrten Versuchen mit Prakonditionierung konnte kein Effekt dieser
Behandlung fir die Vorhoffunktion gezeigt werden. Dafir kbnnten — neben der geringen
Versuchstierzahl — verschiedene Ursachen in Frage kommen. In unseren Experimenten
wurde die Hypoxie mit folgender Reoxygenierung bereits 20 Minuten nach der
Préakonditionierung eingeleitet. Eine grof3ere protektive Wirkung wurde bisher in der
Regel erst nach langeren Zeitrdumen nach der Préakonditionierung beobachtet, ndmlich
bis zu 24h spater (Mallet et al. 2018). Zudem sahen viele Protokolle der intermittierenden
Hypoxie-induzierten Kardioprotektion (ICH) mehrere Zyklen kurzen Sauerstoffmangels
vor, zum Beispiel vier flinfminutige Episoden (Sprick et al. 2019). Zu erwahnen ist auch,
dass viele dieser Untersuchungen als Endpunkt die Infarktgréf3e der Herzen bei kiinstlich
erzeugter Ischamie bewerteten. In den hier durchgeflihrten Versuchen wurde hingegen
nur eine (nicht-ischdmische) Hypoxie bei erhaltener Perfusion simuliert und ein
Zelluntergang sollte weitgehend vermieden werden. Zudem wurde lediglich die Funktion
der Vorhofpraparate beurteilt, nicht die histopathologischen Folgen der hypoxischen

Phasen.

5.2 Zeitkontrolle

Bereits zu Beginn der Versuche konnte ein Unterschied in der Ausgangslage beider
Gruppen festgestellt werden. In den transgenen rechten Vorhofpraparaten war die
Schlagfrequenz hoher als in denen der WT. In allen Versuchsreihen zeigten transgene
Préparate der rechten Vorhéfe vor und nach der Hypoxie hohere Frequenzen.

Hierfir kommen verschiedene Erklarungsansatze in Frage, da die Herzfrequenz eines
Mauseherzen durch unterschiedliche Mechanismen beeinflusst wird. In vorhergehenden
Experimenten konnten unter Uberexpression von PP2CB eine kardiale Hypertrophie
sowie eine verringerte linksventrikulare Ejektionsfraktion beobachtet werden (Bollmann
et al. 2020). Auch die gefundenen Defizite myokardialer Kontraktilitdt konnten Hinweise
auf eine Beeintrdchtigung der Auswurfleistung transgener Herzen liefern. Far die
Aufrechterhaltung eines ausreichenden Herzzeitvolumens und eine suffiziente

Organperfusion ist damit eine erhdhte Schlagfrequenz auch in Ruhe notwendig. Dieser
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Mechanismus der Gegenregulation kénnte in vivo dazu fuhren, dass eine permanente
Erhéhung der Basalfrequenz (zum Beispiel durch erhohte Aktivitat der I-Kandle)
notwendig wird, die sich dann in vitro nachweisen lasst.

Eine Frequenzbeeinflussung durch Dephosphorylierung wurde bereits beobachtet. Die
Proteinphosphatase 2A verringert bei erhdhter Aktivitat die basalen Schlagraten in
transgenen Mausen (Little et al. 2015). Die Proteinphosphatase 2C dagegen scheint
durch substratspezifische Dephosphorylierung in andere Signalwege einzugreifen und
die Herzfrequenz damit direkt oder indirekt zu beeinflussen. In den Untersuchungen von
Bollmann et al. (2020) wurde gezeigt, dass unter den Substraten der PP2Cf u.a. der
Ryanodinrezeptor (RyR) und Phospholamban (PLB) zu finden sind. Dies sind beides
Molekdle, die in der ,membrane clock® und in der ,Ca®*-clock“ der Schrittmacherzellen
von Bedeutung sind (Vinogradova und Lakatta 2021). Diese sog. ,clocks® sind zyklische
zellulare  Vorgénge, die (dber lonenstrome das Potential der Kkardialen
Schrittmacherzellen regelmafRig beeinflussen und so den typischen Rhythmus der
Depolarisierung nach sich ziehen. Damit sind also bereits Mechanismen bekannt, Gber

die die PP2CB mdoglicherweise eine Wirkung auf die Schlagfrequenzen ausiben kann.

Abgesehen von der Schlagfrequenz verhielten sich die Praparate unter physiologischen
Versuchsbedingungen ahnlich. Dies legt nahe, dass eine funktionelle Beeinflussung der
linken Vorhdéfe durch die Uberexpression der PP2CB erst unter pathologischen
Bedingungen beobachtbar wird.

Im Zeitverlauf nahm die Schlagkraft in allen Praparaten kontinuierlich ab. Vermutlich liegt
hier die Abnahme der Spannung der Aufhdngung der Préparate zugrunde. Die
andauernden isometrischen Kontraktionen und die Aufhdngung an den Metallhaken
ziehen mechanische Verénderungen des Gewebes nach sich. In Folge vermindert sich

die Vorspannung und die Kontraktionen verlieren an Kraft.

5.3 Vorhofkontraktionen unter Hypoxie

Nach hypoxischer Belastung der Vorhofpraparate beider Versuchsgruppen konnten
Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden werden. Die Uberexpression von
PP2CpB beeintrachtigte die Kontraktionskraft unter Hypoxie sowie die Erholung der
Praparate, und beginstigte die Entwicklung von Kontrakturen, Arrhythmien und

erhdhten Schlagfrequenzen.
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Es ist bekannt, dass Proteinphosphatasen bei der Reaktion der Herzzellen auf Hypoxien
von Bedeutung sind. Viele Proteine, die unter hypoxischem Stress induziert werden,
werden Uber Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen reguliert.

Zu ihnen zahlt die Hdmoxygenase-1. Diese ist ein Stressprotein, das fur den Ham-Abbau
bei Sauerstoffmangel von Bedeutung ist. lhre Expression wird durch
Dephosphorylierung (hauptséchlich durch die Proteinphosphatase 1) vermindert (Wu et
al. 2004). Auch die kardioprotektive Wirkung der Proteinkinase C wird durch
Phosphatasen antagonisiert, indem ihren Substraten (u. a. Phospholamban, Troponin |,
mitochondriale ATP-sensitive Kaliumkanale) der Phosphat-Rest entzogen wird
(Yamamura et al. 2005). Phosphatasen scheinen im Herzmuskel also die
physiologischen Reaktionen auf Sauerstoffmangel allgemein zu beeintrachtigen.

Die Annahme, dass aktive Proteinphosphatasen bei Hypoxie eher unginstig fir die
Zellen sind, wird von Untersuchungen aus Zellkulturen unterstitzt. Diese zeigten, dass
Hypoxien Auswirkungen auf die Phosphataseaktivitat u. a. in menschlichen
Herzmuskelzellen haben. Mediiert durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1a (HIF-1 a)
sinkt bei Sauerstoffmangel die allgemeine Phosphataseaktivitdit im Herzmuskel
(Elgenaidi und Spiers 2019). Die gesunde Myokardzelle reguliert demnach die

Phosphataseaktivitat herunter, sobald die Sauerstoffversorgung knapp wird.

Wenngleich diese allgemeine Phosphataseaktivitat nur zu einem kleinen Teil durch die
Proteinphosphatase 2C (ibernommen wird, so scheint auch ihre Uberexpression
negative Auswirkungen auf die Reaktionen auf hypoxischen Stress zu haben. Es ist
anzunehmen, dass auch die PP2C die physiologischen Hypoxie-induzierten Signalwege
unterbrechen und damit einer Kardioprotektion entgegenwirken kann. Dies wiederum
kann als Erklarung fir die in dieser Arbeit beschriebenen funktionellen Defizite der
Vorhofpraparate unter Hypoxie dienen.

So wurde zum Beispiel gezeigt, dass verringerte PP2C-Spiegel in sportlich aktiven
Mé&ausen mit verminderter Infarkigrof3e und verstarkten kardioprotektiven Signalwegen
assoziiert sind (Pons et al. 2013). Damit lasst sich im Umkehrschluss vermuten, dass
erhdhte PP2C-Spiegel verminderte kardioprotektive Signalwege nach sich ziehen und
damit eine schlechtere Reaktion auf hypoxische Zustande bewirken. Einige dieser

Schnittstellen, an denen die PP2C eingreift, sind bereits gefunden worden.

Bisher wurde ein Einfluss der PP2C auf Differenzierung, Proliferation, Wachstum,

Uberleben und Metabolismus von Zellen beschrieben (Lu und Wang 2008).
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Ein wichtiges Substrat der PP2C ist die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK), ein durch
ATP-Mangel aktiviertes Enzym, welches wie ein zellularer Energiesensor die
energieaufwendigen Reaktionen (wie Protein- oder Lipidsynthese) abschalten kann. Die
Aktivierung der AMPK erfolgt durch Phosphorylierung am Threonin-172-Rest bei ATP-
Mangel (Salminen et al. 2016). Die Dephosphorylierung an dieser Stelle und damit die
Hemmung der AMPK erfolgt u.a. durch die PP2C (Chida et al. 2013). Die Inhibition der
AMPK hat eine gestdrte Energiehomoostase zur Folge und wirkt sich tber verschiedene
Langlebigkeits-Signalwege negativ auf die Lebensspanne von Zellen aus (Salminen et
al. 2016). Damit kann die verstarkte PP2C-Aktivitat die Energiehomoéostase storen, was
in Energiemangelzustanden - wie sie u.a. unter Hypoxie herrschen - besonders von
Bedeutung ist.

Sichtbar wird der Effekt auf die AMPK in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz.
Dieses Krankheitsbild ist mit erhéhten Spiegeln von Angiotensin Il (AT Il) assoziiert. Die
Effekte des AT Il auf die AMPK werden dabei durch eine Hochregulierung der PP2Ca
mediiert (Tabony et al. 2011). Die Folgen sind mitochondriale Funktionsstérungen durch
gestbrte Autophagie, verringerte ATP-Spiegel und vermehrter Schwund von
Skelettmuskel (Tabony et al. 2014). Hier wurde also eine deutliche Assoziation von
erhdhter PP2C-Aktivitat mit Herzinsuffizienz gezeigt.

Auch die NF-kB-Wirkung wird von PP2C beeinflusst. Die Isoenzyme PP2Ca und -
dephosphorylieren die B-Untereinheit des IkBa-Kinase-Komplex (IKKB) und terminieren
damit die TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung (Sun et al. 2009). Sie begrenzen die NF-
kB-vermittelten Effekte, die u.a. fir Entziindung, Immunantwort und antiapoptotische
Antworten auf Stress-Signale von Bedeutung sind (Karin und Ben-Neriah 2000). Somit
scheint die Uberexpression der PP2C auch in diesem Signalweg die Reaktion auf
Stressreize zu beeintrachtigen.

Weiterhin greifen einige der PP2C-Isoenzyme in verschiedene MAP-Kinase-Kaskade-
Signalwege ein und &ndern so die zellulare Antwort auf Stress-Signale. Beispielsweise
wird die Apoptose-Signal-regulierende Kinase 1 (ASK1) durch PP2Ce negativ reguliert
(Saito et al. 2007). Die ASK1 wird u. a. durch Fas, TNF-a und auch durch oxidativen
Stress aktiviert. Eine verlangerte ASK-1-Aktivitat fuhrt zu mitochondrial vermittelter
Apoptose (Matsukawa et al. 2004). Sie beginstigt Herzdilatation und Myokardfibrose
(Watanabe und Otsu 2004).
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Die PP2C beeinflusst auch verschiedene Komponenten des Phosphoinositol-3-Kinase-
Akt Signalweges. So dephosphoryliert PP2Ca die p85-Untereinheit der Phosphoinositol-
3-Kinase (PI3-K) und verstarkt ihre Lipidkinaseaktivitéat in Adipozyten (Yoshizaki et al.
2004). Die Isoenzyme PHLPP1 und -2 dephosphorylieren das Akt-Protein und
deaktivieren es (Brognard et al. 2007). Uber diese Mechanismen ist die PP2C an der
Regulation von Zellwachstum, -differenzierung und -lberleben beteiligt (Lu und Wang
2008).

Die aktivierenden Phosphorylierungen der Cyklin-abhdngigen Kinase 2 (Cdk2) im
Menschen werden ebenfalls durch PP2C-Formen (a und ) entfernt (Cheng et al. 2000).
Die Cdk2 wirkt als Mediator fur die Apoptose in Herzzellen, u. a. nach Hypoxie (Hauck
et al. 2002). Eine inhibierte Cdk2 stort die Progression des Zellzyklus und kann eine
vorzeitige Seneszenz bewirken (Volkart et al. 2019). Dieser Mechanismus kann in
Tumorzellen von Vorteil sein. In gesundem Myokard hingegen ist eine (PP2C-
vermittelte) vorzeitige Zellalterung, die durch Stress-Signale wie Sauerstoffmangel
beschleunigt wird, von Nachteil.

Die PP2C-Unterformen sind auch im Mitochondrium von Bedeutung. Aufgrund
phylogenetischer Sequenzanalysen ist sogar anzunehmen, dass die Vorganger der
PP2C-Gruppe in Bakterien entstanden und erst tber die mitochondriale Endosymbiose
den Weg in eukaryotische Zellen fanden (Kerk et al. 2015).

Im Menschen ist z.B. die mitochondriale PP2C (PP2Cm) von Bedeutung flr die
Membranpermeabilitdt von Mitochondrien. Ein Knockout in Zebrafischen war mit
Zelluntergang und kardialen Fehlbildungen assoziiert (Lu et al. 2007). Wahrend die
PP2Cm keine Auswirkung auf die oxidative Phosphorylierung zu haben scheint, ist sie
dennoch ein Regulator im Zelliberleben (Lu et al. 2009). Die PP2Ca hingegen ist bei
AT-ll-vermittelter Hochregulation mit mitochondrialen Funktionsstérungen assoziiert
(Tabony et al. 2014).

Damit bt die PP2C Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien und folglich den
Energiehaushalt und das Uberleben der Zelle aus. Diese sind wichtige Faktoren fir die

Funktion der Herzzelle, deren Bedeutung unter hypoxischem Stress sogar zunimmt.

Die vielfaltigen bisher beschriebenen Signalwege, die durch die PP2C beeinflusst
werden, wirken sich also auch auf die Herzfunktion aus. Bislang gibt es jedoch keine

Untersuchungen zur Wirkung der PP2C auf die kardiale Funktion unter Hypoxieeinfluss.



64

5.4 Klinische Relevanz

Herzerkrankungen sind weltweit als Gesundheitsproblem von gro3ter Bedeutung. Laut
WHO stehen sie auf Platz 1 der globalen Todesursachen (World Health Organization
2018) und besonders in unserer alternden Gesellschaft nimmt ihre Relevanz stetig zu.
Ein genaues Verstandnis der verschiedenen kardialen Krankheitsbilder kann dabei neue
Therapien ermoglichen und vielen Menschen von Nutzen sein. Unter den kardialen
Erkrankungen steht die Herzinsuffizienz an der Spitze der haufigsten Todesursache der
westlichen Welt. Sie wird durch verschiedene Mechanismen ausgelést, zu denen auch
die Koronare Herzkrankheit gehort. Hier kommt es durch GefalRveranderungen in
verschiedenem Ausmafll zu ischdmischen Episoden im Myokard. Um die
Herzinsuffizienz behandeln zu kdnnen, ist ein moglichst genaues Verstandnis tber die
Mechanismen notig, die ihr zugrunde liegen. Die in dieser Arbeit beschriebenen
Experimente an isolierten Vorhofpréaparaten simulieren modellhaft verschiedene nicht-
ischamische hypoxische Ereignisse am Herzmuskel und geben Hinweise, welche
Veranderungen auch im lebenden Organ beobachtbar sein koénnten. Zudem
ermdglichen sie eine Untersuchung des Einflusses der PP2CB unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen.

Die Funktion vieler Proteine im Herzen ist durch posttranslationale Modifikation tber
verschiedene Signalwege reguliert. Die vorherrschende Form dieser posttranslationalen
Modifikation im Herzen ist die Phosphorylierung von Proteinen. Damit erlangt auch die
Dephosphorylierung dieser Proteine eine ebenso grof3e Relevanz. Aus diesem Grunde
spielen Proteinphosphatasen eine bedeutende Rolle in diesen zellularen Signalwegen
des Myokards (Biesiadecki und Ziolo 2015). Es gibt bereits Hinweise, dass die
Herzinsuffizienz in Versuchstieren sowie in Menschen mit einer erhéhten Aktivitat der
Proteinphosphatasen 1 und 2A assoziiert ist bzw. durch diese sogar verstéarkt wird
(Neumann et al. 1997, Neumann 2002, Gergs et al. 2004, Gergs et al. 2019). Das legt
nahe, dass weitere Proteinphosphatasen eine Rolle in der Pathophysiologie des
Herzens spielen kdnnten.

Eine Beeintrachtigung des Myokards durch eine erh6hte PP2C-Aktivitat konnte bereits
beobachtet werden. Beispielsweise zeigten Experimente mit Aktivierung der PP2C
durch ungesittigte Fettsduren in Meerschweinchen eine Apoptose von Kardiomyozyten
und folglich ein verringertes Herzgewicht (Krieglstein et al. 2010). Auch eine Assoziation
einer AT-ll-vermittelten erhdéhten PP2Ca-Aktivitdt mit chronischer Herzinsuffizienz
wurde bereits beobachtet (Tabony et al. 2014). Die dargestellten Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit verdeutlichen den Eindruck, dass die verstarkte Aktivitdt der
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Proteinphosphatase 2Cp einen Einfluss auf die funktionsmodulierenden Signalwege im
Myokard hat. Die myokardialen Kontraktionen scheinen dabei weniger resistent
gegenlber hypoxischen Zustdnden zu sein. Die Kraft wird unter Sauerstoffmangel
verringert, die Erholung von Kraft und Frequenz nach Hypoxie verzdgern sich und
Arrhythmien treten prolongiert auf. Die bereits bekannten Wirkungen auf stressinduzierte
Signalwege, u.a. Uber eine Beeinflussung der MAP-Kinasekaskade (Lu und Wang
2008), lasst eine nachfolgende Stérung der zellularen Reaktionen auf den hypoxischen
Stress vermuten. Damit liegt eine pathophysiologische Bedeutung dieser Phosphatase
in hypoxischen und vermutlich auch ischdmischen Episoden, wie sie bei der KHK
auftreten konnen, nahe. GleichermalBen konnte sie, in Zusammenschau mit den
Ergebnissen von Bollmann et al. 2020, an der Entstehung einer Herzinsuffizienz beteiligt
und damit von Bedeutung fiir eine Vielzahl an Patienten sein.

Fur die Nutzbarmachung dieser Erkenntnisse fehlt aktuell das Wissen um die genauen
Mechanismen, die die Veranderungen durch die PP2CB-Uberexpression bedingen. Hier
missen weiterfuhrende molekularbiologische Analysen nachfolgen.

Eine mdgliche Pravention schadlicher Einflisse dieser Proteinphosphatase wird durch
das aktuelle Fehlen eines spezifischen Inhibitors stark erschwert. Des Weiteren wiirde
ein kinstliches Eingreifen in die Phosphataseaktivitdt der PP2CB das Risiko einer
schlecht vorhersehbaren Wirkung bergen, da es vielfaltige mdgliche Signalwege gibt,
die dadurch beeinflusst werden kénnten. Untersuchungen an anderen Phosphatasen,
fur die es spezifische Inhibitoren gibt, wie die Proteinphosphatase 1, liefern bereits
Hinweise, dass eine allgemeine Hemmung einer Phosphatase viele unspezifische
Wirkungen nach sich zieht. Ein gezieltes Eingreifen in Phosphorylierungsschritte
verschiedener Signalwege verspricht daher einen besseren Nutzen (Biesiadecki und
Ziolo 2015).

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente bergen also aktuell keine unmittelbaren
Vorteile fur die Patientenversorgung, solange keine selektiven Inhibitoren existieren. Sie
veranschaulichen jedoch den Einfluss dieser Phosphatase auf die Herzfunktion und

erweitern somit das Verstandnis der Physiologie und Pathophysiologie des Herzens.
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6 Zusammenfassung

Die PP2C gehort zu der Gruppe der Serin-Threonin-Phosphatasen und ist damit an der
Regulation von  Proteinphosphorylierungen, einer  wichtigen  Form  der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen, in den Kardiomyozyten beteiligt. Es ist
bekannt, dass sie in allen Zellen u.a. an der Regulation von Stress-Signalen,
Zellwachstum und -differenzierung sowie dem Zellstoffwechsel beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer PP2CB-Uberexpression auf die
kardialen Funktionen untersucht werden. Im Vorfeld wurde ein Tiermodell mit
herzspezifischer Uberexpression der bovinen PP2CB generiert (Bollmann et al. 2016).
Mit Hilfe von Frequenz- und Kontraktionskraftmessungen an isolierten rechten und
linken Vorhofpraparaten wurden die atrialen Auswirkungen der gesteigerten PP2C[3-
Aktivitat untersucht.

Unter Kontrollbedingungen konnten bereits Unterschiede zwischen transgenen und
Wildtyppraparaten gefunden werden. Die basalen Schlagfrequenzen der rechten
Vorhofpraparate waren groBer in Transgenen als in Wildtypen. Bei Vergleich der
Kontraktionskrafte unterschieden diese sich unter Kontrollbedingungen nicht. Jedoch
konnte unter Hypoxie sowie danach wiederholt eine geringere Kraftentwicklung in
transgenen Préparaten beobachtet werden. Diese Differenz schien bei einer zweiten
Hypoxie zuzunehmen. Die transgenen Préparate verloren unter Sauerstoffmangel, mit
Ausnahme der kurzen Prakonditionierung, schneller die Halfte ihrer Kraft als
Wildtyppraparate. Die Regeneration ihrer Kontraktionskraft dauerte in transgenen
Vorhofpraparaten deutlich langer als in den WT-Vorhofpraparaten. Unter hypoxischen
Bedingungen konnte also eine Beeintrachtigung der entwickelten Kontraktionskréfte der
linken Vorhofpraparate im Zusammenhang mit einer PP2CB-Uberexpression
beobachtet werden.

Ein positiver Effekt einer 10-minutigen Prakonditionierung auf die nachfolgenden
Kontraktionen mit und ohne Sauerstoff konnte nicht beobachtet werden, weder bei
Transgenen noch bei Wildtypen.

Die erhdhte Expression der PP2C korrelierte mit der Ausbildung von Kontrakturen der
linken Atrien nach langerdauernden Hypoxien. Diese entwickelten sich in Transgenen
schneller und waren in der zweiten Hypoxie in Transgenen deutlich starker ausgepragt
im Vergleich zu Wildtypen. Gleichzeitig konnten die transgenen Vorhofpréaparate ihre

Kontrakturen schneller abbauen als die Wildtyp-Vorhofpraparate.
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Die erhdhten Schlagfrequenzen der rechten Vorhofpréaparate in Transgenen waren auch
nach hypoxischen Phasen weiterhin zu beobachten. Unter Hypoxie kamen die
spontanen Kontraktionen zum Erliegen. Dies geschah in beiden Versuchsgruppen in
etwa gleich schnell. Fur das Wiedereinsetzen in der Reoxygenierung benétigten
transgene Préparate deutlich mehr Zeit als Wildtyp-Praparate. Dieser Unterschied
konnte bereits nach einer 10-mindtigen Prakonditionierungsphase beobachtet werden.
Bei der Ausbildung der ersten Arrhythmien nach Einleitung des Sauerstoffmangels
wurden bei Transgenen und Wildtypen &hnliche Ergebnisse gefunden. Differenzen
wurden beim Vergleich der Zeiten bis zur letzten Arrhythmie nach Reoxygenierung
gezeigt. Hier bendtigten transgene Vorhofpraparate mehr Zeit unter Normoxie, um einen
regelmafiigen Rhythmus zu erreichen.

Die erfolgreiche herzspezifische Uberexpression von PP2CR in den transgenen Mausen
hatte somit einen Einfluss auf die Funktionalitat des atrialen Myokards. Besonders unter
hypoxischem Stress wurde deutlich, dass eine erhéhte Aktivitdat der PP2CB die
Kontraktilitdit der isolierten Vorhofpraparate modifiziert. Die zugrundeliegenden
Mechanismen flr die gefundenen Unterschiede missen in weiteren Studien untersucht

werden.
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8 Thesen

1. Die rechten Vorhofpraparate der Proteinphosphatase-2C3(PP2CB) -
Uberexprimierenden Mause (TG) zeigten bereits unter Kontrollbedingungen
erhOhte Schlagfrequenzen im Vergleich zu den Wildtypen (WT).

2. Die Differenz der Schlagfrequenzen blieb auch nach hypoxischen Phasen

bestehen.

3. Unter Sauerstoffmangel und danach wiesen linke Vorhofpraparate von TG

geringere Kontraktionskrafte auf als von WT.

4. TG-Praparate verloren ihre Kraft wahrend der Hypoxien schneller und
regenerierten sie langsamer wahrend der Reoxygenierungsphasen als WT-

Praparate.

5. Vorhofe mit erhdhter PP2CB-Aktivitat zeigten eine schnellere Auspragung von

Kontrakturen, jedoch auch einen schnelleren Abbau dieser im Vergleich zu WT.

6. Die Asystolie in rechten Vorhofpraparaten unter Hypoxie stellte sich in beiden
Gruppen gleich schnell ein, das Wiedereinsetzen der Kontraktionen dauerte bei
TG jedoch langer als bei WT-Préaparaten.

7. Erste Arrhythmien unter Sauerstoffmangel traten bei TG und WT-
Vorhofpraparaten vergleichbar schnell auf, TG-Praparate zeigten nach
Reoxygenierung jedoch langer unregelmafiige Rhythmen.
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9 Anhang

Puffer und Lésungen

Alle Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im besten kommerziell erhéltlichen
Reinheitsgrad verwendet. Soweit keine anderen Angaben gemacht werden, wurde das
fur Puffer und Losungen verwendete Wasser als Reinstwasser (aqua bidestillata) aus

einer Wasseraufbereitungsanlage gewonnen.

Genotypisierung der Versuchstiere

Proteinase K-Ldsung Proteinase K 10 mg/ml

TE/SDS-Puffer Tris HCI 50 mM, EDTA 100 mM, SDS 0,5 %,
pH 8,0; Sterilisierung durch Autoklavieren

TE-Puffer Tris HCI 10 mM, EDTA 0,25 mM;

Sterilisierung durch Autoklavieren

Natriumacetat-Losung Natriumacetat 3 M, pH 6,0

DEPC-Wasser DEPC 0,1 %(V/V)

dNTP-Mix

Agarosegel Agarose 1 %, TAE-Puffer, Ethidiumbromid 0,01 %
TAE-Puffer Tris Base 1,99 M, Eisessig 0,99 M, EDTA 59,5 mM
Ladepuffer TAE-Puffer 50 %, Glycerol 50 %, Bromphenolblau

Kontraktionskraft- und Frequenzmessungen an Mausevorhofpraparaten

Tyrode

Stamm | NaCl 17,5 % (g/V), KCI 1,005 % (g/V),
MgCl2x 6H20 0,56 % (g/V)

Stamm |l NaHCO3 5,00 % (g/V)

Stamm |l NaH2PO4 x H20 0,29 % (g/V)

NaCl 119,8 mM

KCI 5,4 mM

MgCl2 x 6H20 1,1 mM

NaHCOs 22,6 mM

NaH2PO4 x H20 0,42 mM

CaCl2x 2H20 1,8 mM



Glucose 5,05 mM
Ascorbinsaure 0,28 mM
Nax-EDTA 0,05 mM
pH 7,4

Verwendete Substanzen

Agarose, Typ SeaKem

L (+) — Ascorbinsaure
Bromphenolblau

CaClz2x 2H20

Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNA-Leiter GeneRulerm
dNTP

Essigsaure 100 %

Ethanol 100 %

Glucose

Glycerol

Heparin

Isoamylalkohol

KCI

MgClz x 6H20
Natriumacetat

NacCl

Nax-EDTA

NaHCOs

NaH2PO4 x H20
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Pentobarbital

Phenol

Proteinase K

PCR-Puffer, 15 mM MgCl2
SafeRed-DNA-Farbstoff
Tag-DNA-Polymerase

HCI

VIII

FMC  bioproducts,
USA

Merck, Darmstadt

Philadelphia,

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, Heidelberg
Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Spofa, Prag, Tschechien

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Ampligon, Odense, Danemark
ABP Biosciences, USA
Ampligon, Odense, Danemark
C. Roth GmbH, Karlsruhe



Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Fluka AG, Buch

Gerate und Bezugsquellen

PCR-Gerat Mastercycler gradient; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Zentrifuge Modell 5415 C; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Biophotometer; Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Elektrophoresekammer Typ Horizon 58; Life Technologies, Gaithersburg, USA
Waage Typ AT261 DeltaRange; Mettler Instruments GmbH, Giel3en
pH-Meter; WTW GmbH, STH 600, Weilheim
Kontraktionskraftmessanlage (Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim)

- Reizgerat mit 4 Kanéalen (ELV Takt- und Impulsgenerator TIG 7000)

- Warmebad (CS Lauda)

- 4 Transducer (Kent, Scientific corporation, Isometric Transducer)

- Datenerfassungsgerat (PowerLab 8/35, ADInstruments, Bella Vista, Australia)

- 4 Doppelwandgefalie, 4 Stative, 4 Elektroden, Halterungsstabe, Haken
Prism 5; GraphPad Software, San Diego, USA

Primer

Forward Primer MHC-SEQ-P1, biomers.net GmbH, Ulm
5-ACC CTT ACC CCA CAT AGA CC-3’

Reverse Primer PP2C-SEQ-P1R, biomers.net GmbH, Ulm

5’-AAA CAC CTC CCC ATA AAT CC-3’

PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 94 °C 45s

Annealing 56 °C 15s 30 Zyklen
Elongation 72 °C 30s

Finale Elongation 72 °C 10 min 1 Zyklus
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