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1 Einleitung

Herzkreislauferkrankungen waren laut statistischem Bundesamt die Todesursache Nr. 1
im Jahr 2007 (www.destatis.de, zuletzt am 01.02.2009) und stellen damit ein erhebliches

gesellschaftliches Problem dar.

Epidemiologische Studien weisen geschlechtsspezifische Unterschiede in der Mortalitat
und Inzidenz koronarer Herzkrankheiten nach. Frauen vor den Wechseljahren haben ein
signifikant geringeres Mortalitétsrisiko flr kardiovaskuldre Erkrankungen als Manner im
gleichen Alter (KANNEL et al., 1976; GARDIN et al., 1995). Schon 1982 demonstrierten
HINKLE & THALER einen Einfluss des Geschlechts auf die Inzidenz des plétzlichen
Herztodes. Weitere Untersuchungen untermauern, dass der plétzliche Herztod in seiner
Geschlechtsverteilung eine erhebliche Pradisposition bzgl. der ménnlichen Population
aufweist (70:30%, KANNEL et al., 1998). Trotz der unterschiedlichen Geschlechtsvertei-
lung trifft der plotzliche Herztod nicht nur Patienten sondern auch Patientinnen z.B.
insgesamt 400.000 Todesfalle pro Jahr in den USA (KANNEL et al., 1998). Im Vorder-
grund der zugrunde liegenden Mechanismen stehen maligne Herzrhythmusstérungen, die
vornehmlich als ventrikulare Tachykardien oder Kammerflimmern definiert werden
(ALBERT et al., 2003; PEARSON et al., 2002). Auch die hypertensive Herzkrankheit ist
durch erhebliche geschlechtsspezifische Unterschiede gekennzeichnet. Die hypertensive
Herzkrankheit geht mit einer gestorten systolischen linksventrikularen Funktion einher.
Sowohl die Ejektionsfraktion als auch das ,,fractional shortening* ist bei Frauen mit Blut-
hochdruck signifikant hoher als bei Ménnern (GERDTS et al., 2001). Diese Befunde waren
unabhéngig vom Body-Mass-Index, Grofle und linksventrikuldren Stress. Dies belegt,
dass die linksventrikuldare systolische Funktion bei hypertensiven Herzkrankheiten

deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede aufweist.

Die pathophysiologischen Grundlagen geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Ent-
wicklung kardialer Erkrankungen sind bisher nur ungeniigend geklart. Geschlechtshor-
mone wie Testosteron und Ostrogen sind fir die Ausbildung geschlechtsspezifischer
Eigenheiten verantwortlich. Beide kommen sowohl in weiblichen als auch méannlichen
Organismen vor. Besonders dem Geschlechtshormon Ostrogen ist bisher eine Rolle bei

Herz-Kreislauferkrankungen zugeschrieben worden. Neuere Untersuchungen belegen,
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dass Ostrogen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie sowohl bei nicht-ischamischen
als auch ischamischen kardialen Erkrankungen spielt (VAN EICKELS et al., 2001; BABIKER
et al., 2002; vAN EICKELS et al., 2003). Deshalb soll im Rahmen dieser Arbeit u.a. der
Einfluss des Ostrogens auf die elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzelle be-

stimmt werden.

1.1 Ostrogene

Ostrogene gehdren zu der Gruppe der Steroidhormone. Die Vorstufe der Steroidhormone
und damit auch des Ostrogens ist das Cholesterin. Zwischenstufen in der Biosynthese der
Ostrogene sind Androstendion und Testosteron (BERG et al., 2007). Ostrogene werden
hauptséchlich im Ovar und Plazenta synthetisiert, in geringen Mengen auch in der
Nebennierenrinde und in den Leydigschen Zwischenzellen des Hodens. Das wichtigste
und physiologisch am stiirksten wirksame Ostrogen ist das 17p-Ostradiol (E2, Abbildung
1.1).

OH

HO

Abbildung 1.1:  Strukturformel von 17-Ostradiol

Die Sekretionsrate von E2 betrdgt bei Frauen abhangig von der Zyklusphase 50-
400 pg/Tag. Mit zunehmendem Alter sinkt die Sekretionsrate. Frauen in der Postmeno-
pause produzieren 5-25 ug/Tag. Der Serumspiegel liegt bei Frauen préovulatorisch bei
250-500 pg/ml. Postmenopausal féllt der E2 Spiegel auf minimale Werte (<20 pg/ml) ab
(GRUBER et al., 2002). Die Sekretionsrate von E2 bei &lteren Ménnern betragt 25-
40 pug/Tag und der Serumspiegel liegt bei 200-300 pg/ml (VERMEULEN et al., 2002). Die
Wirkungen von Ostrogenen sind vielfaltig. Sie regulieren Genexpression, Wachstum,
zellulare Differenzierung und die Funktion unterschiedlicher Zielgewebe. Hierzu gehdren
u.a. neben den Geweben der Fortpflanzungsorgane die Brust, der Knochenapparat, das

zentrale Nervensystem, die Leber und das kardiovaskuldre System (COUSE & KORACH,
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1999; GUSTAFSSON, 1999; GRUBER et al., 2002; MENDELSOHN & KARAs, 2005). Des
Weiteren beeinflussen Ostrogene pathologische Prozesse von hormonabhéngigen Erkran-
kungen wie Brust-, Gebarmutter- und Eierstockkrebs sowie Osteoporose (COUSE &
KORACH, 1999). Die amphiphilen Eigenschaften des Hormons ermdéglichen die Diffusion
durch die Plasmamembran der Zelle. Dort binden sie an intrazelluldre Steroidhormon-
Rezeptoren, die nach Ligandenbindung u.a. die Gen-Expression beeinflussen (KLEINIG &
MAIER, 1999).

1.2 Ostrogenrezeptoren

Die Ostrogenrezeptoren (ER) gehéren der Superfamilie der nukledren Rezeptoren an. Sie
wirken als Liganden-induzierte Transkriptionsfaktoren. Die ER Proteine lassen sich in
sechs funktionelle Domdnen einteilen (MANGELSDORF et al., 1995, Abbildung 1.2). Die
N-terminale Doméne (A/B-Doméne) besitzt eine Liganden-unabhangige transakti-
vierende Funktion (AF-1), die durch Phosphorylierung gesteigert werden kann (KATO et
al., 1995; BUNONE et al., 1996). Die DNA bindende C-Domadne ist die am meisten
konservierte Region innerhalb der Ostrogenrezeptoren. Sie besitzt eine Kernregion von
66 Aminosauren, die zwei Zinkfingermotive enthalt (HIHI & WAHLI, 1999). Diese Region
ist beteiligt an der spezifischen DNA Bindung (P-Box) und Dimerisierung (D-Box,
KUMAR & CHAMBON, 1988). An die Liganden-bindende Domane (LBD, E-Domane) in
der auch die transkriptionsaktivierende Region AF-2 lokalisiert ist, schlieft sich die
variable F-Region am Carboxyl-Terminus an. Die LBD enthalt zusatzlich Regionen, die
fur die Rezeptor-Dimerisierung und fir die nukledre Translokation von Bedeutung sind
(YLikomi et al., 1992). Durch Chaperone wie das Hsp90 werden die Rezeptoren in einem
inaktiven, fir den Liganden aber bindungsbereiten Zustand gehalten (PRATT & WELSH,
1994). Die Bindung des Liganden fiihrt zu einer Dissoziation der Chaperone und einer
Konformationsédnderung gefolgt von einer Freilegung der DNA bindenden Domane. Dies
ermdglicht dem Rezeptor die Dimerisierung und die nukledre Translokation (SIMONCINI
et al., 2004). Die Dimere erkennen und binden oberhalb des Transkriptionsstarts einen
pallindromischen DNA  Abschnitt von 13 Basenpaaren Lénge (AGG-
TCANNNTGACCT), das so genannte estrogen-responsive-element (ERE, KUMAR &
CHAMBON, 1988; UMESONO & EVANS, 1989; GRONEMEYER, 1991). Im Nukleus kommt

es zur Bildung eines Tanskriptionskomplexes. Hierzu assoziieren sich Coaktivatoren und
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andere Transkriptionsfaktoren mit den Rezeptoren (BANIAHMAD et al., 1995; RACHEZ &

FREEDMANN, 2001).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der allgemeinen und funktionellen Doménen des humanen
(h) ERo. und ERp.
Die Domanen der Rezeptoren werden angezeigt, sowie die verantwortlichen Regionen fur
die Transkriptionsaktivierung (AF-1 und AF-2), nukleére Translokation, Dimerisierung,
DNA-Bindung, hsp90-Bindung und die Interaktion mit Coaktivatoren und Corepressoren.
Die prozentuale Homologie der Aminosduren zwischen den Regionen A-F wird durch die
Nummern angezeigt (KLINGE, 2000).

Es gibt zwei Arten von Ostrogenrezeptoren: den klassischen Ostrogenrezeptor a (595
Aminosduren, 66 kDa, GREEN et al., 1986; WALTER et al., 1985) und den spater
entdeckten ERp (485 Aminosduren, 54,3 kDa, KUIPER et al., 1996; KATZENELLENBOGEN
& KORACH 1997). Beide Isotypen des ERs werden von unterschiedlichen Genen auf ver-
schiedenen Chromosomen codiert (SLUYSER et al., 1988; ENMARK et al., 1997;
TREMBLAY et al., 1997). Der ERP der Maus besitzt eine 97%ige Homologie in der DNA
Bindungsdoméane und eine 60%ige Homologie in der Liganden-Bindungsdomane
(TREMBLAY et al., 1997) zum ERa der Maus. Grundlegende Unterschiede bestehen im
Bezug auf das Expressionsmuster und in der jeweiligen transkriptionalen Aktivitat
(MATTHEWS & GUSTAFSSON, 2003). Der ERa wird hauptsdchlich im Uterus, in der Leber,
Niere und Herz exprimiert, wahrend der ERp sich hautséchlich in Ovarien, Prostata,
Lunge, Verdauungstrakt, blutbildendes System und zentralen Nervensystem befindet
(MATTHEWS & GUSTAFSSON, 2003). In Zellen, in denen ERo und ERP coexprimiert

werden, ist neben der Bildung von ERa- und ERB-Homodimeren die Bildung von
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ERo/ERB-Heterodimeren moglich (ENMARK & GUSTAFSSON, 1999; MATTHEWS &

GUSTAFSSON, 2003).

Neben diesen genomischen Wirkungen von Ostrogen sind schnelle, nicht-genomische
Effekte bekannt. ERa und ERp befinden sich auch in den Caveolae der Plasmamembra-
nen. E2 induziert hierliber eine Reihe von Signalkaskaden, u.a. die mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK, GRUBER et al., 2002; MATTHEWS & GUSTAFSSON, 2003). Daruber
hinaus wurden direkte Wirkungen des E2/ERa Komplexes im Cytosol nachgewiesen.
Hierzu zahlt die Rekrutierung von membranstdndigen und cytosolisch lokalisierten Sig-
nalkomponenten. Dazu gehéren die sekundaren Botenstoffe Ca®* und NO, die Rezeptor-
tyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Proteinkinasen (z.B. Phosphati-
dylinositol-3-Kinase, AKT, MAPK, die Tyrosinkinase SRC und die Proteinkinasen A
und C, LiAO, 2003).

1.3 Wirkungen von Ostrogenen auf das kardiovaskulare System

ERo und ERP konnten in atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten nachgewiesen
werden (GROHE et al., 1997; MEYER et al., 1998). Beide Isoformen werden sowohl im
Herzen von Menschen (BRANDENBERGER et al., 1997) als auch im Herzen von Nagetieren
exprimiert (GROHE et al., 1997). Auch in Endothelzellen und glatten Muskelzellen der
GefalRe werden beide ERs exprimiert (MENDELSOHN & KARAS, 1999). Sowohl genomi-
sche als auch nicht-genomische Wirkungen von Ostrogenen auf das kardiovaskulire
System sind bekannt. Ostrogen besitzt eine vasodilatierende Wirkung. Die akute Appli-
kation von Ostrogen dilatiert die BlutgefiBe, vermittelt tiber eine Aktivierung der endo-
thelialen NO-Synthase (eNOS, CHEN et al., 1999). Nichtphysiologische Konzentrationen
von Ostrogen reduzierten die Kontraktilitat von humanen Herztrabekeln, ventrikularen
Papillarmuskeln (SITZLER et al., 1996) und von isolierten Kardiomyozyten (JIANG et al.,
1992). Dies ist moglicherweise erklarbar durch eine antagonistische Wirkung des Ostro-
gens auf den L-Typ Calciumstrom (GROHE et al., 1996; MEYER et al., 1998). Zur genomi-
schen Wirkung von Ostrogen zahlt u.a. die Regulation der Genexpression der NO Syn-
thase im Myokard. Dies flhrt zu einer Hochregulation von eNOS und der induzierbaren
NO-Synthase (iNOS) in Kardiomyozyten (NUEDLING et al., 1999). Als weiteres Zielgen
von Ostrogen im Myokard konnte das Connexin 43 (GROHE et al., 1997) identifiziert

werden. Des Weiteren beeinflusst Ostrogen die Expression von Proteinen, die fiir die
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elektromechanische Kopplung relevant sind. Eine ERa-Defizienz erhdhte in ménnlichen
Mausen die L-Typ Ca?*-Kanal mRNA- und Proteinlevel (JOHNSON et al., 1997). AuRer-
dem ist eine Ostrogenvermittelte Herunterregulation der Expression von Kaliumkanélen

im Kaninchenherzen (Iks) bekannt (DRicCI et al., 1996).

1.4 Die elektromechanische Kopplung von Herzmuskelzellen

Die elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzelle ist der Vorgang der Umsetzung
eines Aktionspotentials (APs) in die Interaktion der kontraktilen Proteine. Essentiell fur
die stattfindende kardiale elektrische Aktivitat und die Interaktion von Aktin- und Myo-
sinfilamenten ist Ca**, ein ubiquitarer ,.second messenger (BERs, 2001). Ein Anstieg der

intrazellularen Calciumkonzentration [Ca®*]; filhrt zur Kontraktion der Herzmuskelzelle.

Der Ablauf der elektromechanischen Kopplung der Herzmuskelzelle sei im folgendem
kurz skizziert: Die Depolarisation der Zelle (Aufstrich des APs) resultiert aus der
Aktivierung Tetrodotoxin-sensitiver Na’*-Kanale. Nachfolgend kommt es zur Aktivie-
rung von spannungsabhangigen Ca?*-Kanélen. Der groRte Calciumeinstrom flieRt durch
den spannungsabhéngigen L-Typ Ca®*-Kanal. Der Strom durch den T-Typ Ca**-Kanal ist
sehr gering oder abwesend in Ventrikelmyozyten. Somit ist der Beitrag zur [Ca®']; Uiber
diesen Kanal fast zu vernachlassigen (BERs, 2001). Der Calciumeinwartsstrom triggert
primar die Ca?*-induzierte Ca®*-Freisetzung (CICF) aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR). Nur in geringem AusmaBe aktivieren die einwartsstrémenden Ca**-
lonen direkt den kontraktilen Apparat. Die Kombination aus Calciumeinstrom und CICF
erhéht die intrazellulare Calciumkonzentration, so dass Calcium an das Myofilament-
protein Troponin C bindet (BERs, 2000). Die Repolarisation der Zelle erfolgt durch ver-
zogert einsetzende K*-Stréme und eine zunehmende Inaktivierung der Ca®*-Kanile.
Dadurch erreicht die Myozyte wieder ihr Ruhemembranpotential, das nahezu dem
Kaliumgleichgewichtspotential entspricht. Fiir die Relaxation muss die [Ca*']; wieder
sinken. Calcium kann so wieder vom Troponin C dissoziieren. Hierzu stehen vier Trans-
portmechanismen der Zelle zur Verfiigung: 1. SR Ca’**-ATPase, 2. der Na*/Ca’*-Austau-
scher in der Plasmamembran, 3. Ca**-ATPase im Sarkolemm und 4. der mitochondriale
Ca**-Uniport. In der Maus ist mit 90,3 % Beitrag die SR Ca’*-ATPase das wichtigste
Transportsystem zur Entfernung des Calciums aus dem Cytosol. Der Na*/Ca®*-Austau-

scher stellt mit 9,2 % das zweit effektivste System dar. Die langsamen Transportsysteme,
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die Ca**-ATPase und der mitochondriale Ca®*-Uniport, spielen mit 0,5 % nur eine unter-
geordnete Rolle (LI et al., 1998).

Im Gleichgewichtszustand sollte die aus der Zelle entfernte Calciummenge wahrend der
Relaxation der einstromenden Calciummenge entsprechen. Ansonsten wirde die Zelle
Calcium verlieren oder dazu gewinnen. Findet jedoch wahrend eines Kontraktionszyklus
ein Netto-Influx oder —Efflux von Ca?* tiber das Sarkolemm statt, andert sich die [Ca?*]
im SR. Dies flihrt zu einer verminderten oder vermehrten CICF und damit zu einer posi-
tiven bzw. negativen Inotropie. Ursachen hierfir konnten z.B. ein verénderter L-Typ
Calciumstrom (lca) sein. Somit kdnnte der von JOHNSON et al. (1997) beobachtete

erhohte Ica. in  Kardiomyozyten von miénnlichen ERa defizienten Maiusen

moglicherweise eine positiven Inotropie verursachen.

1.5 Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, die Einflisse des ERa und ERp auf die elektromechanische Kopp-
lung der Herzmuskelzelle zu identifizieren. Voruntersuchungen sollen eventuelle Ein-
flusse der extrazelluldren Calciumkonzentration und des Alters der Versuchstiere auf die
Sarkomerverkirzung ausschlieRen. Auflerdem sollen geschlechtsspezifische Unterschiede
im Rahmen der elektromechanischen Kopplung analysiert werden. Des Weiteren sollen
die auf zellularer Ebene gewonnenen Ergebnisse mit moglichen Anderungen in der
Hamodynamik und im Elektrokardiogramm (EKG) korreliert werden. Hierbei steht im
Zentrum des Interesses die Charakterisierung des kardialen Phénotyps der weiblichen und

mannlichen Ostrogenrezeptor o defizienten (ERaKO) Maus.
Folgende Fragestellungen stehen im Mittelpunkt der Untersuchung:

1. Ubt das Alter der Tiere einen Einfluss auf die Sarkomerverkiirzung isolierter

Kardiomyozyten aus?

2. Ist die Sarkomerverkiirzung isolierter Kardiomyozyten von der extrazellularen

Calciumkonzentration abhangig?

3. Beeinflussen ERa und ERp die elektromechanische Kopplung weiblicher und ménn-

licher Kardiomyozyten?

Liegen Veranderungen der Sarkomerverkirzungen vor?
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Wenn ja, was ist die Erklarung hierfur?
Ist der Ica verandert?

Ergeben sich ER-vermittelte Unterschiede in der Expression von
Kaliumkanélen?

Ist die Form des APs verandert?

Liegen ER-vermittelte Unterschiede in der Expression der
sarkoplasmatischen Ca**-ATPase (SERCA 2a) vor?

4.  Wirken sich eventuelle Unterschiede in der elektromechanischen Kopplung in-vivo
aus?

Sind geschlechtsspezifische und ER-vermittelte Unterschiede in der Hamo-
dynamik zu erkennen?

Sind Veranderungen des EKGs beobachtbar?
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2.1 Versuchsobjekt

Der Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und B auf das kardiovaskulire System wurde
mithilfe von Ostrogenrezeptor o (ERaKO, DUPONT et al., 2000) und B (ERBKO, KREGE
et al., 1998) defizienten Mausen analysiert. Als Kontrolle dienten die jeweils
dazugehdrigen homozygoten Wildtyptiere (ERa +/+, ERB +/+, auch im Folgenden als
WT bezeichnet). Die Untersuchungen erfolgten an isolierten Kardiomyozyten und am
Ganztier adulter (>100 Tage) weiblicher und ménnlicher Tiere.

Die Festlegung der Altersklasse resultierte aus Ergebnissen einer Altersstudie an
C57BL/6 Mé&usen (TIEMANN et al., 2003). Um den Einfluss entwicklungsbedingter Ver-
anderungen der Tiere auf die Sarkomerverkirzung zu bestimmen, wurde die Kontraktili-
tat isolierter Kardiomyozyten von weiblichen C57BL/6 Mausen der folgenden Alters-

gruppen (AG) untersucht:
-AG 1: 21+ 1 Tag
-AG 2: 93 +4 Tage
-AG3: 169+4Tage
-AG4: 362+2Tage

Die Sarkomerverkirzungsmessungen zur Ermittlung des Einflusses der extrazellularen
Calciumkonzentration auf die Kontraktilitat der Herzmuskelzelle wurden an isolierten

Kardiomyozyten weiblicher C57BL/6 Mause vorgenommen.

Die Ostrogenrezeptor-defizienten Mause und die dazugehdérigen Wildtyptiere wurden
vom Institut fur Pharmakologie und Toxikologie, Universitatsklinikum Bonn, geziichtet,
genotypisiert und zur Verfugung gestellt. Aufgrund der Infertilitdit der weiblichen
ERaKO Maéuse und der verminderten Fertilitdt der mdannlichen ERaKO Tiere (DUPONT et
al., 2000) erfolgte die Zucht mit heterozygoten Tieren (ERa +/-). Mittels PCR von

Schwanzspitzen-DNA erfolgte die Genotypisierung. Der genetische Hintergrund der
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Ostrogenrezeptor-Knockout und —Wildtyptiere ist C57BL/6Jx129/SV.

Die verwendeten C57BL/6 Tieren stammten aus der institutseigenen Zucht, dem zentra-
len Tierhaus des Universitatsklinikums Bonn oder von Charles River (Sulzfeld, Deutsch-
land).

2.2 Praparation isolierter Kardiomyozyten

Die enzymatische Isolierung der Ventrikelmyozyten erfolgte nach der von ACHENBACH et
al. (1985) vorgeschlagenen und von MEYER (1989) modifizierten Methode. Daher wird
das Isolationsverfahren hier nur kurz skizziert. Die hierzu verwendeten Ldésungen sind
unter 2.11.1 aufgefuhrt.

Nach Totung des Tieres mittels Genickbruch wurde das Herz schnellst moglichst ent-
nommen und in Ca**-freie Tyrodelésung tberfihrt. Nachdem das Herz von Perikard und
Bindegewebsresten befreit war, wurde es retrograd nach LANGENDORFF perfundiert
(Abbildung 2.1). Auf 37°C erwarmte und mit O, begaste Lésungen durchspilten das
Herz nach folgendem Protokoll: Fiinf Minuten Ca**-freie Tyrodeldsung, fiinf Minuten
hochkaliumhaltige Lésung (HKL), sechs bis zehn Minuten HKL mit 0,4 mg/ml Trypsin,
zwei bis drei Minuten HKL und anschlieRend 10 bis 15 Minuten HKL mit 0,375 mg/ml
Kollagenase (Typ L). Nach Stoppen der Perfusion schlossen sich weitere Arbeitsschritte
an: Uberfiihrung und mechanische Zerkleinerung des Ventrikels in Préaparationstyrode;
Filtrierung der Zellsuspension durch eine Nylon-Gaze (Maschenweite: 125 uM); Zentri-
fugieren der von groben Gewebsresten gereinigten Zellsuspension (niedrige Drehzahl, ca.
30 s); Abpipettieren des Uberstandes; Resuspendieren der Zellen in Préaparationstyrode;
10 minitige Sedimentation bei 37°C; nochmaliges Abpipettieren des Uberstandes und
Resuspendieren mit Praparationstyrode; Uberfiihren der Zellsuspension in einen Schliff-
Erlenmeyerkolben mit anschlieBender O, Begasung. Bis zum Experimentbeginn (maxi-
mal flnf Stunden) lagerten die Zellen in diesem Zustand bei Raumtemperatur. Die Aus-

beute an stdbchenformigen Myozyten betrug durchschnittlich 40-60%.

Fur die Isolation von Kardiomyozyten junger Tiere im Alter von 21 + 1 Tagen musste

sowohl die Enzymkonzentration als auch die Durchlaufzeit der Enzyme halbiert werden.

Die vitalen, isolierten Kardiomyozyten wurden anschliefend elektrophysiologisch oder

mittels eines optischen Messverfahrens untersucht.
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Abbildung 2.1: Perfusion nach LANGENDORFF
Eine Glaskanile wurde Uber die Aorta in den linken Ventrikel eingefiihrt und mithilfe ei-
nes Fadens fixiert. Das Herz wurde mit den Isolationslésungen retrograd nach
LANGENDORFF perfundiert.

2.3 Optische Sarkomerverkirzungsmessung

2.3.1 Der Versuchsstand
Der Versuchsstand (Abbildung 2.2) bestand im Wesentlichen aus vier Komponenten:

(2) Inverses Mikroskop (Axiovert S 100 TV; Zeiss, Jena, Deutschland), installiert auf
einem schwingungsgedampften Tisch mit Faraday Kéfig (Eigenbau der Werkstatt des
Physiologischen Institutes der Universitdt Bonn). An einem zweiten Strahlengang war
eine spezielle Videokamera angeschlossen, auf dem beweglichen Objekttisch war eine

Versuchskammer montiert.

(2) Versuchskammer und Perfusion. Bei der Versuchskammer handelte es sich um eine
Acrylkammer, nach oben offen, der Boden bestand aus einem diinnen Deckglas (Stérke
0). Ein Zulauf und ein Ablauf dienten der kontinuierlichen Perfusion. Die Konstanthal-
tung der Versuchstemperatur auf 36 + 0,5°C resultierte aus einem in den Kammerboden
eingelassenen elektrischen Temperaturfihler, einem getrennten Wasserdurchlauf und

einer Warmekammer im Perfusionssystem. Ein Heizgerat des Typs Julabo F 10 (Julabo
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Inc., Allentown, USA), verbunden mit dem elektrischen Temperaturfuhler regulierte die
Temperatur. Der Zulauf der Losungen erfolgte tber Perfusorspritzen (B. Braun Medical
AG, Melsungen, Deutschland), angebracht in einer Lochleiste mit 30 cm Hohenunter-
schied zur Versuchskammer. Der hierdurch aufgebaute hydrostatische Druck sorgte fur
eine gleichméRige Perfusion. Tropfenzéhler (Exadrop, B. Braun, Medical AG) bestimm-
ten die Einflussgeschwindigkeit in die Kammer (70 ml/h). Eine Vakuumpumpe (Hyflo,
Herts, England), unter Zwischenschaltung einer Saugflasche, saugte die L&sung tber eine
Glaskapillare aus der Versuchskammer.

(3) Externe Stimulationsvorrichtung, setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:
Einer Reizelektrode aus zwei parallel angeordneten Golddréhten befestigt an einem Mik-
romanipulator, einem Reizgerat (SD 9, Grass, Quincy, MA, USA), einem DC Verstarker
(Werkstatt des Physiologischen Institutes), einem Interface (Digidata 1200, Axon Instru-
ments, Union City, CA, USA) und einem PC. Mithilfe der Software Programme Pclamp,
Clampfit (Axon Instruments, Union City, CA, USA) und Excel (MS Excel 2000,
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) wurde das verwendete Reizmuster pro-
grammiert. PC gesteuert, unter Zwischenschaltung der aufgefiihrten Komponenten, appli-
zierte die Reizelektrode die Reize als Spannungsspriinge in die Versuchskammer. Das
Reizgerét selbst diente nur zur Einstellung des adédquaten Stimulus. Verwendet wurde ein
biphasischer Rechteckpuls mit einer Reizdauer von 0,4 ms und einer Spannung von 30
Volt. Zusétzlich Gbertrug eine weitere Verbindung vom DC Verstéarker zu einem Fluores-
cence Systeme Interface (lonOptix, Milton, MA, USA) das Reizmuster auf die Sarko-

merverkirzungsmesssoftware.

(4) lonOptix Anlage, bestand aus der lonOptixMyocam CCD100M (lonOptix, Milton,
MA, USA) Videokamera, dem dazugehdrigen Regelgerdt und einem Fluorescence Sys-
teme Interface. Diese spezielle Videokamera war am zweiten Strahlengang montiert. Sie
stellte die 40fach vergrofRerten Kardiomyozyten (Objektiv: Zeiss, 40x) mit einer Bild-
frequenz von 240 Hertz (Hz) dar. Die dazugehorige Software (lonWizard Sarcomer
Length Aquisition Software, lonOptix) registrierte die Sarkomerlangen der zu untersu-

chenden Kardiomyozyten (Messprinzip vgl. Kapitel 2.3.2).
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Abbildung 2.2: Versuchsstand der Sarkomerverkirzungsmessung

2.3.2 Das Prinzip der Sarkomerverkirzungsmessung

Das unter Kapitel 2.3.1 genannte Video Imaging System mal} die Kontraktilitat der
Kardiomyozyten in Form der Sarkomerverkirzung. Sarkomere stellen die kleinste funk-
tionelle Einheit des Muskels dar. Die regelmaRigen Uberlappungen der Aktin- und Myo-
sinfilamente filhren zur charakteristischen Querstreifung, die im Lichtmikroskop als Hell-
Dunkel-Bénderung zu erkennen waren. Diese optischen Eigenschaften nutzte die Auf-
zeichnungssoftware. Um valide Ergebnisse zu sichern, musste die Querstreifung vertikal
zur Léngsachse des Messfensters ausgerichtet sein. Analysiert wurden die Sarkomere in
einer benutzerdefinierten Region (Region of Interest, ROI, Abbildung 2.3). Um genauste
Messergebnisse zu erhalten, sollte diese etwa 50-60% der Zelloberflache enthalten (Lim
et al., 2001). Jedem Bildpixel wurde ein Helligkeitswert zwischen 0 (schwarz) und 256
(weiB) zugeordnet. Hieraus ergab sich eine Helligkeitskurve, die aufgrund der regelmafi-
gen Anordnung von A- und I-Banden eine sinusoidale Form besal3. Eine einzige Periode
der Sinuskurve reprasentierte die Lange eines Sarkomers. Um die gemittelte Frequenz der
Sinuskurven zu erhalten, die eine Umwandlung in die absolute Sarkomerlange erlaubt,
wurde online eine Fast Fourier Transformation durchgefiihrt (Algorithmus s. Documen-
tation, Fluorescence and Contractility System, lonOptix). Das erhaltene Powerspektrum
war das Ergebnis der Fast Fourier Transformation. Aus der Lage des Gipfels des Power



14 2 Material und Methoden

Spektrums war die absolute Sarkomerlange bestimmbar. Eine Sarkomerverkurzung fihrte
zur Verschiebung des Powerspektrums (Documentation, Fluorescence and Contractility
System, lonOptix; Lim et al., 2001).

Die Online-Analyse ermdglichte es, den zeitlichen Verlauf der Sarkomerlangenénderung
darzustellen. Eine Verkiirzung der Sarkomerlange zeigt sich als Ablenkung nach unten
(Abbildung 2.3).

E] [Fitted] [2121] [ Sarcomer (40x) IM35-Length

154 /| Sarkomerverkurzung bei 0,5 Hz

J T T T T | e

174 /| isolierte Kardiomyozyte |

Length

| Region of Interest (ROI) |

I | | I I I

= & — £ Helligkeitskurve

Options. Length

Scaling-sturce:

{Sarcomer (40) IM ;
X Raw data Scaled (microns) Sarkomerlange
Length: 1823

EmE|

i : -

Delete] || X Calculated v Minimum: 1.47
Ip |

" @ Video
O Plot

| 1.00.|

I Full Video W=k A Maximum: 1.9 = T
\/'\An,»-m} L A st ‘ [ Default | ower Spexktrum

Abbildung 2.3: Messfensters der Sarkomerverkiirzungsmessung
Dargestellt ist ein Ausschnitt der Sarkomerverkiirzungsmessung an einer murinen
Kardiomyozyte bei 0,5 Hz Stimulationsfrequenz.

Aufgrund des Messprinzips eigneten sich nur vitale Zellen mit ausgeprégter Querstrei-

fung.

2.3.3 Die Versuchsdurchfihrung

2.3.3.1 Anheftung mit Laminin

Die konstante Perfusion wéhrend der Messung wie auch die Kontraktion der Kardiomyo-
zyte selbst fuhrt zur Dislokation der Zelle in der Versuchskammer. Eine konstante Ein-
stellung der ROI wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes ware somit ohne An-
heftung der Zellen nicht gewahrleistet gewesen. Die Fixation der Herzmuskelzellen
stellte also eine notwendige Voraussetzung fir reproduzierbare Ergebnisse dar. Laminin,
ein Glykoprotein, heftete die Zellen an den Glasboden der Kammer an. Bei Laminin han-

delt es sich um ein adhé&sives Protein der extrazelluldaren Matrix, d.h. es besitzt Bindungs-
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sequenzen fur bestimmte Rezeptoren in der Plasmamembran. Dieses kreuzformige hete-
rotrimere Protein (M, = 850,000) setzt sich aus drei Untereinheiten zusammen (A, B; und
B,). Ein Pentapeptid der B; Kette mit der Aminosauresequenz Tyr-lle-Gly-Ser-Arg bin-
det mit einer hohen Affinitat (Kq ca. 2 nM/1) an den 67 kDa Rezeptor der Ventrikelmyo-
zyte (LESOT et al., 1983). Dieser Rezeptor ist ein Transmembranprotein, welches intra-
zelluldr mit dem Cytoskelett und Aktin in Verbindung steht (TimpL et al., 1979;
KLEINMANN et al., 1985; MARTIN & TIMPL, 1987; KLEINMANN et al., 1987).

Das Laminin wurde in der Messtyrode geldst und in einer Konzentration von 1 pg/cm? in
die Kammer eingebracht. Nach sechsminitiger Vorinkubation folgte das Auswaschen
mithilfe der Perfusion. Darauf folgend inkubierten einige Tropfen Zellsuspension weitere
sechs Minuten in der Kammer. Vitale Zellen sanken ab und hefteten sich mithilfe des
Laminins an das Deckglas der Kammer an. Nach der Inkubation fiihrte die einsetzende
Perfusion und Absaugung zu einer Aufreinigung der lebenden Herzmuskelzellen. Abge-
rundete, langsam absinkende und bereits abgestorbene Zellen wurden mit abgesaugt.

2.3.3.2 Stimulationsprotokoll

Nach Anheftung der Zellen erfolgte die eigentliche Messung. Das in Form einer Feld-
stimulation auf die Zelle applizierte Reizmuster enthielt Frequenzen zwischen 0,5 und
10 Hz in folgender Reihenfolge: 0,5, 10, 1, 8, 2, 6 und 4 Hz (jeweils zwanzig Reize).
Eine abwechselnde Reizung mit einer niedrigen und hohen Stimulationsrate vermied eine
Frequenzadaptation der Zelle. Eine dreilig Sekunden dauernde Pause trennte die ein-

zelnen Reizabfolgen.

2.3.3.3 Perfusion

Die Sarkomerverkiirzungsmessungen an isolierten Kardiomyozyten fanden unter
Verwendung der Standard Messtyrode (Kapitel 2.11.2) mit einer Calciumkonzentration

von 1,8 mM (Tropfgeschwindigkeit der Perfusion von 70 mi/h) statt.

Die Kontraktion einer Herzmuskelzelle ist nicht nur von der intrazelluléren sondern auch
entscheidend von der extrazelluldaren Calciumkonzentration abhéngig. Messungen mit
Messtyroden unterschiedlicher Calciumkonzentrationen (in mM: 0,9; 1,8; 3,6; 7,2)
dienten zur Bestimmung des Einflusses der extrazellularen Calciumkonzentration auf die

Sarkomerverkiirzung. Die Durchfihrung der Experimente fand nach folgendem Schema
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statt: Messung mit Standard Messtyrode, anschlieRend jeweils zwei Minuten Lésungs-
wechsel (zunéchst auf 0,9, dann 3,6 und 7,2 mM) bei unveranderter Tropfgeschwindig-
keit der Perfusion (70ml/h) mit nachfolgender Messung. Diese Methode ermdglichte es,

eine einzige Zelle bei vier verschiedenen Calciumkonzentrationen zu messen.

2.3.4 Auswertung

Die Auswertung der gewonnenen Daten analysiert drei Aspekte: Die Verklrzungsantwort
der Zelle nach Stimulationspause (,,Post Rest* Verkiirzung, Kapitel 2.3.4.1), die Verkdr-
zung im Gleichgewicht der jeweiligen Frequenz (,,Steady State” Verkiirzung, Kapitel
2.3.4.1) und das Verhalten der Zelle auf dem Weg zum Gleichgewicht (Kapitel 2.3.4.2).

2.3.4.1 Die Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause und im Gleichgewicht

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels der lonOptix Auswertungssoftware. Sie er-
moglichte es, jede Verkirzung einzeln oder auch mehrere gleichzeitig auszuwerten. Fir
die Auswertung der Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause wurde jeweils die erste
Verkirzung einer Reizabfolge betrachtet, zur Evaluierung der Sarkomerverkiirzung im
Gleichgewicht die Reizantwort 16-20 (Abbildung 2.).

Y

T

"Steady State" Verkirzung

"Post Rest" Verkurzung

1 | 1 1 | | | L | 1 1

- T T T T
A 110 115 120 125
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130

Abbildung 2.4: Originalregistrierung einer Sarkomerverkiirzungsmessung einer murinen Kardiomyo-
zyte bei 1 Hz Stimulationsfrequenz
Die ,,Post Rest” Verkiirzung und die zur Auswertung der ,, Steady State” Verkiirzung
verwendeten letzten finf Verkirzungen sind graphisch gekennzeichnet.

Anhand des mit der Messung aufgezeichneten Reizsignals mittelte lonOptix Wizard die
letzten flinf Verkirzungen. Die Auswertungssoftware legte sowohl durch die gemittelte
Verkirzung als auch durch die einzelne Verkirzung einen Fit, der zur Berechnung der

folgend aufgeflihrten Parameter diente (Abbildung 2.5):
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- Sarkomerlénge in Ruhe

- Verkirzungsamplitude: Differenz der Ruhesarkomerlange zur Sarkomerlange

zum Zeitpunkt der maximalen Verkiirzung

- Verkirzungsdauer: Dauer vom Reizbeginn bis zur 90%igen Relaxation mit einer

Sarkomerlénge entsprechend 90% der Ruhesarkomerlange
- Verkurzungsgeschwindigkeit: Anstiegssteilheit der Verkiirzung

- Relaxationsgeschwindigkeit: Abstiegssteilheit in der Erholungsphase

W
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Abbildung 2.5: Gemittelte Sarkomerverkiirzung im Gleichgewichtszustand einer murinen Kardiomyo-
zyte bei 1 Hz Stimulationsfrequenz
Die auszuwertenden Parameter sind graphisch dargestellt. a: Sarkomerlange in Ruhe;
b: Verkirzungsgeschwindigkeit; ¢c: maximale Sarkomerverkirzung;
d: Relaxationsgeschwindigkeit; e: Verkirzungsdauer bis zur 90%igen Relaxation;
f: Verkirzungsamplitude

Das Software Programm Igor (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR, USA) transfor-
mierte die aus lonWizard als *.txt-Datei exportierten Daten in ein .xls Format (MS Excel
2000, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Eine Access Datenbank (MS
Access 2000, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) verwaltet die Messergeb-
nisse. Ebenso ermdglichte diese eine gezielte Abfrage der Untersuchungsergebnisse.
AnschlieBend wurden die gemittelten Daten (MS Excel, 2000) mithilfe von Prism 3.0
(GraphPad Software, San Diego, USA) graphisch dargestellt.
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Frequenzbedingte Korrektur der Ruhesarkomerlange und der Verkirzungs-
amplitude bei der Sarkomerverkirzung im Gleichgewicht

Ab 6 Hz konnte mit zunehmender Reizfrequenz eine Absenkung der Ruhesarkomerlange
nach einer erfolgten Verkiirzung beobachtet werden. Der zeitliche Abstand zwischen
zwei Verkirzungen war nicht mehr ausreichend fiir eine vollstandige Relaxation der
Zelle. Nach Beendigung der Stimulation stellte sich mit einer geringen Latenzzeit wieder
die ursprungliche Ruhesarkomerlange ein (Abbildung 2.6).

Ruhesarkomerlénge

1Hz | 8 Hz

Baselineabdsenkung

Lo

1 U B Bf BT L R 0 8 T e B B 2y i Bt e ’ BT

T
o 18 "

Abbildung 2.6: Originalregistrierung der Sarkomerverkiirzung einer murinen Kardiomyozyte bei 1 und
8 Hz Stimulationsfrequenz
Bei 8 Hz Stimulationsfrequenz ist die Dauer zwischen zwei Stimulationen nicht mehr aus-
reichend fiir eine vollstandige Relaxation der Zelle.

Die oben beschriebene Auswertungsweise verzerrte die Werte der Verklrzungsamplitude
und der Ruhesarkomerlange. Daher wurde die Ruhesarkomerlédnge direkt vor der ersten
Stimulationsantwort bestimmt. Die Differenz zwischen manuell ermittelter und vom
Programm bestimmter Ruhesarkomerlange, addiert zur Verkirzungsamplitude, korri-

gierte diesen Wert.
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2.3.4.2 Die Herztreppe nach Stimulationspause

Nach einer Stimulationspause zeigten die Herzmuskelzellen in Abhéangigkeit von der
Stimulationsfrequenz ein unterschiedliches Verhalten bis zur Einstellung eines Gleich-
gewichtszustandes. Zur Analyse dieses Verkirzungsverhaltens wurden mehrere komp-
lette Verkirzungsserien der jeweiligen Frequenz als *.txt-Datei aus lonWizard nach
Excel exportiert. Diese Verkirzungssserien wurden ausgehend vom Zeitpunkt des ersten
Reizes gemittelt. Ein 20 ms dauernder Vorlauf diente zur Bestimmung der Ruhesarko-
merlange. Eine anschlielende Normierung der Messwerte auf die gemittelte Ruhesarko-
merlange verhinderte eine Beeinflussung der kalkulierten Standardabweichungen der
Verklrzungsamplituden durch unterschiedliche Ausgangs-Ruhesarkomerlangen. Des
Weiteren konnte unter Verwendung von Excel das Maximum der einzelnen Verkirzun-
gen ausgehend von der normierten Kurve bestimmt werden. Sowohl Mittelwerte, Stan-
dardabweichungen und die Zeitpunkte der Verkiirzungsmaxima als auch die dazuge-
horige normierte, gemittelte Originalkurve wurde nach Prism 3.0 exportiert. Prism 3.0
ermdglichte sowohl die graphische Darstellung der gewonnenen Daten als auch die An-

passung der folgenden zweifach exponentiellen Funktion an die Verkiirzungsmaxima.

2.1
Y =[SS, —(SS, — PostRest)e™ =] +(SS, —SS, )e ™™ —(SS, - SS,) 1)

,,Post Rest“ ist die Sarkomerlange beim Verkirzungsmaximum der ersten Verkirzung.
Im Falle eines negativen Herztreppenverlaufes reprasentiert SS; die Sarkomerldnge im
Gleichgewichtszustand. Wird die ,,Post Rest“ Verkiirzung jedoch von einer positiven
Herztreppe gefolgt, stellt SS; einen Sarkomerldngenwert in der Néhe der Ruhesarkomer-
lange dar. SS; ist dann der Sarkomerldngenwert im Gleichgewichtszustand. Die aus dieser
Gleichung resultierenden Zeitkonstanten t; und 1, wurden in Abhangigkeit von der Fre-
quenz untersucht. Im Falle einer negativen Herztreppe sind SS; und SS; identisch. Dann

wurde nur der erste Summand der Gleichung an die Daten angepasst.
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2.4 Elektrophysiologische Messungen — Die Patch-clamp-Technik

Die Patch-clamp-Technik stellt eine elektrophysiologische Standardmethode dar. Daher
soll hier auf eine ausfuhrliche Beschreibung der Messtechnik verzichtet werden. Detail-
lierte Methodenbeschreibungen sind z.B. bei HAMILL et al. (1981), NUMBERGER &
DRAGUHN (1996) und POLDER et al. (2005) nachzulesen.

2.4.1 Der Versuchsaufbau

Die Patch-clamp-Untersuchungen fanden an einem &hnlichen Versuchstand wie unter
2.3.1 beschrieben statt. Daher sollen hier nur die fiir die Patch-clamp-Untersuchung not-
wendigen Komponenten naher erldutert werden. Als Messverstarker wurde ein konven-
tioneller Patch-clamp Verstarker (L/M EPC 7, List Medical Electronic, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die Messelektroden (Patch-Pipetten) wurden mithilfe des
Elektrodenziehgerétes L/M -3P-A (List Medical Electronic, Darmstadt, Deutschland) aus
Borsilikatglas (Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland) gezogen. Abhéngig von der Unter-
suchungsmethode und den dazugehérigen Pipettenlosungen (Kapitel 2.11.3) hatten die
Patch-Pipetten einen Eingangswiderstand von 2-10 MQ. Ein aus Acrylglas bestehender
Pipettenhalter erlaubte eine direkte rechtwinklige Montage der Pipette am Vorverstérker,
der auf einem hydraulischen Mikromanipulator (MO-103N, Narishige, Tokyo, Japan)
montiert war. Die auftretenden Diffusionspotentiale wurden vor Anndherung der Elekt-
rode an die Zelloberflache tber eine interne Gegenspannung im Verstarker auf Null ab-
geglichen. Zellkapazitat und Serienwiderstand (4-10 MQ) wurden ebenso durch den Ver-
starker kompensiert. Ein PC, ausgestattet mit dem Hard- und Softwarepaket pClamp 6.0
(Axon Instruments, Foster City, CA, USA), diente zur Versuchssteuerung und Daten-
erfassung. Die Strom- und Spannungssignale wurden online mit 3 kHz gefiltert und bei
einer Sampling-Rate von 16-20 kHz (zur Bestimmung der Zellkapazitdt: 100 kHz) mit
12-bit Auflésung digitalisiert (A/D-Wandler: Digidata 1200; Axon Instruments).

Samtliche Experimente wurden bei 36 £ 1°C in der Ganzellkonfiguration im voltage-
clamp (L-Typ Calciumstrommessungen) oder current-clamp (Aktionspotentialmessun-

gen) Modus durchgefthrt.
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2.4.2 Untersuchung des L-Typ Calciumstromes

2.4.2.1 Rampenformige Spannungsklemme zur Bestimmung der Membrankapazitat

Jedes Experiment begann mit der Messung der Membrankapazitat. Da Zellmembranen
eine spezifische Kapazitat von 1 pF/cm? (SHERMAN-GOLD, 1993) besitzen, ist die abso-
lute Kapazitat ein Mal} fur die GroRe der Zelle. Somit kdnnen Strome verschieden grol3er
Zellen durch Normierung auf die Membrankapazitat miteinander verglichen werden.

Die zur Messung der Membrankapazitat verwendete rampenférmige Spannungsklemme
ist in Abbildung 2.7 graphisch dargestellt. Ausgehend von einem Haltepotential bei
-80 mV wurde die Spannung fir 200 ms auf -40 mV vorgeklemmt. Darauf folgte eine
schnelle Spannungsrampe von -40 auf -50 mV. Die Steigung der Rampe (dV/dt) betrug

5,5 mV/ms. Der kapazitive Strom wahrend dieser Rampe wurde gemessen.

1ms

-0

Abbildung 2.7: Rampenférmige Spannungsklemme zur Bestimmung der Membrankapazitat
Zu beachten ist die Unterbrechung der Vorklemme auf -40 mV, die insgesamt 200 ms
dauerte. Das Protokoll wurde funfmal auf die Zelle appliziert.

2.4.2.2 Rechteckférmige Spannungsklemme zur Bestimmung des L-Typ Calcium-

stromes

Zur Messung des L-Typ Calciumstromes (lca) wurde eine rechteckférmige Spannungs-
klemme als Doppelpulsprotokoll mit repolarisierendem Zwischenpuls (ECKERT &
TILLOTSON, 1981; Luo & RuDY, 1994) appliziert (Abbildung 2.8). Um den I¢,. von den
Uberlappenden Natrium-, Kalium- und T-Typ Calciumstrom zu trennen, wurden diese
elektrisch inaktiviert oder pharmakologisch blockiert. CsCl ersetzte Kalium sowohl in der
Pipetten- als auch in der Badldsung (Kapitel 2.11.3). Ausgehend von einem Haltepoten-
tial von -80 mV inaktivierte eine 200 ms dauernde Vorklemme auf -35 mV den schnellen
Natriumstrom (BROWN et al., 1981) und den T-Typ Calciumstrom (NiLIUs et al., 1985).
Die erste Testklemme (T1) auf Potentiale zwischen -40 und +60 mV (Abstufung: 5 mV,
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Dauer: 400 ms) diente der Ermittlung der Strom/Spannungsbeziehung und der ,,Steady
State* Aktivierung (d.). Ein zwei Millisekunden dauernder Zwischenpuls klemmte die
Zelle auf -40 mV zuriick. Anschlieend folgte die zweite Testklemme (T2) auf +10mV
(Dauer: 400 ms) zur Bestimmung der ,,Steady State* Inaktivierung (f.). Das Klemmpro-
tokoll endet mit dem Haltepotential von -80 mV. Die Stimulationsfrequenz betrug 0,2 Hz.

[mv] 400 ms

40 4

1 400 ms

200 ms

_40 4

Abbildung 2.8: Rechteckformige Spannungsklemme zur Bestimmung des L-Typ Calciumstromes
T1 diente zur Ermittlung der Strom/Spannungsbeziehung und der ,, Steady State ““ Aktivie-
rung (d.,) und T2 zur Bestimmung der ,,Steady State * Inaktivierung (f.,). Der repolarisie-
rende Zwischenpuls zwischen T1 und T2 brachte den d Parameter unabhangig von T1 auf
einen konstanten Ausgangswert. Aufgrund der unterschiedlichen Zeitabhangigkeiten von
d., und f,, blieb der f Parameter wahrend des repolarisierenden Zwischenpulses nahezu
unverandert. f,, war nun der einzige variable Parameter wahrend T2 und konnte so unab-
hangig der Stellung der d-Tore bestimmt werden (Luo & Ruby, 1994; LiNnz, 1996).

2.4.2.3 Auswertung und mathematische Aufbereitung der Messdaten

2.4.2.3.1 Die Membrankapazitat

Die Membrankapazitdt (Cy) konnte mithilfe des wahrend der Spannungsrampe geflos-
senen kapazitiven Stroms (Ic) und der bekannten, konstanten Steigung der Rampe dV/dt
(Kapitel 2.4.2.1) nach Gleichung (2.2) berechnet werden.

I, =C,, xdV /dt 2.2)

2.4.2.3.2 Der L-Typ Calciumstrom

Die Auswertung und mathematische Aufbereitung der L-Typ Calciumstrom Messdaten

ist unter LINZ (1996) ndher beschrieben und soll daher hier nur kurz dargestellt werden.
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Strom/Spannungsbeziehung

Die wahrend T1 gemessenen Spitzenstromwerte (Ic,) wurden auf die jeweilige Memb-
rankapazitat normiert und in Abhangigkeit des entsprechenden Testpotentials als
Strom/Spannungsbeziehung aufgetragen. An die ermittelten Werte der Strom/Span-
nungsbeziehung wurde Gleichung 2.3 angepasst.

I _ Gmax(v _Vrev)

eV -V 23
1+exp /2 (3)

Gmax: Mmaximale Leitfahigkeit
Vrwev:  Umkehrpotential
V1. Potential der halomaximalen Aktivierung

k: Steigung der Aktivierungskurve

Aktivierungskurve

Zur Bestimmung des Aktivierungsparameters d., musste zundchst zu jeder
Strom/Spannungsbeziehung das Umkehrpotential (V) (Gleichung 2.3) und anschlie-
Rend die Spitzenleitfahigkeit bei jedem Klemmpotential nach Gleichung 2.4 berechnet
werden (RASSMUSSON et al., 1990).

gCa(V) =

ICa,L

V-V

rev

(2.4)

Die erhaltenen Werte wurden auf die maximale Spitzenleitfahigkeit normiert (i.d.R. bei
0 mV) und in Abhangigkeit von T1 dargestellt. Eine nichtlineare Regression (Gleichung

2.5) fittete die normierten Werte und beschreibt die Potentialabhéngigkeit von d..

V -V
d, = (1+exp%T)-l (2.5)

Inaktivierungskurve

Die wahrend T2 gemessenen Spitzenstromwerte dienen zur Bestimmung der Inaktivie-

rungskurve. Diese Stromamplituden zeigen den Anteil des lc,, der wahrend T1 nicht
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inaktiviert wurde (Bestimmung der Restverfligbarkeit). Die Darstellung der auf den
Maximalstrom normierten Werte erfolgte in Abhéangigkeit der Potentialwerte von T1.
Daraus ergab sich die Potentialabhéngigkeit von f. Die Summe zweier Boltzmannfunk-
tionen (Gleichung 2.6) beschreibt diesen Zusammenhang (RASSMUSSON et al., 1990).

V-V VARRY
fw(\/)=(1+eXIDT%)’1+a><(1+exp%)*l (2.6)

Vi bzw. V11! Potential halbmaximaler Inaktivierung fur die erste bzw.

zweite Boltzmannfunktion
k> bzw. k’’: Steigung der ersten bzw. zweiten Boltzmannfunktion

a Skalierungsfaktor

2.4.3 Die Aktionspotentialmessung

2.4.3.1 Ableitung von Aktionspotentialen

Die Ableitung von Aktionspotentialen (APs) erfolgte im Stromklemmmodus des
Messverstarkers. Uberschwellige Strompulse (0,5-1,0 nA) von 4 ms Dauer, (iber die
Patch-Pipette auf die Zelle appliziert, I6sten die APs aus. Das im Kapitel 2.3.3.2 beschrie-

bene Reizmuster wurde ebenfalls zur Auslésung der APs verwendet.

2.4.3.2 Auswertung

Um das Verhalten der Aktionspotentiale im ,,Steady State* zu untersuchen, wurden je-
weils das Ruhemembranpotential (RP), die Aktionspotentialamplitude und die Zeitdauer
bis zur 50%igen (APDsg) bzw. 90%igen (APDgo) Repolarisation der letzten funf APs
einer Frequenz bestimmt und anschlieRend gemittelt.

Die Stimulusartefakte variierten zellabhdngig (Abbildung 2.9) und ermdéglichten somit
haufig keine genaue zeitliche Festlegung des Aktionspotentialbeginns (Aufstrich). Daher
erfolgte die Bestimmung der Repolarisationsdauer ausgehend vom Zeitpunkt des Spit-

zenwertes.
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Membranpotential [mV]
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Abbildung 2.9: Aktionspotentiale weiblicher WT Kardiomyozyten bei 1 Hz Stimulationsfrequenz
Aufgrund der variierenden Stimuli (A-C) ist der Beginn des Aktionspotentialaufstrichs
nicht immer eindeutig definierbar. In A ist der Stimulus mit dem Aktionspotential Auf-
strich verschmolzen.

2.5 Isolierung, Auftrennung und Nachweis von Proteinen

2.5.1 Isolation und Trennung von cytoplasmatischen und nukledren Proteinen
aus linken Ventrikel und isolierten Kardiomyozyten

Zur Proteinisolierung wurde linksventrikuldres Gewebe unter Stickstoffkiihlung mit ei-
nem gekuhlten Pistill in einem gekuhlten Mdrser zermahlen. AnschlieBend wurde das
Pulver in ein auf -80°C gekiihltes Eppendorf-Gefal3 uberfihrt. Mittels Differenzwéagung
wurde die Masse des Proteinpulvers bestimmt. Die Proteinisolierung aus isolierten Kar-
diomyozyten erfolgte in folgenden Schritten: Die isolierten Kardiomyozyten wurden mit
PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Masse des Pellets wurde
ebenfalls mittels Differenzwagung bestimmt. Die Trennung der Proteine in ihre cyto-
plasmatische und nukledre Fraktion erfolgte mithilfe des NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmatic Extraction Kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Die cytoplasmatischen und

nukledren Fraktionen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen wurden mithilfe des BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rock-
ford, IL, USA) photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) be-
stimmt.

2.5.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Das Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) bindet an die hydrophoben Bereiche der

Proteine und verleiht dem Polypeptid eine negative Gesamtladung. So erhalten die Pro-
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teine ein einheitliches Verhaltnis von Ladung zu Masse. Daher erfolgte die Auftrennung
der Proteine wéhrend der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
ihrem Molekulargewicht. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden die Proteine im
Sammelgel fokussiert. Im Trenngel werden die Proteine dann aufgrund ihrer molekularen
GroRe getrennt (GASSEN & SCHRIMPF, 1999). Die Acrylamid-Konzentration des Trenn-
gels wurde daher entsprechend der Grof3e des nachzuweisenden Proteins gewahlt. Durch-
gefuhrt wurde die SDS-PAGE mit einer Elektrophoresekammer (Mini Protean 11, Bio-
Rad, Munchen, Deutschland). 40 ug der Proteinproben wurden mit ddH,0 auf 30 pl auf-
gefullt. Zusétzlich wurden 10 pl reduzierender 4x Probenpuffer hinzugegeben. Durch
Erhitzen auf 95°C (5 Minuten) wurden die Proteine denaturiert. AnschlieRend wurden die
hitzedenaturierten Proben und 15 pl Precision Plus Protein'“Standard ALL Blue (Bio-
Rad) in je eine Probentasche des Gels pipettiert. An die Elektrophoresekammer wurde
eine Spannung von 135 V (PowerPAC 3000, Bio-Rad) angelegt. Sobald die Bromphe-
nolblau-Front den unteren Rand des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese been-
det.

2.5.4 Western-Blot von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Beim Western-Blotting wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf einen
Nitrocellulosemembran Ubertragen, um dort diese mittels markierter Antikdrper nachzu-
weisen. Der Blotting-Sandwich (ein Schwamm, Whatman-Papier, das Westernblot-Gel,
die Nitrocellulosemembran, ein weiteres Whatman-Papier und ein weiterer Schwamm,
alles in Transferpuffer getréankt) wurde in eine mit Transferpuffer gefiillte Elektropho-
reseskammer gehangt. Der Transfer erfolgte bei 100 mA Uber Nacht (16 Stunden). Die
Effizienz des Blotvorgangs wurde mittels einer Ponceaufarbung tberpriift. Hierzu wurde
die Nitrocellulosemembran fir 2 min in der Ponceau-Proteinfarbelésung inkubiert und

anschlieRend mit Wasser gewaschen, um den Hintergrund zu entfarben.

2.5.5 Immunologischer Nachweis der Proteine

Vor Beginn der Nachweisreaktion wurde die Nitrocellulosemembran unter Schitteln in
Blockierlésung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. AnschlieRend
folgte die eigentliche Nachweisreaktion. Hierflr wurde die Membran iber Nacht bei 4°C
mit einem gegen das gesuchte Protein gerichtete Erst-Antikorper inkubiert. Zum Entfer-

nen tberschissiger Antikérper wurde die Membran dreimal (je 10 min) in Waschlosung |
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gewaschen. Anschlielend wurde die Membran mit einem gegen den Erst-Antikorper
gerichteten Zweit-Antikorper (gekoppelt mit einer Peroxidase) bei Raumtemperatur eine
Stunde inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen (3x5 Minuten Waschldsung Il und 3x5
Minuten Waschldsung I) wurde die Nitrocellulosemembran eine Minute bei Raumtempe-
ratur in Lumineszenzreagenz (Western Ligthening™, Perkin Elmer Life Sciences,
Boston, USA) inkubiert. Abschlielend erfolgte die Visualisierung des Signals durch
Schwérzung eines Rontgenfilms (FUJI Medical X-Ray Film 100 Nif, Fuji, Tokyo,
Japan).

2.5.6 Bildliche Verarbeitung der Rontgenfilme

Ein Scanner (Epson Perfection 1670, Seiko Epson, Meerbusch, Deutschland) digitali-
sierte die Rontgenfilme mit einer Auflésung von 600 dpi. Zur densitometrischen Aus-
wertung wurde die Software AIDA v3.45 (raytest, Straubenhardt, Deutschland) verwen-
det. Hierzu wurden die Banden markiert und Intensitat sowie Breite der Banden vergli-
chen. Die optische Dichte der Banden wird als Intensitat pro Flache abziglich des
Hintergrunds ausgegeben (Intensity/Area-Bkg). Die Bande mit der hdchsten Intensitat
wurde zur graphischen Darstellung als Referenzwert auf 100% gesetzt. Dazu wurden die

ubrigen Banden des gleichen Blots in Relation gesetzt.

2.6 Anasthesie

2.6.1 Inhalationsanéasthesie

Als Inhalationsanasthetikum wurde eine Isofluran (Forene, Tabelle 2.1) Sauerstoff-
mischung (medizinischer O) verabreicht. Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer
Inhalationskammer mit 2% Isofluran und einem O,-Frischgasfluss vom 1 I/min. Nach
Fixierung des sedierten Tieres auf einem beheizten Operationstisch wurde die Narkose
uber einem Nasenkonus aufrechterhalten. Die Narkosetiefe variierte wéhrend der Unter-
suchungen. Chirurgische Eingriffe wurden unter 2%iger und Messungen unter 1%iger
Isoflurananasthesie durchgefihrt. Die erniedrigte Konzentration minimierte den kardio-
depressiven Effekt des Anasthetikums. Zum Anfluten der jeweiligen Konzentration
wurde die Flussrate auf 2,5 I/min fiir kurze Zeit hochgestellt und anschliefend wieder auf

1 I/min herunterreguliert. Die Messungen erfolgten erst nach zweieinhalbminutiger
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Anésthesie bei 1% Isofluran. Aufgrund des niedrigen Verteilungskoeffizienten Blut/Gas
finden Reaktionen auf verdnderte Isofluran-Konzentrationen rasch  statt
(www.vetpharm.unizh.ch/T AK/05000000/00055999.01, zuletzt am 01.02.2009). Daher

war diese geringe Zeitspanne ausreichend, um eine verénderte Narkosetiefe einzustellen.

2.6.2 Injektionsnarkose

Als Injektionsnarkotikum wurde eine Kombination aus Ketamin S (Esketaminhydro-
chlorid; Ketanest, Tabelle 2.1) und Xylazin (Xylanzinhydrochlorid; Rompun, Tabelle
2.1) eingesetzt. Initial wurde subkutan 90 mg Ketamin S/kg Korpergewicht (KG) + 12
mg Xylazin/kg KG verabreicht. Nach 30 und 50 min war eine Nachinjektion von 6 mg/kg
KG Ketamin S notwendig.

Bei Xylazin handelt es sich um ein zentrales Sympatholytikum, welches die Herzfre-
quenz auf ca. 250-300 Schlage/Minute senkt.

2.7 Das Elektrokardiogramm

2.7.1 Messung

Das Elektrokardiogramm wurde mittels der zweiten Ableitung nach EINTHOVEN (bipolare
Ableitung) bestimmt. Zwei Elektroden (Kanilenspitzen), eine in der linken Hinterpfote
und die zweite in der rechten Vorderpfote, leiteten die Spannungsénderungen ab, die zu-
nachst amplifiziert und anschlieRend digitalisiert wurden. Chart v4 for Windows
(ADInstruments, Spechbach, Deutschland) zeichnete die Messdaten auf. Die EKG Mes-

sung erfolgte unter Inhalationsnarkose (Kapitel 2.6.1).

2.7.2 Auswertung

Die EKG Auswertung erfolgte mithilfe der Signal-Averaged Electrocardiogram
(SAECG) extension fur Chart 4 fur Macintosh. Zur Auswertung wurden fiinfzig auf-
einander folgende Zyklen Uber die R-Zacke gemittelt (Abbildung 2.10).
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Abbildung 2.10: EKG-Aufzeichnung einer Maus
Beispielhaftes EKG einer weiblichen WT Maus mit der Erklarung der EKG Parameter.

50 aufeinander folgende EKGs wurden tber die R-Zacke gemittelt. Die T-Welle schlief3t
sich direkt an die S Zacke an und ist haufig bipolar. ----- isoelektrische Linie

Die EKG Auswertung orientierte sich an der von HAGENDORFF et al. (1999) beschrie-
benen Methode. Die P-Welle stellt die Vorhoferregung und der QRS Komplex die Kam-
mererregung dar. Der QRS Komplex ist definiert vom Beginn der Q-Zacke bis zum
Schnittpunkt der S Zacke mit der isoelektrischen Linie. Das QT-Intervall als MaR flr die
Zeit der Kammererregung und Repolarisation beginnt an der Q-Zacke und endet mit

Ruckkehr der uni- oder bipolaren T-Welle zur isoelektrischen Linie.

Die Frequenzkorrektur des QT-Intervalls (QT.) nach MITCHELL et al. (1998) (Gleichung

2.7) bertcksichtigt die hohen und auch unter Narkose stark variierenden Herzfrequenzen

der Maus.
QT
Ql,=——
) “
100

QTc= herzfrequenzkorrigiertes QT-Intervall

RR= durchschnittliche RR-Intervall in ms
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2.8 Hamodynamik

2.8.1 Invasive Blutdruck und Herzdruckmessung

Zur weiteren Charakterisierung des kardialen Phénotyps wurden invasive Blutdruck- und
Herzdruckmessungen unter Verwendung eines 1,4 French Millar-Katheters (Millar In-
struments Inc., Houston, TX, USA) durchgeflhrt. Mithilfe eines PowerLab ,,data acqui-
sition* Systems und der Chart v4 software (ADInstruments), konnten die Messdaten auf-
gezeichnet und anschlielend analysiert werden. Die Messungen fanden unter Inhalati-
onsnarkose (Kapitel 2.6.1) bei 37°C Korpertemperatur statt. Ein Feedback Temperatur-
fuhler (Pt 100, Greisinger Electronic GmbH, Regenstauf, Deutschland) im Rektum der
Tiere regulierte die Korpertemperatur mithilfe einer Warmelampe. Die intraperitoniale
Injektion von 0,1 ml Heparin-NaCl Ldsung (10 1.U. Heparin/ml, Liquemin N 7500) vor
Einfuhrung des Katheters verhinderte Blutkoagulationen. Die chirurgischen Eingriffe und
die Katheterisierung wurden unter stereomikroskopischer Sicht (Zeiss, OpMi-191294,
60-100 fache VergroRerung) durchgefihrt.

Ein Hautschnitt von submental bis préasternal erméglichte es, die Arteria carotis commu-
nis dextra freizupréparieren. Drei jeweils ca. 10 cm lange 5-0 Seidenfaden wurden um
das Gefal} gelegt. Ein Faden diente zur Ligation des Gefalles mittels eines Knotens im
kranialen Bereich, die anschlieBende Fixation des Fadens fihrte zur leichten Spannung
des GefaRes. Mit einem weiteren Faden wurde die Arterie kaudalwarts gespannt und so-
mit komprimiert. Nach einer ventralen Inzision konnte der Millar Katheter eingefiihrt und

anschlieRend mittels des dritten Fadens fixiert werden (Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.11: Freipraparierte A. carotis communis dextra nach Inzision mit Millar Katheter
Nach leichtem Spreizen des Gefaes mit einem Haken wird der Millar Katheter mithilfe
einer Uhrmacher-Pinzette eingefiihrt, vorgeschoben und anschlieBend fixiert. 10-fache
Vergrolierung.

Die Registrierung der peripheren Blutdruckparameter (systolischer Blutdruck (SBP),
diastolischer Blutdruck (DBP) und mittlerer arterieller Blutdruck (MABP)) fanden in der

Arteria carotis communis dextra statt.

Nachfolgend wurde der Katheter unter Druckkontrolle in den linken Ventrikel vorge-
schoben. Ein akuter diastolischer Druckabfall zeigte den Ubergang aus der Aorta in den
linken Ventrikel an. Der Sensor registrierte die Herzdruckkurve aus der online der links-
ventrikulare systolische Druck (LVSP), der linksventrikulare diastolische Druck (LVDP),
als auch die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax) und maximale Druckab-

fallsgeschwindigkeit (-dp/dtmin) abgeleitet wurden.
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2.8.1.1 Herzdruckmessung unter Dobutamin-Stimulation

Mittels Dobutamin-Stimulation lassen sich Unterschiede in der Herzaktivitat verifizieren.
Dobutamin ist ein Beta-Sympathomimetikum mit positiv chronotroper und inotroper
Wirkung. Um die korpereigene Sympathikusaktivitat zu ddmpfen, wurde dieses Experi-
ment unter Ketamin Xylazin (zentrale Symphatikolyse) Narkose durchgefiihrt (Kapitel
2.6.2). Zusatzlich zu der unter 2.8.1 beschriebenen Katheterisierung wurde noch ein Zu-
gang in die Vena jugularis sinistra gelegt. Dobutamin wurde Uber diesen Katheter mittels
einer Infusionspume (Harvard Pump 22, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland) in aufsteigender Dosierung (1, 4, 8, 10, 14, 22, 33, 40 [ng/g KG/min]) fur

jeweils zwei Minuten infundiert.

2.9 Organmalie

2.9.1 Bestimmung des Herzgewichtes

Zur Bestimmung des Herzgewichtes wurde dieses aus dem Tier enthnommen und unmit-
telbar in Pufferldsung (PBS) uberfiihrt, gereinigt und anschlieBend in linken und rechten
Ventrikel getrennt. Nach vorsichtigem Ausdriicken der Flissigkeit auf Zellstoff erfolgte
die Gewichtsbestimmung der einzelnen Ventrikel mit einer Feinwaage (Voyager, Ohaus,

Giessen, Deutschland).

2.9.2 Bestimmung der Tibialédnge

Nach Freipraparation der Tibia konnte ihre Lange (TL) mithilfe einer Messlehre (Mauser,

St. Denis, Frankreich) mit einer Genauigkeit von 0,1 mm bestimmt werden.

2.10 Statistische Auswertung der Daten

Zur Ermittlung der Mittelwerte wurden Ergebnisse von mindestens finf Tieren beriick-
sichtigt. Mittelwerte werden als arithmetisches Mittel + Standardabweichungen (SD) oder
als arithmetisches Mittel + Standardfehler (SEM) angegeben. Die statische Auswertung
erfolgte mithilfe der Software Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Zum
Vergleich zweier Mittelwerte wurde ein ungepaarter, zweiseitiger Student’s t-Test auf

einem Signifikanzniveau von 95% durchgefihrt. Multiple Mittelwertvergleiche erfolgten
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mittels VVarianzanalyse (ANOVA mit 1 Faktor) mit Newman-Keuls Post Test. Eine mehr-
faktorielle ANOVA mit Bonferoni-Test bestimmte die Wechselwirkungen zweier Fakto-
ren. Folgende Signifikanzschranken wurden festgesetzt:

p>0,05 nicht signifikant
p<0,05 signifikant *
p<0,01 hoch signifikant il

2.11 Lo6sungen und Chemikalien

2.11.1 Préaparation und Zellisolierung

Ca’*-freie Tyrode (in mM): NaCl, 135; KCI, 4; MgCl,, 1; EGTA, 2,6; Glucose, 11;
HEPES, 2 (pH 7,4 mit NaOH)

Hochkaliumhaltige Ldsung (HKL) (in mM): NaCl, 4; KCI, 10; K-Glutamat, 130; CaCl,,
0,025; MgCl;, 1; Glucose, 10; HEPES, 4 (pH 7,4 mit KOH)

Préparationstyrode (in mM): NaCl, 135; KCI, 4; CaCl,, 1,8; MgCl,, 1; Glucose, 11;
HEPES, 2; BSA 1 g/I; Trypsininhibitor 0,0167 g/l (pH 7,4 mit NaOH)

2.11.2 Optische Sarkomerverkirzungsmessung
Messtyrode: s. 2.11.1 Praparationstyrode

Messtyrode mit halber Calciumkonzentration: s. 2.11.1, jedoch mit 0,9 mM CacCl,

Messtyrode mit doppelter Calciumkonzentration: s. 2.11.1, jedoch mit 3,6 mM CacCl,

Messtyrode mit vierfacher Calciumkonzentration: s. 2.11.1, jedoch mit 7,2 mM CaCl,

2.11.3 Patch-clamp-Experimente
Externe Losungen (Badldsungen)

Standardtyrode (in mM): NaCl, 135; KClI, 4; CaCl,, 1,8; MgCl,, 1; Glucose, 11; HEPES,
2 (pH 7,4 mit NaOH)

Messtyrode lIca; (in mM): NaCl, 140; MgCl,, 0,5; CaCl,, 1,8; CsCl, 5; Glucose, 5,5;
HEPES 5 (pH 7,4 mit CsOH)
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Interne Losungen (Pipettenldsungen)

Pipettenlésung Ica  (in mM): CsCl, 130; MgCl,, 1; NaH,PO,, 1; C4HgN3OsPNa,, 3,6;
Mg-ATP, 5; HEPES, 10; EGTA, 2,5 (pH 7,2 mit CsOH)

Pipettenldsung AP 1 (in mM): KCI, 130; MgCl,, 1; NaH,PQO4, 1; C4HgN3OsPNay, 3,6;
Mg-ATP, 5; HEPES, 10; EGTA, 10 (pH 7,2 mit NaOH)

Pipettenldsung AP 2 (in mM): K-Aspartat, 110; KCI, 20; NaCl, 4; EGTA, 10; Mg-ATP,
5; HEPES, 10 (pH 7,2 mit KOH)

2.11.4 Organentnahme

PBS (in mM): NaCl, 137; KCI, 2,7; Na;HPO,4 x 2H,0, 8,1; KH,PO4, 1,5 (pH 7,5 mit
NaOH)

2.11.5 Proteinbestimmung

2.11.5.1 Lo6sungen und Puffer
Blockierlosung: BSA, 5% (w/v); Tween® 20, 0,1% (v/v); in TBS (pH 7,4)

5x Laufpuffer (in mM): Tris, 124; Glycin, 960; SDS, 17 (pH 8,3), in H0

Ponceau-Proteinfarbeldsung: in Trichloressigsaure (3%), Ponceau S, 2% (w/v)

4x Probenpuffer (in mM): Tris/HCI (0,5 M, pH 6,8), 125; Glycerin, 20% (v/v); SDS, 280;
2-6-Mercaptoethanol, 20% (v/v); Bromphenolblau, 0,05% (w/v)

10x TBS-Puffer (in M): Tris (pH 7,6), 0,2; NaCl, 1,37; in H,O

Transferpuffer (in mM): Tris, 25; Glycin, 190; Methanol, 20% (v/v); in H,O

Waschldsung I: BSA, 1% (w/v); Tween® 20, 0,1% (v/v); in TBS

Waschlosung 11: BSA, 1% (w/v); Tween® 20, 0,3% (v/v); in TBS

2.11.5.2 SDS-Gele
Trenngel (7,5; 12,5%) (in mM): Acrylamid/Bis, 7,5, 12,5%; Tris (pH 6,8), 375 mM,;

SDS, 3,5 mM; Ammoniumperoxodisulfat, 0,03% (w/v); TEMED, 0,05% (v/v), in H,O

Sammelgel (in mM): Acrylamid/Bis, 4,8%; Tris (pH 6,8), 125; SDS, 3,5; Ammonium-
peroxdisulfat 0,05% (w/v); TEMED 0,15% (v/v), in H,O
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2.11.6 Verwendete Chemikalien

Sofern im Text nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien von Merck

(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Tabelle 2.1 zeigt eine Liste der wichtigsten eingesetz-

ten Substanzen.

Tabelle 2.1: Stoffklasse und Hersteller der eingesetzten Substanzen

Stoffklasse Substanz Hersteller

Ca?*-Chelator EGTA Serva, Heidelberg, FRG

Puffer HEPES Merck, Darmstadt, FRG
Na;HPO4 x 2H,0 Merck, Darmstadt, FRG
KH,PO, Merck, Darmstadt, FRG

Enzyme Kollagenase, Typ L Sigma, St. Lois, MO, USA

Anasthetika

Beta Stimulanz

Sonstige Substanzen

Sonstige Substanzen

Trypsin
Trypsininhibitor
Forene (Isofluran)

Ketanest (Ketamin S)

Rompun (Xylazin)

Dobutamin

BSA

BSA, Fraction V

Laminin

Mg-ATP

Boehringer, Mannheim, FRG
Sigma, St. Lois, MO, USA
Abbott, Wiesbaden, FRG

Pfizer GmbH,
FRG

Karlsruhe,

Bayer Vital GmbH, Leverku-
sen, FRG

Solvay Arzneimittel GmbH,
Hannover, FRG

Sigma, St. Lois, MO, USA

PAA Laboratories, Pasching,
AU

Sigma, St. Lois, MO, USA

Sigma, St. Lois, MO, USA
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Stoffklasse Substanz

Hersteller

30% Acrylamid/Bis Solu-
tion, 29 :1

APS  (Ammoniumpersul-
fat)

TEMED  (N,N,N’,N’-te-
tramethylendiamid)

Liquemin N 7500 (Hepa-

rin)

Bio-Rad, Minchen, FRG

Bio-Rad, Minchen, FRG

Bio-Rad, Minchen, FRG

Roche, Mannheim, FRG

2.11.7 Antikorper

2.11.7.1 Erst-Antikorper

Die Erst-Antikdrper wurden mit Blockierldsung verdinnt (Verdinnung in Klammern)

verwendet.

anti-Kv 4.3
rabbit polyclonal, APC-017
(1:200)

anti-Kv 1.5
rabbit polyclonal, APC-004
(1:200)

anti-Phospholamban
mouse monoclonal, 05-205
(1:500)

anti-sarkoplasmatische Ca**-ATPase 2a
mouse monoclonal, MA3-910
(1:1500)

2.11.7.2 Zweit-Antikorper

Alomone Labs, Jerusalem,

Israel

Alomone Labs, Jerusalem,

Israel

Upstate Biotechnology,
Lake Placid, NY, USA

Dianova, Hamburg, FRG

Die Zweit-Antikorper wurden mit Blockierldsung (1:5000) verdunnt verwendet.
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Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase, NA931V Amersham, Buckinghamshire,
UK

Anti-rabbit 19G, Horeseradish Peroxidase, NA934V Amersham, Buckinghamshire,

UK
2.11.8 Kits
BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford, IL, USA
Western Lightning™, Perkin Elmer Life Science,
Chemiluminescence Reagent Plus Boston, MA, USA
NE-PER™ Pierce, Rockford, IL, USA

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents






3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Kontraktilitat isolierter Herzmuskelzellen

Die Untersuchung der myozytdren Kontraktilitat isolierter Herzmuskelzellen erfolgte
mithilfe eines Video Imaging Systems (Kapitel 2.3). Im Folgenden werden die Ergeb-
nisse der Altersstudie (Kapitel 3.1.1) und die Untersuchungsergebnisse zum Einfluss der
extrazelluldaren Calciumkonzentration auf die Sarkomerverkirzung (Kapitel 3.1.2) an
weiblichen C57BL/6 Mausen dargestellt. Des Weiteren wird die Bedeutung der
Ostrogenrezeptoren (ER) B (Kapitel 3.1.3) und o (Kapitel 3.1.4) fir die myozytare
Kontraktilitat isolierter Herzmuskelzellen beiderlei Geschlechts beschrieben.

3.1.1 Entwicklungsbedingte Veranderung der Sarkomerverkiirzung isolierter
Kardiomyozyten

Die Sarkomerverkiirzung isolierter Herzmuskelzellen unterschiedlicher Altersgruppen
wurde gemessen, um eventuelle altersbedingte Veranderungen des Myokards aufzude-
cken. In den Altersgruppen 1-4 (Kapitel 2.1) variierte die Ruhesarkomerlange von 1,84
bis 1,89 um (AG 1: 1,862 + 0,006 pum, n=9; AG 2: 1,867 + 0,008 um, n=20; AG 3: 1,890
+ 0,008 pum, n=13; AG 4: 1,843 + 0,005 um, n=12; Mittelwert (MW) * Standardab-
weichung (SD)). Die Ruhesarkomerlangen unterschieden sich zwischen den meisten
Gruppen signifikant (AG 1 zu 3, 1 zu 4, 2 zu 4 und 3 zu 4). Es zeigte sich eine alters-
bedingte Zunahme der Ruhesarkomerlénge in jungen Tieren und eine Abnahme im fort-
geschrittenen Alter (AG 4).

3.1.1.1 Sarkomerverkirzung im Gleichgewicht
Die Verkirzungsamplitude der murinen Kardiomyozyten ist frequenzabhdngig und be-

schreibt in allen AGs einen biphasischen Verlauf (Abbildung 3.1). Ausgehend von 0,5 Hz
reduziert sich die Verkirzungsamplitude mit zunehmender Frequenz und erreicht ein
Minimum bei 1-2 Hz (negative Verkirzungs-Frequenz-Beziehung). Mit steigender
Stimulationsfrequenz (bis 6 Hz) erhdht sich die Verklrzungsamplitude (positive Verkdr-
zungs-Frequenz-Beziehung). Die weitere Erhéhung der Stimulationsfrequenz bewirkte

altersabhangig eine Zunahme, eine Abnahme oder ein Gleichgewicht der Verkirzungs-



40 3 Ergebnisse

amplitude (Abbildung 3.1). Innerhalb dieses Verlaufs ergaben sich altersabhdngige Un-
terschiede. In allen Frequenzbereichen waren die Sarkomerverkirzungsamplituden der
Herzmuskelzellen junger Tiere (AG 1) vermindert gegenuber den Werten erwachsener
Tiere (AG 2, 3 und 4; Abbildung 3.1). Bei 0,5, 1, 4, 6 und 8 Hz sind diese signifikant
unterschiedlich. Innerhalb der drei erwachsenen Altersgruppen (AG 2, 3 und 4) ergaben
sich keine signifikant verdnderten Verkirzungsamplituden in allen Frequenzbereichen.
Daher wurden die Altersgruppen 2, 3 und 4 zu einer Gruppe zusammengefasst (AG 2-4)
und in Abbildung 3.2 mit AG 1 verglichen.
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Abbildung 3.1: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung isolierter weiblicher Kardiomyozyten unterschied-
licher Altersgruppen
Die Verkilrzungsamplituden der adulten Altersgruppen (AG) 2-4 unterschieden sich nicht
signifikant. Die meisten Verklrzungsamplituden der AG 1 sind signifikant vermindert im
Vergleich zu den alteren Tieren (0,5 Hz: AG1zu3;1Hz: AG1zu2,3und4; 4Hz: AG 1
zu3und 4; 6 Hz: AG 1zu 2,3und 4; 8 Hz: AG 1 zu 2, 3 und 4). Dargestellt sind Mittel-
werte £ SEM von 6-20 Zellen, *p< 0,05 im Vergleich zur AG 1.

Die Verklrzungsamplituden der in einer Gruppe zusammengefassten adulten Herz-
muskelzellen (AG 2-4) zeigten das oben beschriebene Verhalten. Von 2 bis 6 Hz Stimu-
lationsfrequenz war eine positive Verklrzungs-Frequenz-Beziehung zu beobachten. Mit
steigender Frequenz erhohte sich die Verklrzungsamplitude nicht weiter. Bei jungen
Herzmuskelzellen war die Verkirzungs-Frequenzrelation weniger ausgepragt. Die Ver-
kiirzungsamplituden waren in nahezu allen Frequenzbereichen signifikant vermindert,
auBer bei 2 und 10 Hz.
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Abbildung 3.2: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung juveniler und adulter isolierter weiblicher Kardio-

myozyten

Die Daten der adulten Kardiomyozyten wurden zu einer Altersgruppe (AG) zusammen-
gefasst (AG 2-4). Die Verkiirzungsamplituden der AG1 waren in fast allen Frequenz-
bereichen signifikant niedriger als die Werte der adulten Tiere auf3er bei 2 und 10 Hz.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 6-20 Zellen, *p<0,05.

Einhergehend mit den verminderten Sarkomerverkizungsamplituden der AG 1 im Ver-

gleich zu adulten Tieren waren in dieser Gruppe auch die Verkiirzungsgeschwindigkeiten

(Abbildung 3.3) in allen Frequenzbereichen reduziert. Junge Kardiomyozyten verkirzten

sich signifikant langsamer bei 1, 4, 6 und 8 Hz im Gegensatz zu adulten Herzmuskel-

zellen (AG 2-4). Die Einzelwerte jeder Altersgruppe sind in Tabelle 7.1 dargestelit.

Verkiirzungsgeschwindigkeit

[um/s]

-a AG1l -+ AG2-4

1 2 4 6 8 10
Frequenz [Hz]

Abbildung 3.3: Verkirzungsgeschwindigkeits-Frequenz-Beziehung von juvenilen und adulten isolier-

ten weiblichen Kardiomyozyten

Die negativen Werte der Verkiirzungsgeschwindigkeit ergeben sich, da die Sarkomere
kirzer werden. Kardiomyozyten der AG 1 verkirzten sich signifikant langsamer bei 1, 4,
6, und 8 Hz. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 6-20 Zellen, *p<0,05.
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Die Untersuchung der Relaxationsgeschwindigkeit zeigte ein gleichsinniges Verhalten
(Abbildung 3.4). Junge Kardiomyozyten relaxierten langsamer als die Herzmuskelzellen
erwachsener Mause. Die Unterschiede waren signifikant bei 1, 6 und 8 Hz. Die Relaxa-
tionsgeschwindigkeiten der einzelnen Altersgruppen sind in Tabelle 7.2 dargestellt.

2 4

(@)]

E:

£

2

T —

° v

=

23 5.

[

S

S

3

&

-a-AG1 —=—AG24
0 T T T T T T

1 2 4 6 8 10
Frequenz [Hz]

Abbildung 3.4: Relaxationsgeschwindigkeits-Frequenz-Beziehung von juvenilen und adulten isolierten
weiblichen Kardiomyozyten
Die positiven Werte ergeben sich, da die Sarkomerléange zunimmt. Juvenile Herzmuskel-
zellen relaxierten langsamer als adulte Kardiomyozyten. Unterschiede sind signifikant bei
1, 6 und 8 Hz. Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von 6-20 Zellen, *p<0,05.
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Die Verkirzungsdauer der Kardiomyozyten ist frequenzabhangig (Abbildung 3.5). Umso
héher die Stimulationsfrequenz, desto kirzer ist die Verkirzungsdauer. Die Unter-
suchung der Verkirzungsdauer zeigte keine signifikanten Veranderungen. Einzeldaten
aller Altersgruppen sind in Tabelle 7.3 aufgefihrt.
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Abbildung 3.5: Verkirzungsdauer-Frequenz-Beziehung von juvenilen und adulten isolierten weib-
lichen Kardiomyozyten
Die Verkiirzungsdauer unterschied sich nicht zwischen den Altersgruppen. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM von 6-20 Zellen, *p<0,05.

3.1.1.2 Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause
Murine Kardiomyozyten zeigen ein frequenzabhéngiges Sarkomerverkirzungsverhalten

nach Stimulationspause. Die erste Verkiirzung nach einer Stimulationspause, die ,,Post
Rest* Verkiirzung, entwickelt eine relativ grole Verkirzungsamplitude, die darauf fol-
genden Verkilrzungen bilden eine negative oder positive Bodwitch Herztreppe
(Abbildung 3.6, A-C). Bei Frequenzen unter 6 Hz folgte auf die ,,Post Rest™ Verkiirzung
eine negative Herztreppe in allen Altersgruppen. Adulte Kardiomyozyten entwickelten
eine positive Herztreppe bei 6, 8 und 10 Hz (Abbildung 3.6, B und C), junge

Herzmuskelzellen nur bei 8 und 10 Hz.
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Abbildung 3.6: Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause

Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkiirzungen der Altersgruppe (AG) 1
und rechts der AG 2 dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkiirzungen, daher sind die Zeit-
achsen unterschiedlich. An die mittleren Verkirzungsspitzenwerte + SEM wurde die
Funktion 2.1 angepasst. A: AG 1, n=10, AG 2, n=8; B: AG 1 n=6, AG 2, n=5; C: AG 1,

n=6, AG 2, n=9.
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Die Zeitkonstante t; beschreibt den Zeitverlauf der negativen Herztreppe (Kapitel
2.3.4.2). Diese verringerte sich mit zunehmender Frequenz (Abbildung 3.7, A), z. B. in
der AG 2 von 9,9 s bei 0,5 Hz auf 0,04 s bei 4 Hz. Der Zeitverlauf der negativen Herz-
treppe unterschied sich nicht signifikant zwischen den Altersgruppen. Die Untersuchung
der zweiten Zeitkonstante (t2, Abbildung 3.7, B) ergab ebenfalls keine signifikanten
Verénderungen bei 8 und 10 Hz. Jedoch bei 6 Hz bildeten juvenile Kardiomyozyten eine
negative Herztreppe im Gegensatz zu adulten Herzmuskelzellen. Die Einzelwerte jeder

Altersgruppe sind in Tabelle 7.4 dargestellt.
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Abbildung 3.7:  Zeitverlaufe der Herztreppen von juvenilen und adulten Kardiomyozyten
Die erste(t1, A) wie auch die zweite (t;) Zeitkonstante (B) verkirzten sich mit zunehmen-
der Frequenz. Juvenile Kardiomyozyten bildeten keine positive Herztreppe und somit
auch keine zweite Zeitkonstante bei 6 Hz Stimulationsfrequenz aus. Dargestellt sind Mit-
telwerte + SEM von 5-10 Zellen.
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3.1.2  Untersuchungsergebnisse zum Einfluss der extrazellularen Calciumkonzen-
tration auf die Sarkomerverkirzung

Die Ruhesarkomerlange gemessen bei variierenden extrazellularen Calciumkonzentratio-
nen lag zwischen 1,87 und 1,912 pm (0,9 mM Ca®*": 1,912 + 0,053 pm; 1,8 mM Ca*":
1,87 + 0,034 um; 3,6 mM Ca?*: 1,887 + 0,033 pm; 7,2 mM Ca?*: 1,900 + 0,036 um, MW
+ SD). Ein linearer Zusammenhang zwischen steigender extrazellularer Calciumkonzent-
ration und Ruhesarkomerlédnge konnte nicht beobachtet werden. Nur die Ruhesarkomer-
lange bei 0,9 mM Ca?* war im Vergleich zur Ruhesarkomerlange bei 1,8 mM Ca®* signi-
fikant erhoht.

3.1.2.1 Sarkomerverkiirzung im Gleichgewicht
Die Kontraktion der Herzmuskelzelle ist von der extrazellularen Calciumkonzentration

abhéngig. Eine biphasische Verkirzungs-Frequenz-Beziehung entwickelten die Kardio-
myozyten nur bei 1,8 mM Ca?*. Eine Erniedrigung der externen Calciumkonzentration
(0,9 mM) resultierte in einer monophasischen Verkiirzungs-Frequenz-Beziehung. Eine
Erhéhung der extrazellularen Calciumkonzentration fiuhrte zur Auspragung einer triphasi-
schen Verkiirzungs-Frequenz-Beziehung. Bei 7,2 mM Ca®* sank die Verkiirzungs-Fre-
quenz-Beziehung nochmals ab 8 Hz Stimulationsfrequenz ab (Abbildung 3.8). Mit
steigender Calciumkonzentration vergroRerten sich die Sarkomerverkirzungsamplituden
in allen Frequenzbereichen (Abbildung 3.8 und Abbildung 3.). Ein multipler Mittelwert-
vergleich ergab signifikante Unterschiede in allen Frequenzbereichen zwischen nahezu
allen Konzentrationen. Nur bei 2 und 8 Hz Stimulationsfrequenz unterschieden sich die

Sarkomerverkirzungsamplituden von 0,9 und 1,8 mM nicht signifikant.
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Abbildung 3.8: Verklrzungs-Frequenz-Beziehung bei unterschiedlichen extrazellularen Calciumkon-
zentrationen
Mit steigender extrazellulérer Calciumkonzentration vergréRerten sich die Verkirzungs-
amplituden signifikant. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 5-45 Zellen, *p<0,05 im
Vergleich zwischen allen Konzentrationen, “p<0,05 im Vergleich zwischen allen Konzent-
rationen, auRer zwischen 0,9 und 1,8 mM Ca*".
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Abbildung 3.9: Konzentrations-Wirkungsbeziechung der ,Steady State* Verkirzung bei 1 Hz
Stimulationsfrequenz
Zur Erstellung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung wurde die ,, Steady State “ Verkiir-
zung bei 1 Hz Stimulationsfrequenz gegen die aktuelle extrazelluldre Calciumkonzentra-
tion [Ca®*]. aufgetragen. Die Abszisse ist logarithmisch dargestellt. Der EC50 Wert wird
bei 3,28 mM [Ca’'], erreicht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 11-36 Zellen.
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Die Werte der Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeiten zeigten ebenfalls ein von
der extrazelluldaren Calciumkonzentration abhangiges Verhalten (Abbildung 3.10). Umso
hoher die Calciumkonzentration, desto schneller verkurzten bzw. relaxierten die isolierten
Kardiomyozyten. Die Verkiurzungsgeschwindigkeit unterschied sich bei allen Stimulati-
onsfrequenzen in allen Konzentrationen signifikant voneinander, auBer bei 0,5 Hz (kein
signifikanter Unterschied zwischen 0,9 und 1,8 mM) und 8 Hz (keine Signifikanz zwi-
schen 1,8 und 3,6 mM). Der multiple Mittelwertvergleich der Relaxationsgeschwindig-
keit war ebenso signifikant, mit Ausnahme der im Folgenden aufgefuhrten Vergleiche:
0,5 Hz: 0,9 mM vs. 1,8 mM; 2 Hz: 0,9 und 1,8 mM; 8 Hz: 0,9 und 1,8 mM; 10 Hz: 3,6
und 7,2 mM.
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Abbildung 3.10: Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeits-Frequenz-Beziehungen bei unter-
schiedlichen Calciumkonzentrationen
Gemittelte Sarkomerverkiirzungsgeschwindigkeiten isolierter weiblicher Kardiomyozyten
in Abhangigkeit zur Frequenz. Mit steigender extrazellularer Calciumkonzentration er-
hoéhten sich die Sarkomerverkiirzungsgeschwindigkeiten in den meisten Frequenzberei-
chen signifikant. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 5-45 Zellen, *p<0,05 im Ver-
gleich zwischen allen Konzentrationen, “p<0,05 im Vergleich zwischen allen Konzent-

rationen, auRer zwischen 0,9 und 1,8 mM Ca®", $p<0,05 im Vergleich zwischen allen

Konzentrationen, auRer zwischen 1,8 und 3,6 mM Ca**, ¥p<0,05 im Vergleich zwischen

allen Konzentrationen, aufer zwischen 3,6 und 7,2 mM Ca?*.
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Wie schon in Kapitel 3.1.1.1 beschrieben sinkt die Verkirzungsdauer mit steigender Fre-
quenz. Dieses Verhalten zeigte sich auch hier wieder (Abbildung 3.11). Dabei konnte
kein genereller Einfluss der extrazellularen Calciumkonzentration beobachtet werden.
Nur bei 4 und 6 Hz verlangerte sich die Verkiirzungsdauer bei 0,9 mM Ca®" im Vergleich

zu den anderen Konzentrationen.
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Abbildung 3.11: Verkirzungsdauer-Frequenz-Beziehung  bei  unterschiedlichen  extrazelluléarer
Calciumkonzentrationen
Die Verkiirzungsdauer wurde nicht durch die extrazellulare Calciumkonzentration be-
einflusst (auRer: 0,9 mM Ca®* 4 und 6 Hz). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 5-45
Zellen, *p<0,05.

3.1.2.2 Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause
Die extrazellulare Calciumkonzentration Ubte nur einen geringen Einfluss auf das Ver-

kirzungsverhalten der Herzmuskelzellen nach einer Stimulationspause aus. In allen Kon-
zentrationsbereichen entwickelten die Kardiomyozyten eine negative Herztreppe im nied-
rigen Frequenzbereich (0,5-4 Hz). Eine positive Herztreppe bildeten Kardiomyozyten bei
6-10 Hz Stimulationsfrequenz und einer extrazellularen Calciumkonzentration von 1,8-
7,2 mM. Bei 0,9 mM extrazellularer Calciumkonzentration konnte eine positive Herz-
treppe erst ab 8 Hz Stimulationsfrequenz beobachtet werden (Abbildung 3.12 und
Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.12: Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause gemessen bei 0,9 und 1,8 mM extra-
zelluléren Calciumkonzentration
Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Sarkomerverkiirzungen bei 0,9 mM und
rechts bei 1,8 mM extrazellularen Calciumkonzentration dargestellt. Jeder Graph zeigt 20
Verkirzungen, daher sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungs-
spitzenwerte + SEM wurde die Funktion 2.1 angepasst. A: 0,9 mM Ca?*, n=9, 1,8 mM
Ca’*, n=8; B: 0,9 mM Ca**, n=10, 1,8 mM Ca’*, n=5; C: 0,9 mM Ca’*, n=7, 1,8 mM
Ca”*, n=9.
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Abbildung 3.13: Sarkomerverkirzung nach Stimulationspause gemessen bei 3,6 und 7,2 mM extra-
zellulérer Calciumkonzentration
Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkirzungen bei 3,6 mM und rechts bei
7,2 mM extrazellularer Calciumkonzentration dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkir-
zungen, daher sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungsspitzen-
werte = SEM wurde die Funktion 2.1 angepasst. A: 3,6 mM Ca?*, n=10, 7,2 mM Ca’",
n=9; B: 3,6 mM Ca”** n=10, 7,2 mM Ca’*, n=9; C: 3,6 mM Ca’*, n=7, 7,2 mM Ca*",
n=9.
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Unabhéngig von der extrazelluldren Calciumkonzentration verkrzten sich sowohl die

erste als auch zweite Zeitkonstante mit zunehmender Frequenz (Abbildung 3.14). Die

extrazellulare Calciumkonzentration flihrte zu keinen signifikanten Veranderungen der

Zeitverlaufe der positiven und negativen Herztreppen, mit Ausnahme der fehlenden

zweiten Zeitkonstante bei 0,9 mM extrazellularer Calciumkonzentration.
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Abbildung 3.14: Zeitverlaufe der Herztreppen bei variierenden extrazellularen Calciumkonzentrationen

Die erste(zs, A) als auch die zweite (z,, B) Zeitkonstante verkirzten sich mit zunehmender
Frequenz. Die extrazellulare Calciumkonzentration (bte keinen signifikanten Einfluss auf
die erste und zweite Zeitkonstante aus, mit Ausnahme der fehlenden zweiten Zeitkonstante
bei 6 Hz bei 0,9 mM Ca**. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 4-10 Zellen.
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3.1.3  Einfluss des Ostrogenrezeptors p auf die Sarkomerverkiirzung isolierter
weiblicher und méannlicher Kardiomyozyten

Die Ruhesarkomerlange von ERpB +/+ und ERp -/- Zellen variierte zwischen 1,81 und
1,87 um (ERBKO, weiblich (w): 1,87 = 0,03 pm; WT, w: 1,86 + 0,03 um; ERBKO,
mannlich (m): 1,83 £ 0,06 um; WT, m: 1,81 + 0,05 um; MW % SD). Zwischen Kontroll-
und ERp-defizienten Zellen beiderlei Geschlechts lagen keine signifikanten Unterschiede
der Ruhesarkomerlange vor. Jedoch waren die Werte weiblicher Zellen signifikant hther
(p<0,01) als die des entsprechenden Genotyps der mannlichen Untersuchungsgruppe.

3.1.3.1 Sarkomerverkiirzung im Gleichgewichtszustand
Weibliche und ménnliche ERB-defiziente Kardiomyozyten und die dazugehdrigen WT

Zellen verkurzten sich frequenzabhangig (Abbildung 3.15). Ihre Frequenz-Verkirzungs-
Beziehung folgte dem bereits beschriebenen biphasischen Verlauf. Die minimale Verkir-
zungsamplitude lag bei 2 Hz in fast allen Gruppen, aul’er bei mannlichen ERBKO Kar-
diomyozyten (6 Hz). In weiblichen Mé&usen beeinflusste die ERB-Defizienz die Sar-
komerverkiirzung nur bei 10 Hz. Die ERB-defizienten Zellen wiesen hier eine signifikant
hohere Verkiirzungsamplitude auf. In ménnlichen Méausen flihrte die ERB-Defizienz zu
einer nicht signifikanten Abnahme der Verkurzungsamplitude bei 4 und 6 Hz Stimulati-

onsfrequenz. Bei steigender Frequenz (8 und 10 Hz) glichen sich die Werte nahezu an.



54 3 Ergebnisse

>

0,100+

0,075+

0,050+

0,025+

Verklrzungsamplitude [um]

-o--ERBKO, W ——WT, w

T T T T

1 2 4 6 8 10

Frequenz [Hz]

w

0,100+

0,075

0,050+

0,025+

Verklrzungsamplitude [um]

—-+-ERBKO, m —=—WT, m

T T

1 2 4 6 8 10
Frequenz [Hz]

Abbildung 3.15: Verkurzungs-Frequenz-Beziehung der ERBFKO und WT Kardiomyozyten
Sarkomerverkiirzungsamplituden von isolierten Kardiomyozyten weiblicher (A) und
mannlicher (B) ERSKO und WT Mause, Mittelwerte £ SEM von 7-43 Zellen. Die ERpS-
Defizienz (ibte auler bei 10 Hz in weiblichen Tieren keinen Einfluss auf die Sarkomerver-
kiirzung aus, *p<0,05.

Der Mittelwertvergleich der Sarkomerverkirzungsamplituden zwischen weiblichen und

mannlichen WT Kardiomyozyten ergab, dass im niedrigen Frequenzbereich (0,5 Hz-

2 Hz) weibliche Zellen sich signifikant weniger verkirzen als maénnliche Zellen

(Abbildung 3.16). Ab 4 Hz Stimulationsfrequenz sind keine signifikanten Unterschiede

mehr zu erkennen.
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Abbildung 3.16: Verkurzungs-Frequenz-Beziehung weiblicher und mannlicher WT Kardiomyozyten
Sarkomerverkirzungsamplituden von isolierten Kardiomyozyten weiblicher und mann-
licher WT Mause, Mittelwerte + SEM von 11-37 Zellen. Mannliche WT Zellen verkirzten
sich im niedrigen Frequenzbereich signifikant stérker als Zellen von weiblichen WT Mé&u-
sen, *p<0,05.

In mannlichen Méausen bewirkte das Fehlen des ERp keine signifikante Veradnderung der

Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit (Tabelle 7.5 und 7.6). In weiblichen Tie-

ren beeinflusste das Fehlen des ERB nur bei 10 Hz die Verkiirzungsgeschwindigkeiten

(Tabelle 7.8 und Tabelle 7.9) signifikant (p<0,05), die defizienten Zellen relaxierten

(WT: 2,07 + 0,82 pm/s; ERBKO: 3,23 + 1,18 um/s) und verkirzten sich (WT: -3,53 £

1,22 um/s; ERBKO: -5,22 + 1,61 um/s) schneller.

Zwischen 0,5 und 8 Hz iibte dic ERB-Defizienz keinen Einfluss auf die Verkirzungs-

dauer aus weder bei mannlichen noch bei weiblichen Zellen (Tabelle 7.7 und Tabelle

7.10). Bei 10 Hz Stimulationsfrequenz wirkte sich ERB-Defizienz kontrér aus: in mann-

lichen Zellen verlangerte sich die Verkurzungsdauer signifikant (p<0,05), in weiblichen

hingegen lag eine signifikante Verminderung (p<0,05) der Verkiirzungsdauer vor (Ta-

belle 7.7 und Tabelle 7.10).

3.1.3.2 Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause
Nach einer Stimulationspause entwickelten ERB-defiziente und WT Zellen frequenzab-

hangig eine positive oder negative Herztreppe (Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18). Nur
weibliche WT Zellen bildeten bei 6 Hz eine positive Herztreppe, die anderen Zellarten

erst ab 8 Hz Stimulationsfrequenz.
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Abbildung 3.17: Sarkomerverkiirzung weiblicher ERBKO und WT Kardiomyozyten nach Stimulations-

pause

Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkiirzungen weiblicher (w) Wildtyp
(WT) und rechts weiblicher ERBKO Zellen dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkirzun-
gen, daher sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungsspitzenwerte
+ SEM wurde die Funktion 2.1 angepasst. A: WT, n=10, ERBKO, n=10; B: WT, n=10,

ERBKO, n=3; C: WT, n=9, ERBKO, n=6.
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Abbildung 3.18: Sarkomerverkiirzung méinnlicher ERBKO und WT Kardiomyozyten nach Stimulations-
pause
Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkiirzungen mannlicher (m) Wildtyp
(WT) und rechts médnnlicher ERBKO Zellen dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkiirzun-
gen, daher sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungsspitzenwerte
+ SEM wurde die Funktion 2.1 angepasst. A: WT, n=10, ERBKO, n=10; B: WT n=8,
ERBKO, n=7; C: WT, n=6, ERBKO, n=7.
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71 reduzierte sich in allen Gruppen mit zunehmender Frequenz (Abbildung 3.19). Der
Mittelwertvergleich erhob signifikant erhohte 11 Werte bei 0,5 Hz und 10 Hz in weib-
lichen ERB-defizienten Zellen, aber signifikant erniedrigte Werte bei 1, 2, 4, und 8 Hz. In
ménnlichen ERB-defizienten Zellen waren die t; Werte bei 1, 6 und 10 Hz signifikant

erhoht und bei 4 Hz signifikant erniedrigt.
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Abbildung 3.19: Zeitverlaufe der Herztreppen weiblicher und miinnlicher ERBKO und WT
Kardiomyozyten
Die erste(ty) Zeitkonstanten der weiblichen (4) und ménnlichen (B) ERBKO und WT Kar-
diomyozyten verkirzten sich mit zunehmender Frequenz. Die ERS-Defizienz beeinflusste
die erste Zeitkonstante in beiden Geschlechtern. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von
3-10 Zellen, *p<0,05.
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Die t, Werte (8 und 10 Hz) unterschieden sich weder in der Gruppe der ménnlichen noch
in der Gruppe der weiblichen Tiere (Abbildung 3.20). Bei 6 Hz Stimulationsfrequenz
bildeten jedoch nur weibliche WT Zellen eine positive Herztreppe aus.
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Abbildung 3.20: Zeitverliufe der Herztreppen weiblicher und minnlicher ERBKO und WT
Kardiomyozyten
Die zweiten (t,) Zeitkonstanten der weiblichen (4) und mdnnlichen (B) ERBKO und WT
Kardiomyozyten unterschieden sich im Frequenzbereich zwischen 8 und 10 Hz nicht. Eine
positive Herztreppe bei 6 Hz bildeten nur weibliche WT Zellen aus. Dargestellt sind Mit-
telwerte + SEM von 4-10 Zellen.
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3.1.4 Einfluss des Ostrogenrezeptors o auf die Sarkomerverkiirzung

Die Ruhesarkomerlidnge weiblicher und ménnlicher ERaKO und WT Kardiomyozyten
variierte zwischen 1,84 und 1,87 pum (WT, w: 1,84 £ 0,033 um, n = 22; ERaKO, w: 1,84
+ 0,034 pm, n = 32; WT, m: 1,87 = 0,046 pm, n= 51; ERaKO, m: 1,84 + 0,035 um, n =
42). Diese war in ménnlichen WT Herzmuskelzellen signifikant erhéht (p<0,01) in Ver-
gleich zu allen anderen Gruppen.

3.1.4.1 Sarkomerverkiirzung im Gleichgewicht
Weibliche und mannliche Kontroll sowie weibliche ERaKO Zellen zeigten die beschrie-

bene biphasische Verkirzungs-Frequenz-Beziehung mit einer minimalen Verkirzungs-
amplitude bei 2 Hz. Das Verkurzungs-Frequenzverhalten ménnlicher ERaKO Zellen hin-
gegen war monophasisch mit minimalen Sarkomerverkirzungsamplituden bei 0,5 und
1 Hz (Abbildung 3.21). In beiden Geschlechtern konnten ERa vermittelte Anderungen
beobachtet werden. Alle Verkiirzungsamplituden von ERaKO Zellen waren im Vergleich
zu denen der WT Kardiomyozyten vermindert. In den niedrigen Frequenzbereichen lagen
signifikante Unterschiede in beiden Geschlechtern vor, in htheren Frequenzbereichen nur
bei weiblichen Zellen (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung weiblicher und mdénnlicher ERaKO und WT

Kardiomyozyten

Sarkomerverkiirzungsamplituden von isolierten Kardiomyozyten weiblicher (A) und
mannlicher (B) ERaKO und WT Mause, Mittelwert £ SEM von 17-69 Zellen. Die Verkir-
zungsamplituden der ERa-defizienten Zellen waren in beiden Geschlechtern in allen Fre-

guenzbereichen vermindert, *p<0,05, **p<0,01.
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Mittelwertvergleiche der Sarkomerverkiirzungsamplituden zwischen weiblichen und
mannlichen WT Kardiomyozyten ergaben in keinem Frequenzbereich Unterschiede
(Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung weiblicher und méannlicher WT Kardiomyozyten
Sarkomerverkirzungsamplituden von isolierten Kardiomyozyten weiblicher und ménn-
licher WT Mause, Mittelwerte £ SEM von 19-69 Zellen. In keinem Frequenzbereich un-
terschieden sich die Sarkomerverkiirzungsamplituden zwischen den Geschlechtern.
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Die Verkiirzungsgeschwindigkeit verhielt sich frequenzabhangig (Abbildung 3.23). In

beiden Geschlechtern kontrahierten ERaKO Zellen langsamer. Signifikante Unterschiede

wurden in der weiblichen Untersuchungsgruppe bei 8 Hz und in der méannlichen Unter-

suchungsgruppe bei 0,5, 1, 2 und 6 Hz festgestellt.
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Abbildung 3.23: Verkirzungsgeschwindigkeits-Frequenz-Beziehung  weiblicher und  mannlicher

ERaKO und WT Kardiomyozyten

Verkirzungsgeschwindigkeit weiblicher (A) und mannlicher (B) isolierter ERaKO und
WT Kardiomyozyten, Mittelwerte + SEM von 17-69 Zellen. In allen Frequenzbereichen
war die Verkirzungsgeschwindigkeit der ERaKO Zellen reduziert, *p<0,05, ** p<0,01.
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Die untersuchten Kardiomyozyten zeigten in der Relaxationsgeschwindigkeit eine dhn-
liche Frequenzabhéngigkeit wie bei der Verkurzungsgeschwindigkeit (Abbildung 3.24).
Das Ausschalten des ERa reduzierte die Relaxationsgeschwindigkeit in beiden Ge-
schlechtern in allen Frequenzbereichen, aulRer bei 10 Hz Stimulationsfrequenz in mannli-
chen Zellen. Signifikant waren die Unterschiede allerdings nur im niedrigen Frequenzbe-
reich (w: 0,5 und 1 Hz; m: 0,5, 1 und 2 Hz).
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Abbildung 3.24: Relaxationsgeschwindigkeits-Frequenz-Beziehung weiblicher und ménnlicher ERaKO
und WT Kardiomyozyten
Relaxationsgeschwindigkeit weiblicher (A) und mannlicher (B) isolierter ERaKO und WT
Kardiomyozyten, dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 17-69 Zellen. In allen Fre-
quenzbereichen war die Relaxationsgeschwindigkeit der ERaKO Zellen reduziert (Aus-
nahme: m, 10 Hz). *p<0,05, **p<0,01.
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Die Verkurzungsdauer nahm wieder, wie schon beschrieben, mit zunehmender Stimulati-
onsfrequenz ab (Abbildung 3.25). Umso hoher die Stimulationsfrequenz, desto kiirzer
war die Verkirzungsdauer. In den niedrigen Frequenzbereichen (0,5-4 Hz) verlangerte
die Ausschaltung des ERa in beiden Geschlechtern die Verkiirzungsdauer. In weiblichen
Zellen naherten sich die Werte bei 6 Hz und in mé&nnlichen Zellen bei 8 Hz aneinander
an. Signifikante Unterschiede wurden nur fir die ménnlichen Kardiomyozyten bei 0,5, 4
und 6 Hz erhoben.
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Abbildung 3.25: Verkirzungsdauer-Frequenz-Beziehung weiblicher und ménnlicher ERaKO und WT
Kardiomyozyten
Verkirzungsdauer weiblicher (A) und ménnlicher (B) isolierter ERaKO und WT Kardio-
myozyten in Abhangigkeit zur Frequenz, dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM von 17-69
Zellen. Die ERa-Defizienz verlangerte die Verkiirzungsdauer nur im niedrigen Frequenz-
bereich, signifikant nur in mannlichen Zellen. Die Werte assimilieren bei 6 Hz in der
weiblichen und bei 8 Hz in der mannlichen Gruppe. *p<0,05, **p<0,01.
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3.1.4.2 Sarkomerverkiirzung nach Stimulationspause
Sowohl ERaKO als auch WT Zellen beiderlei Geschlechts entwickelten nach einer Sti-

mulationspause frequenzabhangig eine positive oder negative Bodwitch Herztreppe
(Kapitel 3.1.1.2). Die méannlichen Kardiomyozyten und die weiblichen WT Zellen bilde-
ten eine positive Herztreppe bei 6, 8 und 10 Hz, weibliche ERaKO Zellen nur bei 8 und
10 Hz (Abbildung 3.26 und Abbildung 3.27). Die in Abbildung 3.27 sichtbare Verringe-
rung der Ruhesarkomerlédnge bei den ménnlichen ERaKO Zellen im Vergleich zu den
Werten der mannlichen WT Zellen entspricht den in Kapitel 3.1.4 beschriebenen Unter-

schieden.
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Abbildung 3.26: Sarkomerverkiirzung weiblicher ERaKO und WT Zellen nach Stimulationspause
Gemittelte Sarkomerverkirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkirzungen weiblicher (w) WT und
rechts weiblicher ERaKO Zellen dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkiirzungen, daher
sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungsspitzenwerte + SEM
wurde die Funktion 2.1 angepasst. A: WT, n=10, ERaKO, n=10,; B: WT, n=10, ERaKO,

n=10; C: WT, n=10, ERoKO, n=4.
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Abbildung 3.27: Sarkomerverkiirzung mdnnlicher ERaKO und WT Zellen nach Stimulationspause
Gemittelte Sarkomerverkiirzungen nach 30 Sekunden Stimulationspause bei 1 (A), 6 (B)
und 10 Hz (C) Stimulationsfrequenz. Links sind Verkiirzungen méannlicher (m) WT und
rechts ménnlicher ERoKO Zellen dargestellt. Jeder Graph zeigt 20 Verkiirzungen, daher
sind die Zeitachsen unterschiedlich. An die mittleren Verkiirzungsspitzenwerte + SEM
wurde die Funktion 2.1 angepasst. 4: WT, n=10, ERoKO, n=10; B: WT, n=9, ERoKO,
n=10; C: WT, n=10, ERaKO, n=10.
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Die ersten (t1) und zweiten (t2) Zeitkonstanten reduzierten sich mit zunehmender Stimu-
lationsfrequenz in beiden Geschlechtern (Abbildung 3.28 und Abbildung 3.29) z.B. 1;
verkurzte sich in weiblichen WT Zellen von 9,9 s bei 0,5 Hz auf 0,5 s bei 4 Hz und t, von
1,5 s bei 6 Hz auf 0,8 s bei 10 Hz. In weiblichen Kardiomyozyten fuhrte die ERa-Defi-
zienz zu einer signifikanten Verkirzung (p<0,01) der ersten Zeitkonstante bei 6 Hz
Stimulationsfrequenz (WT: 1,5 £ 0,17 s; ERaKO: 0,07 + 0,01 s; MW + SD). Bei dieser
Frequenz entwickelten die ERaKO Zellen keine positive Herztreppe und daher ergab sich
auch keine zweite Zeitkonstante. Bei 8 und 10 Hz unterschieden sich die zweiten Zeit-
konstanten nicht signifikant. In mannlichen Mdausen beeinflusste die ERa-Defizienz die
erste Zeitkonstante kontrér: Bei 1, 2, 4 und 8 Hz lagen verlangerte Untersuchungswerte
vor, bei 0,5, 6 und 10 Hz verkirzte. Die Unterschiede waren signifikant (p<0,01) bei 0,5,
1 und 4 Hz. Fur die zweite Zeitkonstante war ein &hnliches Verhalten zu beobachten: In
ERaKO war diese signifikant (p<0,05) verlangert bei 6 Hz, aber signifikant (p<0,01) ver-
kiirzt bei 8 und 10 Hz Stimulationsfrequenz.
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Abbildung 3.28: Zeitverlaufe der Herztreppen weiblicher und miinnlicher ERaKO und WT Kardio-
myozyten
Die ersten (t1) Zeitkonstanten der weiblichen (A) und mdnnlichen (B) ERoKO und WT
Kardiomyozyten verkiirzten sich mit zunehmender Frequenz. Die ERa-Defizienz beein-
flusste die erste Zeitkonstante in weiblichen Zellen nur bei 6 Hz, in mannlichen Zellen bei
0,5, 1 und 4 Hz. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 4-10 Zellen, **p<0,01.
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Abbildung 3.29: Zeitverlaufe der Herztreppen weiblicher und minnlicher ERaKO und WT Kardio-

myozyten
Die zweiten (t,) Zeitkonstanten der weiblichen (A) Zellen unterschieden sich bei 8 und 10

Hz nicht. Bei 6 Hz bildeten jedoch nur weibliche WT Zellen eine positive Herztreppe. Die
ERa-Defizienz beeinflusset die zweite Zeitkonstante der méannlichen ERaKO und WT

Kardiomyozyten (B) signifikant. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 4-10 Zellen,
*p<0,05.
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3.1.4.3 ,Post Rest“ Verkurzung
Die Auswertung der ,,Post Rest™ Verkiirzung liefert eine Aussage iiber die Fihigkeit des

sarkoplasmatischen Retikulums (SR) Ca?* zu speichern; denn die ,,Post Rest Verkiir-
zung hangt in einem héheren MaRe von der Ca®*-Freisetzung aus dem SR ab als eine
Verkilrzung im ,,Steady State”. Die Messung der ,,Post Rest* Verkiirzung erfolgte nach
30 s Pause in Anschluss an die 1 Hz Stimulation. In der Auswertung berticksichtigt wur-
den nur Zellen, die wahrend der Pausenzeit keine Spontanaktivitat zeigten.

Die ERa-Defizienz reduzierte die Sarkomerverkirzungsamplitude in beiden Geschlech-
tern, wobei das Niveau einer Signifikanz nur bei der mannlichen Gruppe erreicht wurde
(Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30: ,,Post Rest“ Sarkomerverkirzungsamplitude weiblicher und mdinnlicher ERaKO und

WT Kardiomyozyten
Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von 13-30 Zellen. Die ERa-Defizienz reduzierte die

Sarkomerverkirzungsamplitude mannlicher Kardiomyozyten um 17%, *p<0,05.

Ebenso verminderte die ERa-Defizienz die Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindig-
keit der ,,Post Rest* Verkiirzung signifikant in ménnlichen Kardiomyozyten. In der weib-
lichen Untersuchungsgruppe ergab sich beziiglich der Verkirzungs- und Relaxationsge-

schwindigkeit kein Einfluss der ERa-Defizienz (Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31: Sarkomerverkirzungsgeschwindigkeiten der ,,Post Rest* Verkirzung weiblicher und

mannlicher ERaKO und WT Kardiomyozyten
Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von 13-30 Zellen. Mdnnliche ERa defiziente Zellen
kontrahierten und relaxierten langsamer als WT Kardiomyozyten, *p<0,05, **p<0,01.

Die Dauer der ,,Post Rest™ Verkiirzung lag zwischen 0,1 und 0,106 s. Diese wurde durch

die ERa-Defizienz in keinem der Geschlechter signifikant verandert.
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3.2 Einfluss des Ostrogenrezeptors a auf den L-Typ Ca”*-Strom

Zur genaueren Erklarung der in den Verkirzungsmessungen gezeigten Einflusse der
ERa-Defizienz wurden L-Typ Ca®*-Strommessungen an Kardiomyozyten beiderlei Ge-
schlechts und jeweils von beiden Genotypen vorgenommen. Es wurden rechteckférmige
Spannungsklemmen verwendet. Abbildung 3.32 zeigt exemplarisch Membran-
stromregistrierungen einer weiblichen WT Kardiomyozyte ausgeldst durch ein Doppel-
pulsprotokoll mit repolarisierenden Zwischenpuls (Kapitel 2.4.2.2). Die Vorklemme auf
-35 mV ldste den schnellen Na** Strom mit anschlieBender Inaktivierung aus. Die Depo-
larisation wéhrend T1 flhrte zur Aktivierung des lca. Nach Erreichen des Spitzen-
stromwertes inaktiviert der Strom mit einem exponentiellen Zeitverlauf. Maximale Werte
der Spitzenstromamplituden wurden in den untersuchten murinen Kardiomyozyten durch
Spannungssprunge auf 0 mV erreicht. T2 l6ste anschlieRend diejenigen Anteile des lcaL

aus, die wahrend T1 nicht inaktiviert wurden.
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Abbildung 3.32: Originalregistrierung des L-Typ Ca**-Strom wahrend rechteckférmiger Spannungs-

klemmen.

Dargestellt sind original Membranstrome mit den dazugehdrigen Spannungsklemmen.
Das Pulsprotokoll bestand aus einer Vorklemme (-35 mV, 200 ms) einer ersten Test-
klemme (T1) zur Bestimmung der Strom/Spannungsbeziehung und der ,,Steady State *“ Ak-
tivierung (T1 zwischen -40 und 60 mV in 5 mV Abstufungen, 400 ms) und einer zweiten
Testklemme (T2) zur Bestimmung der ,, Steady State Inaktivierung (10 mV, 400 ms). Ein
repolarisierender Zwischenpuls (-40 mV, 2 ms) trennte T1 und T2. In A sind die Memb-
ranstréme bei -40 mV, in B bei 0 mV und in C bei 40 mV gezeigt. Im linken Teil der Ab-
bildung ist der gesamte Zeitverlauf dargestellt, im rechten Teil jeweils nur die ersten 50
ms von T1 und T2. Die Vorklemme l6st den schnellen Na*-Strom aus. T1 filhrt zur
schnellen Aktivierung des lc,, . Mit zunehmender Depolarisation steigt die Spitzenstrom-
amplitude bis zu einem Maximum bei 0 mV. Nach Erreichen eines Spitzenwertes inakti-
viert der lc, mit einem exponentiellen Zeitverlauf. T2 I6ste die wahrend T1 nicht akti-
vierten Stromanteile des lc, aus. Die exemplarisch gezeigten Stromregistrierungen
stammen von einer weiblichen Kontrollzelle mit einer Membrankapazitat von 110 pF und
sind charakteristisch flir die vorliegende Untersuchung.
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3.2.1 Strom-Spannungsbeziehung
Abbildung 3.33 zeigt Originalregistrierungen des lc,. von weiblichen (A) und méannli-

chen (B) Zellen ausgeldst durch eine Spannungsklemme auf 0 mV. Deutlich zu erkennen

ist der starke Anstieg der Spitzenstromamplitude in mannlichen ERaKO Zellen.
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Abbildung 3.33: Originalregistrierung des lc, weiblicher und ménnlicher ERoKO und WT Zellen
Der Iy wurde in weiblichen (A) und ménnlichen (B) ERoKO und WT Kardiomyozyten
durch eine rechteckformige Spannungsklemme von -35 mV auf 0 mV ausgeldst. Zur Ver-
gleichbarkeit wurden die Stromamplituden auf die jeweilige Membrankapazitat normiert
und um den spezifischen Leck-Strom nach oben verschoben.

Die Amplituden des Spitzenstromwertes der untersuchten Kardiomyozyten waren poten-
tialabhéngig (Abbildung 3.34). Ausgehend von -35 mV Klemmspannung stieg der lca .

kontinuierlich an. Bei 0 mV erreichten die Spitzenstrome maximale Werte. Weitere
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Depolarisation verringerte die Spitzenstromamplituden des einwartsgerichteten Ic, . Das
Umkehrpotential lag zwischen 63,9 und 64,7 mV. Fur alle Gruppen ergab sich der fur den
Ca?*-Strom typische U-férmige Verlauf der Strom-Spannungs-Kennlinie (IV-Kennlinie).

Die ERa-Defizienz in mannlichen und weiblichen Zellen beeinflusste weder die Form
noch die Lage der IV-Kennlinie (Abbildung 3.34). Die Spitzenstromamplitude stieg in
mannlichen ERoKO Kardiomyozyten um ca. 29% auf -12,26 pA/pF an. In weiblichen
Tieren hingegen fiihrte die ERa-Defizienz zu keiner Veranderung der Spitzenstromamp-

lituden.
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Abbildung 3.34: Strom-Spannungs-Kennlinie des L-Typ Ca?*-Stromes
Dargestellt sind Mittelwert + SEM (12-21 Zellen) von isolierten weiblichen (A) und
mdnnlichen (B) ERaKO und WT Kardiomyozyten. Die Strom-Spannungskurve zeigt einen
U-férmigen Verlauf. Das Schwellenpotential liegt bei -35 mV. Die Maximalamplitude
wird bei 0 mV erreicht. In mannlichen Kardiomyozyten vergréRert die Ostrogenrezeptor
a-Defizienz den L-Typ Ca®*-Strom, *p<0,05.
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3.2.2 Aktivierungskinetik

Die Aktivierungskurve beschreibt die Spannungsabhingigkeit der ,,Steady State® Akti-
vierung (d.). Das Maximum der ,,Steady State” Aktivierung wurde bei ca. 15 mV er-
reicht. Die Potentialwerte fir die halomaximale Aktivierung (Vi) lagen zwischen -13,3
und -15,2 mV (Steigungsfaktor zwischen 5,0 und 5,9; Tabelle 3.1). In beiden Geschlech-

tern wurden die Aktivierungsparameter nicht signifikant durch die ERa-Defizienz be-

einflusst.
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Abbildung 3.35: Aktivierungskurve des lc,. weiblicher und mdénnlicher ERaKO- und Kontrollzellen
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 12-21 Zellen. Die Aktivierungsparameter d,,
wurden gegen die entsprechenden Testpotentiale aufgetragen. Bei ca. 15 mV wurde der
lca,. maximal aktiviert. Daher erfolgt die Darstellung nur bis 20 mV. Die ERa-Defizienz
ubte keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivierungsparameter aus.
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3.2.3 Inaktivierungskinetik

Die mittels einer Doppelpulsklemme mit repolarisierendem Zwischenpuls (Kapitel
2.4.2.2) ermittelte ,,Steady State* Inaktivierungskurve ist U-formig (Abbildung 3.36). Ab
Testpotentialen von -35 mV (T1) nahm die Inaktivierung des ¢, zu. Die Inaktivierung
war maximal (d.h. f., minimal) bei 10-15 mV. Mit zunehmender Depolarisation redu-
zierte sich die Inaktivierung. Die ERa-Defizienz beeinflusste die Potentiale der halbma-
ximalen Inaktivierung in weiblichen und ménnlichen Zellen unterschiedlich. In Weibchen
reduzierte sich das Potential signifikant (p<0,01) um 1,2 mV wéhrend es sich in Mann-
chen signifikant (p<0,01) um 3,6 mV erhohte (Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.36: Inaktivierungskurve des Ic, weiblicher und méannlicher ERaKO und Kontrollzellen
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von 12-21 Zellen. Die Inaktivierungsparameter (f.)
wurden gegen die entsprechenden Testpotentiale aufgetragen. An die Messwerte wurde
die in Gleichung 2.6 beschriebene Summe zweier Boltzmannfunktionen angepasst. Die
ERa-Defizienz reduzierte in weiblichen Tieren das Potential der halbmaximalen Inakti-
vierung, in mannlichen Tieren hingegen erhohte sie dieses.
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Tabelle 3.1 fasst die Charakteristika der untersuchten L-Typ Ca”*-Stréme von weiblichen

und ménnlichen ERaKO und WT Kardiomyozyten zusammen.

Tabelle 3.1: Charakterisierung des L-Typ Ca®*-Stromes weiblicher und ménnlicher ERoKO und WT
Zellen. Mittelwert + SD.*p< 0,05 im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren.
Gmax= maximale Leitfahigkeit; Vi, = Umkehrpotential; Vi, (d.) = Potential halbmaxi-
maler Aktivierung; Vy; (f.) = Potential halbmaximaler Inaktivierung; k = Steigung der
Aktivierungs- bzw. Inaktivierungskurve

WT ERoKO

® S) Q S)
n 12 11 13 21
Spitzenstrom, pA/pF  -10,2+ 3,0 95+34 -10,0+30 -123+28
Gmax, PS/pPF 157,5+498 1554+585 1559+481 181,3+59,7
View, MV 647+09  641+10 639+10  644+10
Vi (duo), mV -139+52  -152+28 -146+33 -133+6,8
Vi (fo), mV -234+02 -239+03 -246+03 -203+1,2
k (d.) 54+ 4,6 50+ 24 52 +4,6 59+6
k (f.) 57+0,2 59+0,2 5,6 +0,2 54+0,2"
Zellkapazitat 1343+ 18,2 164,7+27,3 1432354 1329273
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3.3 Einfluss des Ostrogenrezeptors o auf das Aktionspotential

Die Aktionspotentialmessungen erfolgten im Ganzellmodus der Patch-clamp-Technik
unter physiologischen Bedingungen. Das Ruhemembranpotential der untersuchten Zellen
lag zu Beginn der Messung durchschnittlich zwischen -71 und -75 mV (Tabelle 7.11).
Diese Werte unterschieden sich weder zwischen den Genotypen noch zwischen den Ge-
schlechtern. Ein kurzer depolarisierender Reizstrom Ioste das Aktionspotential (AP) aus.
In kiirzester Zeit depolarisierten die Zellen im Mittel auf Werte zwischen 44 und 64 mV
(Tabelle 7.12).

Darauf folgte die fur murine Ventrikelmyozyten typische direkte Repolarisation ohne
lange Plateauphase. Abbildung 3.37 zeigt charakteristische weibliche ERaKO und WT
APs. Die gemessenen weiblichen und auch mannlichen Zellen variierten stark in ihrer

Repolarisationsdauer.
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Abbildung 3.37: Aktionspotentialformen weiblicher WT und ERaKO Zellen
Aktionspotentialmessungen erfolgten im Ganzellmodus der Patch-Clamp-Technik bei
36° C. Ein rechteckformiger Strompuls I6ste die APs aus. Dargestellt sind weibliche WT
(A) und ERaKO (B) APs verschiedener Zellen bei 0,5 Hz Stimulationsfrequenz. In den
untersuchten Zellen variierte die gemessene Repolarisationsdauer stark.

Abbildung 3.38 vergleicht die Dauer des Aktionspotentials bis zur 50%igen Repolarisa-

tion (APDsp). In weiblichen Ventrikelmyozyten fiihrte die ERa-Defizienz zu einer gerin-
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gen Verkirzung der APDs in allen Frequenzbereichen auller bei 8 Hz Stimulations-
frequenz. In minnlichen Zellen bewirkte die ERa-Defizienz eine Verlangerung der
APDsq in den meisten Frequenzen, auBer bei 2 und 10 Hz. Die beobachteten VVeranderun-
gen durch die ERa-Defizienz waren in beiden Geschlechtern im Mittelwertvergleich
nicht signifikant. Der Mittelwertvergleich der weiblichen und mannlichen WT Werte
ergab jedoch eine signifikant verkurzte APDsg bei 4 und 8 Hz Stimulationsfrequenz in

mannlichen WT Mausen. Das Fehlen des ERa hob diesen signifikanten Unterschied auf.
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Abbildung 3.38: ADPs, von weiblichen und ménnlichen ERaKO und WT Kardiomyozyten

APDsq von weiblichen (A) und mdnnlichen (B) ERaKO und WT Kardiomyozyten in Ab-
hé&ngigkeit von der Frequenz, Mittelwert £ SEM von 2-16 Zellen. In die Auswertung ein-
bezogen wurden nur Zellen, die mindestens bis 4 Hz Stimulationsfrequenz messbar waren.
Weibliche ERoKO Kardiomyozyten zeigten in nahezu allen Frequenzbereichen eine ver-
kirzte APDsq. In mdnnlichen Zellen verldngerte die ERa-Defizienz die APDs, auRer bei 2
und 10 Hz Stimulationsfrequenz. In beiden Geschlechtern konnten keine signifikanten
Veranderungen festgestellt werden.
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Die Dauer des APs bis zur 90%igen Repolarisation (APDgp) war in beiden Geschlechtern
in fast allen Frequenzbereichen durch die ERa-Defizienz verkirzt (Abbildung 3.39). Eine
signifikante verminderte Repolarisationsdauer konnte jedoch nur fir mannliche Kardio-
myozyten bei 2 Hz Stimulationsfrequenz (WT: 41,2 £ 10,9 ms, n = 7 vs. ERaKO: 27,9 +

7,8 ms, n = 9) nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.39: APDgy von weiblichen und méinnlichen ERoKO und WT Kardiomyozyten
APDgy von weiblichen (A) und mdnnlichen (B) ERaKO und WT Kardiomyozyten in Ab-
héngigkeit von der Frequenz, Mittelwert £ SEM von 2-16 Zellen. In die Auswertung ein-
bezogen wurden nur Zellen, die mindestens bis 4 Hz Stimulationsfrequenz messbar waren.
ERaKO Kardiomyozyten beider Geschlechter zeigten in nahezu allen Frequenzbereichen
eine verkiirzte APDqo. Ein signifikanter Unterschied liegt jedoch nur in ménnlichen Zellen
bei 2 Hz Stimulationsfrequenz vor, *p< 0,05.
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Die Untersuchung der Aktionspotentiale unterschiedlicher Frequenzen deckte ein fre-

quenzabhdngiges Verhalten der APDg, auf. In Abbildung 3.40 sind Aktionspotentiale

einer weiblichen Ventrikelmyozyte gemessen bei 1, 4 und 10 Hz Stimulationsfrequenz

dargestellt. Mit steigender Frequenz verlangerte sich in dieser Zelle die dritte Phase der

Repolarisation. Die anderen Phasen des APs waren nicht wesentlich verandert.
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Abbildung 3.40: Frequenzabhéngige Repolarisationsdauer des Aktionspotentials eines murinen Kardio-

myozytes

Exemplarisch dargestellt sind die Aktionspotentiale einer weiblichen WT Kardiomyozyte
bei 1, 4 und 10 Hz Stimulationsfrequenz. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
Ruhepotentiale auf 0 mV und der Spitzenwert auf 0 ms normiert. Mit zunehmender Fre-
quenz verlangerte sich die APDg, (1 Hz: 25,3 ms; 4 Hz: 31,23 ms; 10 Hz: 35,76 ms).
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Die frequenzabhangige Untersuchung der APDgy weiblicher WT Zellen (Abbildung 3.41)
ergab eine signifikante Zunahme der APDgy bei 8 (36,8 £ 6,2 ms, n=4) und 10 Hz (42,5 +
10,1 ms, n=6) Stimulationsfrequenz im Vergleich zur APDg bei 0,5 Hz Stimulations-
frequenz. Das Ruhemembranpotential, das Potential des Spitzenwertes und die APDsg

(Tabelle 7.13) zeigten keine frequenzabhéngigen Verénderungen.
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Abbildung 3.41: Frequenzabhéngige Zunahme der APDg in murinen Kardiomyozyten
Dargestellt sind Mittelwert + SEM der APDg, von weiblichen WT Kardiomyozyten. Einbe-
zogen wurden nur Zellen, die auch bei 10 Hz Stimulationsfrequenz messbar waren (n = 4-
6 Zellen). *p<0,05 im Vergleich zum MW bei 0,5 Hz.

Zur Untersuchung des frequenzabhangigen Verhaltens der APDgy wurden nur Zellen
verwendet, die auch bei 10 Hz Stimulationsfrequenz messbar waren. Aufgrund dieses
Kriteriums waren zu wenige Messdaten von mannlichen WT Zellen vorhanden, um die-

sen Parameter auch flr diese Untersuchungsgruppe zu analysieren.
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3.4 Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und p auf die Expression links-
ventrikularer Proteine

3.4.1  Expression der calciumregulatorischen Proteine sarkoplasmatische Ca?*-
ATPase 2a und Phospholamban in méannlichen ERp-defizienten und WT
Mausen

Weder die Expression der sarkoplasmatischen Ca**-ATPase 2a (SERCA 2a, Abbildung
3.42) noch die des Phospholambans (PLB, Abbildung 3.43) wurden in mannlichen Tieren
durch die ERB-Defizienz beeinflusst.
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Abbildung 3.42: SERCA 2a Expression in Herzen von ménnlichen WT und ERf-defizienten Mausen
A zeigt den SERCA 2a-Westernblot. Es wurden Proteinlysate aus vier Tieren analysiert.
Die Bande bei 115 kDa entspricht SERCA 2a. In B sind die Mittelwerte + SEM der den-
sitometrischen Auswertung dargestellt.



3.4 Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und B auf die Expression linksventrikuldrer Proteine 87

A
ERBKO WT
B 2 3 4 ' 5 6 7 8 [kDa]
— 37
‘s =*EE =TT .
— 25
— 20
B
X
— 100+
(@)
X
Q
&
<
2 501
7]
C
(]
c
0

ERBKO WT

Abbildung 3.43: PLB Expression in Herzen von mdénnlichen WT und ERp-defizienten M&usen
A zeigt den PLB-Westernblot. Es wurden Proteinlysate aus vier Tieren analysiert. Die
Bande bei 28 kDa entspricht PLB. In B sind die Mittelwerte £ SEM der densitometrischen
Auswertung dargestelt.
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3.4.2 Einfluss des Ostrogenrezeptor a auf die K'-Kanal 4.3 (Kv 4.3) Expression

Die Expression des Kv 4.3 wurde in weiblichen Tieren kaum durch die ERa-Defizienz
beeinflusst (Abbildung 3.44). In méinnlichen Tieren hingegen fiihrte das Fehlen des ERa
zu einer Hochregulation der Kv 4.3 Kanalexpression um das 1,4-fache (Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44: Kv4.3 Expression in der cytoplasmatischen Fraktion von weiblichen und ménnlichen
ERaKO und WT Kardiomyozyten
A zeigt den Kv 4.3-Westernblot. Die Bande bei 65 kDa entspricht Kv 4.3. In den Anséatzen
wurden jeweils Zellen aus vier Tieren zusammengefasst. In B ist die densitometrischen
Auswertung dargestellt.
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3.4.3 Einfluss des Ostrogenrezeptor a auf die K'-Kanal 1.5 (Kv 1.5) Expression
Auch die Kv 1.5 Kanalexpression verdnderte sich nicht durch das Fehlen des ERa in

weiblichen Tieren (Abbildung 3.45). In ménnlichen ERa-defizienten Tieren hingegen
konnte eine Herunterregulation der Kv 1.5 Kanalexpression um das 3,7-fache festgestellt
werden (Abbildung 3.45).
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Abbildung 3.45: Kv1.5 Expression in der cytoplasmatischen Fraktion von weiblichen und ménnlichen
ERaKO und WT Kardiomyozyten
A zeigt den Kv 1.5-Westernblot. Die Bande bei 66 kDa entspricht Kv 1.5. In den Ansatzen
wurden jeweils Zellen aus vier Tieren zusammengefasst. In B ist die densitometrischen
Auswertung dargestellt.
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3.5 Morphologische Parameter

Die auf ihre morphologischen Parameter untersuchten Tiere waren ca. 190 Tage alt. In
weiblichen Tieren resultierte die ERa-Defizienz in einer signifikanten Zunahme des Kor-
pergewichtes (KG) um 30% und einer signifikanten Zunahme des linksventrikuldren
(LV) und rechtsventrikularen Herzgewichts (RVG, Tabelle 3.2). Im Gegensatz dazu
waren mdnnliche ERoKO Mause geringfiigig aber nicht signifikant leichter als die dazu-
gehorigen Kontrollen. Das LVG der mannlichen ERaKO war signifikant, das RVG nur
leicht verringert (Tabelle 3.2). Insgesamt haben sich die Herzgewichte beider Geschlech-
ter durch die ERa-Defizienz aneinander angeglichen.

Der Vergleich des LVG/KG zwischen weiblichen ERaKO und WT Mausen (Tabelle 3.2)
ergab aufgrund des erhohten KGs der weiblichen ERaKOs eine signifikante Abnahme
dieses Parameters. Das Verhiltnis LVG/TL war jedoch in weiblichen ERaKO Tieren
signifikant erhdht. In ménnlichen Tieren fiihrte die ERa-Defizienz zu keiner signifikanten

Veranderung dieser Parameter (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Mittelwert = Standardabweichungen von Alter, Korpergewicht, Tibialdnge und Herzgewichte
weiblicher und mdnnlicher ERoKO und WT Mdusen, *p<0,05 und **p<0,01 im Vergleich
zum jeweiligen Kontrolltier, *p<0,05 und #p<0,01 im Vergleich zur Maus des gleichen Ge-
notyps.

WT ERaKO

? d ? 3
Anzahl 21 14 16 10
Alter, Tage 190,1+26,9 1899+6,5  180,1+443 199,9+31,6
Korpergewicht (KG),  23,8+3,9 286+23" 309+57 263+31"
g
Tibialange (TL), mm 17,8+ 1.1 18,0+ 0,7 17,9+ 0,7 17,3+0,4
Linksventrikulares 68,5 + 8,6 93,0+7,1"  80,0+14,8" 818+137
Gewicht (LVG), mg
Rechtsventrikulares 18,6 + 2,7 243+35" 2245+457  211+47

Gewicht (RVG), mg

Herzgewicht (HG), 87,1+10,3 117,2+84" 102,5+184" 102,8+16,5

mg

LVG/KG, mg/g 2,9+0,4 3,3+0,3" 2,6+0,3" 3,1+0,3"
LVG/TL, mg/mm 39+0,5 5,2+ 0,4% 45+0,7" 47+0,8
HG/TL, mg/mm 49+0,6 6,5+ 0,5 57+0,9" 59+0,9
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3.6 Elektrokardiogramm

Die Herzfrequenz (Hf) der im EKG untersuchten M&use variierte im Bereich von 460 bis

490 Schlagen/min (Tabelle 3.3). Die Hf der narkotisierten Tiere unterschieden sich nicht

signifikant voneinander. In Abbildung 3.46 sind reprasentative Maus-EKGs weiblicher

Tiere dargestellt. Die Maus-EKGs maéannlicher Tiere entsprechen in ihrer Auspragungs-

formen weitestgehend denen der weiblichen Aufzeichnungen und sind daher nicht ge-

zeigt. Ein typisches Merkmal von Maus-EKGs ist der direkte Ubergang von S-Zacke in
die T-Welle. Die in humanen EKGs ausgebildete ST-Strecke fehlt.
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Abbildung 3.46: Charakteristische EKG Aufzeichnungen von weiblichen ERaKO und WT Miiusen

A zeigt 50 Uber die R-Zacke gemittelte EKGs weiblicher WT M&use und B weiblicher
ERoKO Tiere. Im linken Teilbild ist jeweils ein unipolarer Verlauf und im rechten Teil-
bild ein bipolarer Verlauf der T-Welle dargestellt. Die Hf der untersuchten Tiere waren
in A links 480 und rechts 484 Schlage/min, in B links 571 und rechts 451 Schlage/min. In
Maus-EKGs schliefit sich die T-Welle direkt an die S-Zacke an. Méannliche EKG Auf-
zeichnungen entsprechen denen weiblicher Tiere.
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In beiden Geschlechtern wurde weder die PR Dauer noch der QRS-Komplex durch die
ERa-Defizienz beeinflusst (Tabelle 3.3). In weiblichen Tieren bewirkte die ERa-Defi-
zienz ein signifikant verkirztes QT-Intervall. Die QT-Dauer unterschied sich in den
mannlichen Untersuchungsgruppen kaum voneinander (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3:  EKG Parameter weiblicher und mdnnlicher WT und ERaKO Mduse. Dargestellt sind Mittel-
wert + SD;*p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe; *p<0,05 im Vergleich zum gleichen
Genotyp.

WT ER0KO
% 3 ? 3

Anzahl 19 23 13 18

Hf, Schlage/min 4755+ 60,7 4945 +80,6 4870 £62,6 460,7 +92,1

PR, ms 40,2+ 3,2 37,8 +4,1 384 +19 39,7 +372
QT, ms 575+16,0 47,1 +10,4" 47,0 +10,00 49,0 +17,1
QT. ms 505+ 12,0 426 +99° 422 +87 422 +130

QRS, ms 105+ 1,4 10,6 +1,1 10,0 +11 10,7 +1,6
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Auch das frequenzkorrigierte QT-Intervall (QT) war in weiblichen ERaKO Tieren ver-

kirzt. In méannlichen Tieren beeinflusste die ERoa-Defizienz das QTc-Intervall nicht

(Abbildung 3.47). Ein Vergleich der Mittelwerte der WTs ergab ein signifikant verlanger-
tes QT- und QTc-Intervall in den weiblichen Mdusen (Abbildung 3.47 und Tabelle 3.3).
Die ERa-Defizienz reduzierte die QT- und QT.-Dauer auf die Werte mannlicher Tiere.

601

QTc [ms]

20

*

. |

WT ERaKO WT ERaKO

Abbildung 3.47:

méannlich weiblich

Frequenzkorrigiertes QT-Intervall (QT von weiblichen und ménnlichen ERaKO und
WT Mausen

Dargestellt sind Mittelwert + SEM von 13-23 Tieren. Das QT-Intervall wurde nach
MITCHELL et al. (1998) frequenzkorrigiert. Das Fehlen des ERa reduzierte das QT in
weiblichen M&usen.*p<0,05 im Vergleich zum WT; *p<0,05 im Vergleich zum gleichen
Genotyp.
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3.7 Hamodynamik

3.7.1 Peripherer Blutdruck
Die ERa-Defizienz wirkte sich geschlechtsabhéngig auf den systolischen arteriellen

Blutdruck (SBP) aus (Abbildung 3.48). Der Mittelwertvergleich der ménnlichen und
weiblichen WT Werte ergab einen signifikant hdheren SBP in mannlichen als in weibli-
chen WT Maéusen. In ménnlichen Tieren reduzierte das Fehlen des ERa den SBP signifi-
kant, in weiblichen nur geringfiigig. Der ERoKO verminderte den SBP in ménnlichen

Mausen auf das Niveau weiblicher Tiere.
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Abbildung 3.48: Systolischer arterieller Blutdruck weiblicher und minnlicher ERoKO und WT Mdiuse
Die Messung des systolischen arteriellen Blutdrucks (SBP) erfolgte in der A. carotis
communis dextra mithilfe eines Millar Katheters. Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von
14-25 Tieren. Das Fehlen des ERo reduzierte in mdnnlichen Mdusen den SBP. **p<0,01
im Vergleich zum WT; *p<0,01 im Vergleich zum gleichen Genotyp; **p<0,01 WT, m im
Vergleich zu ERaKO, w.
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Die Untersuchung des arteriellen diastolischen Blutdruckes (DBP, Abbildung 3.49) zeigte
dem SBP &dhnliche Verhaltnisse auf. Mannliche WT Mause entwickelten einen signifikant
hoheren DBP als weibliche WT Tiere. Der DBP war in midnnlichen ERaKO signifikant
reduziert, in weiblichen nur geringfligig. Die ERa-Defizienz senkte den DBP in mann-

lichen WTs auf die Werte weiblicher WT Mause.
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Abbildung 3.49: Diastolischer arterieller Blutdruck weiblicher und minnlicher ERaKO und WT Miiuse
Die Messung des diastolischen arteriellen Blutdrucks (DBP) erfolgte in der A. carotis
communis dextra mithilfe eines Millar Katheters. Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von
14-25 Tieren. Das Fehlen des ERo. reduzierte in mdnnlichen Mdusen den DBP. **p<0,01
im Vergleich zum WT; *p<0,01 im Vergleich zum gleichen Genotyp; **p<0,01 WT, m im

Vergleich zu ERaKO, w.
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Der in minnlichen WT und ERaKO Maéusen gemessene mittlere arterielle Blutdruck
(MABP) war signifikant hoher als in weiblichen Tieren gleichen Genotyps. In mann-
lichen ERaKO Méusen war der MABP gegeniiber den ménnlichen Kontrollen signifikant
erniedrigt (Abbildung 3.50). In weiblichen ERaKO konnte nur eine nicht signifikante
MABP Verminderung festgestellt werden.
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Abbildung 3.50: Mittlerer arterieller Blutdruck weiblicher und mdénnlicher ERaKO und WT Miiuse
Dargestellt sind Mittelwert + SEM von 14-25 Tieren. Das Fehlen des ERo. reduzierte in
méannlichen Mausen den MABP. **p<0,01 im Vergleich zum WT; *p<0,05 und *p<0,01
im Vergleich zum gleichen Genotyp; **p<0,01 WT, m im Vergleich zu ERaKO, w.
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3.7.2 Herzfrequenz und linksventrikularer Druck
Die Herzfrequenz der narkotisierten Tiere lag zwischen 507 und 558 Schlagen pro

Minute (WT, w: 515 + 56; ERoKO, w: 507 + 53; WT, m: 558 + 58; ERoKO, m: 550 +
46). Zwischen den Untersuchungsgruppen konnten keine signifikanten Verdnderungen
beobachtet werden. Die Unterschiede zu den in Kapitel 3.6 gemessenen Herzfrequenzen

resultieren vermutlich aus unterschiedlichen Narkosetiefen.

Mannliche WT Maduse hatten einen signifikant hoheren linksventrikuldren systolischen
Druck (LVSP) als weibliche Kontroll-Mé&use (Abbildung 3.51). In mannlichen ERaKO
Mausen war der LVSP im Vergleich zu den mannlichen Kontrollen signifikant verringert.
Der Mittelwertvergleich weiblicher LVSP ergab keine signifikanten VVerédnderungen.
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Abbildung 3.51: Linksventrikulirer systolischer Druck weiblicher und minnlicher ERoKO und WT
Méusen
Dargestellt sind Mittelwert + SEM von 8-18 Tieren. Das Fehlen des ERa. fiihrt in mdnnli-
chen Mausen zu einer Senkung des linksventrikularen systolischen Drucks (LVSP).
*p<0,05 im Vergleich zum WT; "p<0,05 und *p<0,01 im Vergleich zum gleichen Geno-
typ; ++p<0, 01 WT, m im Vergleich zu ERoKO, w.
Der linksventrikulare diastolische Druck (LVDP) unterschied sich nicht signifikant in
weiblichen und mannlichen WT Tieren (WT, w: 0,1 £ 2,5 mmHg vs. WT, m: -15+4,4
mmHg). Auch die ERa-Defizienz beeinflusste nicht den LVDP (ERaKO, w: -1,8 + 2,2
mmHg vs. WT, w: 0,1 + 2,5 mmHg ERaKO, m: -4,4 + 3,5 mmHg vs. WT, m: -15+ 44

mmHg) in beiden Geschlechtern.
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3.7.2.1 Maximale linksventrikuldre Druckanstiegs- und Druckabfallsgeschwindigkeit
Sowohl die linksventrikuldre maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dP/dtmax) als

auch die linksventrikuldare maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (LV dP/dtyin) war in
ERa-defizienten Tieren beider Geschlechter verringert (Abbildung 3.52). Die
Geschwindigkeitsabfalle waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.52: Maximale linksventrikuldre Druckanstiegs- und Druckabfallsgeschwindigkeit weibli-
cher und méinnlicher ERaKO und WT Miiuse
Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von 8-18 Tieren. Das Fehlen des ERa. fiihrt in beiden
Geschlechtern zu einer nicht signifikanten Erniedrigung der linksventrikularen maxima-
len Druckanstiegsgeschwindigkeit (LV dP/dtya, A) und linksventrikularen maximalen
Druckabfallsgeschwindigkeit (LV dP/dty,, B).
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3.7.3 Herzfrequenz und linksventrikularer Druck bei Dobutamin-Stimulation

Die Dobutamin-Stimulation tibte keine unterschiedlichen Einflusse auf die Herzfrequenz
der ERoKO und WT Maéuse aus (Abbildung 3.53). Die signifikante Zunahme der Herz-
frequenz (p<0,001) beider Genotypen war auf die ansteigende Dobutamin-Konzentration

zurtickzufiihren.
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Abbildung 3.53: Herzfrequenz weiblicher ERaKO und WT Miiuse unter Dobutamin-Stimulation
Dargestellt sind Mittelwert + SEM von 7 ERaKO und 11 Kontrolltieren. Die Applikation
von Dobutamin in ansteigender Konzentration fiihrte zu einem Herzfrequenzanstieg

unabhéangig vom Genotyp der Maus.
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Die Dobutamin-Stimulation bewirkte in der Zweiwege Anova eine signifikante Veran-
derung des linksventrikularen systolischen Druckes (p<0,001, Abbildung 3.54), die sich
in einer Einzelanalyse nach Bonferoni auf einen Anstieg im LVSP nach Applikation von

4, 8 und 10 ng/g/min Dobutamin in den weiblichen ERaKO Maiusen im Vergleich zu den

Kontrolltieren zuriickfiihren lieR.
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Abbildung 3.54: Linksventrikulérer systolischer Druck weiblicher ERaKO und WT Miiuse unter

Dobutamin-Stimulation
Dargestellt sind Mittelwert £ SEM von 7 ERaKO und 11 Kontrolitieren. Die Dobutamin-

Applikation von 4, 8 und 10 ng/g/min fuhrte zu einem signifikant héheren linksventrikula-
ren Druckanstieg in ERaKO Tieren, **p<0,001, *p<0,05.
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3.7.3.1 Maximale Druckanstiegs- und Druckabfallsgeschwindigkeit bei Dobutamin-
Stimulation

Die LVdp/dtmax und LVdp/dtynin (Abbildung 3.55) verénderte sich in der Zweiwege
Anova ebenfalls signifikant (p<0,001) wahrend der Intervention. Die Einzelanalyse nach
Bonferoni ergab bei der Applikation von 33 und 40 ng/g/min Dobutamin eine signifikant
verringerte LVdp/dtmax und LVdp/dtmin in den ERaKO Tieren im Vergleich zu den WT

Mausen.
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4 Diskussion

4.1 Myozytare Kontraktilitat isolierter muriner Kardiomyozyten

Im Rahmen dieser Studie wurde die kardiale Kontraktilitdt muriner Kardiomyozyten als
Sarkomerverkirzung gemessen. Die Sarkomerverkiirzungsmessung ist gegentber der
Zellverkiirzungsmessung zu bevorzugen, da diese von der Zellgréfie unabhangig ist.
Diese Methode erlaubt einen direkten Vergleich zwischen einzelnen Zellen (MUKHERJEE
etal., 1993).

Die unbelastete Verkirzung isolierter Kardiomyozyten wird haufig als Mal fir die kar-
diale Kontraktilitdt gemessen (DELBRIDGE & R0o0s, 1997). Die grundlegenden kontrakti-
len Parameter wie Verkirzungs-Frequenzverhalten und ,,Post Rest® Verhalten dieser
Messungen sind mit den Ergebnissen von Kraftaufnahmen von kardialen Muskelstreifen
vergleichbar, z.B. waren Verénderungen der Verkirzungs-Frequenz-Beziehung isolierter
Kardiomyozyten vergleichbar den Veranderungen der Kraft-Frequenz-Beziehung in kar-
dialen Muskelstreifen (BRIXIUs et al., 2001).

Grundvoraussetzung fur optische Sarkomerverkirzungsmessungen sind Kardiomyozyten
hoher Qualitat. Die verwendeten Kardiomyozyten zeigten eine ausgepragte Querstrei-
fung. Unter physiologischen Bedingungen (36°C, 1,8 mM Ca®") lagen die Ruhesarko-
merlangen zwischen 1,81 und 1,89 um. Die Messbarkeit der Zellen bis einschlielich
10 Hz Stimulationsfrequenz zeigt, dass das eingesetzte Isolationsverfahren die fir die

Kontraktion und Relaxation benétigten strukturellen Komponenten kaum beeintrachtigte.

Vergleichbare Ergebnisse erzielten nur Lim et al. (2000). Die von dieser Arbeitsgruppe
gemessenen Ruhesarkomerlangen von 1,72 um waren im Vergleich zu Werten in der
vorliegenden Studie um 5-10 % vermindert. Stimulationsfrequenzen bis 9 Hz sprechen

jedoch fir die Qualitat der von Lim et al. verwendeten Zellen.

Die aulRergewohnliche Qualitat der in dieser Studie eingesetzten Ventrikelmyozyten er-
mdglichte in vitro Untersuchungen im Frequenzbereich der Ruheherzfrequenz der Maus.
Die physiologische Ruheherzfrequenz der Maus liegt bei 550 bis 600 Schldgen pro

Minute. Dies entspricht einer Stimulationsfrequenz von 9 bis 10 Hz. Eine hohere Kont-
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raktionsrate konnten nicht erreicht werden, ohne dass die Zellen mit ihrer Refraktéar-

periode interferierten.

4.1.1 Die Frequenzabhangigkeit der Kontraktilitaét muriner Kardiomyozyten

4.1.1.1 Zum Einfluss der Frequenz auf die Ausbildung des Treppenphdnomens nach
einer Stimulationspause

Nach einer Stimulationspause ist bei Kardiomyozyten die Ausbildung einer Herztreppe
(sog. Treppenphédnomen) bis zum Erreichen eines neuen Gleichgewichtszustandes der
Kontraktion zu beobachten. Der Verlauf der Herztreppe ist u.a. speziesabhéngig. Herz-
muskelstreifen vom Frosch (NIEDERGERKE, 1956), Herzmuskeltrabekel vom gesunden
Menschenherz (PIESKE et al., 1999) und Kaninchenherz (MAIER et al., 2000) bilden eine
positive Herztreppe aus, d.h. die Kontraktionsamplitude nimmt von Schlag zu Schlag zu
bis ein frequenzabhangiges Gleichgewicht erreicht wird. Experimente an Ratten liefern
unterschiedliche Ergebnisse. BERs (2001) beschreibt negative Herztreppen, wéahrend
BoRzAK et al. (1991) im niedrigeren Frequenzbereich die Entwicklung einer negativen

Herztreppe und im hdheren Frequenzbereich die einer positiven Herztreppe zeigt.

Die vorliegende Studie entdeckte bei murinen Kardiomyozyten unter physiologischen
Bedingungen ebenfalls frequenzabhéngige Unterschiede in der Ausbildung der Herz-
treppe nach einer Stimulationspause (Abbildung 3.6). Bis 4 Hz Stimulationsfrequenz fallt
die Verkurzungsamplitude bis zum Erreichen eines neuen Gleichgewichtszustandes in
Form einer negativen Herztreppe kontinuierlich ab. In héheren Frequenzbereichen (6-10
Hz) erhoht sich die Verkiirzungsamplitude in Form einer positiven Herztreppe bis zum
Einstellen eines neuen Gleichgewichtszustandes (Abbildung 3.6). Die initiale Verkirzung
nach einer Stimulationspause, die ,,Post Rest* Verkiirzung, besitzt in allen Frequenzbe-

reichen die gréRte Amplitude.

Die frequenzabhangige Anderung des Treppenphanomens stellt somit eine Besonderheit

von Maus und Ratte dar.

4.1.1.2 Die Kraft-Frequenz-Beziehung im Gleichgewichtszustand bei murinen
Kardiomyozyten

Die Kraft-Frequenz-Beziehung ist ein wichtiger intrinsischer Regulationsmechanismus

der kardialen Kontraktilitat. Es ermdglicht dem Herzen in Kombination mit dem Frank-
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Starling-Mechanismus, seine Pumpleistung an verénderte physiologische Bedingungen
des Korpers anzupassen.

In den meisten Sdugetieren wie z.B. in Kaninchen (ENDOH, 2004), Katzen (VILA PETROFF
et al.,, 2003), Meerschweinchen (KurATOMI et al., 2003) und Menschen (PIESKE et al.
1999) ist eine positive Kraft-Frequenz-Beziehung im Gleichgewichtszustand zu beo-
bachten. Der Anstieg der Reizfrequenz wirkt am Herzen positiv inotrop. Die Auspragung
der Kraft-Frequenz-Beziehung bei Mausen und Ratten ist unterschiedlich. BERs (2000)
und MAIER et al. (2000) beschreiben eine negative Kraft-Frequenz-Beziehung, wahrend
andere Autoren von einer positiven (GAO et al., 1998; LAYLAND & KENTISH, 1999;
ANTOONS et al. 2002) oder biphasischen Kraft-Frequenz-Beziehung (BoRzAK et al.,
1991; ITO et al., 2000; Lim et al., 2000; ReEDEL et al., 2002; STUYVERS et al. 2002) be-

richten.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen bei adulten murinen Kardiomyozyten unter physiolo-
gischen Bedingungen eine biphasische Kraft-Frequenz-Beziehung erkennen (Abbildung
3.2). Im niedrigen Frequenzbereich (0,5-2 Hz) verminderte sich die Verkirzungsamp-
litude des Gleichgewichtszustandes bis zu einem Minimum bei 2 Hz. ENDOH (2004) be-
zeichnet dies als die ,.erste Phase® negative Kraft-Frequenz-Beziehung. Mit steigender
Stimulationsfrequenz (>2 Hz) erhdhten sich die Werte der Verkirzungsamplitude des
Gleichgewichtszustandes. Murine Kardiomyozyten entwickeln also in héheren Frequenz-
bereichen die in groReren Sdugetieren beobachtete positive Kraft-Frequenz-Beziehung.
Ab 8 Hz Stimulationsfrequenz reduzierte sich die Sarkomerverkiirzungsamplitude gering-
fiigig wieder. Diese Verminderung wird als die ,,zweite Phase‘ negative Kraft-Frequenz-
Beziehung bezeichnet (ENDOH, 2004). Murine Kardiomyozyten prégen also eine biphasi-

sche Verkirzungs-Frequenz-Beziehung aus.

Untersuchungen an Mausen und Ratten bestétigen weitestgehend die erhaltenen Ergeb-
nisse (BORzAK et al., 1991; ITo et al., 2000; Lim et al., 2000; STUYVERS et al., 2002).
Herzmuskeltrabekel von Mausen entwickeln im Frequenzbereich zwischen 0,1 und 4,6
Hz eine biphasische Kraft-Frequenz-Beziehung mit einem Minimum bei 0,7 Hz (25°C)
bzw. 1 Hz (37°C) (STUYVERS et al., 2002). Zellverkirzungsmessungen an isolierten
Kardiomyozyten von ITO et al. (2000) sowie LIM et al. (2000) verifizieren die biphasische

Kraft-Frequenz-Beziehung muriner Kardiomyozyten, jedoch auch mit einem Minimum
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bei 1 Hz Stimulationsfrequenz. Die Verschiebungen der Kraft-Frequenz-Beziehung in
niedrigere Frequenzbereiche sind auf unterschiedliche Versuchstemperaturen und

Calciumkonzentrationen zuriickzufihren.

Lim et al. (2000) weisen an isolierten ventrikuldaren Myozyten der Maus eine Abhangig-
keit der Verkurzungs-Frequenz-Beziehung von der Temperatur nach. Bei 37°C Untersu-
chungstemperatur trat im Frequenzbereich zwischen 0,2 und 9 Hz eine biphasische Kraft-
Frequenz-Beziehung mit einem Minimum bei 2 Hz auf. Bei Raumtemperatur verschob
sich das Minimum in niedrigere Frequenzbereiche (1 Hz). Nach einem kurzen Anstieg
der Zellverkirzungsamplitude (2 Hz), war mit steigender Frequenz nur eine negative
Kraft-Frequenz-Beziehung zu beobachten. Neben der Verschiebung des Minimums der
Kraft-Frequenz-Beziehung limitieren nicht-physiologische Temperaturen (Raumtempe-
ratur, 25°C, 27°C) die Frequenzhdhe der zu applizierenden Stimuli. An isolierten Papil-
larmuskeln der Maus konnten Kraft-Frequenz-Messungen nur bis 5 Hz Stimulations-
frequenz durchgefuhrt werden. Die lange Kontraktionsdauer bei 27°C fihrte zu einer
unvolistandigen Relaxation (REDEL et al., 2002). Unter Berlcksichtigung eines Tempe-
raturkoeffizienten Q1o von 2,5 entsprechen Untersuchungsergebnisse bei 4 Hz und 27°C
den Werten von 10 Hz bei 37°C Versuchstemperatur (REDEL et al., 2002). Diese An-
nahme ermdglicht es, die Untersuchungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen

miteinander zu vergleichen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie stellten GAO et al. (1998) und ANTOONS
et al. (2002) eine positive Kraft-Frequenz-Beziehung bei Mausen fest. Die zu dieser Stu-
die unterschiedlichen Untersuchungsdesigns sollten nicht aulRer Acht gelassen werden.
Die von ANTOONS et al. (2002) durchgefuhrten Messungen erfolgten bei einer Tempera-
tur von 30°C im Frequenzbereich zwischen 1 und 4 Hz mit einer externen Calcium-
konzentration von 1 mM. GAO et al. (1998) stimulierten die Zellen im Frequenzbereich
zwischen 0,2 und 4 Hz bei Raumtemperatur mit einer externen Calciumkonzentration von
2 mM.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass murine Kardiomyozyten unter physiologischen
Bedingungen eine biphasische Kraft-Frequenz-Beziehung auspragen. Die Unterschiede in

der Auspragungsform der Kraft-Frequenz-Beziehung bei Mé&usen resultieren méglicher-
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weise aus unterschiedlichen Temperaturen und externen Calciumkonzentrationen (vgl.
Kapitel 4.1.2).

4.1.1.3 Mechanismen der frequenzabhangigen Kontraktilitdt muriner Kardiomyozyten
Das intrazellulare Calcium ist der zentrale Regulator der kardialen Kontraktilitat. Veran-

derungen der systolischen intrazellularen Calciumkonzentration und der gespeicherten
Ca?* Menge im sarkoplasmatischen Retikulum (SR) liegen der frequenzabhingigen Aus-
bildung der Herztreppen (Kapitel 4.1.1.1) und der biphasischen Kraft-Frequenz-Bezie-
hung (Kapitel 4.1.1.2) zu Grunde. Speziesabhé&ngige Unterschiede in der Beteiligung des
Na*/Ca®*-Austauschers und der sarkoplasmatischen Ca**-ATPase 2a (SERCA 2a) zur
Aufrechterhaltung der Calciumhomgostase in der Zelle kdnnten eine mogliche Erklarung
fur die in der Maus und Ratte beobachtete Ausbildung der negativen Herztreppe und der
biphasische Kraft-Frequenz-Beziehung sein. Mit 90,3 % ist die SERCA 2a der dominie-
rende Transportmechanismus zur Entfernung des Calciums aus dem Cytosol. Der
Na*/Ca**-Austauscher stellt mit 9,2 % das zweit effektivste System in der Maus-Kardio-
myozyte dar (BERS, 2001). In der Kaninchen Kardiomyozyte liegt hingegen der Beitrag
der SERCA 2a nur bei 70%, die des Na*/Ca?*-Austauscher bei 28% (BERS, 2001).

In Méusen und Ratten ist die Ruhecalciumkonzentration im SR im Vergleich zu Séuge-
tieren mit monophasischer Kraft-Frequenz-Beziehung relativ hoch (BERS, 2000; BERS,
2001). Méause und Ratten entwickeln daher eine potenzierte ,,Post Rest* Kontraktion
(MAIER et al., 2000; BERS, 2001). Diese resultiert méglicherweise aus einer relativ hohen
intrazelluldren Natriumkonzentration, die in Ruhe den Ca**-Efflux via Na*/Ca”*-Austau-
scher limitiert (SHATTOCK & BERS, 1989; YAO et al.,, 1998). Wahrend der folgenden
Kontraktionen ist die interne Calciumkonzentration erhdht, so dass eine starke ,.driving
force* besteht, die Ca®* via Na'/Ca**-Austauscher aus der Zelle entfernt. Dieser Ca?*-
Efflux flhrt zur Ausbildung der negativen Herztreppe im niedrigen Frequenzbereich
(BERs, 2001) und bedingt bei niedrigen Stimulationsfrequenzen eine negative Kraft-
Frequenz-Beziehung. Untersuchungen von NAMEKATA et al. (2004, zitiert nach ENDOH,
2004) unterstiitzen diese Annahme. Ein neuer Inhibitor des Na'/Ca®*-Austauschers,
SEA0400, unterdrickt die erste Phase negative Kraft-Frequenz-Beziehung. Die Applika-
tion von 100 nM Ryanodin, welches zu einem Ca®*-Verlust des SRs fiihrt, kehrte in iso-

lierten Ratten-Kardiomyozyten die biphasische Kraft-Frequenz-Beziehung in eine posi-
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tive Kraft-Frequenz-Beziehung (BoRzAK et al., 1991) um. Basierend auf diesen Ergeb-
nissen ist anzunehmen, dass die hohe Ruhefullung des SRs bedingt durch die im Verhalt-
nis zur SERCA 2a geringe Aktivitat des Na*/Ca®*-Austauschers in Ruhe die beobachtete
Entwicklung der negativen Herztreppe und der negativen Kraft-Frequenz-Beziehung im

niedrigen Frequenzbereich verursacht.

Die in hoheren Frequenzbereichen (>2 Hz) beobachtete positive Kraft-Frequenz-Bezie-
hung und positive Herztreppe ist auf einen erhéhten intrazelluldren Calciumtransienten
bei hoheren Stimulationsfrequenzen zurlickzufiihren. Dieser Zusammenhang wurde von
mehreren Arbeitsgruppen als ein gesichertes Ergebnis dargestellt (GAo, et al., 1998;
LAYLAND et al., 1999; Lim et al., 2000; ANTOONS et al., 2002). Der Anstieg des
Calciumtransienten war jedoch im Vergleich zur Kontraktion weniger ausgepragt (GAO,
et al., 1998; ANTOONS et al., 2002). Daher konnte eine frequenzabhangige Ca**-,,Sensiti-

vierung*“ der Myofilamente die positive Inotropie mit verursachen.

Eine Erhdhung des intrazelluldren Calciumtransienten ist u.a. mdglich durch einen ge-
steigerten Calciumeinstrom. Studien sowohl an Maus-Herzmuskeltrabekel als auch an
isolierten Ratten-Kardiomyozyten untersuchten den Einfluss des spannungsabhangigen
L-Typ Ca®*-Kanal auf die frequenzabhangige positive Inotropie (BORzAK et al., 1991;
STUYVERS, et al., 2002). Blockierung des L-Typ Ca**-Kanals mittels \Verapamil und/oder
Nifedipin kehrten die positive Kraft-Frequenz-Beziehung in eine negative Kraft-Fre-
quenz-Beziehung um. Die Autoren vermuten daher eine Ca?* Akkumulation im SR ver-
mittelt tiber den L-Typ Ca’*-Kanal. VVoltage-clamp-Untersuchungen an isolierten murinen
Kardiomyozyten wiesen jedoch einen Abnahme des Spitzencalciumstromes mit steigen-
der Frequenz nach (ANTOONS et al., 2002). Die Autoren fiihren dies auf eine unvollstan-
dige Erholung der L-Typ Ca?*-Kanile im hohen Frequenzbereich zuriick. Dennoch er-
hohte sich der Netto Ca?*-Influx pro Zeit, der zu einem Anstieg des SR Ca®*" Gehaltes
fuhrte.

Die Erhéhung des Calciumgehaltes erfolgt, wenn der Calciumeinstrom den Calcium-
ausstrom Ubersteigt. Der Na'/Ca?*-Austauscher ist hauptverantwortlich fir den Ca*-
Efflux in murinen Kardiomyozyten. Mit steigender Frequenz vermindert sich die Zeit der

Zelle im diastolischen Membranpotentialbereich. AulRerdem kommt es vermutlich zu
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einem Anstieg der intrazelluldren Na'-Konzentration. Beide Faktoren begiinstigen einen

verminderten Calciumaustransport.

Ein weiterer Mechanismus zur Steigerung des SR Ca®" Gehaltes stellt die Aktivitats-
erhdhung der SERCA 2a dar. Die Aktivitat der SERCA 2a wird durch das inhibitorische
Protein Phospholamban (PLB, Koss & KRANIAS, 1996) reguliert. Dieses Ca* regulatori-
sche Protein scheint maligeblich an der Auspragung der Kraft-Frequenz-Beziehung be-
teiligt zu sein. Phospholamban-defiziente Mé&use entwickelten eine negative Kraft-
Frequenz-Beziehung im Gegensatz zu den Kontrolltieren. Zusétzlich fehlte den Papillar-
muskeln von PLB-defizienten Mdusen die Mdoglichkeit auf einen Frequenzanstieg mit
einer Beschleunigung der Kontraktion zu reagieren (BLUHM et al., 2000). Des Weiteren
zeigten MEYER et al. (1999), dass Verdnderungen des Phospholamban zu SERCA 2a
Verhaltnisses die Kraft-Frequenz-Beziehung beeinflussen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die frequenzbedingte positive Inotropie der un-
tersuchten murinen Kardiomyozyten aus einem Zusammenspiel frequenzabhangiger Ver-
anderungen calciumregulierender Proteine resultiert, das letztendlich die systolische in-

trazellulare Calciumkonzentration erhoht.

4.1.2 Einfluss der extrazellularen Calciumkonzentration auf die Kontraktilitat
In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Experimente zum Einfluss der extrazellulé-

ren Calciumkonzentration ([Ca®],) auf die frequenzabhangige Sarkomerverkiirzung unter
physiologischer Temperatur im Calciumkonzentrationsbereich zwischen 0,9 und 7,2 mM

an isolierten murinen Kardiomyozyten durchgefuhrt (Kapitel 3.1.2).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen logarithmischen Zusammenhang zwischen
[Ca®*]a und Verkiirzungsamplitude (Abbildung 3.9) und einen Zusammenhang zwischen
[Ca®]a und Verkiirzungs- bzw. Relaxationsgeschwindigkeit (Abbildung 3.10) auf. Eine
Erhdhung der [Ca®*]a wirkt positiv inotrop und lusitrop. Aufgrund der Beschleunigung
der Verkiirzung und Relaxation bleibt die Verkiirzungsdauer bei variierenden [Ca®'].
nahezu unverandert (Abbildung 3.11). Des Weiteren bewirkt eine Steigerung der [Ca®*].
eine Abflachung der negativen Herztreppen im niedrigen Frequenzbereich (Abbildung
3.12 und Abbildung 3.13). Der Verlauf der Verkirzungs-Frequenz-Beziehung ist
ebenfalls von der [Ca®"], abhangig. Murine Kardiomyozyten bilden bei 0,9 mM [Ca®'].
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eine monophasische, bei 1,8 mM [Ca?'], eine biphasische und bei 3,6 und 7,2 mM [Ca®*].
eine triphasische Verkurzungs-Frequenz-Beziehung aus (Abbildung 3.8).

Die in der vorliegenden Arbeit festgestellte von der [Ca®*].-abhangige positive Inotropie
bestétigte frihere Ergebnisse an Mausen und Ratten (BORzAK et al., 1991; GAo et al.,
1998; 170 et al., 2000). Allerdings erbrachten die alteren Arbeiten keine Erkenntnisse zu
Verkurzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit sowie Verkirzungsdauer. BORzAK et al.
(1991) verzeichneten ebenfalls eine Abflachung der Herztreppe im niedrigen Frequenz-
bereich. Den Verlauf der Kraft-Frequenz-Beziehung betreffend liegen kontrare Aussagen
vor. Im niedrigen [Ca®*], entsprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Unter-
suchungsergebnissen von GAO et al. (1998) und REDEL et al. (2002), die bei einer [Ca®"].
von 1,0 mM eine positive Kraft-Frequenz-Beziehung beobachteten. Abweichende Be-
funde in einigen der &lteren Arbeiten wurden immer bei unphysiologisch niedrigen Tem-

peraturen erhoben und sollen daher hier nicht besprochen werden.

Die Mechanismen der von der [Ca®*]. abhdngigen positiven Inotropie sind unter Kapitel
4.1.1.3 erklart. Hier sei nur kurz erwahnt, dass die Steigerung der [Ca®*]. die ,driving
force* fur Calcium erhoéht und somit mehr Calcium pro Zeit in die Zelle einstromt.
Daraus resultiert eine Steigerung des intrazelluldren systolischen Calciumtransienten
(TRAFFORD et al., 2001; GAO et al., 1998; SUDA & KOKUBUN, 1994).

4.1.3 Entwicklungsbedingte Veranderungen der Kontraktilitat

Die Kenntnis entwicklungsbedingter Verdnderungen kardiovaskulérer Parameter im ge-
netischen Hintergrund von Mauslinien ist wichtig fir das Verstehen phénotypischer Ver-
anderungen der kardiovaskularen Parameter von Knockout Méausen. Diese Studie unter-
suchte daher C57BL/6 Tiere vier verschiedener Altersgruppen im Alter von 21-362
Tagen (Kapitel 2.1). C57BL/6 stellt den genetischen Hintergrund der untersuchten Ostro-

genrezeptor-defizienten Mause dar.

Diese Studie verzeichnete eine signifikante Zunahme der Sarkomerldnge mit dem
Heranwachsen der Tiere (21-169 Tage) und eine Abnahme dieser im zunehmenden Alter
(362 Tage).

Entwicklungsbedingte Verdnderungen der Sarkomerlange sind bekannt. NAIR & NAIR

(2001) berichten von einer signifikanten Zunahme der Sarkomerlange in Ratten-Kardio-



4.1 Myozytéare Kontraktilitat isolierter muriner Kardiomyozyten 111

myozyten im Alter von zwei bis 12 Monaten. Eine Sarkomerlangenerhohung wurde
ebenfalls in Kaninchen-Kardiomyozyten im Alter von 3 Wochen bis 3 Monaten gefunden
(NASSAR et al., 1987). Im Gegensatz dazu entdeckten FRATICELLI et al. (1989) eine Ab-
nahme der Sarkomerlange in Ratten-Kardiomyozyten im Altersbereich von zwei Mona-
ten bis 25 Monaten. Die Daten von NAIR & NAIR (2001) von 12 monatigen Ratten sind
kontrdr zu denen in dieser Studie erhobenen Daten der entsprechenden Altersklasse. Die
Abnahme der Sarkomerlange in 362 Tage alten Tieren wird jedoch von FRATICELLI et al.
(1989) bestétigt.

Das Alter der Tiere beeinflusst die Kontraktilitdt muriner Kardiomyozyten (Kapitel
3.1.1). Juvenile Kardiomyozyten wiesen eine verringerte Kontraktilitdt im Vergleich zu
adulten Zellen auf. Das Ausmal der Kontraktilitdt unterschied sich in den einzelnen
Altersgruppen (AG 2-4) der adulten Tiere nicht voneinander, so dass die Ergebnisse
dieser gemeinsam betrachtet werden konnten. Die verminderte Kontraktilitat duBerte sich
sowohl in reduzierten Verkirzungsamplituden in allen Frequenzbereichen, als auch in
einer flacheren biphasischen Verkirzungs-Frequenz-Beziehung in juvenilen Kardio-
myozyten (Abbildung 3.2). In der Veranderung der biphasischen Verkirzungs-Frequenz-
Beziehung spiegelt sich der Einfluss des Alters auf den frequenzabhéngigen Verlauf der
Herztreppen wieder. Juvenile Kardiomyozyten entwickeln eine positive Herztreppe erst

ab 8 Hz aus, adulte Zellen schon ab 6 Hz Stimulationsfrequenz (Abbildung 3.6).

Kardiomyozyten junger Tiere reagierten sehr sensibel auf die enzymatische Isolation.
Trotz Anpassung der Enzymkonzentration und Durchlaufzeit (Kapitel 2.2) und hoher
Qualitatsanspriiche (ausgepragte Querstreifung, Gestalt, Stimulierbarkeit bis 10 Hz,
geringe Spontanaktivitat der Zellen) an die untersuchten Zellen kann ein exogener Ein-
fluss, der zur verminderten Kontraktilitat der Zellen flihrte, nicht vollstandig ausgeschlos-
sen werden. Die Sarkomerlange, die hoher als die der AG 4 ist, unterstreicht jedoch die

Qualitat der untersuchten juvenilen Kardiomyozyten.

Frihere Experimente an Ratten- und Kaninchen-Kardiomyozyten wiesen ebenso eine
graduelle Zunahme der Kontraktilitit vom neonatalen bis zum adulten Stadium nach
(NASSAR et al., 1987; HUSSE & WUSSLING, 1996; BALAGURU et al., 1997; NAIR & NAIR,
2001). Die verminderte Kontraktilitdt scheint also durch den Reifegrad der juvenilen

Kardiomyozyten bedingt zu sein.
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Diese Annahme wird von mehreren Arbeitsgruppen unterstutzt. Sie fanden entwick-
lungsbedingte strukturelle und funktionelle Unterschiede in den an der elektromechani-
schen Kopplung beteiligten Komponenten. Neonatale Kardiomyozyten besitzen nur ein
gering ausgepragtes T-Tubulussystem (BRETTE & ORCHARD, 2003). Dies wird innerhalb
der ersten drei Wochen nach der Geburt angelegt (HADDOCK et al., 1999). Auf diesen
Membraninvaginationen befinden sich vermehrt L-Typ Ca®*-Kanile, die u.a. fur die
Calcium-induzierte Calcium-Freisetzung (CICF) relevant sind. Eine Zunahme der Sensi-
tivitat der Kontraktilitat gegentiber Verapamil, einem Calcium-Kanal-Antagonisten (NAIR
& NAIR, 2001) und ein erhdhter Einfluss von Ryanodin auf den [Ca*"]; und die Kontrak-
tilitat (CHIN et al., 1990; ESCOBAR et al., 2003) mit zunehmenden Alter lassen vermuten,
dass die CICF erst mit fortschreitender Entwicklung fir die elektromechanische Kopp-
lung an Bedeutung gewinnt. Der Beitrag des SRs zum [Ca®']; verandert sich stark in den
ersten drei Wochen nach der Geburt (ESCOBAR et al., 2003). Die Kontraktilitdt neonataler
und juveniler Kardiomyozyten ist im Gegensatz von adulten Kardiomyozyten hauptsach-
lich vom transsarcolemmalen Ca®*-Influx abhangig (CHIN et al., 1990; VETTER et al.,
1995; BALAGURU et al., 1997; EscoBAR et al., 2003). In neonatalen Ratten-Kardio-
myozyten tragen die durch den L-Typ Ca®*-Kanal, T-Typ Ca®*-Kanal und Na'/Ca*-
Austauscher einstrémenden Calciumionen in etwa gleichen Teilen zur Erhéhung des
[Ca®*]i bei. Nach drei Wochen flieRt der Calciuminflux hauptsachlich durch den L-Typ
Kanal (ESCOBAR et al., 2003). Die funktionelle Kopplung von L-Typ Ca**-Kanal mit dem
SR nimmt zu. Die SR basierende elektromechanische Kopplung tritt nun in den Vorder-

grund.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass die verminderte Kontraktilitat der in der vorlie-
genden Arbeit untersuchten 21 Tagen alten Kardiomyozyten auf eine noch nicht abge-
schlossene nachgeburtliche Reifung zuriick zu flhren ist. Das SR scheint noch nicht seine
volle Funktion Gbernommen zu haben. Weitere Untersuchungen an Méausen sind jedoch
noch notwendig, da die zitierten Ergebnisse von Kaninchen und Ratten stammen. Die
nachgeburtliche Reifung konnte in Mdusen jedoch etwas anders verlaufen, da z.B. spe-
ziesabhdngige Unterschiede in den an der elektromechanischen Kopplung beteiligten

Komponenten bestehen.
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4.2  Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und p auf die elektromecha-
nische Kopplung der Herzmuskelzellen

Die elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzelle ist der Vorgang der Transduktion
eines Aktionspotentials (APs) in die Interaktion der kontraktilen Proteine (BERS, 2001).
Beteiligte Komponenten sind transmembrandre lonenstrome, Transporter, calcium-
regulatorische und kontraktile Proteine.

Genomische und nicht-genomische Ostrogenrezeptor (ER)-vermittelte Wirkungen von
Ostrogen (Kapitel 1.2 und Kapitel 1.3) sind bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
zur Untersuchung der genomischen Wirkungen von Ostrogen isolierte Kardiomyozyten
von ERa- bzw. ERB-defizienten Mdusen als Versuchsobjekt verwendet. In den in vivo
Untersuchungen spielen zusatzlich noch nicht-genomische-Effekte von Ostrogen eine
Rolle (Kapitel 4.3). Auf Einzelzellebene ermdglicht die akute Applikation von Ostrogen
die Beobachtung von nicht-genomisch vermittelten Wirkungen des Ostrogens. Nicht-
genomische Effekte von Ostrogen auf die an der elektromechanischen Kopplung betei-
ligten Komponenten wie z.B. SERCA 2a und L-Typ Calciumstrom und die Kontraktilitét
sind bekannt (JIANG et al., 1992; Grohé et al., 1996; SITZLER et al., 1996; BERGER et al.,
1997; LIu et al., 1997; MEYER et al., 1998; NAKAJIMA et al., 1999; LIEW et al., 2003).
Ovarektomie Studien, die aufgrund einer Ostrogendefizienz die genomischen und nicht-
genomischen Wirkungen von Ostrogen untersuchten, liefern Hinweise, dass 17p-
Ostradiol (E2) einen Einfluss auf die elektromechanische Kopplung austibt (CURL et al.,
2003; REN et al., 2003). Die bisherigen Untersuchungen, mit Ausnahme einer Arbeit von
JOHNSON et al. (1997), erlauben jedoch keine Aussage darlber, welcher ER diese Effekte
vermittelt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der genomische Einfluss des ERo und
ERp auf die elektromechanische Kopplung untersucht. Da geschlechtsspezifische Unter-
schiede die elektromechanische Kopplung betreffend in adulten Tieren bestehen
(CAPASsSO et al., 1983; LEBLANC et al., 1998; CURL et al., 2001; TREPANIER-BOULAYET et
al., 2001; Wu & ANDERSON, 2002; VIZGIRDA et al., 2002; JAMES et al., 2004), wurden

weibliche und mannliche Tiere getrennt untersucht.

4.2.1 Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und p auf die Kontraktilitit isolierter
muriner Kardiomyozyten

Negative inotrope Einfliisse von Ostrogen auf die Kontraktilitat des Herzens sind be-

kannt. Die Applikation von 17B-Ostradiol in supraphysiologischer Konzentration redu-
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zierte z.B. die Kontraktionskraft von humanen atrialen Herztrabekeln und ventrikuléren
Papillarmuskeln (SITZLER et al., 1996). Ebenso konnte eine verminderte Zellverkiirzung
von isolierten Ventrikelmyozyten des Meerschweinchens nach akuter Gabe beobachtet
werden (JIANG et al., 1992; LIEw et al., 2003).

Studien an gonadektomierten Tieren tberpriiften ebenfalls die Rolle von Ostrogen fiir die
Kontraktilitat des Herzens. Die Ovarektomie induziert eine Ostrogendefizienz. Hierzu
liegen divergente Befunde vor. Ovarektomie fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung
der Zellverkirzung von Ratten-Kardiomyozyten (HINTZ et al., 2001). Ebenfalls tbte es
keinen Effekt auf die Kontraktilitat von Papillarmuskeln von Kaninchen (PATTERSON et
al., 1998) und Ratten (Chu et al., 2006) aus. REN et al. (2003) aber schreiben der Ova-
rektomie eine negativ inotrope Wirkung zu. Kardiomyozyten von ovarektomierten Ratten
kontrahierten signifikant weniger als ihre Kontrollen. CurL et al. (2003) hingegen beo-
bachteten bei Ratten auf Zellverkirzungsebene eine positive Inotropie. Die chronische
Substitution ovarektomierter Tiere mit Ostrogen veranderte die Kontraktilitat der unter-
suchten Praparate jeweils abhingig vom oben beschriebenen Vorbefund. 17B-Ostradiol-
Gabe resultierte in eine positive (ReN et al., 2003) oder negative Inotropie (PATTERSON et
al., 1998; CuRrL et al., 2003).

Eine Untersuchung zur Bestimmung des Einflusses des selektiven Ostrogenrezeptor-
modulators (SERM) Raloxifen am Herzen manifestiert die Bedeutung der ERs fiir die
kardiale Kontraktilitdt. Die akute Applikation von 1 uM Raloxifen reduzierte tber eine
nicht-genomische Wirkungsweise die Zellverkiirzung isolierter Ventrikelmyozyten von

mannlichen Meerschweinchen (LIEW et al., 2004a).

Im Gegensatz zu den oben beschrieben negativen inotropen Effekten wirkt das Phyto-
hormon Genistein, ein selektiver ER Agonist, positiv inotrop. LIEW et al. (2003) be-
richten von einer akuten Zunahme der Zellverkirzung von Meerschweinchen-Kardio-
myozyten nach Applikation von 10 und 40 uM Genistein. Die positive Inotropie tritt
unabhéngig vom Geschlecht auf, jedoch ausgeprégter in weiblichen als in mannlichen
Zellen (LIEW et al., 2004b).

Die bisher durchgefuihrten Untersuchungen an unterschiedlichen Spezies konnten ein-
deutig zeigen, dass sowohl Ostrogen als auch Ostrogenrezeptoren eine wichtige Rolle in

der Regulation der kardialen Kontraktilitat in weiblichen und mannlichen Tieren spielen.
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Diese Studien erlauben jedoch keine klare Aussage dartber, ob die kardialen Verande-
rungen Ostrogenrezeptor a und/oder P vermittelt sind. Neuere Untersuchungen mittels
des ERa-Agonisten ERa-LE2 an ovarektomierten spontan hypertensiven Ratten deuten
darauf hin, dass der ERa die kardiale Kontraktilitdt erhoht (PELZER et al., 2005).

Um die Bedeutung der Ostrogenrezeptoren o und P fiir die kardiale Kontraktilitit zu
eruieren, untersuchte die vorliegende Arbeit die Sarkomerverkirzung isolierter Kardio-
myozyten von weiblichen und ménnlichen ERa- und ERB-defizienten M&usen. Die ERp-
Defizienz wirkte sich weder auf den Phanotyp der Zellen noch auf die kardiale Kontrak-
tilitat in beiden Geschlechtern aus (Kapitel 3.1.3). Die Abnahme der Sarkomerverkirzung
in weiblichen ERB-defizienten Zellen bei 10 Hz Stimulationsfrequenz ist eher auf einen
negativen Einfluss der Zellisolation als auf eine ERP-vermittelte Wirkung zuriickzu-
fithren. Die ERa-Defizienz hingegen verminderte die Ruhesarkomerldnge in mannlichen
Tieren und die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten beiderlei Geschlechts (Kapitel 3.1.4).
Des Weiteren wurde eine Abnahme der Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
beobachtet (Abbildung 3.23 und Abbildung 3.24). Die Verkurzungsdauer verlangerte sich
verstirkt in ménnlichen ERa-defizienten Mausen (Abbildung 3.25). Basierend auf den
vorliegenden Untersuchungsergebnissen ist erstmalig festzustellen, dass der ERP keinen
wesentlichen Einfluss auf die Kontraktilitat isolierter muriner Kardiomyozyten ausibt.
Der ERa hingegen wirkt positiv inotrop und positiv lusitrop, unabhdngig vom Ge-

schlecht.

Eine Abnahme der Kontraktilitat reflektiert Veranderungen regulatorischer Proteine, die
fur die intrazellulare Calciumhomoostase und myozytare Kontraktilitat zusténdig sind.
Ein verminderter L-Typ Calciumeinstrom kénnte z.B. die kardiale Kontraktilitat verrin-
gern. Daraus resultierte die im Folgenden diskutierte Untersuchung des L-Typ Calcium-

stromes.

4.2.2 Einfluss des Ostrogenrezeptor a auf den L-Typ Calciumstrom
Der L-Typ Calciumstrom (lc, ) Ubernimmt eine Schlusselrolle wéhrend der elektrome-

chanischen Kopplung von Ventrikelmyozyten (FABIATO, 1985; NABAUER et al., 1989;
NIGGLI & LEDERER, 1990; CHENG et al., 1996). Wahrend des Aktionspotentials erfolgt
ein Ca**-Influx durch die spannungsabhingigen L-Typ Calciumkanale. Der Calcium-

eintritt triggert die Calciumfreisetzung aus dem SR. Die Kombination aus Calciumein-
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strom und Freisetzung fuhrt zur Ausbildung eines intrazelluldaren Calciumtransienten.
Dies ermdglicht eine Bindung des Calciums an Troponin C und lost die Kontraktion der
Sarkomere aus (BERs, 2002). Eine Verminderung des lca s wirkt sich auf den intra-
zellularen Calciumtransienten und somit auch auf die kardiale Kontraktilitat aus.

E2 wird eine calciumantagonistische Wirkung zugeschrieben. Die akute E2-Applikation
fuhrt zu einer schnellen, reversiblen und konzentrationsabh&ngigen Inhibition des Ic,S.
Dieser Effekt wurde an Kardiomyozyten von Menschen (MEYER et al., 1998), Meer-
schweinchen (JIANG et al., 1992; GROHE et al., 1996; LIu et al., 1997; MEYER et al., 1998;
NAKAJIMA et al., 1999) und Ratten (BERGER et al., 1997; MEYER et al., 1998) nachgewie-
sen. Der schnelle Wirkungseintritt und die Reversibilitat sprechen flr eine nicht-genomi-
sche Wirkung. Ein geschlechtsabhéngiger Unterschied in der calciumantagonistischen
Wirkung konnte nicht gezeigt werden (MEYER et al., 1998).

Hohe E2-Konzentrationen fiihren also in vitro via nicht-genomischer Effekte zu einer
Inhibition des lc,.s. Die in vivo Gabe von Ostrogen, die die genomische Wirkung von
Ostrogen ermdglicht, hingegen resultiert in eine Erhéhung des Ica S (PATTERSON et al.,
1998). Erstaunlicherweise wurde dieses Ergebnis von den Autoren als nicht signifikant
klassifiziert, obwohl eine Rekalkulation einen signifikanten Unterschied ergab. Dieses
Ergebnis wird durch eine Dihydropyridin Bindungsstudie unterstiitzt (BOWLING et al.,
1997). Die orale Gabe von Ethinyl Ostradiol steigerte signifikant die L-Typ Calcium-
kanaldichte im Herzen. In beiden Studien bewirkte eine Verminderung des E2 Serum-
spiegels mittels Ovarektomie eine leichte, jedoch nicht signifikante Erniedrigung des lca .
bzw. der L-Typ Calciumkanaldichte (BOWLING et al., 1997; PATTERSON et al., 1998).
Eine neuere Studie hingegen berichtet eine erhohte Expression der L-Typ-Ca®* oyc-

Untereinheit auf Proteinebene nach Ovarektomie (CHU et al., 2006).

Aus den bisherigen Ergebnissen ist eindeutig festzuhalten, dass Ostrogene den I, modi-
fizieren. Die unterschiedlichen Ergebnisse der in vitro und in vivo Studien sind mdgli-
cherweise durch unterschiedliche Wirkmechanismen des Ostrogens erklarbar. In den in
vivo Studien kommen neben den nicht-genomischen auch die genomischen Effekte von
Ostrogen am Herzmuskel zu tragen. Die Resultate der alteren Ovarektomie Studien
unterstiitzen die Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass die verminderte Kontraktilitat

der ERa-defizienten Kardiomyozyten durch einen reduzierten lc, verursacht wird. Im



4.2 Einfluss der Ostrogenrezeptoren o und B auf die elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzellen 117

Rahmen dieser Arbeit wurde daher erstmalig der genomische Einfluss des ERa auf den

Icar anhand der ERoKO Maus von DUPONT et al. (2000) untersucht.

Die ERa-Defizienz verandert weder die Form noch die Lage der Strom-Spannungs-Be-
ziehung in beiden Geschlechtern (Abbildung 3.34). Geschlechtsspezifische Unterschiede
traten die maximalen Stromamplituden des lc, s betreffend auf (Tabelle 3.1). Die ERa-
Defizienz verursachte eine signifikante Zunahme der Ic, . Amplitude in mannlichen Kar-
diomyozyten. In weiblichen ERa-defizienten Zellen verdnderte sich der Maximalstrom
nicht im Vergleich zur Kontrolle. Weder das Potential der halomaximalen Aktivierung
noch die Steigung der Aktivierungskurve wurden in beiden Geschlechtern durch die
ERa-Defizienz verandert (Tabelle 3.1). Das halbmaximale Potential der Inaktivierung
wurde durch die ERa Defizienz geschlechtsspezifisch beeinflusst (Tabelle 3.1). In weib-
lichen Tieren kam es zu einer signifikanten Verschiebung der Inaktivierungskurve in ne-
gative Potentialbereiche bei f.=0,5 um -1,2 mV. Kontrér dazu verschob sich die Inakti-
vierungskurve der mannlichen ERa-defizienten Kardiomyozyten bei f.=0,5 um 3,6 mV
nach rechts. Diese Rechtsverschiebung der ,,Steady State” Inaktivierung ist jedoch in

ihrem Ausmal? zu gering, um die Zunahme des lIc, s allein zu erklaren.

Die Daten der vorliegenden Arbeit bestétigen die Ergebnisse von JOHNSON et al. (1997).
Diese Autoren zeigten ebenso eine Zunahme der lc,. Amplitude in mannlichen ERa-
defizienten Zellen. Diese Zunahme resultiert aus einer Erhéhung der L-Typ Calcium-
kanaldichte. Dies wiesen JOHNSON et al. (1997) mittels einer Dihydropyridin Bindungs-
studie nach. Diese Experimente wurden jedoch an einer anderen ERaKO Mauslinie
durchgefuhrt. Bei dieser von LUBAHN et al. (1993) generierten Knockout Maus handelt es
sich nicht um eine Nullmutante. Sie besitzt eine transkriptionell aktive Form von ERa
(Cousk et al., 1995). Ein ERa vermittelter Effekt war also vorab nicht auszuschlie3en.
Des Weiteren verwendetet diese Arbeitsgruppe eine heterogene Kontrollgruppe beste-
hend aus ERa +/+ Méuse und C57BL/6 Tieren. Die vorliegende Arbeit erweitert die von

JOHNSON et al. (1997) durch geflihrte Untersuchung noch um die weibliche Population.

Der in der vorliegende Studie erhohte lc,. in médnnlichen ERa-defizienten Kardio-
myozyten ist aufgrund der Befunde von JOHNSON et al. (1997) mdglicherweise auf eine
erhdhte L-Typ Calciumkanal Expression zurtickzufiihren. Eine in dieser Arbeitsgruppe

durchgefiihrte Diplomarbeit, konnte jedoch keine erhéhte Expression der L-Typ-Ca®" asc-
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Untereinheit auf Proteinebene feststellen (FAROwsKI, 2004). Die divergenten Ergebnisse
resultieren laut FAROwsSKI (2004) aus den unterschiedlichen verwendeten Methoden.
Dihydropyridine binden nicht nur an L-Typ Ca®*-Kanilen mit a;.-Untereinheit sondern
auch an den zweiten im Herzen vorkommenden L-Typ Kanaltyp mit einer a;p-Unterein-
heit (BERs, 2001). Daher sind noch weitere Untersuchungen notwendig, um den Mecha-

nismus der Zunahme des lca . zu erklaren.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass weder ein unveranderter noch ein erhéhter ¢, die
verminderte Kontraktilitdt der ERa-defizienten Zellen erklaren. Die oben aufgestellte
Hypothese muss daher verworfen werden.

4.2.3  Einfluss der Ostrogenrezeptoren a und p auf die SERCA 2a und Phospho-
lamban Expression

Die Proteine des SRs, verantwortlich fiir den Calciumtransport, sind wichtige Regulato-
ren fur die kardiale Kontraktilitdt. Die Aktivitdt der SERCA 2a beeinflusst ausschlag-
gebend die Kontraktilitdt (MEYER et al., 1999). Die SERCA 2a wird durch das inhibitori-
sche Protein Phospholamban reguliert (Koss & KRANIAS, 1996). Im unphosphorylierten
Zustand inhibiert PLB die SERCA 2a Aktivitat. Diese Inhibition kann durch vier Mecha-
nismen aufgehoben werden: 1. durch eine Protein-Kinase A oder 2. durch eine
Calcium/Calmodulin abhdngige Proteinkinase vermittelte Phosphorylierung von PLB, 3.
durch eine Erhdhung der [Ca?*]; und 4. durch eine Verminderung der PLB Expression.
Somit wirkt sich auch eine Verédnderung der Proteinexpressionen von SERCA 2a und
PLB auf die Kontraktilitat der Kardiomyozyten aus. Eine PLB Uberexpression vermin-
dert die die Kontraktilitit wahrend eine SERCA 2a Uberexpression diese leicht erhoht
(MEYER et al., 1999). Ausschlaggebend fur die Regulation der Kontraktilitat ist das Ver-
haltnis dieser beiden Proteine. Eine Zunahme des PLB/SERCA 2a Verhdltnis vermindert
die Calciumaffinitit der SERCA 2a und fuhrt somit zu einer verminderten Kontraktilitat.
Eine Erniedrigung des Verhaltnisses erhoht die Pumprate der SERCA 2a resultierend in
einer Zunahme der Kontraktion (MEYER et al., 1999). Basierend auf diesen Theorien
konnte also eine Zunahme des PLB/SERCA 2a Verhdltnisses/Abnahme des SERCA
2a/PLB Verhaltnisses bzw. eine verminderte Expression dieser beiden Proteine die ver-
minderte Kontraktilitdt der ERa-defizienten Zellen erklaren. Eine unverénderte PLB und
SERCA 2a Expression in den ERB-defizienten Zellen wiirde den nicht vorhanden Ein-

fluss des ERp auf die Kontraktilitdt unterstreichen.
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Bisherige Ergebnisse von Untersuchungen an ovarektomierten Ratten sind widersprich-
lich. Die Ostrogendefizienz resultierte entweder in einer unveranderten SERCA 2a und
PLB Expression (CHU et al., 2006), einer reduzierten SERCA 2a und einer unveranderten
PLB Expression (BUPHA-INTR & WATTANAPERMPOOL, 2006) oder in einer geringfligig
verdnderten SERCA 2a und PLB Expression (REN et al., 2003). Das SERCA 2a/PLB
Verhaltnis war jedoch in den beiden zuletzt genannten Studien signifikant vermindert
(REN et al., 2003; BUPHA-INTR & WATTANAPERMPOOL, 2006), einhergehend mit einer
reduzierten Kontraktilitdt (REN et al., 2003). BUPHA-INTR & WATTANAPERMPOOL (2006)
zeigten erganzend, dass die maximale SR Ca’" Aufnahmeaktivitat in Herzen nach
Ovarektomie vermindert ist. Diese Befunde unterstiitzen die zuvor aufgestellte Hypo-
these.

Die SERCA 2a und PLB Expressionsdaten der ERa- und ERp-defizienten Tiere und
deren Kontrollen wurden in Kooperation mit einem Diplomanden der Arbeitsgruppe
(FAROWSKI, 2004) erhoben. Die Western-Blot Untersuchungen von ERa Tieren ergaben
geschlechtsspezifisch unterschiedliche Expressionsmuster von SERCA 2a und PLB. In
weiblichen ERa-defizienten Herzen waren die SERCA 2a und PLB Expressionen nahezu
unverandert im Vergleich zur Kontrolle. In ménnlichen ERaKOs konnte ein signifikanter
Rickgang der SERCA 2a und PLB Expression nachgewiesen werden. Das SERCA
2a/PLB Verhéltnis war um 19% verringert (FAROWSKI, 2004). Die ,,Post Rest*“ Kontrak-
tion, als MaR fiir die Fahigkeit des SRs Ca** zu speichern und freizusetzen (BERS, 2001),
zeigte eine nur geringfugige Abnahme der Verkirzungsamplitude in den weiblichen
ERa-defizienten Zellen, aber eine signifikante Abnahme in méannlichen ERa-defizienten
Kardiomyozyten (Abbildung 3.30).

Diese Befunde deuten auf eine geschlechtsspezifische Regulation der SERCA 2a und
PLB Expression hin. In weiblichen Tieren erfolgt die Expression dieser beiden Proteine
entweder ERoKO unabhéngig oder die Expression von SERCA 2a und PLB wird kom-
pensatorisch iiber eine ERP vermittelte Regulation aufrechterhalten. Die unverénderten
Expressionsmuster der an der Calciumhomoostase beteiligten Proteine liefern keine
Erklarung fiir die verminderte Kontraktilitdt der weiblichen ERa-defizienten Zellen. Die
Befunde der ménnlichen Expressionsmuster und ,,Post Rest™ Verkiirzungsmessung hin-
gegen lassen einen verminderten systolischen [Ca?*]i in miénnlichen ERa-defizienten

Kardiomyozyten vermuten. Dieser wiederum bedingt die verminderte Kontraktilitat.
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Des Weiteren konnen diese Ergebnisse zur Erklarung des erhohten L-Typ Calcium-
stromes der méannlichen ERa-defizienten Zellen herangezogen werden. Die Inaktivierung
des L-Typ Calciumkanals erfolgt sowohl zeit-, spannungs- als auch calciumabhéngig
(KASS & SANGUINETTI, 1984; LEE et al., 1985; HADLEY & HUME, 1987), letzteres in
Form eines negativen Feedbacks. Zur Inhibition tragen sowohl das durch den L-Typ
Calciumkanal eingetretene Calcium als auch das aus dem SR freigesetzte Calcium bei
(BERS, 2000). Eine vermehrte Calciumfreisetzung aus dem SR fiihrt zu einer beschleu-
nigten Inaktivierung des lca .S (SIPIDO et al., 1995). Ebenso filhrt eine verminderte Ca?*-
Freisetzung zu einer verzogerten Inaktivierung des L-Typ Ca?*-Kanals und damit zu
einem vermehrten Ca®*-Influx (BERS, 2002). Die Zunahme der Ic,. Amplitude in ménn-
lichen ERa-defizienten Zellen kénnte also moglicherweise aus einer verminderten SR

Ca®*-Freisetzung verbunden mit einer verzogerten Ic,, Inaktivierung resultieren.

Die erhobenen SERCA 2a und PLB Expressionsmuster der ERB defizienten Tiere und
Kontrollen beiderlei Geschlechts unterstiitzen die Annahme, dass dem ERp keine bedeu-
tende Rolle bei der elektromechanischen Kopplung zu zuschreiben ist. Die Expressions-
muster der weiblichen (FAROwsKI, 2004) und ménnlichen (Abbildung 3.42 und Abbil-

dung 3.43) ERB-defizienten Tiere waren nahezu unveréndert.

4.2.4  Einfluss des Ostrogenrezeptor o auf die Kv 4.3 und Kv 1.5 Kanal-Expres-
sion

Die in Myozyten exprimierten Kaliumkanéle sind sehr unterschiedlich. Strukturell kdn-
nen sie jedoch in zwei Klassen gegliedert werden: (1) spannungsabhangige Kaliumkanale
und (2) Einwartsgleichrichter. Alle produzieren einen Auswartsstrom im physiologischen
Membranpotentialbereich und tragen damit maRgeblich zur Repolarisation des
Aktionspotentials bei (FISET et al., 1997; BERS, 2001). Vor allem die spannungs-
gesteuerten K'-Kanale kontrollieren hauptsichlich die Amplitude und die Dauer des
Aktionspotentials (APD). Basierend auf Unterschieden in den zeit- und span-
nungsabhéangigen Parametern, werden die Strome durch diese Kanéle nochmals in zwei
Untergruppen unterteilt: (1) schnell aktivierende und inaktivierende transiente K-
Auswartsstrome (ly), zustandig fur die erste Repolarisationsphase des APs und (2) die
verzogerten Auswartsgleichrichterstrome (lx), beteiligt an der spéteren Phase der
Repolarisation (BARRY & NERBONNE, 1996; NERBONNE, 1998; SNYDERS, 1999). Im

Maus-Herz gibt es vier relevante spannungsabhangige K*-Strome auf Ventrikelebene:
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lofast (0 lostow (5 Iksow (Ikur = 4-Aminopyridin sensitive Komponente des Ik siow:
TREPANIER-BOULAY et al., 2001) und I (XU et al., 1999a). Der ly ¢ Ubernimmt die
Hauptaufgabe bei der Repolarisation (BARRY et al., 1998; SANGUINETTI, 2002). Die zu
lof gehdrenden Kandidatengene sind Kv 4.2 und/oder Kv 4.3, ls wird von Kv 1.4 und
Ikur vOn Kv 1.5 codiert (Xu et al., 1999b; Guo et al., 1999; BERs, 2001). Es ist bekannt,
dass in der Expression von Kaliumkandlen ebenso wie im Auftreten von Kaliumstromen
grolRe Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies bestehen (WETTWER et al., 1993;
BARRY & NERBONNE, 1996; PRIEBE & BEUCKELMANN, 1998; WANG et al., 1999), aber
auch in den Herzen der Individuen einer Spezies variiert die Kaliumkanalexpression lokal
(BARRY & NERBONNE, 1996; XU et al., 1999a). lio 1, Ik siow Und Iss Kommen sowohl in den
Zellen der linken Ventrikelspitze als auch im Septum vor, lixs nur im linksventrikuléren
Septum (Xu et al., 1999a). Zusatzlich wurden bei CD-1 Mé&usen geschlechtsspezifische
Unterschiede in der K*-Kanalexpression beobachtet. Sowohl die Kv 1.5 Kanalexpression
(TREPANIER-BOULAYET et al., 2001) als auch der dazugehdrige Strom Ik, waren in
weiblichen Kardiomyozyten signifikant vermindert (TREPANIER-BOULAYET et al., 2001;
BROUILLETTE et al., 2005). Expressionsunterschiede manifestieren sich in entsprechenden
Veranderungen der Aktionspotentialform. I, und Ik, Reduktion fuhren zur Verldngerung
der Aktionspotentialdauer (Guo et al., 1999; Xu et al., 1999b; WICKENDEN et al., 1999;
NERBONNE, 2000; TREPANIER-BOULAY et al., 2001; SAH et al., 2002; ZOBEL et al., 2002).

Friihere Untersuchungen an Tieren liefern Hinweise, dass sowohl die K*-Kanalexpres-
sion als auch die K*-Stréme durch Ostrogen reguliert werden. Die akute Applikation von
30uM 17B-Ostradiol fithrte in mannlichen Ratten-Kardiomyozyten zu einer Reduktion
der I und Il s Stromamplituden (BERGER et al., 1997). Dieselbe Intervention vermin-
derte I, und Ixs in Meerschweinchen-Kardiomyozyten (NAKAJIMA et al., 1999; TANABE
et al., 1999). E2 regulierte die HK2 Kanalexpression in Kardiomyozyten von ovarekto-
mierten Ratten herunter (DRICI et al., 1996). Des Weiteren ist Ostrogen ein wichtiger
transkriptioneller Faktor, der die Herunterregulation der Kv 4.3 Kanalexpression am

Ende der Schwangerschaft kontrolliert (SONG et al., 2001).

Die vorliegende Arbeit demonstriert erstmalig, dass ERa die Transkription von Kv 4.3
und Kv 1.5 reguliert (Abbildung 3.44 und Abbildung 3.45). Die Regulation erfolgt ge-
schlechtsspezifisch. In méannlichen linksventrikuldren Zellen fiihrt die ERa-Defizienz zu

einer Hochregulation der Kv 4.3 Kanalexpression um das 1,4-fache, aber gleichzeitig
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auch zu einer Herunterregulation der Kv 1.5 Kanalexpression um das 3,7-fache. Im Ge-
gensatz dazu wird die Kv 4.3 und Kv 1.5 Kanalexpression in weiblichen Zellen gering-
fiigig durch ERa vermindert. Die Western-Blot Analysen weiblicher und ménnlicher ERp
Zellen (FAROWSKI, 2004) weisen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen ERP

und der Kv 4.3 Kanalexpression nach.

Der von TREPANIER-BOULAYET et al. (2001) bei CD-1 Mé&usen beschriebene geschlechts-
spezifische Unterschied in der Kv 1.5 Kanalexpression konnte in der vorliegenden Arbeit
bestatigt werden. Der Kv 1.5 wird in mannlichen WT Ventrikelzellen 2,5-fach hoher ex-
primiert als in weiblichen WT Zellen. Kontrér zu der oben erwéhnten Studie entdeckte
die vorliegende Arbeit eine 1,75-fach erhohte Kv 4.3 Kanalexpression auf Proteinebene
in weiblichen WT Zellen im Vergleich zu ménnlichen WT Zellen. TREPANIER-BOULAYET
et al. (2001) zeigten nahezu gleiche Kv 4.3 mRNA Level. Diese Differenz deutet mogli-
cherweise auf eine ERa vermittelte posttranspkriptionelle Regulation hin. Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit ware auch ein von der Mauslinie abhéngiger Unterschied. In
weiblichen C57BL/6 Zellen ist die Kv 4.3. Expression nur 1,2-fach erhéht im Vergleich
zu mannlichen Zellen (Daten nicht gezeigt). BROUILLETTE et al. (2005) zeigten ebenso
einen Einfluss der Mauslinie bzw. der daraus resultierenden unterschiedlichen

Testosteronspiegel auf den lyr.

In wieweit sich die veranderten Kanalexpressionen auf die K*-Stromamplituden auswir-
ken, bleibt zu Gberprifen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass in mann-
lichen ERa-defizienten Tieren der I, erhdht und der Iy, vermindert ist. In weiblichen
Tieren resultiert die ERa-Defizienz méglicherweise in einer geringfligigen Abnahme der
Ikur Und I, Stromamplitude. Die im Folgenden diskutierten Aktionspotentiale deuten auf
eine mdgliche Veranderung hin und tragen damit zur Erklarung der verminderten Kont-
raktilitdt der ERa-defizienten Zellen bei.

4.2.5 Einfluss des Ostrogenrezeptor o auf die Aktionspotentialform

Das Aktionspotential ist der initiale Mechanismus der elektromechanischen Kopplung. Es
ist eine Membranpotentialdnderung, die durch ein komplexes Zusammenspiel von lonen-
kandlen, Transportern und dem Calciumtransienten entsteht. Gleichzeitig beeinflusst das
Aktionspotential lonenkanédle und Transporter und lost den Calciumtransienten aus

(BERS, 2001). Das Aktionspotential der Maus ist relativ kurz und besitzt eine nahezu
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dreieckige Form (BERS, 2001; Abbildung 3.37). Die Aktionspotentialdauer (APD) scheint
mit der HerzgroRe oder Herzfrequenz korreliert zu sein, da schneller schlagende Herzen
eine kurzere APD besitzen als langsam schlagende Herzen (BONDARENKO et al., 2004).

Der Ic,. stellt einen depolarisierenden Einwértsstrom wéhrend des APs dar. Er tragt je-
doch nicht zum schnellen Aufstrich des Aktionspotentials bei. An der AP Spitze gleichen
sich die Einwartsstrome (Ina + Ica) und Auswartsstrome aus (lk). In der friihen Repolari-
sationsphase findet u.a. die calciumabhangige Inaktivierung des lc, .S statt. Die Dauer
und Amplitude des Aktionspotentials kardialer Zellen wird vor allem durch spannungsge-
steuerte K*-Kanéle bestimmt. Die schnelle Repolarisation des Maus APs ist wesentlich
durch den Kaliumstrom I, bedingt. Auch Veranderungen des Ic,. und des Calcium-
transienten kénnen jedoch die Aktionspotentialform beeinflussen. Andererseits bestimmt
die AP-Form wieder den Calciumtransienten mit (SAH et al., 2001) und kontrolliert so
auch die Kontraktilitat der Zellen.

Schon friihere Experimente zeigten einen Zusammenhang zwischen nicht-genomischen
Wirkungen von Ostrogen, verdnderten lonenstromen und daraus resultierenden Aktions-
potentialforménderungen auf. Die akute Applikation von 17B-Ostradiol verlangerte die
APD in mannlichen Ratten-Kardiomyozyten und weiblichen Meerschweinchen-Kardio-
myozyten. Die Autoren erklaren dies mit einem verminderten lys lios (Ratten) bzw.
einem verringerten Ik, lks (Meerschweinchen) bei reduziertem lc, . Strom in beiden
Spezies (BERGER et al., 1997; TANABE et al., 1999). NAKAJIMA et al. (1999) berichten
jedoch von einer Ostrogen vermittelten Aktionspotentialverkiirzung resultierend aus einer
Inhibition des Ica S bei weiblichen Meerschweinchen-Kardiomyozyten, entnommen aus
dem Atrium. Raloxifene fiihrte ebenfalls zu einer verkiirzten APD, basierend auf einem
verminderten g, (LIEW et al., 2004b). Die Ergebnisse der Applikationsstudien geben

jedoch keinen Hinweis darauf, ob diese Verdnderungen ERa vermittelt sind.

Erste Ergebnisse hierzu lieferten JOHNSON et al. (1999). Die ERa-Defizienz erhdhte die
Ica Amplitude in mannlichen Kardiomyozyten. Dies spiegelte sich in einer verlangerten

APD in der von dieser Arbeitsgruppe verwendeten Mutante wieder.

Die Daten der vorliegende Untersuchung bestétigen nicht die Resultate von JOHNSON et
al. (1999). Sondern die ERa-Defizienz verkirzte tendenziell die APDgg in weiblichen und

méannlichen Zellen, ausgepréagter in mannlichen Tieren (Abbildung 3.39.) Diese
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Verkilrzung der APDg gilt es jedoch zu verifizieren, da nur eine signifikante APDgg
Verkirzung bei 2 Hz Stimulationsfrequenz in der mannlichen Gruppe vorliegt. Sehr
wahrscheinlich verhinderten die hohen Standardabweichungen der Mittelwerte die
Signifikanz. Bei der angewandten Methode der Zellisolierung wurden Zellen aus allen
Teilen des Herzens vermischt. Dies fuihrt zur Zusammenfassung aller AP-Formen in einer
Gruppe und damit zur Verwischung eventuell vorhandener Unterschiede. Die
Aktionspotentiale von Septumzellen sind signifikant langer als Aktionspotentiale von
Zellen des Apex und midmyokardiale APs sind langer als endo- und diese wiederum als
epikardiale APs (Guo et al., 1999; NERBONNE, 2000; DiLLy et al., 2006). Die
transmuralen Unterschiede sind dazu noch in weiblichen Préparaten starker ausgepragt
als in méannlichen (PHAM et al., 2001). Die hier dargestellten AP Messungen wurden an
links- und rechtsventrikuldaren Zellen durchgefiihrt. Messungen nur an Apex Zellen
konnten die hier beobachtete APDg, Verkiirzung bestétigen. Die APDs ist in weiblichen
ERa-defizienten Zellen ebenso tendenziell in fast allen Frequenzbereichen verringert, in
mannlichen ERo-defizienten Zellen hingegen ist sie den meisten Frequenzbereichen
erhéht (Abbildung 3.38).

Aktionspotentialverdnderungen wirken sich auf die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten
aus. AP-clamp Untersuchungen bestétigten einen direkten positiven Zusammenhang zwi-
schen Aktionspotentialform, lc,, und [Ca?*]i (LINZ & MEYER, 1998; KAPRIELIAN et al.,
1999). Eine AP Verladngerung geht daher mit einer positiven Inotropie einher (BOUCHARD
et al., 1995). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass eine AP Verkiirzung von einer
negativen Inotropie begleitet wird. Die beobachtete Kontraktilitatsverminderung der
weiblichen und mannlichen ERa-defizienten Zellen basiert sehr wahrscheinlich auf einer
APDyg, Verkiirzung. Diese fiihrt zu einem relativ verminderten Ca*-Influx, der wiederum
die Ca®* Beladung des SRs herabsetzt. In der Verlangerung der APDs, in den méannlichen
ERa-defizienten Zellen ist der im Vergleich zum WT mdglicherweise kompensatorisch
erhéhte lc, (Kapitel 4.2.2) zu erkennen. Die verkiirzte APDg, stitzt jedoch die Annahme
einer verminderten Ca®*-Freisetzung aus dem SR. Dariiber hinaus zeigt diese Verkiirzung
der APD an, dass vermutlich eine ERa vermittelte Zunahme der an der Repolarisation
beteiligten K*-Strome vorliegt. In miannlichen ERaKOs konnte dies fiir den I, ¢ auf mole-
kularer Ebene bewiesen werden (Kapitel 4.2.4). Eine Veranderung des ly ¢S wirkt sich

auf die Calciumhomoostase und die Kontraktilitat aus. Eine AP Verlangerung aufgrund
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einer ly, Reduktion in Herzen von Nagetieren lasst den intrazellulédren Calciumtransienten
mittels eines erhdhten L-Typ Ca?*-Influx ansteigen (BOUCHARD et al., 1995; WICKENDEN
et al., 1998; KAPRIELIAN et al., 1999; SAH et al., 2001; SAH et al., 2002). Eine Zunahme
des I, wiirde somit den L-Typ Ca?*-Influx und [Ca?*]i reduzieren. Ein Beitrag des Iy, zur
Reduktion des [Ca®']; in méannlichen ERaKO ist zu vermuten, trotz des erhdhten L-Typ
Ca?*-Stromes in diesen Zellen (Kapitel 4.2.2). Dies konnte die verminderte Kontraktilitat

der miannlichen ERaKOs mit erklaren.

4.2.5.1 Die Frequenzabhéngigkeit der APDgg
Eine frequenzabhdngige Abnahme der APD ist von den meisten Sdugetieren bekannt

(WIiLLIAMS et al., 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch erstmalig die frequenz-
abhéngige Zunahme der APDg, an Maus-Kardiomyozyten gezeigt. Die APDgy Vverlan-
gerte sich signifikant bei 8 und 10 Hz im Vergleich zu 0,5 Hz Stimulationsfrequenz (Ab-
bildung 3.41). Ein &hnliches Verhalten zeigen Hamster- und Ratten-Kardiomyozyten
(BERGER et al., 1997; Koclic et al., 2001). Die frequenzabhédngige APD Zunahme trifft
sowohl fur endo- als auch epikardiale Zellen zu (Kocic et al., 2001). Die Repolarisation
des APs ist gekennzeichnet durch sich Gberlappende Ein- und Auswartsstrome. Die zeit-
abhéngigen Eigenschaften und die Inaktivierungskinetik dieser Strome bestimmen das
frequenzabhangige Verhalten der APs. Die frequenzabhdngige Zunahme der APD in
Hamster- und Ratten-Kardiomyozyten basiert auf der langsamen Erholung des li+
(Hamster) bzw. l,s (Ratte) von der Inaktivierung (Berger et al., 1997; Kocic et al.,
2001). Aufgrund der langsamen Erholungskinetik von der ,,Steady State® Inaktivierung
ist der lys in Maus-Kardiomyozyten moglicherweise zustandig fur die beobachtete fre-
guenzabhangige Zunahme der APD (Guo et al., 1999). Die Autoren meinen, dass dieser
Strom bei physiologischer Herzfrequenz der Maus nahezu inaktiviert ist. Die Zustandig-
keit des Iy s als alleiniger Verursacher der APD Zunahme lieBe sich mit Messung von
APs von rechtsventrikularen Zellen eruieren. In diesen Zellen ist der Iy, s nicht vorhanden
(NERBONNE, 2000). Somit durfte eine frequenzabhdngige Zunahme der APD in rechts-

ventrikularen Kardiomyozyten nicht nachweisbar sein.
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4.2.6  Geschlechtsspezifische Unterschiede in der elektromechanischen Kopplung
der ERa-defizienten Mause

Aus den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist zu schlieBen, dass der ERa eine
wichtige Rolle fur das AusmaR der Kontraktilitdt sowohl in weiblichen als auch mann-
lichen Tieren spielt. Das Fehlen des ERa resultiert in beiden Geschlechtern in eine Kont-
raktionsverminderung auf Ebene der isolierten Kardiomyozyten. Es handelt sich um ei-
nen genomischen Einfluss, der jedoch geschlechtsabhdngig unterschiedlich vermittelt

wird.

In ménnlichen Tieren beeinflusst der ERa die SERCA 2a und PLB Expression. Der
Ruckgang der SERCA 2a und PLB Expression einhergehend mit einem verminderten
SERCA 2a/PLB Verhdltnis in minnlichen ERa-defizienten Tieren (Kapitel 4.2.3;
FAROWsKI, 2004) konnte moglicherweise die Kontraktionsverminderung bei diesen
Tieren erklaren. Andererseits kann es sich auch um einen Kompensationsmechanismus
fur den vergroRRerten Ic, . handeln. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Kv 4.3
und Kv 1.5 Kanalexpression durch den ERa reguliert wird. Die Kv 4.3 Expression ist in
ERa-defizienten Zellen vermindert, die Kv 1.5 Expression ist hingegen erhéht. In wie-
weit der vermutlich erhéhte Iy ¢ zur beschleunigten Repolarisation und damit auch zur

verminderten Kontraktilitat beitragt (Kapitel 4.2.4), bleibt zu tberprifen.

Der verminderten Kontraktilitit in weiblichen ERa-defizienten Tieren liegen andere
Mechanismen zu Grunde. Weder die calciumregulatorischen Proteine SERCA 2a, PLB,
Na‘/Ca?*-Austauscher (FAROWsKI, 2004) und L-Typ Ca’*-Kanal, noch die Kv 4.3 und
Kv 1.5 Kanalexpression werden durch den ERa modifiziert. Ein moglicher Erklarungs-
ansatz ware eine reduzierte CICF. Ein gleich bleibender Calciumstrom wiirde somit zu
einer verminderten Ca?*-Freisetzung aus dem SR fiihren. Eine weitere Hypothese ware
eine Akt vermittelte Reduktion der Kontraktilitit der ERa-defizienten Zellen. Bei Akt
handelt es sich um eine Serin/Threonin Proteinkinase, die in vielen Signaltransduktions-
wegen eine Rolle spielt und unter anderem auch durch Ostrogen via ERa aktiviert wird
(PATTEN & KARAS, 2006). Akt beeinflusst viele verschiedene zellulare Funktionen von
Kardiomyozyten wie das Wachstum und Uberleben (MATsuI et al., 2003; HEINKE &
MOLKENTIN, 2006) der Zellen als auch die Kontraktilitdt (Kim et al., 2003; ROTA et al.,
2005; CITTADINI et al., 2006). Die relative Akt Phosphorylierung im Nucleus war in den

weiblichen ERaKOs vermindert im Vergleich zu den WT Tieren, in méannlichen
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ERaKOs wurden keine Verdnderung beobachtet (FAROWSKI, 2004). Drei Arbeitsgruppen
zeigten einen positiven Zusammenhang zwischen Akt und Kontraktilitdt in hyper-
trophierten (Kim et al., 2003) und normalen Kardiomyozyten (ROTA et al., 2005;
CITTADINI et al., 2006) auf. Eine Uberexpression von Akt in Maus-Kardiomyozyten er-
hohte die Kontraktilitat durch eine verénderte Calciumprozessierung und eine verénderte
Ca?* Sensitivitat der Myofilamente. Somit konnte die verminderte relative Akt Phos-
phorylierung eine Erklarung flr die beobachtete reduzierte Kontraktilitat der weiblichen
ERa-defizienten Zellen sein.

4.3 Einfluss des Ostrogenrezeptor a auf den kardialen Phinotyp

4.3.1 Einfluss des Ostrogenrezeptors o auf morphologische Parameter

In adulten weiblichen WT Mausen waren das Korpergewicht (KG), Herzgewicht (HG),
linksventrikuldare Gewicht (LVG) und rechtsventrikuldre Gewicht (RVG) signifikant
niedriger als in mannlichen WT Tieren gleichen Alters. Die Langen der Tibia (TL) unter-
schieden sich nicht (Tabelle 3.2). Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten einer
Studie, die die alters- und geschlechtsabhéngige Veranderungen der kardiovaskuldren
Parametern an C57BL/6 Mausen untersuchte und in Kooperation mit unserer Arbeits-
gruppe erfolgte, nahezu berein (TIEMANN et al., 2003). Die Parameter LVG/KG als auch
LVG/TL spiegeln die oben beschriebenen Unterschiede wieder. Beide Verhaltnisse
waren in weiblichen WT Tieren signifikant erniedrigt (Tabelle 3.2). Um eine Aussage
Uber Veranderungen des Herzgewichtes zu treffen, ist das Verhéltnis LVG/TL préaziser
als LVG/KG, da so geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entwicklung des KGs
eliminiert werden. Die Tibia hingegen entwickelt sich bei beiden Geschlechtern gleich
und verlangert sich nach dem 70. Postnataltag kaum (TIEMANN et al., 2003). Die vorlie-
gende Studie beobachtet also geschlechtsabhangige Unterschiede die morphologischen

Parameter betreffend.

Bisherige tierexperimentelle Studien deckten einen Zusammenhang zwischen Ostrogen
und KG Entwicklung auf. Ostrogenentzug durch Ovarektomie fiihrte zu einer signifikan-
ten KG Zunahme in weiblichen Ratten (SCHAIBLE et al., 1984; SCHEUER et al., 1987;
BOWLING et al., 1997; HINTZ et al., 2001; REN et al., 2003; THAWORNKAIWONG et al.,

2007; ARIAS-LOZA et al., 2007). Diese Veranderung konnte bei einer zusatzlichen E2
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Substitution nicht beobachtet werden (SCHEUER et al., 1987; BOWLING et al., 1997; REN
et al., 2003). In fast allen Studien wurde keine Beeinflussung des HGs durch die Ostro-
gendefizienz beschrieben. Nur SCHAIBLE et al. (1984) und THAWORNKAIWONG et al.
(2007) verzeichneten eine Herzgewichtszunahme.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ERa-Defizienz die morpholo-
gischen Parameter in weiblichen und méannlichen Mdausen gleichen Alters kontrar be-
einflusst (Tabelle 3.2). Das Fehlen des ERa fiihrte bei Weibchen zu einer signifikanten
KG-, LVG- und RVG-Zunahme. Die ERa-Defizienz veranderte das TL-Wachstum nicht,
so dass sich das Verhiltnis LVG/TL in weiblichen Tieren signifikant erhohte. In
ménnlichen ERaKOs hingegen verdnderte sich das KG kaum, aber das LVG und auch
das HG nahmen ab. Dies reduzierte das Verhéltnis LVG/TL geringflgig.
Interessanterweise hebt die ERa-Defizienz die geschlechtsabhangigen Unterschiede die
morphologischen Parameter betreffend auf. Die Erhdhung des KGs in weiblichen ERa-
defizienten Tieren ist moglicherweise auf Konzentrationsverdnderungen des Hormons
Leptin im Serum zurickzufihren (CHU et al., 1999). Die Reduzierung des HGs in
ménnlichen ERa-defizienten Tieren resultiert teilweise aus der verminderten GréRe der
Kardiomyozyten dieser Tiere, die in Rahmen der elektrophysiologischen Messungen in

Form einer reduzierten Zellkapazitat ermittelt wurde.

Im Gegensatz zu dieser Studie beobachteten JOHNSON et al. (1997) keine Veranderungen
des Herzgewichtes und der GrolRe der Membranoberflache (berechnet aus der Zellkapa-
zitdat) in mannlichen ERoKOs. Auch die Untersuchungen von SKAVDAHL et al. (2005)
ergaben keine Differenzen im HG/KG Verhéltnis zwischen weiblichen ERaKO und WT
Tieren. Sowohl JOHNSON et al. (1997) als auch SKAVDAHL et al. (2005) verwendeten in
ihren Experimenten die von LUBAHN et al. (1993) generierte ERaKO Maus. Der nicht
vollstdndige Knockout des ERa kdnnte also die zu der hier vorliegenden Studie unter-
schiedlichen Ergebnisse verursachen. Zuséatzlich arbeitete die Gruppe von SKAVDAHL et
al. (2005) mit 64 Tage alten Tieren. In weiblichen Tieren ist eine progressive Gewichts-
zunahme mit steigendem Alter zu verzeichnen (TIEMANN et al., 2003), so dass ein alters-

abhéangiger Unterschied nicht auszuschlieRRen ist.
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4.3.2 Auswirkungen des Ostrogenrezeptor o auf das Elektrokardiogramm

Eine geschlechtsabhéngige Auspragung des QT-Intervalls ist sowohl beim Mensch als
auch bei Tieren bekannt (BAzeTT, 1920; MERRI et al., 1989; RAUTAHARJU et al., 1992;
BURKE et al., 1997; STRAMBA-BADIALE et al., 1997; CHENG, 2006). Madchen und Jungen
haben gleiche QT-Intervalle. Mit Einsetzten der Pubertét verkirzt sich das QT-Intervall
im mannlichen Geschlecht. Bei den Frauen bleibt es gleich (LEVINSON et al., 1985;
RAUTAHARJU et al., 1992). Der Zeitpunkt der Veranderungen deutet darauf hin, dass Ge-
schlechtshormone an diesem Vorgang beteiligt sind. Die zugrunde liegenden Mecha-
nismen sind bisher jedoch noch nicht ausreichend geklart. Bei mannlichen M&usen ver-
langerte sich das QT-Intervall nach einer Kastration, was auf eine mdgliche Beteiligung
der Androgene an der kardialen Repolarisation hinweist (BROUILLETTE et al., 2003).
Ovarektomie hingegen beeinflusste das QT-Intervall nicht (SABA et al., 2002). Ob eine
ERa-Defizienz die elektrophysiologischen Parameter verandert, ist noch nicht eindeutig
verifiziert. JOHNSON et al. (1997) beschreiben bei mannlichen ERaKOs eine QT- und
QT Intervall Verldngerung. Die ERa-Defizienz verénderte andere elektrophysiologische
Parameter wie PQ-Intervall und QRS-Komplex nicht signifikant. In der hier vorliegenden
Studie wurde kontrér zu JOHNSON et al. (1997) eine tendenzielle Verkiirzung der APDgg
in den weiblichen und ménnlichen ERaKO Tieren beobachtet (Kapitel 4.2.5). Die auf-
grund der Einzelzelluntersuchungen vermutete verkiirzte Repolarisation konnte nur in
weiblichen ERaKOs bestitigt werden. Die ERa-Defizienz verkirzte das QT-und QT.-
Intervall weiblicher Tiere auf die Werte minnlicher WT und ERaKOs. PR-Intervall,
QRS-Komplex und die Herzfrequenz wurden nicht beeinflusst (Tabelle 3.3). Basierend
auf den Untersuchungsergebnissen dieser Studie ist anzunehmen, dass der ERa die ge-
schlechtsspezifischen Unterschiede im QT-Intervall vermittelt. Die von JOHNSON et al.
(1997) beschriebenen Ergebnisse sind kritisch zu betrachten, da diese Arbeitsgruppe
einerseits, wie vorher schon erwahnt, eine unvollstandige Mutante untersuchte und ander-
seits bei der Auswertung des QT-Intervalls mdglicherweise das biphasische Verhalten der
T-Welle nicht beriicksichtigt hat. Im Rahmen einer Myokard Infarkt Studie untersuchten
KORTE et al. (2005) auch das Elektrokardiogramm von schein-operierten weiblichen
ERaKO und schein-operierten WT Tieren der hier verwendeten Mauslinie. Mittels eines

Telemetrie-Verfahrens konnten die Autoren die vorliegenden Resultate nicht bestatigen.
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Weder das QT-noch das QT-Intervall unterschieden sich signifikant. Hier bleibt zu tiber-
priifen, welchen Einfluss die Schein-Op auf die gemessenen Parameter austibte.

4.3.3 Einfluss des Ostrogenrezeptors a auf die Himodynamik

Im Bereich des peripheren Blutdrucks traten in den zu vergleichenden Gruppen sowohl
geschlechtsabhingige als auch ERa vermittelte Unterschiede auf. Der systolische (Abbil-
dung 3.48), diastolische (Abbildung 3.49) und mittlere arterielle Blutdruck (Abbildung
3.50) waren in den ménnlichen Kontrolltieren signifikant hoher als in mannlichen
ERaKO und weiblichen WT Tieren. Die Blutdruckwerte der beiden weiblichen
Untersuchungsgruppen unterschieden sich kaum voneinander. Die ERa-Defizienz hob
wieder die geschlechtsabhangigen Unterschiede auf, weibliche und mannliche ERaKOs
entwickelten nahezu gleiche periphere Driicke.

Die in der vorliegenden Arbeit dokumentierten  geschlechtsabhdngigen
Blutdruckunterschiede wurden in der von TIEMANN et al. (2003) durchgefiihrten Studie
an C57BL/6 Mausen nicht beobachtet. Die dort gemessenen Blutdruckwerte liegen Gber
den hier beschriebenen. Ursdchlich dafir sind Unterschiede in der Mauslinie,
unterschiedliche Narkosetiefe und verwendete Katheter. Die hier gemessenen
Blutdruckwerte der ERoKO und WT Tiere bewegen sich im physiologischen Bereich
(DOEVENDANS et al., 1998). Die in der vorliegenden Studie erhobenen
geschlechtsabhangigen Unterschiede im Blutdruck werden durch Studien an der Ratte
(CHEN & MENG, 1991) und am Menschen (WIINBERG et al., 1995; ELLIS et al., 2004)
bestatigt. Die gemessenen  systolischen  Blutdricke in  den  mannlichen

Untersuchungsgruppen waren jeweils signifikant hdher als in den weiblichen Gruppen.

Die Befunde dieser Studie lassen eine Assoziation zwischen Blutdruckregulation und
ERa in minnlichen Tieren erkennen. Ebenso scheint der geschlechtsabhidngige Unter-
schied in den Blutdruckparametern ERa vermittelt zu sein. Diese Annahme wird durch
eine Untersuchung untermauert, die die Bedeutung eines Restriktionsfragment-Lé&ngen-
polymorphismuses (RFLP) des ERa-Gens flr die Blutdruckregulation beim Menschen
analysierte (ELLIS et al., 2004). Das biallele RFLP-System kombiniert mit der phénotypi-
schen Blutdruckuntersuchung zeigte bei der mannlichen Untersuchungsgruppe zwei
Allelkombinationen auf (,,aa*“ und ,,Aa“), die mit einem signifikant erhohten SBP

assoziiert waren im Vergleich zur dritten Allelkombination ,,AA*. In der weiblichen
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Untersuchungsgruppe hingegen konnte keine Verbindung zwischen dem untersuchten
ERa RFLP und dem SBP aufgedeckt werden. Eine Verkniipfung zwischen ERa-Genotyp
und diastolischen Blutdruckparameter wurde von den Autoren nicht festgestellt.

Die geschlechtsabhidngige Auswirkung der ERa-Defizienz auf die Blutdruckparameter ist
moglicherweise auf die heterogene Verteilung der ERa und ERpB in weiblichen und
mannlichen Geféallen zurtickzufihren. In humanen weiblichen vaskuldaren glatten
Muskelzellen ist der vorherrschende Ostrogenrezeptor ERB. In ménnlichen Zellen werden
der ERa und der ERP gleich exprimiert (HODGES et al., 2000). Untersuchungen an ERp-
defizienten Miusen liefern Hinweise, dass der ERP vasodilatatorisch wirkt. In Blutge-
fiBen von Miusen verminderte Ostrogen die Vasokonstriktion mittels einer ERB indu-
zierten Zunahme der INOS Expression. Eine antagonistische Rolle dazu Gbernimmt der
ERa (ZHu et al., 2002). Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass der er-
niedrigte Blutdruck in weiblichen Tieren auf eine hohere Vasodilatation der Gefal3e,
sprich auf einen geringeren totalen peripheren Widerstand, zuriickzufiihren ist. Der ERa
scheint in weiblichen Tieren wegen einer niedrigen Expression im Rahmen der Blut-
druckregulation weitgehend ohne Einfluss zu sein. Der in mannlichen Tieren vermehrt
exprimierte ERa scheint somit den erhdhten Blutdruck zu vermitteln. Das Fehlen dieses
Rezeptors fihrt zu einer Abnahme des Blutdruckes auf Werte weiblicher Tiere. Dieser
hypertensive Effekt von ERa wird durch die Befunde von ZHu et al. (2002), erhdhte DBP
und SBP in ménnlichen ERBKO Maiusen, unterstiitzt. In médnnlichen Tieren ist der ERa
also aktiv an der Blutdruckregulation beteiligt und verursacht die geschlechtsspezifischen
Unterschiede. Basierend auf Untersuchungsergebnissen von TOWNE et al. (1997) spre-
chen ELLIs et al. (2004) von einer Genotyp Geschlechtsinteraktion, in der der Effekt des
Genotyps abhéngig ist von der physiologischen Umgebung in der dieser exprimiert wird.
Dies konnte erkldaren, warum der ERo in méinnlichen Tieren einen Einfluss auf die Blut-

druckregulation ausiibt und in weiblichen Méausen eventuell nicht.

Die Ursachen einer peripheren Druckverdnderung kénnen sowohl im Gefalisystem als
auch im Herzen liegen. Die Herzfrequenzen der untersuchten Tiere waren nicht signifi-
kant unterschiedlich (Kapitel 3.7.2). Der linksventrikulére systolische Druck (LVSP, Ab-
bildung 3.51) war in minnlichen WTs im Vergleich zu minnlichen ERaKOs und weib-
lichen WTs signifikant erhdht. Die Parameter der weiblichen Gruppen unterschieden sich

kaum voneinander. Im Bereich der kardialen Druckentwicklung ist also auch ein ERa
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verursachter Geschlechtsunterschied zu erkennen. Als MaR fur die Kontraktilitat des Her-
zens gilt in vivo die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit in der isovolumetrischen
Anspannungsphase (dp/dtmax) und die Auswurffraktion (Schmidt, Lang, 2007). Die
maximale Druckabfallsgeschwindigkeit stellt ein Mal} fur die passive Dehnbarkeit des
Ventrikels dar (-dp/dtmin). Die gemessenen maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeiten
in weiblichen und méannlichen ERaKOs zeigten eine deutliche Tendenz zur geringen
Kontraktilitat, die Abnahme war jedoch nicht signifikant (Abbildung 3.52). Geschlechts-
abhéngige Unterschiede wurden bei diesem Parameter nicht festgestellt. Die tendenziell
verminderte Kontraktilitdit der ERaKOs wird jedoch durch die in vitro Untersuchungen
der Kontraktilitdt gestiitzt. Die Relaxation nahm in ERaKOs beiderlei Geschlechts ge-
ringfligig ab. Es bestand eine geringe Tendenz zur schnelleren Relaxation in mé&nnlichen
Tieren beider Gruppen (Abbildung 3.52).

Der hier beobachtete Geschlechterunterschied im LVSP wurde ebenso von BEYER et al.
(2001) bei Ratten beschrieben. Die Abnahme des LVSP in midnnlichen ERaKOs resultiert
maoglicherweise aus der beobachteten verminderten SERCA 2a Expression (vgl. Kapitel
4.2.3). MULLER et al. (2003) zeigten in einem ,,working heart“ Modell an Rattenherzen
einen Zusammenhang zwischen SERCA 2a Expression und LVSP auf. Transgene Ratten,
welche die SERCA 2a uberexprimierten, entwickelten einen signifikant hoheren LVSP
und dp/dt als ihre Kontrollen. Die Untersuchungen fanden bei einer konstanten Stimulati-
onsfrequenz von 300 Schlagen/min statt. Die fehlende Signifikanz des dp/dt Parameters
in der vorliegenden Untersuchung kénnte aus den hohen Standardabweichungen resultie-
ren. Diese wiederum ergeben sich vermutlich aus den variierenden Herzfrequenzen der
untersuchten Tiere. Eine weitere mdgliche Erklarung fur die Absenkung des LVSP st
die Anpassung des intrakardialen Drucks an die Druckverminderung im peripheren
System, vermutlich verursacht durch einen geringeren totalen peripheren Widerstand
(siehe oben). In weiblichen Tieren beeinflusste die ERa-Defizienz weder den SBP noch
die Hf. Der gleich bleibende LVSP ist daher mit diesen Ergebnissen konform. Auch
molekularbiologisch konnte keine Verminderung der SERCA 2a Expression in weib-
lichen ERaKOs festgestellt werden (vgl. Kapitel 4.2.3).

Interessanterweise war der LVDP in ERaKO Méiusen nicht erhoht. Dies spricht fiir eine

Aufrechterhaltung der kardialen Funktion in beiden Geschlechtern. Daher kann das an-
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gestiegene Korpergewicht in den weiblichen ERaKO Tieren (Kapitel 4.3.1) nicht einer
pathologischen Zunahme der Gesamtkdrperflussigkeit zugeschrieben werden.

4.3.3.1 Einfluss des Ostrogenrezeptor o auf die Himodynamik unter Dobutamin-
Stimulation

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems ist der primére Mechanismus in vivo
zur Steigerung der kardialen Kontraktilitdt (HOUSER & MARGULIES, 2003). Im Rahmen
der hier durchgefuhrten Untersuchung senkte zundchst eine zentrale Sympathikolyse
(Kapitel 2.6.2) die korpereigene Sympathikusaktivitdt der weiblichen ERaKO Tiere und
deren Kontrollen. Daraus resultierten basale Herzfrequenzen im Bereich von 288+36
(WT) und 324+84 (ERaKO) Schlidgen/min. Anschliefend wurde Dobutamin, ein 3-Ago-
nist, als sympathischer Stimulus appliziert.

Genotypunabhingig konnte die flir f-Agonisten lbliche chronotrope Wirkung beobachtet
werden (Abbildung 3.53). Im Konzentrationsbereich bis 22 ng/g/min Dobutamin zeigten
die Ergebnisse in beiden Gruppen einen positiven inotropen und lusitropen Effekt. Eine
weitere Konzentrationserhohung resultierte in einer deutlichen negativen Inotropie und
Lusitropie in den ERoKO Tieren. Die Werte der WT Tiere hingegen blieben nahezu
konstant (Abbildung 3.55). Die Erhéhung des LVSP in beiden Untersuchungsgruppen
stellt einen weiteren B-adrenergen Effekt dar (Abbildung 3.54). Zuséatzlich bewirkte die
akute Applikation von 4, 8 und 10 ng/g/min Dobutamin einen signifikant héheren links-
ventrikuldren Druckanstieg in den ERa-defizienten Tieren. Eine weitere Konzentrations-
erhéhung fihrte jedoch wieder zu einem linksventrikuldren Druckabfall in diesen Mé&u-
sen. Der signifikant héhere LVSP spricht flir eine ausgeprdgtere Antwort der ERa-
defizienten Weibchen auf B-adrenerge Substanzen, die negative Inotropie und der links-
ventrikuldre Druckabfall sprechen jedoch fiir eine geringere Dobutamintoleranz der ERa-

defizienten Mause im Vergleich zu ihren Kontrollen.

Herzkatheteruntersuchungen an Mausen bestatigen die erhobenen Befunde der positiven
inotropen und chronotropen Wirkung des Dobutamins (MULLER et al., 2003; NEMOTO et
al., 2002; TAKAOKA et al., 2002; MONTGOMERY et al., 2005). MULLER et al. (2002) ver-
zeichneten ebenfalls eine Dobutaminintoleranz, jedoch bei wesentlich héheren Dobuta-
minkonzentrationen (> 100 ng/g Korpergewicht) in C57BL/6 Mé&usen. Dies manifestierte

sich in einem linksventrikuldren Druckabfall und Arrhythmien.
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Die der positiven Inotropie zu Grunde liegenden Signalketten sind weitestgehend
bekannt. Die Bindung von Dobutamin am B1-Rezeptor fuhrt zur Aktivierung der Adeny-
latzyklase mit Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP). Anschlielend
aktiviert CAMP die Proteinkinase A (PKA), welche u. a. Schlisselproteine der elektro-
mechanischen Kopplung (L-Typ Ca®*-Kanéle, Ryanodinrezeptoren und PLB) phosphory-
liert. Die Stimulation des Ic, und der SR Ca Aufnahme resultiert in einer erhéhten [Ca];
auf Einzelzellebene (BERS, 2001). Dies wiederum manifestiert sich in vivo in einer Erho-
hung des LVSP und der linksventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit.

Aufgrund der vorliegenden Befunde und den Untersuchungsergebnissen von KAM et al.
(2004 und 2005) ist eine Interaktion zwischen den Transduktionskaskaden der [3;-
adrenergen Rezeptoren und ERa in Betracht zu ziehen. Eine Stimulation mit 10 nM Isop-
renalin, ein B1-Agonist, erhdhte die L-Typ Ca®*-Kanal Aktivitat und die [Ca]; in isolierten
Kardiomyozyten ovarektomierter Ratten signifikant starker als in denen von Kont-
rolltieren und ovarektomierten Ratten mit E2 Substitution. Ebenso verzeichneten die
Autoren einen starkeren Anstieg der Kontraktionskraft isolierter Herzen von
ovarektomierten Ratten im ,,working heart“ Modell. Gleichzeitig war die basale und
Isoprenalin induzierte PKA Aktivitat in den ovarektomierten Ratten gesteigert (KAM et
al., 2005). Des Weiteren zeigten KAM et al. (2004) und THAWORNKAIWONG et al. (2007),
dass Ostrogen die Expression von B;-Adrenorezeptoren im Herzen von weiblichen Ratten
herunterreguliert. Basierend auf diesen Ergebnissen wére ein moglicher Erklarungsansatz
der vorliegenden Befunde, dass Ostrogen via ERa die Expression der Pi-
Adrenorezeptoren vermindert und die PKA Aktivitat in den weiblichen WT Mausen
absenkt. Hieraus resultiert eine verminderte L-Typ Ca®*-Kanalaktivitt, ein geringerer
[Ca®]i Anstieg und in Folge dessen ein verminderter LVSP wéhrend Dobutamin-
Stimulation. Die basal erhohte PKA Aktivitit in ERa-defizienten Tieren bleibt zu
Uberprifen, da im Gegensatz zu KAM et al. (2005) in diesen Tieren kein erhéhter LVSP
im Vergleich zu den Kontrolltieren dokumentiert wurde (Abbildung 3.51 und Abbildung
3.54).  Beriicksichtigt ~ werden  missen  zusatzlich  die  unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden. Kam et al. (2005) fuhrten ihre Untersuchungen an isolierten
Kardiomyozyten und am isolierten Herzen durch. Die in dieser Studie dargestellten
Ergebnisse wurden in vivo erhoben. Sowohl der linksventrikulére systolische Druckabfall

bei hoéheren Dobutamin-Konzentrationen (Abbildung 3.54) als auch die negative
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Inotropie und Lusitropie bei 33 und 40 ng/g/min Dobutamin der ERa-defizienten Mduse
waéren durch eine mogliche vasodilatative Wirkung des Dobutamins bei hoher Konzentra-
tion erklarbar. Dobutamin ist ebenso ein schwach wirkendes o-Sympathomimetikum,
welches die Pz-symphatomimetisch-vasodilatierende  Wirkung dieser  Substanz
antagonisiert (FORTH et al., 1987). Eine moglicherweise erhohte Anzahl von [3,-
Adrenorezeptoren in den Gefdlen von ERaKO Maiusen konnte dazu fiihren, dass der
periphere Widerstand absinkt und somit sekundar eine negative Inotropie und Lusitropie
auftritt. Weitere Untersuchungen hierzu sind jedoch notwendig.

4.4 AbschlieBende Betrachtung

AbschlieRend ist in kritischer Wirdigung der Untersuchungsergebnisse festzustellen, dass
Ostrogen die elektromechanische Kopplung des Herzens via ERa beeinflusst, ERp hin-

gegen scheint bei diesem Vorgang funktionslos zu sein.

Die ERa-Defizienz verminderte die Sarkomerverkirzung sowohl bei weiblichen als auch
méannlichen Kardiomyozyten, die ERB-Defizienz hingegen war wirkungslos. Weder die
signifikante Zunahme der L-Typ Ca®*-Stromamplitude in mannlichen noch die unveran-
derten Werte der weiblichen ERa-defizienten Kardiomyozyten erklaren den beobachteten
negativ inotropen Effekt der ERa-Defizienz. Die verminderte ,,Post Rest” Verkiirzung
méannlicher ERa-defizienter Zellen deutet unter Beriicksichtigung der in der Literatur
beschriebenen Befunde auf eine Inhibition der Kontraktion aufgrund eines reduzierten
SERCA 2a/PLB Verhéltnisses einhergehend mit einer verminderten SERCA 2a Aktivitat
hin. Bei weiblichen ERa-defizienten Tieren wéren basierend auf den hier erhobenen und
den Daten der Literatur entweder eine verminderte Ca**-induzierte Ca®*-Freisetzung oder
eine Akt vermittelte Reduktion der Kontraktilitit mdgliche Erklarungsgrinde fur die
verminderte Sarkomerverkirzung. In diesem Zusammenhang interessant ware die Mes-
sung der [Ca®*"]; wahrend der Sarkomerverkiirzungsmessung mittels Fura-2-gefarbter
Kardiomyozyten. Eine weitere Begrindung fir die Kontraktilitdtsverminderung stellen
verkirzte APDs dar. Die bisherigen Untersuchungen lieferten jedoch nur eine Tendenz
der APD-Verkiirzung, vermutlich weil die transmuralen Unterschiede der APDs nicht
beriicksichtigt worden sind. Exaktere Aussagen waren z.B. durch AP-Messungen an
Apex-Zellen moglich. Darliber hinaus wiirde eine Studie iiber den Einfluss des ERa auf

die an der Repolarisation beteiligten K*-lonenstrome mit zur Klarung der Ergebnisse
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beitragen und die aufgrund der molekularbiologischen Untersuchung vermutete
Erh6hung des I, in ménnlichen ERa-defizienten Kardiomyozyten verifizieren oder
falsifizieren. Zusammenfassend deuten die bisherigen Befunde auf eine ERa-vermittelte
kontraktionssteigernde Wirkung des Ostrogens auf zellularer Ebene hin, wobei dieser
Effekt vermutlich geschlechtsabhangig tber unterschiedliche Signaltransduktionswege

erreicht wird.

Auch die Aufhebung der geschlechtsspezifischen Unterschiede der WT Tiere im QT- und
QT¢-Intervall, SBP, DBP und LVSP in ERa-defizienten Tieren weisen auf eine bedeu-
tende Rolle des ERa bei der geschlechtsspezifischen Auspragung des kardialen Phéno-
typs hin. Der periphere Blutdruck als auch der LVSP wird vor allem in ménnlichen Tie-
ren durch den ERa modifiziert, resultierend in einer Erh6hung dieser Werte. Geschlechts-
spezifische Unterschiede im EKG ergeben sich zum Teil aus einer ERa-vermittelten
Verliangerung des QT-Intervalls in weiblichen Tieren. Ostrogen ist anscheinend elemen-
tar an der Auspragung des geschlechtsspezifischen kardialen Phanotyps beteiligt.

Exaktere Aussagen tber den Einfluss des ERa auf die Expression von 1-Adrenorezepto-
ren im Herzen sind erst nach weiteren Untersuchungen moglich. Sinnvoll ware die
Bestimmung der Expressionslevel des B;-Adrenorezeptoren von weiblichen und mann-
lichen ERaKO und WT Mausen mittels Western Blots, um eventuelle ERa-vermittelte
und geschlechtsspezifische Unterschiede aufzudecken. In diesem Zusammenhang interes-
sant waren auch Sarkomerverkirzungsmessungen wahrend f;-Stimulation mittels Isopre-
nalin. Ein prozentual starkerer positiv inotroper Effekt des Isoprenalins bei weiblichen
ERaKO-Mausen im Vergleich zu WT Tieren wirde die Vermutung einer erhdhten
Expression von Pi-Adrenorezeptoren in Herzen von weiblichen ERoKO Mausen

untermauern.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Geschlechtshormons Ostrogen auf die
elektromechanische Kopplung von Herzmuskelzellen bestimmt. Ziel dieser Studie war es,
Kenntnisse Uber die genauen physiologischen Abldufe wahrend der Kontraktion von
Kardiomyozyten weiblicher und mannlicher Tiere zu gewinnen. Primar sollte die geno-
mische Wirkungsweise der Ostrogenrezeptoren o und p dokumentiert und anschlieRend
mit moglichen geschlechtsspezifischen Unterschieden in den Herz-Kreislaufparametern
des vollstandigen Organismus in Beziehung gesetzt werden. Auf diese Weise erfolgte

eine Charakterisierung des kardialen Phanotyps der Ostrogenrezeptor o Maus.

Es wurden Messungen an enzymatisch isolierten Ventrikelmyozyten von C57BL/6 Mé&u-
sen, weiblichen und minnlichen Ostrogenrezeptor a- (ERaKO), B-defizienten (ERBKO)
Mausen und deren Kontrollen (WT) durchgefiihrt. Die Bestimmung der Sarkomerver-
kirzung als Mal? fiir die kardiale Kontraktilitat erfolgte mittels eines optischen Messver-
fahrens. Patch-clamp-Untersuchungen ermittelten die Bedeutung des ERa fiir den L-Typ
Ca’*-Strom und die Aktionspotentialdauer (APD). Molekularbiologische Untersuchungen
erfassten Expressionsunterschiede einiger an der elektromechanischen Kopplung betei-
ligter Proteine (SR Ca?*-ATPase 2a (SERCA 2a), Phospholamban (PLB), spannungsab-
hangiger Kaliumkanal (Kv 4.3 und Kv 1.5). Morphologische Untersuchungen, EKG
Messungen und hamodynamische Messungen mittels Herzkatheter dienten zur Charakte-
risierung des kardialen Phénotyps der ERaKO Maus. Hierbei erfolgten die Registrierun-
gen der Herzfrequenz, der EKG Parameter, der peripheren Blutdruckparameter und der

kardialen Druckparameter.
Die wesentlichen Befunde lauten:

1. Murine Kardiomyozyten bildeten unter physiologischen Bedingungen (36°C,
1,8 mM Ca®") eine biphasische Verkiirzungs-Frequenz-Beziehung aus. Das Ausmafi
der Kontraktilitat der Kardiomyozyten und die Verkirzungs-Frequenz-Beziehungen
waren u.a. vom Alter der Tiere und von der extrazelluldren Calciumkonzentration

abhangig.



138

5 Zusammenfassung

Der ERJ ilibte keinen Einfluss auf die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten aus. Der

ERa hingegen wirkte geschlechtsunabhéngig positiv inotrop und lusitrop.

In ménnlichen Kardiomyozyten verursachte die ERa-Defizienz eine signifikante
Zunahme der L-Typ Ca®*-Stromamplitude. Die Werte der weiblichen ERa-defi-

zienten Zellen unterschieden sich nicht von deren Kontrollen.

Die ERa-Defizienz verkirzte tendenziell die Aktionspotentialdauer bis zur 90%igen
Repolarisation in beiden Geschlechtern, ausgepragter in mannlichen Zellen.

Der ERa regulierte geschlechtsspezifisch die Expression von Kv 4.3 und Kv 1.5.

Die ERa-Defizienz hob geschlechtsabhangige Unterschiede der WT Tiere im QT-
und QT-Intervall (EKG), im systolischen und diastolischen Blutdruck und im links-

ventrikuldren systolischen Druck auf.

Aus den Befunden wird geschlossen, dass der ERa eine wichtige Rolle fiir das Ausmal}

der Kontraktilitdt sowohl in weiblichen als auch in méannlichen Zellen spielt. Es handelt

sich um einen genomisch vermittelten Einfluss, der geschlechtsspezifisch unterschiedlich

ist. Ein in mannlichen Zellen beteiligter Mechanismus an der positiven Inotropie ist die

Beeinflussung der SERCA 2a und PLB Expression durch den ERa resultierend in einer

Erhohung des SERCA 2a/PLB Verhaltnisses. Bei weiblichen Zellen wéren eine verédn-

derte Ca**-induzierte Ca”*-Freisetzung und/oder eine angestiegene relative Akt

Phosphorylierung mogliche Erklarungsansatze fur die positive Inotropie.

Die in vivo Daten deuten darauf hin, dass dem Ostrogenrezeptor a ein wichtiger Einfluss

bei der Ausprédgung geschlechtsspezifischer Unterschiede in den EKG, Blutdruck- und

Herzdruck-Parametern zu zuschreiben ist.
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Tabelle 7.1:

enden Werten der AG 1.

Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Verkiirzungsgeschwindigkeit isolierter weiblicher Kardiomyozyten der
Altersgruppe (AG) 1, AG 2, AG 3 und AG 4 bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz. * p< 0,05 im Vergleich zu den entsprech-

Verkirzungsgeschwindigkeit [um/s]

AG1 AG 2 AG 3 AG 4 AG 2-4
Hz| MW | SD n MW SD n MW SD n MW SD n MW SD | n
05]-294| 131 | 9 | -3,77 | 1,93 20 | -4,83*| 2,14 13 -3,15 1,36 | 12 | -391 | 193] 45
11-237 | 1,19 | 11 | -3,47 | 1,86 17 | -3,97*| 1,77 11 -3,13 1,38 9 -3,53* | 1,71 | 37
21-264 | 187 | 8 | -3,30 | 2,11 14 | -3,80 | 1,36 10 -2,83 1,12 | 12 | -328 | 1,64 | 36
41-2,43 | 2,00 10 | -357 | 191 11 | -4,39*| 2,25 13 -3,99*| 1,39 | 15| -4,00* | 1,84 | 39
61-199 | 085 | 10 | -4,51*| 2,17 10 | -5,91*| 2,58 12 -435*| 1,86 | 14 | -4,92* | 2,26 | 36
8]-261| 166 | 15 | -4,53*| 2,85 13 | -6,04*| 2,97 6 -3,96 1,53 9 -4,67* | 2,55 | 28
10| -3,84 | 2,29 12 | 4,02 | 1,94 12 | -5,42 1,97 8 -4,04 1,44 7 -4,44 | 1,88 | 27

1.
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Tabelle 7.2:  Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Relaxationsgeschwindigkeit isolierter weiblicher Kardiomyozyten der Alters-
gruppen (AG) 1, AG 2, AG 3 und AG 4 bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz. *p< 0,05 im Vergleich zu den entsprechenden Werten

der AG 1.
Relaxationsgeschwindigkeit [um/s]
AG 1 AG 2 AG 3 AG4 AG 2-4

Hz| MW SD N MW SD n MW SD n MW SD n MW SD n

0,5] 1,47 1,06 9 2,26 1,76 20 2,98*| 1,67 13 1,75 0,97 12 2,33 1,60 45

11 1,07 0,69 11 2,01*| 1,36 17 2,30*| 1,17 11 1,75 1,18 9 2,03*| 1,25 37

2| 1,37 1,53 8 1,75 1,34 14 2,17 1,05 10 1,47 1,03 12 1,77 1,17 36

4] 1,36 1,61 10 2,24 1,54 11 2,87 1,86 13 2,53 1,79 15 2,56 1,72 39

61 1,01 | 0,75 10 2,80*%| 1,53 10 3,78*%| 2,17 12 3,33*| 2,13 14 3,33*| 1,98 36

8| 1,61 1,62 15 3,42*| 2,53 13 4,86*| 2,39 6 2,72 1,94 9 3,50*| 2,37 28

10] 2,60 2,11 12 2,88 1,30 12 4,08 1,62 8 2,74 1,56 7 3,20 1,53 27

Tabelle 7.3: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Verklrzungsdauer isolierter weiblicher Kardiomyozyten der Altersgruppen
(AG) 1, AG 2, AG 3 und AG 4 bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz.
Verkurzungsdauer [s]
AG1 AG 2 AG 3 AG14 AG 2-4

Hz| MW SD N MW SD n MW SD n MW SD n MW SD n
0,51 0,10 0,03 9 0,10 0,05 20 0,09 0,03 13 0,10 0,02 13 0,10 0,04 45
11 0,10 0,03 11 0,08 0,04 17 0,08 0,02 11 0,09 0,02 9 0,09 0,03 37
2| 0,09 0,02 8 0,09 0,03 14 0,08 0,02 10 0,10 0,03 12 0,09 0,03 36
4] 0,09 0,02 10 0,08 0,02 11 0,08 0,01 12 0,08 0,01 15 0,08 0,02 38
6| 0,08 0,02 10 0,07 0,01 10 0,08 0,02 12 0,08 0,01 14 0,08 0,01 36
8| 0,07 0,02 14 0,07 0,01 13 0,07 0,01 6 0,07 0,01 9 0,07 0,01 28
101 0,07 0,01 12 0,07 0,01 13 0,07 0,01 8 0,07 0,01 7 0,07 0,01 27
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Tabelle 7.4:  Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der ersten (t1) und zweiten (t,) Zeitkonstante isolierter weiblicher Kardiomyozyten
der Altersgruppen (AG) 1, AG 2, AG 3 und AG 4 bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz.

Zeitkonstante [s]

AG 1 AG 2 AG 3 AG 4
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
Hz| MW | SD | MW | SD |InfMW | SD |[MW | SD |nfMW | SD | MW | SD [n| MW | SD | MW | SD |n
0,51 7,33 | 0,72 9]110,90 | 0,34 8| 8,68 | 1,11 8| 7,58 | 0,18 8
1] 2,67 | 0,22 9] 3,88 | 0,07 91 554 | 0,30 71 3,53 | 0,08 9
21 1,59 | 0,13 9] 1,69 | 0,09 91 2,52 | 0,21 9| 1,48 | 0,07 8
41 1,75 | 0,10 91 0,62 | 0,04 41 0,76 | 0,11 91 0,39 | 0,04 9
6] 0,06 | 0,01 41008 | 0,02 | 215 | 0,35 4] 0,02 | 0,08 ] 1,81 | 2,52 |5] 0,07 | 0,02 | 1,66 | 0,20 |9
8l 0,06 | 0,01 | 1,00 | 0,11 | 8] 0,07 | 0,01 | 1,39 | 0,21 |6] 0,04 | 0,02 | 1,10 | 0,21 |5 0,12 | 0,03 | 0,90 | 0,09 |5
10| 0,07 | 0,02 | 1,03 | 0,11 |5] 0,01 | 0,02 | 0,94 | 0,11 |8] 0,04 | 0,02 | 0,99 | 0,12 |5] 0,08 | 0,02 | 0,84 | 0,09 |6
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7.2 Einfluss des Ostrogenrezeptors p auf die Sarkomerverkiirzung

Tabelle 7.5: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Verklrzungsge-
schwindigkeit isolierter mannlicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfre-
guenzen zwischen 0,5 und 10 Hz.

Verkirzungsgeschwindigkeit [um/s]

WT ERBKO
Hz MW SD N MW SD n
0,5 -4,58 2,03 27 -4,05 1,66 31
1 -4,14 1,78 36 -3,88 1,34 38
2 -3,57 1,48 37 -3,72 1,33 43
4 -4,09 1,58 24 -3,76 1,34 32
6 -3,96 1,31 22 -3,49 1,29 15
8 -4,62 2,32 27 -4,18 1,39 16
10 -5,09 2,14 16 -5,16 1,52 24

Tabelle 7.6: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Relaxationsgeschwindig-
keit isolierter mannlicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfrequenzen zwi-
schen 0,5 und 10 Hz.

Relaxationsgeschwindigkeit [um/s]

Hz WT ERBKO
MW SD N MW SD n
0,5 2,56 1,48 27 2,12 0,98 31
1 2,14 1,07 36 1,99 0,84 38
2 1,89 1,00 37 2,01 0,92 43
4 2,43 1,32 24 2,11 1,23 32
6 2,36 1,25 22 1,97 1,08 15
8 3,23 2,45 27 2,76 1,30 16
10 3,82 2,13 16 3,78 1,46 24
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Tabelle 7.7:  Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Verkirzungsdauer
isolierter mannlicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfrequenzen zwischen
0,5 und 10 Hz. *p<0,05

Verkirzungsdauer [s]
WT ERBKO
Hz MW SD n MW SD n
0,5 0,08 0,03 27 0,08 0,02 31
1 0,08 0,02 36 0,08 0,02 38
2 0,08 0,02 37 0,07 0,03 43
4 0,07 0,02 24 0,07 0,01 32
6 0,07 0,01 22 0,07 0,02 15
8 0,06 0,01 27 0,07 0,01 16
10 0,06 0,01 16 0,07* 0,01 24

Tabelle 7.8: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der

mulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz. *p<0,05

Verkirzungsgeschwindigkeit isolierter weiblicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Sti-

Verkurzungsgeschwindigkeit [um/s]
WT ERBKO
Hz MW SD n MW SD n
0,5 -2,76 1,44 23 -2,91 1,96 23
1 -2,42 1,05 26 -2,68 1,67 24
2 -2,12 0,93 27 -2,50 1,35 19
4 -2,87 1,28 24 -3,16 1,66 19
6 -3,57 1,65 18 -4,37 2,82 7
8 -3,41 1,68 17 -4,55 1,84 9
10 -3,53 1,22 11 -5,22* 1,61 9
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Tabelle 7.9:  Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Relaxationsgeschwindig-
keit isolierter weiblicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfrequenzen zwi-
schen 0,5 und 10 Hz. *p<0,05

Relaxationsgeschwindigkeit [um/s]
WT ERBKO
Hz MW SD N MW SD n
0,5 1,25 0,72 23 1,51 1,74 23
1 1,09 0,67 26 1,26 0,91 24
2 0,92 0,58 27 1,17 0,72 19
4 1,47 0,82 24 1,60 0,95 19
6 2,26 1,71 18 2,32 1,50 7
8 1,98 1,27 17 2,65 1,57 9
10 2,07 0,82 11 3,23* 1,18 9

Tabelle 7.10: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) der Verkiirzungsdauer
isolierter weiblicher ERBKO und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfrequenzen zwischen
0,5 und 10 Hz. *p<0,05

Verkurzungsdauer [s]
WT ERBKO
Hz MW SD N MW SD n
0,5 0,11 0,03 23 0,12 0,04 23
1 0,11 0,03 26 0,13 0,05 24
2 0,12 0,04 27 0,11 0,03 19
4 0,10 0,02 24 0,10 0,02 19
6 0,09 0,02 18 0,09 0,02 7
8 0,08 0,01 17 0,08 0,01 9
10 0,08 0,01 11 0,07* 0,01 9




Tabelle 7.11: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) des Ruhemembranpotentials von weiblichen und mdnnlichen ERaKO

und WT Kardiomyozyten bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz.

Ruhemembranpotential [mV]

WT ERaKO
& S) ? 3
Hz| MW SD n MW SD N MW SD n MW SD n
0,5| -71,38 | 2,94 22 -70,90 | 2,91 5 -70,58 | 3,65 14 -75,02 | 6,02 9
1| -70,80 | 3,18 25 -69,88 | 3,15 6 -70,17 3,5 14 -73,9 5,81 9
2| 69,82 | 3,84 25 -70,46 | 2,89 7 -69,05 | 3,25 15 -72,64 | 6,51 9
41 -69,16 | 3,65 20 -68,43 | 3,63 5 -68,04 | 4,12 14 -74,12 | 6,41 7
6] -68,45 | 3,63 18 -67,27 | 3,44 3 -68,17 | 3,85 12 -12,713 | 6,75 8
8] -66,32 | 4,92 10 -67,46 | 0,99 3 -66,44 | 3,12 9 -12,77 | 10,27 5
10| -65,72 | 5,42 6 -67,49 | 2,96 2 -66,04 | 3,12 9 -75,12 | 7,25 S
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Tabelle 7.12: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) des Spitzenwertes von weiblichen und mdnnlichen ERoKO und WT Kardio-

myozyten bei Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5 und 10 Hz.

Spitzenwert [mV]

WT ERaKO
& S) ? 3
Hz| MW SD n MW SD N MW SD n MW SD n
0,5| 59,30 4,27 22 53,26 7,19 5 53,69 7,13 14 52,92 9,11 9
1| 58,35 5,57 25 52,45 6,75 6 54,68 7,59 14 52,34 | 10,06 9
2| 58,46 6,16 25 50,93 8,60 7 53,42 8,39 15 53,79 | 13,42 9
41 59,28 9,09 20 50,04 | 11,38 5 51,36 6,99 14 52,36 | 14,17 7
6| 58,67 9,59 18 49,84 | 10,64 3 54,98 6,36 12 53,52 | 16,62 8
8] 64,08 | 11,47 10 60,68 | 20,14 3 54,03 | 11,45 9 51,88 | 18,93 5
10| 60,50 | 13,02 6 55,92 1,87 2 55,65 | 12,79 9 44,27 5,86 S
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Tabelle 7.13: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (SD) und Anzahl (n) des frequenzabhéngigen Verhaltens von Ruhemembranpotential,

Spitzenwert und APDs, Werten weiblicher WT Kardiomyozyten

WT Q
Ruhemembranpotential [mV] Spitzenwert [mV] APDs n

Hz MW SD MW SD MW SD
0,5 -70,0 3,6 58,4 4,8 4,0 1,8 6
1 -69,4 39 57,5 7,8 3,8 2,0 6
2 -68,2 4,9 56,4 2,8 4,1 2,2 6
4 -68,1 33 56,1 3,2 3,8 2,2 6
6 -67,2 3,4 57,1 5,6 4,2 2,7 5
8 -68,3 6,4 64,8 9,3 2,8 0,5 4
10 -64,9 54 59,8 12,0 54 4,5 6
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