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1 Einleitung

Der plotzliche Herztod stellt eine bedeutende Todesursache der westlichen Welt
dar (Priori et al., 2001; Zipes und Wellens, 1998). Man geht von etwa 300 000
Féllen pro Jahr von plétzlichem Herztod in den USA aus, was einer Inzidenz
von iiber 1 / 1000 Einwohner pro Jahr entspricht (Myerburg et al., 1992). Bei
Minnern im Alter zwischen 60 und 69 Jahren werden sogar bis zu 8 Fille pro
1000 Einwohner pro Jahr berichtet (Sans et al., 1997). Dem GroBteil der Félle
von plotzlichem Herztod liegen tachykarde Rhythmusstorungen wie
Kammerflimmern oder Kammertachykardien zugrunde. Ursachen dafiir ist
haufig eine akute Myokardischdmie, die durch akuten thrombotischen
Verschluss eines HerzkranzgefaBles verursacht wird. Die regionale Ischimie
bzw. die Heterogenitit zwischen ischdmischen und nicht-ischdmischen Arealen
kann zu einer proarrhythmischen Heterogenitidt der Repolarisation fiihren. Auch
strukturelle Verdnderungen wie Fibrosierung, Narbenbildung und eine
Dilatation des Ventrikels kann das Substrat bei der Entstehung von
Herzrhythmusstérungen  darstellen. Bei  Patienten  ohne  strukturelle
Herzerkrankung beobachtete Rhythmusstérungen koénnen auf angeborenen
Ionenkanalkrankheiten wie dem Long-QT Syndrom oder — viel haufiger — der
pharmakologischen Beeinflussung der Ionenkanalfunktion durch
Antiarrhythmika, oder vielen Medikamenten aus nicht-kardiovaskuldren

Indikationsgebieten beruhen.

1.1 Physiologische Bedeutung der delayed rectifier
Kaliumkanale

1.1.1 Funktion von Ik, und lxs im Aktionspotential

Die Konfiguration des kardialen ventrikuldren Aktionspotentials kommt durch
das Zusammenspiel zahlreicher depolarisierender Einwértsstrome und

repolarisierender Auswiértsstrome zustande. Diese Strome setzen sich aus der

1



Summe aller Ionenbewegungen iiber die elektrisch isolierende Zellmembran
zusammen. In die Zellmembran eingebettete lonenkanile, Austauschsysteme
und Pumpen stellen aktive und passive Transportsysteme dar, die den Fluss von
Ladungstragern von extrazelluldr nach intrazelluldr und umgekehrt erlauben.

Die fiur den Erregungsablauf in humanen ventrikuldren Kardiomyozyten
wichtigsten Ionenkanile und ihre Bedeutung wihrend des Aktionspotentials sind
in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Der schnelle Einstrom von Natrium-
Ionen durch den spannungsgesteuerten Natriumkanal (Iy,) vermittelt die initiale
Depolarisation mit dem schnellen Aufstrich des Aktionspotentials. Zu Beginn
der Plateauphase findet sich oft eine charakteristische ,,Kerbe®, die durch den
voriibergehenden Ausstrom von Kalium-Ionen durch den kalziumunabhingigen
transienten Kaliumauswirtsstrom (I,;) induziert wird. Die darauf folgende
Plateau-Phase ist durch eine empfindliche Balance zwischen Kalzium-Einstrom
durch den langsamen, spannungsgesteuerten L-Typ Kalziumkanal (I¢,) und dem
beginnenden Kalium-Ausstrom durch die schnelle und langsame Komponente
der delayed rectifier Kaliumkanéle (Ix, und Ix;) gekennzeichnet. Wihrend dieser
Phase herrschen nur sehr geringe Leitfahigkeiten, so dass schon geringe Strome
ausreichen, um das sensible Gleichgewicht zwischen Depolarisation und
Repolarisation zu storen. Der Kalzium-Einstrom in das Zellinnere fiihrt zur
Kontraktion der Zelle und 16st so im Zusammenspiel aller ventrikuléren
Kardiomyozyten die Systole des Herzens aus. Beendet wird das
Aktionspotential durch ein Uberwiegen von Iy, und Iy bei gleichzeitiger
Abnahme von I¢,. Die Eigenschaft von I, als ,,Einwirtsgleichrichter* begiinstigt
zusammen mit dem inward rectifier Kaliumkanal (Ix;) die Stabilisierung des

Membranpotentials bei -80 mV, dem Kaliumgleichgewichtspotential.
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Abbildung 1

Humanes Aktionspotential (schematisch) mit den fiir die typische Konfiguration
verantwortlichen Stromen: Die depolarisierenden Einwértsstrome Iy, (schneller
spannungsabhidngiger Natriumkanal, schnelle Depolarisationsphase; -
Untereinheit SCN5SA) und I¢, (langsamer, spannungsabhingiger Kalziumkanal,
Plateauphase; a-Untereinheit CACL1A1l) sind definitionsgemdfl nach unten
aufgetragen, die repolarisierenden Kaliumkanidle nach oben. Essentielle
repolarisierende Kaliumkanédle sind der transiente kalziumunabhingige
Kaliumauswiértsstrom I,; (o-Untereinheit KCND3, mdgliche B-Untereinheit
KChiP), der fiir die Kerbe im Aktionspotential wéhrend der friihen
Repolarisation verantwortlich ist. Die beiden delayed rectifier Kaliumkanéle Iy,
(a-Untereinheit KCNH2, B-Untereinheit KCNE2) und Igs (o-Untereinheit
KCNQI, B-Untereinheit KCNEI1) vermitteln die spidte Repolarisation. Der
inward rectifier Kaliumkanal Ix; (o-Untereinheit KCNJ2) hidlt das
Ruhemembranpotential dann bei —80 mV.



1.1.2  Speziesunterschiede

Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit humanen Gewebes im Rahmen von
Herztransplantationen sowie der individuellen Variabilitit des Gewebes ist es
notig, auf Tiermodelle zuriickzugreifen. Die  Konfiguration des
Aktionspotentials weist jedoch erhebliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Spezies auf (Abbildung 2). Insbesondere wihrend der
Repolarisationsphase finden sich grof3e Differenzen. Fiir die Repolarisation im
humanen Herzen ist vor allem der schnelle delayed rectifier Kaliumkanal Iy,
verantwortlich; jedoch spielen wohl auch der transiente Kaliumauswartsstrom
[,,; und der langsame delayed rectifier Kaliumkanal Ixs eine Rolle. Im Hund
findet sich eine &dhnliche Ionenkanalausstattung mit einem transienten
Kaliumauswiértsstrom und den beiden delayed rectifier Kaliumkanédlen Iy, und
Iks. Igs weist — anders als im menschlichen Myokard - eine dhnliche Stromdichte
wie Ik, auf und spielt somit eine viel groBBere Rolle bei der Repolarisation als in
humanem Myokard. Bei ndherer Betrachtung werden weitere Unterschiede
deutlich; I, wird in humanem Myokard durch zwei unterschiedliche Kanéle mit
unterschiedlichen elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften
generiert, die regional differentiell exprimiert werden. Im Hund ist jedoch
elektrophysiologisch nur ein Kanal nachweisbar (Barth et al., 2002).

Ein transienter Auswértsstrom ist dagegen im Schwein nur in minimaler
Stromdichte nachweisbar; hier erfolgt die Repolarisation ausschlieB8lich iiber I,
und Iy, (Nébauer et al., 1997).

Das Meerschweinchen ist das klassische Tiermodell zur Untersuchung der
delayed rectifier Kaliumkanéle. 1, spielt unter physiologischen Bedingungen —
dhnlich wie im Schwein — keine Rolle bei der kardialen Repolarisation des
Meerschweinchens, sie wird liber verhaltnismafBig sehr grof3e Iy, und Ig,-Strome
vermittelt (Nakajima et al., 2002; Varro et al., 1993).
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Abbildung 2

Aufzeichnung von  Aktionspotentialen in isolierten Kardiomyozyten
verschiedener Spezies. In Ratten-Kardiomyozyten ist ein sehr kurzes
Aktionspotential mit Dreiecksformiger Konfiguration zu registrieren.
Aktionspotentiale aus Schweine-, Hunde- und Menschen-Kardiomyozyten sind
dhnlich konfiguriert und weisen ein deutliches Plateau auf. Unterschiede findet
man jedoch insbesondere wihrend der frithen Phase der Repolarisation. Hund
und Mensch haben hier die charakteristische Kerbe, die durch I,,; vermittelt
wird. Im Schweinemyokard fehlt diese vollstindig. (Kddb und Nabauer, 2001).

1.1.3  Transmurale Heterogenitat

Vor einigen Jahren wurde die Vorstellung von im linksventrikuldren Myokard
homogen verteilten Ionenkandlen von der Erkenntnis abgelost, dass
subepikardiale (EPI), mittlere (so genannte M-Zellen) und subendokardiale
(ENDO) Schichten mit unterschiedlichen elektrophysiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften abgegrenzt werden konnen. Diese sind fiir
den geregelten Ablauf der Erregungsausbreitung und —riickbildung essentiell.
Die Depolarisation des Myokards lauft von endokardial nach epikardial ab, die
Erregungsriickbildung in umgekehrter Richtung. Daraus resultiert endokardial
eine langere Phase der Depolarisation, die sich in einer ldngeren
Aktionspotentialdauer widerspiegelt. So findet man in
Aktionspotentialmessungen sowohl im Gewebeverbund wie auch an
Einzelzellen eine unterschiedliche Lidnge und Konfiguration des

Aktionspotentials abhingig von der transmuralen Schicht (Abbildung 3): Dem



langeren Aktionspotential endokardial fehlt die charakteristische Kerbe wéhrend
der frithen Repolarisationsphase, bei etwas niedrigerem Plateaupotential.
Verantwortlich fiir die beschriebene Kerbe in epikardialen Zellen ist ein etwa
vierfach groBerer I, als endokardial; der Unterschied zwischen epikardialem
und  endokardialem I,;, wird zudem durch eine langsamere
Reaktivierungskinetik weiter verstarkt. Zusitzlich Zu den
elektrophysiologischen Unterschieden sind auch pharmakologische Differenzen
nachweisbar, so dass von zwei molekular unterschiedlichen Kanilen mit
differentieller Expression epikardial und endokardial ausgegangen werden kann
(Barth, 2001; Nabauer et al., 1996).

In mittleren Schichten des linksventrikuldren Myokards findet sich die Gruppe
von so genannten M-Zellen mit charakteristischen Eigenschaften: FEine
Verlangsamung der Stimulationsfrequenz fithrt in M-Zellen im Gegensatz zu
EPI und ENDO-Zellen zu einer iiberproportionalen Verldngerung des
Aktionspotentiales (Abbildung 4) (Antzelevitch et al., 1991; Antzelevitch und
Fish, 2001). Kausal wird flir dieses verldngerte Aktionspotential ein kleinerer Iy
(Tabelle 1) in Verbindung mit groBBerem spédten Natrium-Strom (late Iy,) und
Natrium-Kalzium-Austauscher (In,-ca) verantwortlich gemacht (Liu und
Antzelevitch, 1995; Zygmunt et al., 2000; Zygmunt et al., 2001). Somit wird das
Gleichgewicht zwischen Depolarisation und Repolarisation in Richtung
Depolarisation verschoben, was dann einer Aktionspotential-Verlingerung
entspricht. Die Applikation von Pharmaka die I, blockieren wie beispielsweise
die Klasse III Antiarrhythmika d,l-Sotalol und Dofetilide in M-Zellen bewirken

eine weitere Verlangerung des Aktionspotentials (Sicouri et al., 1997).
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Abbildung 3

Aufzeichnung reprisentativer humaner Aktionspotentiale: Links ein epikardiales
Aktionspotential mit typischer Konfiguration, kiirzerer Aktionspotentialdauer
und Kerbe zu Beginn des Plateaus. Rechts das Aktionspotential eines

endokardialen Kardiomyozyten von ldngerer Dauer und ohne I, vermittelte
Kerbe.

200 msec

Abbildung 4

Aktionspotentialaufzeichnungen mittels Mikroelektrodentechnik in
Hundemyokard aus epikardialen (links), M-Zell (Mitte) und endokardialen
(rechts) Arealen des linken Ventrikels bei variablen Stimulationsintervallen. M-
Zellen zeigen im Vergleich zu EPI und ENDO eine iiberproportionale
Verldngerung der Aktionspotentialdauer bei niedrigeren
Stimulationsfrequenzen. (Modifiziert aus: Sicouri und Antzelevitch, 1991)



IKr [PA/PF] IKs [PA/PF]

Spezies Quelle
EPI M ENDO EPI M ENDO
Meer- (Bryant et al
schwein- | 0,61+0,88 | 0,80+0,12 | 0,44+0,07 | 3,52+0,41 | 3,47+0,25 | 2,29+0,33 y1998) ”
chen
(Liu und
Hund - - - 1,99+0,30 | 0,92+0,14 | 1,83+£0,18 | Antzelevitch,
1995)
Hund 0,22+0,02 | 0,26+0,01 - 0,60+0,05 | 0,39+0,04 - (Gintant, 1995)

Hund 0,36+0,07 | 0,38+0,08 | 0,39+0,09 | 2,8+0,3 1,9+0,2 2,6£0,3 | (Lietal., 2002)

Kaninchen | 0,31+0,05 - 0,36+0,07 | 1,1+0,1 - 0,43+0,07 | (Xu et al., 2001)

Tabelle 1

Untersuchungen zur transmuraler Verteilung von Iy, und Igs in isolierten
Kardiomyozyten nicht-insuffizienter Tiere. Fiir Iy, wird kein transmuraler
Gradient beschrieben, tendenziell sind epikardial geringere Stromdichten
angegeben. Iy, ist im Hund in Zellen aus mittleren myokardialen Arealen (M-
Zellen) kleiner als epikardial und endokardial.

1.2 Pathologische Bedeutung der delayed rectifier
Kaliumkanale

1.2.1 Long QT-Syndrom

Das Long QT-Syndrom stellt eine Erkrankung dar, die durch eine Verldngerung
des QT-Intervalls im EKG sowie durch das Auftreten potentiell
lebensbedrohlicher polymorpher Tachykardien, vom Typ torsade de pointes
(Abbildung 5) gekennzeichnet ist (Moss et al., 1985). Klinisch unterscheidet
man die angeborene Form des Long QT-Syndroms von der erworbenen Form,
die sich erst bei Vorhandensein weiterer auslosender Faktoren wie
Elektrolytstorungen oder pharmakologischer Beeinflussung manifestiert (Camm
et al., 2000).
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Abbildung 5

EKG-Aufzeichnung einer Torsade de pointes-Arrythmie einer Patientin mit
Medikamenten-Induziertem Long QT-Syndrom. Im Rahmen eines akuten
psychotischen Zustandes mit Erbrechen (und daraus folgender Elektrolytstérung
mit Hypokalidamie) war vom Notarzt Haloperidol i.v. verabreicht worden,
worauf es zu oben abgebildeten, himodynamisch wirksamen Tachykardien kam.
Diese mussten durch kardiopulmonale Wiederbelebung und insgesamt 18malige
externe Defibrillation therapiert werden.
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Fir das angeborene Long QT-Syndrom wurden Mutationen auf den
Chromosomen 3, 4, 7, 11, 17 und 21 beschrieben: Die Mutationen betreffen die
a- und B-Untereinheit von Iy, KCNQI1 (LQT1) bzw. KCNE1 (LQTS), die a- und
die potentielle B-Untereinheit von Iy, KCNH2 (LQT2) bzw. KCNE2 (LQT6)
sowie die a-Untereinheit von Iy, SCN5SA (LQT3) (Abbott et al., 1999; Keating
und Sanguinetti, 2001; Roden und Spooner, 1999). Bei LQT4 handelt es sich um
Mutationen in Ankyrin B, die liber Storungen der zelluldren Organisation von
Natrium-Transporter, Natrium-Kalzium-Austauscher, Inositol-1,4,5-trisphosphat
Rezeptor, sowie der Kalzium-Handlings arrhythmogen sein konnte (Mohler et

al., 2003). Das Andersen’s Syndrom (Long QT-Syndrom in Verbindung mit



periodischer Paralyse und Fehlbildungen) mit Mutationen in KCNJ2, das fiir Iy,
kodiert, wird auch als LQT7 bezeichnet (Plaster et al., 2001).

Mutationen in den fiir delayed rectifier Kaliumkanile oder ihre Untereinheiten
kodierenden Genen fiihren in der Regel zu einem ,,loss of function®, also einer
Abnahme des fiir die Repolarisation verfligbaren Kaliumauswartsstromes
(Sanguinetti, 1999). Hingegen bewirken die beschriebenen Mutationen des
Natriumkanalgenes eine verzogerte Inaktivierung dieses depolarisierenden
Stromes (,,gain of function®), was zu einem wéahrend der Plateauphase des
Aktionspotentials anhaltenden Natriumeinstrom und somit ebenfalls zu einer
verzdgerten Repolarisation fiihrt (Wang et al., 1995). Kaliumkanéle sind — im
Gegensatz zu Natriumkanélen, wo ein einzelnes Protein eine funktionsfihige
Kanalpore bildet — Multimere, d.h. ein funktioneller Kanal setzt sich aus
mehreren — meist vier — Kanal-Proteinen zusammen, was die Mdglichkeit fiir
dominant negative Effekte schafft, wodurch eine Reduktion des Stromes um
mehr als 50 % bewirkt werden kann (Marban, 2002).

In Modellen fir LQT1, LQT2 und LQT3 konnte gezeigt werden, dass vor allem
die Aktionspotentialverlingerung in M-Zellen zu einem verldngerten QT-
Intervall mit groBBerer transmuraler Heterogenitit der Repolarisation fiihrt, was
zur Entstehung von Torsades de pointes Tachykardien fiihren kann (Shimizu
und Antzelevitch, 2000). Dabei ist weniger die QT-Verlingerung an sich
problematisch als vielmehr die gesteigerte transmurale Heterogenitit der
Repolarisation (Antzelevitch und Fish, 2001). Diese ist besonders ausgepragt
wiahrend adrenerger Stimulation mit Isoproterenol, was klinisch gut mit der
grofBen Empfindlichkeit von Patienten mit angeborenen Long QT-Syndrom
(insbesondere LQT1) gegeniiber sympathischer Aktivierung korreliert (Ali et al.,
2000).

Eine weitere — viel hdufigere — Form ist das erworbene oder Medikamente-
induzierte Long-QT Syndrom, bei dem sich Arrhythmien erst unter Einfluss von
Medikamenten und ggf. weiteren pradisponierenden Faktoren wie z.B.
Hypokalidmie manifestieren. Solche Medikamente sind zum einen

Antiarrhythmika wie Sotalol oder Dofetilide, die iliber eine Blockade von
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Kaliumkanélen wirken und auch proarrhythmische Effekte haben konnen. Es
sind aber auch andere hiufig verwendete Pharmaka wie Neuroleptika (z.B.
Haloperidol) oder Antibiotika (z.B. Erythromycin) und viele weitere betroffen
(www.torsades.org), die eine QT-Verldngerung und in der Folge ein erhohtes
Arrhythmierisiko als Nebenwirkung haben. Der Wirkmechanismus ist in den
bisher bekannten Féllen eine Blockade von I, in ventrikuldren Kardiomyozyten
(Crumb und Cavero, 1999; Keating und Sanguinetti, 1996; Roden et al., 1996).
Fiir die gro3e Empfindlichkeit von Ix, bzw. KCNH2 gegeniiber auch strukturell
sehr vielfdltigen Substanzen scheint dessen molekulare Struktur mit
Bindungsstellen an der transmembraniren S6 Domidne und der Poren-Helix
verantwortlich zu sein. Diese Interaktionsstellen in der Porenregion sind
spezifisch fiir KCNH2-Kandle und in dieser Form nicht an anderen
spannungsgesteuerten Kaliumkanilen zu finden (Mitcheson et al., 2000).

Auch mit einer atrialen Herzrhythmusstorung — dem familidren Vorhofflimmern
— wurde kiirzlich eine Mutation in dem KCNQ1-Gen (a-Untereinheit fiir Ix) in
Verbindung gebracht, die aber im Gegensatz zu den bekannten Long QT-
Mutationen zu einem ,,gain of function® mit groerem Iy, fithren soll (Chen et
al., 2003).

1.2.2 Regulation bei Herzinsuffizienz

Die chronische Herzinsuffizienz stellt eine der haufigsten Erkrankungen
westlicher Lander dar. Weltweit waren im Jahre 1995 etwa 15 Millionen
Menschen an Herzinsuffizienz erkrankt (Eriksson, 1995). Die Letalitidt der
Herzinsuffizienz liegt je nach Schweregrad bei 9 — 12 % / Jahr (NYHA Stadium
II und III unter ACE-Hemmer Therapie; SOLVD und V-HeFT-II Studie) bis zu
52 % (NYHA Stadium IV ohne ACE-Hemmer Therapie; CONSENSUS Studie)
(Cohn et al., 1991; The CONSENSUS Trial Study Group, 1987; The SOLVD
Investigators, 1991). Todesursache ist in vielen Féllen nicht das progrediente

Pumpversagen, sondern der plotzliche Herztod, der meist durch tachykarde
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Herzrhythmusstérungen wie ventrikuldre Tachykardien verursacht wird (Zipes
und Wellens, 1998).

Fibrose und Narben konnen in Herzen mit ischdmischer Kardiomyopathie das
Substrat flir Reentry-Arrhythmien bilden; daneben scheint die elektrische
Instabilitdt insuffizienter Herzen bei der Genese von Herzrhythmusstorungen
eine wichtige Rolle zu spielen. Neben gestortem Kalzium-Handling begiinstigen
direkte Verdnderungen der Ionenkandle Rhythmusstorungen. Insbesondere fiir
repolarisierende Kaliumkandle konnte in einer Reihe von Untersuchungen an
Tiermodellen wie auch an Myokardproben von Patienten gezeigt werden, dass
die Expression von Ionenkanélen durch Herzinsuffizienz beeinflusst wird.

Fiir den transienten Auswartsstrom I, existieren libereinstimmende Daten, die
eine Herunterregulation des Stromes bei Herzinsuffizienz nachweisen. Die
Verringerung der Stromdichte von [, konnte sowohl in Tiermodellen (z.B.
Hunde mit Tachykardie-induzierter Herzinsuffizienz) (Kadb et al., 1996; Pak et
al., 1997), wie auch Herzen von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
gezeigt werden (Beuckelmann et al., 1993; Néabauer et al., 1993; Nibauer et al.,
1996; Wettwer et al., 1994).

Fir die delayed rectifier Kanéle existieren ebenfalls eine Reihe von
Untersuchungen zur Regulation bei Herzinsuffizienz und Hypertrophie (Tabelle
2) mit Hinweisen auf eine Herunterregulation von I, und Ix,. Die Datenlage ist
jedoch nicht eindeutig; insbesondere aus humanem Gewebe liegen keine
schliissigen Daten vor.

Generell fiihrt die Herunterregulation von Kaliumkanélen zu einer verminderten
Stabilitdt der Repolarisation: Wihrend der Plateauphase des Aktionspotentiales
herrschen relativ kleine Leitfihigkeiten, so dass kleine Anderungen der
flieBenden Strome verhdltnisméBig groBBe Effekte haben. Das labile Plateau fiihrt
zu einer rdumlichen und zeitlichen Heterogenitdt der Repolarisation und
erhohtem Risiko fiir plotzlichen Herztod, wie es bei Patienten mit
Herzinsuffizienz beobachtet werden kann (Berger et al., 1997; Fu et al., 1997).
Die durch kleinere Kaliumstrome verspitete Repolarisation kann sowohl zu

abnormaler Impuls-Bildung (friihe Nachdepolarisationen und getriggerte
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Aktivitdt) als auch —Weiterleitung (Reentry-Arrhythmien) fiihren und vermag so
Arrhythmien auszuldsen.

Ahnlich dem oben diskutierten Long QT-Syndrom kann die Herzinsuffizienz als
eine erworbene Kanalerkrankung gesehen werden, bei der die reduzierte
Stromdichte der Kaliumkanéle jedoch durch eine verminderte Expression des

intakten Kanalproteins bedingt wird.
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Spezies Modell Ie Iks Quelle
Mensch Erworbene Herzinsuffizienz ! (Li et al., 1998)
(Li et al., 2000)
Hund Tachykardes Pacing 0 !
(Li et al., 2002)
(Volders et al., 1999)
!
) (Ramakers et al., 2000)
Hund Hypertrophie (chron. AV-Block) ! mRNA |
(Thomas et al., 2001)
Protein |
(Ramakers et al., 2003)
! !
Hund Myokardinfarkt (Jiang et al., 2000)
mRNA | mRNA |
l !
Hund Tachykardes Pacing MRNA =0 | mMRNA+O (Rose et al., 1999)
Protein £ 0 | Protein £ 0
Schwein Tachykardes Pacing l (Lacroix et al., 2002)
Kaninchen | Hypertrophie (renale Hypertonie) +0 ! (Xu et al., 2001)
Kaninchen Hypertrophie (chron. AV-Block) ! (Suto et al., 2001)
Kaninchen Tachykardes Pacing ! l (Tsuji et al., 2000)
Kaninchen Hypertrophie (Aorten-Banding) +0 (Gillis et al., 1998)
Katze Hypertrophie (Pulmonalarterien- (Kleiman und Houser,
Banding) 1989)
Katze Hypertrophie (Aorten-Banding) (Furukawa et al., 1994)
Hamster Angeborene Herzinsuffizienz ! (Lodge qugl\;c):rmandm,
Meer- Hypertrophie (Aorten-Banding) +0 (Ryder et al., 1993)
schweinchen - v
Meer- Hypertrophie (Aorten-Banding) +0 +0 (Ahmmed et al., 2000)
schweinchen - - v
Ratte Hypertrophie (Aorten-Banding) (Volk et al., 2001)
Tabelle 2

Untersuchungen zu Regulation der Stromdichte von Ig, und Ig, bei
Herzinsuffizienz in unterschiedlichen Tiermodellen. Generell wird eine
Herunterregulation der delayed rectifier Kaliumkanidle bei Herzinsuffizienz
beschrieben, die Datenlage ist jedoch nicht ganz einheitlich.
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1.3 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der delayed rectifier Kaliumkanile in
humanem Myokard sowie im Myokard von Meerschweinchen, Schwein und
Hund. Die genaue Kenntnis speziesspezifischer Eigenschaften der
Repolarisation bzw. der lonenkanile, die die Repolarisation vermitteln ist fiir die
Bewertung und Einordnung tierexperimentell gewonnener Daten unumgéanglich.
Ein besonderer Schwerpunkt wurde auf die Untersuchung der regionalen
Heterogenitit gelegt, die fiir den physiologischen Erregungsablauf essentiell ist.
Untersucht wurden auch die Verdnderungen der lonenkanalexpression bei
Herzinsuffizienz.

Dazu wurden elektrophysiologische und molekularbiologische Methoden
angewandt: Funktionelle Daten wurden durch Aktionspotential- und
Strommessungen mittels Patch Clamp Technik an isolierten Kardiomyozyten
erhoben; die a-Untereinheiten der Kanalgene wurden in einem Zellsystem
exprimiert und mit der Patch Clamp Technik untersucht; zusétzlich wurden die
fiir a-und B-Untereinheiten der Kanalgene kodierende messenger-RNA mittels
quantitativer PCR absolut bestimmt.

Im Einzelnen behandelt die Arbeit folgende Themenkomplexe:

* Nachweis von Ig, und Ixs in humanem Myokard unter Beriicksichtigung
der transmuralen Verteilung.

* Pharmakologische Beeinflussbarkeit von I, und Is.

e Messung von Iy, und g in Meerschweinchen, Schwein und Hund unter
Beriicksichtigung der transmuralen Verteilung und Vergleich mit
humanen Daten.

* Transiente Expression der fiir die a-Untereinheiten von Ig, und I,
kodierenden Kanalgene im heterologen Zellsystem.

* Quantitative Bestimmung der mRNA der fiir Ik, und Ix kodierenden Gene
und Untereinheiten in humanem Herzmuskelgewebe.

e Regulation von I, und Ig; sowie mRNA in Herzen von Patienten mit

terminaler Herzinsuffizienz.
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2 Methoden

2.1 Elektrophysiologie

211 Zellgewinnung

Zur Untersuchung mittels Patch-Clamp-Technik mussten einzelne, vitale und
kalziumtolerante Kardiomyozyten mittels antegrader Enzymperfusion aus dem

Gewebeverband isoliert werden.

2.1.1.1 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus humanem
Gewebe

Fiir die elektrophysiologischen Experimente an humanen Kardiomyozyten
wurden Gewebeproben von 4 Patienten gewonnen, die sich wegen terminaler
Herzinsuffizienz  bei  dilatativer = Kardiomyopathie einer orthotopen
Herztransplantation unterziechen mussten. Alle Patienten erhielten eine
medikamentose Standardherzinsuffizienztherapie (Digitalis, [-Blocker, ACE-
Hemmer, Spironolacton, Diuretika). Als Kontrollgruppe dienten 6 Herzen von
Organspendern ohne bekannte kardiale Vorerkrankung die aufgrund nach der
Explantation  erkennbarer  pathologischer = Verdnderungen nicht zur
Transplantation verwendet werden konnten. Die Genehmigung der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitit ~Miinchen  zur
Verwendung humanen Herzmuskelgewebes lag vor.

Nach Entnahme des insuffizienten Explantatherzens wurde ein ca. 4 x 5 cm
grofles Gewebestiick aus der freien linksventrikuldren Vorderwand pripariert.
Die Gewebeprobe wurde in 4 °C kalter 0,9 %iger NaCl-Losung ins Labor
transportiert und sofort weiterverarbeitet. Ein aus der LAD abgehender
Diagonalast wurde mit einem Kunststoffkatheter (Insyte-W; 22G x 32 mm; BD
Medical Systems, Heidelberg) kaniiliert und dariiber das umgebende Gewebe
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antegrad mit unten aufgefiihrten, auf 34° C erwdrmten Losungen perfundiert.
Zunidchst wurde fiir ca. 30 min mit kalziumfreier Tyrode noch im Gewebe
vorhandenes Blut ausgewaschen. Die nidchsten 25 — 35 min (abhéingig von der
GroBe der Myokardprobe) wurde das Gewebe mit Enzymlosung perfundiert.
SchlieBlich wurde das Enzym mit Hoch-Kalium Losung iiber etwa 15 min
ausgewaschen. Nach der Perfusion hatte das Gewebe noch seine urspriingliche
Form, so dass Zellen aus anatomisch identifizierten Schichten gewonnen werden
konnten. Dazu wurden mit einer Mikroschere ca. 1 mm dicke Schichten von der
subendokardialen und subepikardialen Seite abpripariert, sowie Gewebe aus
mittleren myokardialen Schichten entnommen. Somit entsprach die Schichtdicke
weniger als 10 % der Ventrikeldicke. Das angedaute Gewebe wurde mit einer
Schere weiter mechanisch zerkleinert, und durch ein Nylonnetz mit einer
Maschenweite von ca. 700pum in frische Hoch-Kalium Losung filtriert. Nach 60
— 90 min wurde die Hoch-Kalium Losung schrittweise durch Minimal Essential
Medium mit 2 mM Kalzium ersetzt.
Kriterien fiir intakte Zellen (Abbildung 6) waren:

» Kklar erkennbare Quersteifung

* keine Abrundungen der Zellenden

» keine intrazelluldren Blaschenbildung

* Fehlen von spontanen Kontraktionen.
Die Ausbeute an intakten kalziumtoleranten Zellen lag bei etwa 5 %. Nur Zellen
die o.g. Kriterien erfiillten wurden fiir die Patch Clamp Untersuchungen

ausgewdbhlt.
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Abbildung 6

Isolierter humaner Kardiomyozyt mit Patch Clamp Pipette. Die eckige Form
ohne Abrundungen sowie die Querstreifung als Zeichen einer erhaltenen
Vitalitdt sind klar erkennbar.

2.1.1.2 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus
Meerschweinchenherzen

Die Isolation von Herzmuskelzellen aus Meerschweinchenherzen wurde
ebenfalls durch anterograde Perfusion der Koronargefile mit Enzymlosungen
durchgefiihrt. Wegen der geringen Grofle der Herzen wurde jedoch die Aorta
retrograd kaniiliert, und dariiber das gesamte Herz perfundiert.

Das Gewicht der 2 — 5 Monate alten, weiblichen Tiere betrug 250 — 500 g. Sie
wurden zunéchst durch die intraperitoneale Gabe von 400 mg Pentobarbital-
Natrium (Merial GmbH, Hallbergmoos) anésthesiert. Zusétzlich wurden 2500
[.LE. Heparin (B. Braun, Melsungen) intraperitoneal gegeben, um die
Thrombosierung von Blut in den Koronargefd3en zu verhindern.

Der Thorax der narkotisierten Tiere wurde erdffnet und sofort mit eiskalter
physiologischer Kochsalzlosung gekiihlt. Nach Entnahme des Herzens wurden

die groBen GefiBe pripariert und die Aorta mit einer Stahlkaniile
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(AuBendurchmesser 1 mm) kaniiliert. Insbesondere wurde darauf geachtet, dass
die Kaniilenspitze vor der Aortenklappe zu liegen kommt und nicht bis in den
linken Ventrikel vorgeschoben wird, um eine optimale Perfusion des
Koronarsystems zu gewihrleisten. Die Isolation wurde analog zur Isolation
humaner Kardiomyozyten (s.0.) durchgefiihrt, jedoch die Perfusionszeiten der
kleineren Grofe des Herzens angepasst (d.h. ca. 20 min. Null-Kalzium-Tyrode;
ca. 15 — 20 min. Enzymperfusion; ca. 10 min. Hoch-Kalium-Losung). Nach der
Isolation wurde die freie linksventrikulire Wand abgetrennt und mit einer
Mikroschere ca. 1 mm dicke endokardiale und epikardiale Schichten préipariert.
Ebenso wurden Zellen aus mittleren myokardialen Arealen entnommen. Die
weitere Behandlung der Zellen entsprach der humaner Zellen mit Ausnahme der

Verwendung eines Nylonnetzes mit einer Maschenweite von ca. 300 pm.

2.1.1.3 Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus
Schweineherzen

Die Narkoseeinleitung der weiblichen Tiere (deutsches Landschwein) mit einem
Gewicht von 15 — 20 kg erfolgte durch intramuskuldre Gabe von 300 mg
Ketamin (Ketanest, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe) und 200 mg
Azaperon (Stresnil, Janssen-Cilag GmbH, Neuss). Nach Legen eines vendsen
Zugangs und endotrachealer Intubation wurde die Narkose durch Gabe von 15
mg Piritramid i.v. (Dipidolor, Janssen-Cilag GmbH, Neuss) sowie Beatmung
mit einem Gemisch aus 2 % Enfluran (Ethrane, Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden) 40 % O, und 58 % N,O (beide Linde AG, Hollriegelskreuth)
aufrechterhalten.

Der Thorax konnte nun durch mediane Sternotomie eroffnet werden. Das Herz
wurde sofort mit eiskalter 0,9 %iger Kochsalzlosung gekiihlt. Nach Eroffnung
des Perikards wurden die Vena cava superior und inferior dargestellt und
abgeklemmt; die Aorta wurde mit einer groBlumigen Kaniile punktiert. Dariiber
wurde 4° C kalte Bretschneider Kardioplegie-Losung (Custodiol; Dr. Franz
Kohler Chemie, Alsbach-Hihnlein) bis zum Herzstillstand retrograd infundiert.
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Nach dem Durchtrennen von Vena cava superior und inferior, der
Pulmonalvenen und —arterie, sowie der Aorta konnte das Herz entnommen
werden.

Die Zellisolation erfolgte dann wie oben beschrieben analog zu der humaner

Kardiomyozyten.

2.1.1.4 |Isolation ventrikularer Kardiomyozyten aus Hundeherzen

Zunichst wurde den 13 bis 17 kg schweren weiblichen Hunden (Beagle) ein
periphervendser Zugangs gelegt, iiber den die Narkose durch Gabe von 15 mg
Midazolam und 400 mg Ketamin eingeleitet wurde. Nach endotrachealer
Intubation wurde die Narkose durch Gabe von 15 mg Piritramid i.v. sowie
Beatmung mit 2 % Enfluran, 40 % O, und 58 % N,0 aufrechterhalten

Die Priparation und Explantation des Herzens sowie die Zellisolation wurde

analog zum oben beschriebenen Vorgehen durchgefiihrt.

21.2 Transiente Expression von KCNH2 und KCNQ1 in murinen
Fibroblastenzellen (LTK -Zellen)

Die fiir die a-Untereinheiten von Ik, bzw. Ik, kodierenden Gene KCNH2 und
KCNQI1 wurden in Fibroblastenzellen der Maus (LTK'-Zellen) transient
exprimiert.

Prof. Gordon Tomaselli (Johns-Hopkins-Universitdt, Balitmore, USA) stellte
uns LTK'-Zellen sowie KCNH2 und KCNQI ¢cDNA im GFPire-Vektor
(Clontech Laboratoires GmbH, Heidelberg) zur Verfligung.

Mittels des Transfektionsreagenz Metafectene (Biontex, Miinchen) wurde die
Transfektion in Liposomen-Technik durchgefiihrt. Dazu wurden 10" Zellen in
Zellkulturschalen (Durchmesser 3 c¢m, Becton-Dickinson, Le Pont De Claix,
Frankreich) auf Kunststoff-Deckgldaschen (Thermanox, Nalge Nunc, Rochester,
USA) zunichst bei 5 % CO, und 27° C in Dubeccos Minimal Essential Medium

kultiviert. Die Deckgldschen waren mit einer Schere in ca. 5 x 10 mm grof3e

20



Stiicke geschnittenen worden, um spiter den Transfer der adhdrent wachsenden
Zellen mit Deckglidschen aus der Zellkulturschale in die Patch Clamp
Messkammer zu ermdglichen. Nach 24 Stunden wurde zunichst 2 pg DNA mit
8 ug Metafectene fiir 30 Minuten priainkubiert, bevor die Inkubation der Zellen
fiir 5 Stunden mit dem DNA-Lipidkomplex erfolgte. Ein Mediumwechsel wurde
alle 24 Stunden durchgefiihrt. Die Identifikation transfizierter Zellen erfolgte
tiber den Nachweis der griinen Fluoreszenz durch das co-exprimierte GFP
(Anregungswellenldnge: 488 nm, Fluoreszenz: 507 nm). Nach 48 Stunden war
das Maximum der Expression mit ca. 1 — 2 % der transfizierten Zellen erreicht

und die Zellen wurden fiir die Patch Clamp Experimente verwendet.

213 Patch Clamp Untersuchungen

Die Messungen wurden mittels Patch Clamp Technik in Ganzzellkonfiguration
durchgefiihrt (Hamill et al., 1981; Neher und Sakmann, 1976). Als Verstéirker
wurde das Gerdt Axopatch 200B der Firma Axon (Axon Instruments Inc., Union
City, USA) verwendet.

Pipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Diameter innen 1,2 mm,
Diameter auBlen 1,5 mm, Wanddicke 0,15 mm, Liange 80 mm, mit Filament,
Firma Hilgenberg, Malsfelden, Deutschland) in zwei Schritten mit einem
Schwerkraft-Vertikal-Puller (Firma Ochotzki Feinmechanik, Homburg)
gezogen. Nach dem Befiillen mit interner Pipettenlosung (siche Tabelle 4)
wiesen sie einen Widerstand von 2,5 bis 5 MQ auf. Die Pipetten wurden iiber
den Pipettenhalter HL-U (Axon Instruments Inc., Union City, USA) mit dem
Vorverstarker verbunden, der an einem kombinierten mechanisch-hydraulischen
Mikromanipulator MHW-30 (Narishige Scientific Instrument Lab., Tokio,
Japan) befestigt war.

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden ca. 500 pl der Zellsuspension in die
auf 34° C geheizte Perfusionskammer (HW-104, Regelung durch
Temperaturkontroller HW-30, Dagan Corporation, Minneapolis, USA)

tiberfiihrt. Zur visuellen Auswahl der Zellen und zur Positionierung der Pipette
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wurde das inverse Mikroskop Axiovert 25 (Carl Zeiss GmbH, Gottingen)
verwendet. Um transfizierte, GFP-markierte LTK Zellen zu identifizieren,
wurde ein Fluoreszenz-System bestehend aus Quecksilberdampflampe HBO 50
und Filtersatz 09 (Absorption: 450 — 490 nm, Farbteiler: 510 nm, Emission: 515

nm, Carl Zeiss GmbH, Go6ttingen) verwendet.

2.1.3.1 Messung der delayed rectifier Strome

Strommessungen wurden im ,,Voltage Clamp* Modus durchgefiihrt. Iy, und I
Strome wurden mittels einem Standard-Pulsprotokoll (Abbildung 7) gemessen.
Das Haltepotential betrug -80 mV; nach Anlegen eines Vorpulses von -40 mV
tiber 3 Sekunden zur Vorab-Aktivierung des schnellen Natriumstromes wurde
Ik, bzw. Ix bei +40 mV iiber 5 Sekunden aktiviert. Die Stromgrof3e wurde durch
Messung des maximalen ,,tail“-Stromes des bei -40 mV deaktivierenden I, bzw.
Ik bestimmt. Bezugspunkt war der (geringe) bei -40 mV flieBende Strom ohne
vorhergehende Aktivierung von Iy, bzw. Ix,. Um einen Einfluss des
ausgepragten ,,Run-down*“-Phianomens von Ixs (Abnahme der Stromdichte durch
Dialyse des Zytoplasmas und Auswaschen von physiologischen Bestandteilen)
auf die Messung der Stromdichte zu vermeiden, wurde die GroB3e der delayed
rectifier Kaliumkanile, also der Summe von Ik, und Ix, unmittelbar nach dem
Aufbrechen der Zellmembran gemessen. Der Anteil von Ix, an der gemessenen
Summe aus Ig, und Ixy wurde durch selektive pharmakologische Blockade von
Ixs durch den spezifischen Kanalblocker Chromanol 293b (Bosch et al., 1998;
Busch et al., 1996; Sun et al., 2001) bestimmt.

Zu Beginn der Messungen wurde jeweils die Zellkapazitit als MaB} fiir die
ZellgroBe ermittelt. Dazu wurden nach der Applikation hyperpolarisierender 5
mV Spannungspulse V zu -85 mV bis -110 mV die zur Riickkehr zum
Haltepotential von -80 mV notwendige Ladungsverschiebung Q durch
Integration des Stromes I bestimmt. Dabei gilt: Ladung Q = [Id¢ und:
Membrankapazitit C = AQ / AV.
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Abbildung 7

Pulsprotokoll zur Messung von Iy, und Ig. Das Haltepotential zwischen den
Test-Pulsen betrdgt -80 mV. Zur Blockade von Iy, wird zunéchst ein Vorpuls
von -40 mV appliziert, gefolgt von einem Puls zu +40 mV zur Aktivierung von
Ik, bzw. Ix,. Um die tail-Stréme der Deaktivierung von I, und Ix, beobachten zu
konnen wird wieder auf ein Potential von -40 mV geschaltet.

2.1.3.2 Aufzeichnung von Aktionspotentialen

Die Aufzeichnung von Aktionspotentialen an FEinzelzellen ist durch eine
Vielzahl von Einflussvariablen wie Fluss- und Temperaturschwankungen, sowie
Auswaschen von essentiellen Zellinhaltsstoffen (z.B. second messenger
Botenstoffen) problematisch. Um Verdnderungen des intrazelluldren Milieus zu
vermeiden wurde deshalb die Aufzeichnung von Aktionspotentialen unter
Verwendung der perforated patch Technik (Rae et al., 1991) durchgefiihrt.
Hierzu wurden 240 pg/ml des Porenbildners Amphotericin B der internen
Pipettenlosung hinzugefiigt, der die Zellmembran fiir einwertige lonen selektiv
permeabilisiert ohne das Zytoplasma zu dialysieren, was stabilere
Registrierungen von Aktionspotentialen mit besserer Reproduzierbarkeit erlaubt.
Bis zur Stabilisierung des Zuganges zur Zelle wurden etwa 20 — 30 min.
abgewartet. Die Auslosung der Aktionspotentiale erfolgte durch Abgabe eines
Strompulses der 50 % 1iiber der zur Aktivierung eines Aktionspotentiales
notwendigen Stromstdrke lag. Wenn nicht anders angegeben, betrug die
Pulsfrequenz 1 Hz. In die Auswertung wurden nur Aktionspotentiale

einbezogen, die einen stabilen Zustand der Zelle mit Ruhemembranpotential von
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< - 70 mV und eine geringe Puls-zu-Puls Variabilitdt der APD zeigten. Dazu
wurden die ersten 40 Pulse (entsprechend 40 Sekunden) verworfen, sowie auf

stabile Fluss- und Temperaturbedingungen geachtet.

2.2 Molekularbiologie

2.2.1 MRNA - Isolation aus humanem Gewebe und cDNA-
Synthese

Ein Teil des bei Herztransplantationen gewonnenen terminal insuffizienten
Myokardgewebes und des nicht zur Transplantation verwendbaren nicht-
insuffizienten Spendergewebes wurde unmittelbar nach Explantation in
flissigem  Stickstoff schockgefroren und bis zur Durchfiihrung der
molekularbiologischen Experimente bei -80° C aufbewahrt. Zur Isolation von
Gesamt-mRNA wurden mit einem Skalpell 1 — 2 mm dicke Schichten von
epikardial und endokardial, sowie aus einer mittleren Schicht prépariert (pro
Schicht jeweils 300 — 400 mg Myokard). Aus den Gewebeproben wurde unter
Verwendung des TRIZOL-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) die mRNA-Isolation
gemill dem Standardprotokoll des Herstellers durchgefiihrt.

Die Ausbeute und Integritdat der RNA wurde mittels visueller Analyse auf einem
Argarosegel sowie durch Messung der optischen Dichte bei 260/280 nm
kontrolliert; sie betrug in der Regel 20 — 25 ug Gesamt-RNA pro 100 mg
Gewebe.

Mittels des DNA-free Kits (Ambion, Austin, USA) wurde ein DNase-Verdau
der isolierten RNA durchgefiihrt, die Effizienz des Verdaus wurde mittels
visueller Analyse auf einem Argarosegel iiberpriift.

Fiir die reverse Transkription in cDNA wurden ca. 500 ng Gesamt-RNA in ein
Gesamtvolumen von 50 ul eingesetzt. Nach Priainkubation bei 70° C fiir 10 min
mit "random hexamer"-Primern wurden 1 ul RNase-Inhibitor 1,5 U/ul
(Promega), 1 ul dANTP-Mix (10 mM pro Desoxynukleotid), 2 ul 0,1 M
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Dithiothreitol (DTT), 4 ul 5x Reaktionspuffer (Invitrogen, Karlsruhe) und 1 pl
Superscript Il RNase H-Reverse Transkriptase hinzugefiigt und bei 42° C fiir 1
Stunde inkubiert. Danach wurde das Enzym bei 70° C (15 min) inaktiviert.

2.2.2 Quantifizierung der mRNA mittels ,,real-time“ PCR

2.2.2.1 Prinzip der ,real-time“ PCR

Zur Quantifizierung der fiir die a- und [B-Untereinheiten der delayed rectifier
Kaliumkanile kodierenden mRNA wurde die quantitative ,real-time*“ PCR
angewandt. Dabei wird zuséitzlich zu den bei jeder PCR eingesetzten, ,,forward*
und ,reverse“ Primern eine fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid-Sonde
verwendet, die spezifisch an der Gensequenz zwischen den beiden Primern
bindet. Das 3'-Ende der Sonde ist mit einem ,,Quencher*‘-Farbstoff markiert, das
5’-Ende mit einem ,,Reporter“-Farbstoff und mit einem Phosphatrest blockiert,
so dass es von der Taqg-Polymerase nicht verldngert werden kann (Lee et al.,
1993). Bei Anregung der intakten Sonde mit einer Wellenldnge von 488 nm
wird die Emission des Reporter-Farbstoffes aufgrund seiner rdumlichen Néhe
zum Quencher-Farbstoff durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
unterdriickt. Hat die Sonde mit den Primern am DNA-Strang hybridisiert, wird
sie bei der Verlingerung der Primer durch die Tag-Polymerase durch deren
Exonuklease-Aktivitit hydrolysiert. Dadurch entfernen sich Reporter und
Quencher rdumlich voneinander, so dass ein FRET nicht mehr stattfinden kann
und ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann. Da Sonden, die nicht
gebunden haben, nicht hydrolysiert werden und dadurch kein Fluoreszenzsignal
abgeben, ist die gemessene Fluoreszenz direkt proportional der Menge des PCR-
Produktes, die wihrend der PCR von Zyklus zu Zyklus exponentiell zunimmt.
Dessen Menge ist wiederum abhdngig von der urspriinglich eingesetzten DNA-
Menge. Mit dieser Methode konnen auch geringe Kopienzahlen noch

hochspezifisch nachgewiesen werden.
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Das Fluoreszenzsignal wird nach jedem Zyklus im Reaktionsgefdll gemessen
und als Amplifikations-Plot graphisch dargestellt. Der Wert, bei dem das
spezifische Fluoreszenzsignal aus der Hintergrundfluoreszenz hervortritt, wird
als Schwellen-Zyklus (C-Wert) bestimmt. Dieser Wert ist ein direktes Mal3 fiir
die Menge des PCR-Produktes, und somit fiir die Menge der urspriinglich
eingesetzten mRNA. Je niedriger der C.-Wert ist, desto hoher ist die
Konzentration der mRNA. Zur absoluten Quantifizierung, d.h. der Angabe der
Kopienanzahl der jeweiligen Ionenkanal-mRNA pro eingesetzter Gesamt RNA
ist die Erstellung einer Standardkurve notwendig. Dazu wurden Zielsequenz-
spezifische cDNA-Standards in bekannten Konzentrationen eingesetzt.

Aufgrund von Schwankungen der Effizienz der reversen Transkription ist die
Normalisierung der Messergebnisse mit einer endogenen Kontrolle notwendig.
In unseren Messungen wurde das housekeeping Gen [-Glucuronidase zur
Normalisierung verwendet, das sich nach Voruntersuchungen als geeignet

erwies.

2.2.2.2 Durchfuhrung der Messungen

Die Messungen wurden in Dreifachbestimmung mit Hilfe des quantitativen PCR
Systems Mx4000° (Firma Stratagene, La Jolla, USA). Unmittelbar vor Beginn
des Experimentes wurde der Mastermix vorbereitet. Die Reaktion wurde in
einem Gesamtvolumen 50 ul durchgefiihrt, das sich aus folgenden Bestandteilen
zusammensetzte: 5 pl core PCR Puffer, 5 mM MgCl, 800 uM dNTP, 0,75 ul
Referenz-Farbstoff, 0,5 pl SureStart™ Taq DNA Polymerase (5 U/ul) (alle aus
,Brilliant™ Quantitative PCR Core Reagent Kit“, Firma Stratagene), jeweils
500 nM Vorwirts- und Riickwarts-Primer und 200 nM der Sonde, sowie
Nuklease-freies PCR Wasser. Zuletzt wurden 10 pl der zu messenden cDNA
(1:5 verdiinnt) eingesetzt und nach kurzem Zentrifugieren das Experiment
gestartet. Mit der ,,hot start“-Aktivierung der Tag-Polymerase fiir 10 min bei
95°C wurde begonnen, darauf folgten 40 Zyklen mit 15 s bei 95°C und 60 s bei

60°C. Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz bestimmt.
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Zur Erstellung einer Standardkurve zur absoluten Quantifizierung wurden
Plasmide des jeweiligen Gens in serieller Verdiinnung im Bereich zu
erwartender Konzentrationen eingesetzt. Die Konzentrationen und Kopienzahl
der Plasmide waren vorher photometrisch durch Bestimmung der optischen
Dichte bei 260/280 nm bestimmt worden.

2.3 Materialien

Samtliche Chemikalien wurden — soweit nicht anders aufgefiihrt — bei der Firma
Sigma Chemie (Deisenhofen) bezogen. Die bei der Zellisolation verwendete
Kollagenase Typ II stammte von Worthigton und wurde iiber Cell Systems
(Berlin) bezogen. Die Kaliumkanalblocker Chromanol 293B und HMR 1556
wurden uns von Aventis Pharma (Frankfurt am Main), Dofetilide von der Firma
Pfizer (Karlsruhe) zur Verfligung gestellt. Minimal Essential Medium und
Dubeccos Minimal Essential Medium wurde bei der Firma Biochrom KG
(Berlin) erworben.

Die fiir die molekularbiologischen Untersuchungen Restriktionsenzyme und
DNA-Langenmarker wurden bei der Firma MBI-Fermentas (St. Leon-Roth)
bezogen.

Primer und Sonden fiir die quantitative real time PCR wurden mit Hilfe der
Software Primer Express (Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim) entworfen (Tabelle
3) und mit Hilfe der NCBI Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) auf
thre Spezifitdt tberpriift. Die Primer wurden von der Firma Thermo Hybaid
(Ulm) hergestellt, die Sonden von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien). Sie
wurden entsalzt und lyophilisiert geliefert und vor der Verwendung in TE-Puffer

gelost (Konzentration 20 pg/ml).
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Gen Primer Sequenz
Vorwarts 5'- CAC ACG ACG CCT CTC CCT ACCG -3
KCNH2 Sonde 5*- CGG CAT CGA CAT GAACGC GG - 3
Rickwarts 5'- GTT GCA GTA GAT GAC GGC GCAG - 3
Vorwarts 5-CGC ATG GAG GTG CTATGC T-3'
KCNQ1 Sonde 5'- CGA GAA CCC CGACTC CTC CACCTG - 3
Ruckwarts 5-GGC CTT CCG GAT GTA GAT CTT-3'
Vorwarts 5'- GGT ACT GGG ATT CTT CGG CTT - 3
KCNE1 Sonde 5'"-TCACCC TGG GCATCATGC TGAGC - 3
Ruckwarts 5'- CAG CTT CTT GGA GCG GAT GT - 3
Vorwarts 5'- GCC ACC ATC CAT GAG AAC ATT - 3
KCNE2 Sonde 5'-TGC GGC TGG GTT CAA AAT GTC CC - 3
Ruckwarts 5-TGG TGC CTT TCT CCC TTATCA - 3
Vorwarts 5'-TTC CCT CCA GCT TCA ATG ACA - 3
B-Glucuronidase Sonde 5'- CAG GAC TGG CGT CTG CGG CAT - 3
Ruckwarts 5'- TAC CAC ACC CAGCCGACAA-3

Tabelle 3

Sequenzen der fiir die quantitative real time PCR verwendeten Primer und
Sonden (mit Fluoreszenzfarbstoff FAM markiert).

2.3.1 Elektrophysiologie

Die Zusammensetzung der fiir die Zellisolation und fiir elektrophysiologischen
Untersuchungen verwendeten Losungen ist der Tabelle 4 zu entnehmen. Die
Enzymlosung zur Zellisolation wurde durch Zugabe von 0,5 mg/ml Kollagenase
Typ II und 0,02 mg/ml Protease zur Null-Kalzium-Tyrode hergestellt. Zur
Messung der delayed rectifier Strome wurde der L-Typ Kalzium-Kanal mit 10
uM Nifedipin (Stammlésung 3 mM in Polyethylenglycol 400), die der

extrazelluldaren Perfusionslosung zugefiigt wurden, blockiert. Nifedipin
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beeinflusst — im Gegensatz zu dem alternativen Kalzium-Kanalblocker
Cadmium, die delayed rectifier Kalium-Kanile nicht in relevantem Male
(Daleau et al., 1997). Chromanol 293b (5 mM) und HMR 1556 (10 uM) wurden
in Polyethylenglycol 400, Dofetilide (1 mM) und Isoproterenol (1 mM) in Aqua
bidest. gelost und der extrazellularen Perfusionslosung beigefiigt.

Fiir Experimente in perforated patch Technik wurde der internen Pipettenldsung

240 png/ml Amphotericin B (Stammldsung 30 mg/ml in DMSO) hinzugefiigt.

[mM] Ca™"-freie Tyrode | Hoch-K'-Lésung Pellzf;(l:;aizﬁlshljé!)izeng Pipeltﬂirlr';Zung
NaCl 138 138
KCI 4 88 4 10
K-Aspartat 120
MgCl, 1 1 5,5
CaCl, 2
MgSO, 5
NaH,PO, 0,33 0,33
K,HPO, 20
Na,-ATP 2
K,-ATP 5
EGTA 0,5 5
HEPES 10 5 10 10
Glucose 10 10 10
Taurin 20
Creatin 5
Pyruvat 5
7,3 7,2 7,3 7,2
pH mit NaOH mit KOH mit NaOH mit KOH
Tabelle 4

Fiir die Zellisolation und elektrophysiologischen Untersuchungen verwendete
Losungen.
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2.3.2 Molekularbiologie

Die fiir die molekularbiologischen Methoden verwendeten Losungen wurden
gemill Tabelle 5 zubereitet und nach der Herstellung autoklaviert. LB-Agar
wurde durch Zugabe von 15 g/l Bacto-Agar zum LB-Medium hergestellt.

TE-Puffer TAE-Puffer LB-Medium
10 mM Tris/HCI 40 mM Tris 10 g/l NaCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA 10 g/l Caseinhydrolysat
10 mM Essigsaure 5 g/l Hefeextrakt
pH 8,0 7,5 7.4

Tabelle 5

Losungen die fiir molekularbiologischen Untersuchungen verwendet wurden.

2.4 Auswertung und statistische Analyse

Die mit Hilfe der Patch Clamp Software Clampex Version 8.2 (Axon
Instruments Inc., Union City, USA) gewonnenen Rohdaten wurden auf einem
Personal Computer aufgezeichnet und zur spiteren Analyse gespeichert. Diese
wurden mit der Software Clampfit Version 8.2 (Axon Instruments Inc., Union
City, USA) sowie Origin Professional Version 7.0 (OriginLab Cooperation,
Northampton, USA) ausgewertet und graphisch aufbereitet.
Molekularbiologische Daten wurden mit der Software Mx4000 Version 3.0
(Stratagene, Amsterdam; Niederlande) erfasst und ausgewertet.

Zur Messung der Stromdichten der Iy, und Ix, Stréme wurden ,tail““-Strome als
besser messbarer und verlédsslicherer Parameter verwendet. Nach einer
Aktivierung von Iy, bzw. Iy, Uiber 5 sec. bei +40 mV wurde die Grofie des tail-
Stromes, also die langsame Deaktivierung bei -40 mV, als Mal} fiir die Grof3e
des Ix, bzw. Ixs Stromes bestimmt. Dazu wurde die Differenz zwischen dem

maximalen tail-Strom und dem ,,Baseline*-Strom gemessen.
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Um Effekte durch unterschiedliche ZellgroBen zu eliminieren, was insbesondere
bei der Groenzunahme wihrend Hypertrophie von Bedeutung ist, wurde auf
die Zellkapazitit als Mal} fiir die ZellgroBe normiert. Die so berechneten
Stromdichten sind als Verhéltnis von Strom zu Zellkapazitit (in pA/pF)
angegeben.

Die Angabe der Expressionsraten erfolgt als Anzahl der mRNA Kopien pro pug
Gesamt-RNA.

Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die Zellzahl und Zahl der untersuchten Herzen sind bei den
Ergebnissen als n = x / y angegeben, wobei x fiir die Anzahl der untersuchten
Zellen und y fiir die Zahl der untersuchen Herzen steht.

Zur statistischen Analyse wurde der zweiseitige, unabhéngige Student t-Test
verwendet. Zwei Datengruppen wurden dann als statistisch signifikant

angesehen, wenn ein Wert fiir p kleiner als 0,05 errechnet worden war.
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften von delayed rectifier
Kaliumkanalen

1990 wurde im Meerschweinchen — dem klassischen Tiermodell zur
Untersuchung von delayed rectifier Kaliumkanilen — erstmals beschrieben, dass
sich der delayed rectifier Kaliumauswértsstrom aus zwei Komponenten
zusammensetzt (Sanguinetti und Jurkiewicz, 1991; Sanguinetti und Jurkiewicz,
1990). Die beiden Komponenten des repolarisierenden delayed rectifier
Kaliumauswartsstromes unterscheiden sich im Hinblick auf
elektrophysiologische Parameter wie Kinetik und in pharmakologischer
Beeinflussbarkeit. Man unterscheidet anhand der Aktivierungskinetik einen
schnell aktivierenden delayed rectifier Strom (Ig,, rapid, schnelle
Aktivierungskinetik) und einen langsam aktivierenden delayed rectifier Strom
(Iks, slow, langsame Aktivierungskinetik). Des weiteren unterscheiden sich die
beide Kanile in der Kinetik des tail-Stroms: der tail-Strom von Ik, weist einen
langsameren Abfall auf als der von Ig; (Chinn, 1993). Durch spezifische
pharmakologische Blockade von Iy, (mit Dofetilide; siehe 3.1.3.1) oder von Iy,
(mit Chromanol 293b oder mit HMR 1556; siehe 3.1.4.1) lassen sich die beiden
delayed rectifier Kanile trennen (Abbildung 8).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind die elektrophysiologischen
Charakteristika von Ig, und Ix sowie die transmurale Verteilung der Stromdichte
und speziesspezifische Unterschiede in der Ausstattung mit delayed rectifier
Kaliumkanélen.
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Abbildung 8

Aufzeichnung des delayed rectifier Kaliumstromes einer reprisentativen Zelle
die aus dem linken Ventrikel eines Meerschweinchenherzens isoliert wurde.
Nach dem Vorpuls zu -40 mV wurden Iy, und Ix, durch Pulse iiber 5 sec. zu -40
mV bis +80 mV (in 20 mV Schritten) aktiviert. Tail-Stréme wurden bei -40 mV
registriert.

A) Dargestellt sind die Stromkurven des gesamten delayed rectifier Stromes,
also die Summe bzw. Uberlagerung von I, und I, ohne spezifische Blockade
von Ig, oder Ig,. Sowohl die Aktivierung des Stromes, als auch die
Deaktivierung des tail-Stroms weisen eine biexponentielle Kinetik auf, setzen
sich also aus einer schnelle und einer langsamen Zeitkomponente zusammen.

B) Nach spezifischer Blockade von Ixs durch 250 nM HMR 1556 ist nur noch Iy,
nachweisbar. Die jetzt monoexponentielle Aktivierung des Stromes weist einen
schnellen Zeitverlauf auf; nach weniger als 500 ms ist Ig, vollstindig aktiviert.
Der ebenfalls monoexponentielle Zeitverlauf der Deaktivierung des tail-Stroms
ist langsam.

C) Abgebildet ist der Differenzstrom aus Gesamt-Strom (A) minus Ik, (B), also
der durch 250 nM blockierte Anteil des delayed rectifier Stromes entsprechend
Ixs. Deutlich erkennbar ist die langsame Aktivierung des Ix,-Stromes iiber 5 s.
Der Zeitverlauf der Deaktivierung des tail-Stromes von I ist schneller als der
von Ik,.
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3.1.1 Nachweis von Ik, in humanem Myokard

Die Messung von Ix, im humanen Myokard erfolgte unter fiir die Untersuchung
von delayed rectifier Kaliumkanélen optimierten Bedingungen bei 34° C im
»whole cell Modus mit weitestgehender Blockade des L-Typ Kalziumstromes
durch Zugabe von 10 uM Nifedipin zur externen Perfusionslésung.
Intrazelluldre  Kalziumtransienten wurden durch Verwendung einer
natriumfreien, EGTA-haltigen internen Pipettenlosung eliminiert. Bei
Vorexperimenten an Meerschweinchenkardiomyozyten (Abbildung 8) konnten
in allen untersuchten Zellen I, und I problemlos nachgewiesen werden.

Im humanen Myokard war in allen untersuchten humanen Zellen (n = 114 / 15)
ein schnell aktivierender Iy,-Strom nachweisbar (Abbildung 9 A und B). Dieser
konnte durch 1 uM Dofetilide (siehe 3.1.3.1) vollstandig blockiert werden.

Im Gegensatz zu den Meerschweinchenkardiomyozyten fand sich unter den
Standardmessbedingungen in keiner der humanen Zellen ein Ig-Strom
(langsame Aktivierungskinetik und Sensitivitit gegeniiber HMR 1556 (siche
3.1.4.1) bzw. Resistenz gegeniiber Dofetilide (Abbildung 9 C)) mit einer

Stromgrdfe tiber der Nachweisgrenze bzw. dem Rauschen (> 20 — 25 pA).
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Abbildung 9

Aufzeichnung des delayed rectifier Kaliumstromes einer reprisentativen
humanen Zelle aus einem nicht-insuffizienten Spenderherzen. Experiment und
Grafik sind analog zu Abbildung 8 durchgefiihrt worden. Nach dem Vorpuls zu
-40 mV wurden Iy, und I, durch Pulse iiber 5 sec. zu -40 mV bis +80 mV (in 20
mV Schritten) aktiviert. Tail-Strome wurden bei -40 mV registriert. Man
beachte den ca. 10-fach kleineren MaRstab.

A) Dargestellt sind wieder die Stromkurven des gesamten delayed rectifier
Stromes, also die Summe bzw. Uberlagerung von Ix, und I, ohne spezifische
Blockade von Iy, oder Ix,. Eine biexponentielle Kinetik der Aktivierung des
Stromes oder der Deaktivierung des tail-Stromes ist nicht erkennbar.

B) Nach spezifischer Blockade von Ixs durch 250 nM HMR 1556 ist nur noch Iy,
nachweisbar. Der jetzt sichtbare Strom unterscheidet sich nicht signifikant von
Abbildung A.

C) Abgebildet ist der Differenzstrom aus Gesamt-Strom (A) minus I, (B), also
der durch 250 nM HMR 1556 blockierte Anteil des delayed rectifier Stromes,
der Iy entsprechen wiirde. Ein langsam aktivierender Strom ist nicht
nachweisbar. Allenfalls ein winziger tail-Strom ist erkennbar, der sich aber
kaum vom Hintergrundrauschen abhebt.
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3.1.2 Aktivierung von I,

Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung von Ix, wurde in nicht-
insuffizientem humanem Myokard untersucht. Iy, wurde bei variablen
Potentialen im Bereich von -40 mV bis +60 mV aktiviert und die GroBe des tail-

Stromes gemessen (Abbildung 10). Das Potential fiir die halbmaximale

Aktivierung lag bei 18,4+2,09 mV (Abbildung 11).
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Abbildung 10

Strom-Spannungsbeziehung einer reprasentativen epikardialen humanen Zelle
eines nicht-insuffizienten Herzens. Nach einem Vorpuls zu -40 mV wird I,
aktiviert. Die Spannung wird dabei von -40 mV bis +60 mV in 10 mV Schritten
gesteigert. Danach wird der tail-Strom bei einem Haltepotential von +40 mV
registriert und die tail-GréBe als MaB fiir I, bestimmt.
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Abbildung 11

Spannungsabhingigkeit der Aktivierung von Iy, . Die Kurve zeigt die GroBe des
verfligbaren Ik, tail-Stromes in Relation zum Aktivierungspotential. Das
Potential der halbmaximalen Aktivierung lag bei 18,4+2,09 mV (n=11/3).
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3.1.3 Pharmakologische Modulation von Ik,

3.1.3.1 Dofetilide

Das Klasse III Antiarrhythmikum Dofetilide (in USA zur Behandlung des
Vorhofflimmerns zugelassen) ist ein spezifischer Blocker von I, (Rasmussen et
al., 1992). In humanem Myokard waren 1 uM Dofetilide ausreichend, um eine
komplette Blockade von I, zu bewirken. Nach Applikation von Dofetilide war
kein delayed rectifier Strom mehr zu registrieren (Abbildung 12), insbesondere

war auch kein Ix, mehr nachweisbar.

M

50 pA

3000 ms

\\*\

(M Dofetilide

Abbildung 12

Représentative Aufzeichnung des I,-Stromes und die Wirkung des spezifischen
Ix.-Blockers Dofetilide auf Ix, in einer humanen Zelle aus einer zentralen
myokardialen Schicht. Nach Aktivierung von Iy, iiber 5 Sekunden bei +40 mV
wird das Haltepotential auf -40 mV abgesenkt (Pulsprotokoll sieche Abbildung
7). Die Deaktivierung von Iy, ist als tail-Strom aufzuzeichnen (Pfeil). Nach
Einwaschen von 1 pM Dofetilide ist Ik, vollstandig blockiert.
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Die Gabe von Dofetilide in current clamp Experimenten zur
Aktionspotentialmessung  bewirkt eine massive  Verldngerung  der
Aktionspotentialdauer (Abbildung 13 oben). Wird das Aktionspotential einer
Zelle als Pulsprotokoll verwendet (action potential clamp), ldsst sich bei
konstanten Bedingungen kein Stromfluss nachweisen. Nach pharmakologischer
Modifikation von Aktionspotentialkonfiguration und —dauer mittels spezifischer
Blockade eines Stromes ldsst sich dieser registrieren, da Abweichungen des
Spannungsverlaufes vom Verstiarker gegengesteuert wird. Ein solches
Experiment ist in Abbildung 13 dargestellt. Es wird deutlich, dass der groBte Iy,-
Strom im humanen Aktionspotential wéihrend der spédten Repolarisation zu
registrieren ist. Durch die Eigenschaft als Einwértsgleichrichter-Strom (inward
rectifier) ist Iy, in der Lage, das Aktionspotential auf Hohe des
Kaliumgleichgewichtspotentials (ca. -80 mV, in etwa entsprechend dem

Ruhemembranpotential) zu repolarisieren und dort zu stabilisieren.
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-80 mV 1 uM Dofetilide

- 300 pA

300 ms

Abbildung 13

Effekt von 1 uM Dofetilide auf das Aktionspotential (oben) einer epikardialen
humanen Zelle und der entsprechende, durch Dofetilide geblockte Strom
(unten). Iy, wird nach Aufzeichnen des Aktionspotentiales bei 1 Hz mit 1 uM
Dofetilide blockiert, was zur Aktionspotential-Verldngerung fiihrt. Wird der
Zelle nun als Stromprotokoll ihr eigenes Aktionspotential (vor der Applikation
von Dofetilide) vorgegeben (,,action potential clamp*), ldsst sich unten
dargestellter Strom ableiten. Da der vom Verstirker zur Substitution des
pharmakologisch blockierten I, abgegebene Strom aufgezeichnet wird, ist der
Stromkurvenverlauf — im Gegensatz zu den sonst dargestellten Ix,-Messungen —
nach unten gerichtet. Auffillig ist die relativ geringe StromgroBe von Iy,
wihrend des Plateaus des Aktionspotentiales und die starke Zunahme des
Stromes gegen Ende des Aktionspotentiales (inward rectification).
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3.1.3.2 Haloperidol

Eine potentiell lebensbedrohliche Nebenwirkung des starken Neuroleptikums
Haloperidol (Haldol®) ist die Verlidngerung der QT-Zeit, die torsades de pointes
Tachykardien zur Folge haben kann (Abbildung 5). Als Wirkungsmechanismus
wird die Blockade von KCNH2 (a-Untereinheit von Ix,) Kandlen beschrieben
(Suessbrich et al., 1997). In humanen Kardiomyozyten konnte eine Blockade
des nativen Ig, durch Haloperidol nachgewiesen werden (Abbildung 14A). Die
ICso lag bei 0,052 uM, und damit in der GroBenordnung therapeutisch relevanter
Plasmakonzentrationen (0,01 uM bis 0,045 uM), wo eine Ix, Blockade von 20
bis 45 % zu erwarten ist (Abbildung 14B).

A B 1,0+

0,8 1

\ 30 pA 0,61

2000 ms N .
0.4

( 1 uM Haloperidol
M P 0.2-

0,01 0,10 1,00
Haloperidol (uM)

Abbildung 14

Block von Ig, durch das Neuroleptikum Haloperidol in einem humanen
Kardiomyozyten. 1 uM Haloperidol fiihren zur vollstindigen Blockade von Iy,
(A). (Pulsprotokoll siche Abbildung 7). B) Konzentrations-Wirkungsbeziehung
fiir Haloperidol: 0,052 uM Haloperidol bewirken eine halbmaximale Blockade
von Ig,. Der Bereich therapeutischer Plasmakonzentrationen liegt zwischen 0,01
und 0,045 uM (vertikale Linien).
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3.1.3.3 Einfluss der extrazellularen Kalium-Konzentration auf Ik,

Neben dem elektrochemischen Gradienten, der die treibende Kraft fiir den Fluss
von Kalium-Ionen durch die Kaliumkanile tiber die Zellmembran darstellt,
konnen Ionen durch direkte Effekte am Kanalprotein dessen Leitfahigkeit
modifizieren. So wird die Grofle von Iy, von der extrazelluldaren
Kaliumkonzentration beeinflusst (Abbildung 15). Auffillig ist, dass die
Regulation von Iy, entgegen dem elektrochemischen Gradienten erfolgt und
somit der Strom entgegen der treibenden Kraft bei niedrigeren extrazelluldren

Kaliumkonzentrationen an Grof3e abnimmit.

Abbildung 15

Modifikation von Iy, (GroBe des tail-Stromes durch Pfeil markiert) durch
Variation der extrazelluliren Kalium-Konzentration: Absenkung der Kalium-
Konzentration der externen Perfusionslésung von 4 mM auf 1 mM verringert
den Iy, tail um 46 % von 1,22 nA auf 0,66 nA. Die Aktivierung von I, erfolgt in
diesem Experiment iiber 225 ms.

3.14 Nachweis von Ixs und pharmakologische Modulation

Unter Standardbedingungen (Messung 1m whole cell Modus ohne
pharmakologische Stimulation) konnte in keiner der untersuchten humanen
Zellen ein Ig; nachgewiesen werden, dessen Stromdichte wesentlich iiber dem
Hintergrundrauschen liegt. Erst nach Optimierung der Messbedingungen unter
Verwendung der perforated patch Methode in Verbindung mit

pharmakologischer Stimulation konnte Ix; mit sehr geringer Stromdichte
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nachgewiesen werden. Die Verwendung des Porenbildners Amphotericin B
erlaubt eine Patch Clamp Messung dhnlich dem whole cell Modus, wobei jedoch
die Zellmembran unter der Patch Clamp Pipette nicht aufgebrochen wird,
sondern durch Amphotericin B lediglich eine Permeabilitét fiir einwertige lonen
erreicht wird. So ist eine Strommessung moglich, ohne das Zytoplasma zu
dialysieren und essentielle Bestandteile wie z.B. second messenger Botenstoffe
auszuwaschen.

Zusitzlich wurden die Zellen mit Isoproterenol adrenerg stimuliert; dies fiihrt
iiber einen cAMP-Anstieg zur Steigerung von I (Yazawa und Kameyama,
1990). Die Zugabe von 1 puM Isoproterenol zur externen Perfusionslosung
ermOglichte den Nachweis eines Ix; entsprechenden, langsam aktivierenden
Stromes und tail-Stromes (Abbildung 16).

3000 ms

l\ 1 uM Isoproterenol

0pA -

8

Abbildung 16

Adrenerge Stimulation der Zelle durch Isoproterenol fiihrt zur deutlichen
Steigerung der StromgroBe Ixs. Unter Kontrollbedingungen findet sich kein
deutlich abgrenzbarer Ig,; erst nach Einwaschen von 1 pM Isoproterenol wird
der langsam aktivierende Ig,-Strom und tail-Strom sichtbar. Das Experiment
wurde im ,,perforated patch® Modus mit Amphotericin B durchgefiihrt um eine
Dialyse des Zytoplasmas zu vermeiden. Gleichzeitig vorhandener I, wurde mit
1 uM Dofetilide blockiert.
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Somit konnte unter oben beschriebenen optimierten Messbedingungen ein sehr
kleiner (Strom: 0,20+0,02 pA/pF, tail-Strom 0,12%0,01 pA/pF, n =9 / 6) Strom
im humanen Myokard nachgewiesen werden, der fiir Ixs-Blocker (3.1.4.1)
empfindlich war. Aufgrund der komplexen Messbedingungen und der geringen
Stromdichte war jedoch eine weitergehende Analyse der elektrophysiologischen

Eigenschaften sowie der transmuralen Verteilung des Stromes nicht moglich.

3.1.41 Chromanol 293b und HMR 1556

Der unter Verwendung oben aufgefiihrter Methode gemessene Iy, wurde konnte
durch die Igxs-Blocker Chromanol 296b (Bosch et al., 1998; Busch et al., 1996;
Sun et al., 2001) und HMR 1556 (Gogelein et al., 2000; Thomas et al., 2003)
inhibiert werden. In Abbildung 17 ist der Effekt von 100 nM HMR 1556

gezeigt.

25 pA

2 sec.

Abbildung 17

Aufzeichnung von Ik in einem humanem Kardiomyozyten: Dargestellt ist der
durch 100 nM HMR 1556 blockierte Strom. Die Kurve ist durch Subtraktion des
nach Einwaschen von HMR 1556 verbliebenen Hintergrundstromes von dem
vorher registrierten Gesamt-Strom entstanden. Zur Stimulation von Ix, wurde 1
uM Isoproterenol verwendet.
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Des Weiteren wurde die Wirkung der Ixs-Blockade mit HMR 1556 auf die
Aktionspotentialdauer untersucht. Bei niedrigen Konzentrationen im Bereich
von 10 nM war — wie bei der Blockade eines repolarisierenden Kaliumstromes
zu erwarten — eine Zunahme der Aktionspotentialdauer um ca. 40 % zu
beobachten (Abbildung 18). Bei hoheren Konzentrationen (bis 100 nM) war
dann jedoch wieder eine Verkiirzung der Aktionspotentialdauer nachweisbar —
moglicherweise liber eine unspezifische Wirkung, wahrscheinlich durch Block

von Kalziumkanélen.
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-80 mV

500 ms

Aktionspotentialdauer
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Abbildung 18

Oben: Aktionspotential einer repridsentativen humanen endokardialen Zelle
unter Kontrollbedingungen und nach dem sequentiellen Einwaschen von 10, 30
und 100 nM des Ixs Blockers HMR 1556. Zunéchst ist eine Verldngerung der
Aktionspotentialdauer durch Ix; Blockade zu beobachten. Bei hoheren
Konzentrationen von HMR 1556 kommt es dann jedoch zur
Aktionspotentialverkiirzung. Unten: Quantitative Darstellung des Effektes von
HMR 1556 auf die Aktionspotentialdauer (n = 2). Die Aufzeichnung der
Aktionspotentiale erfolgte im ,,perforated patch® Modus.
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3.2 lkrw und lks in verschiedenen Spezies unter
Beriicksichtigung der transmuralen Verteilung

Die — fiir den physiologischen Ablauf der Repolarisation notwendige —
transmurale Verteilung von Iy, und Ixs wurde sowohl in humanem Myokard
untersucht, als auch im Myokard tierexperimentell bedeutender Spezies, wie
Meerschweinchen, Schwein und Hund. Die Stréme wurden in Zellen gemessen,
die aus diinnen epikardialen, mittleren und endokardialen Schichten der freien
linksventrikuldren Wand isoliert worden waren. Zur Quantifizierung von I, und
Ixs wurde der tail-Strom bei -40 mV nach Aktivierung bei +40 mV fiir 5
Sekunden bestimmt (Tabelle 6 und Tabelle 7; Abbildung 19 bis Abbildung 26).
Der Chromanol 293b resistente Strom wurde als I, definiert; der Chromanol

293b sensible Strom als I..
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Ik, [PA/pF] Meerschweinchen Schwein Hund Mensch

EPI 2,00+0,35 0,78+0,08 0,70+0,08 0,32+0,13
(n=9/5) (n=171/6) (n=36/12) (n=15/5)
M 2,64+0,36 1,24+0,15 0,72+0,06 0,56+0,05
(n=12/5) (n=32/7) (n=34/12) (n=21/5);
2,53+0,29 1,3310,15 0,92+0,07 0,58+0,04

ENDO
(n=10/3) (n=25/7) (n=27/12) (n=241/6)

Tabelle 6

Transmurale Verteilung von Iy, iiber das linksventrikulire Myokard nicht-
insuffizienter Herzen von Meerschweinchen, Schwein, Hund und Mensch. In
allen Spezies fanden sich epikardial geringere Ik, Stromdichten als in mittleren
Schichten und endokardial.

Iks [PA/pF] Meerschweinchen Schwein Hund Mensch
EPI 5,54+0,92 1,65+0,23 0,37+0,05
(n=12/5) (n=20/6) (n=34/12)

M 5,53+0,64 1,11£0,12 0,27+0,05 0,12+0,01
(n=16/5) (n=31/7) (n=34/12) (n=9/6)
3,86+0,61 1,59+0,20 0,22+0,05

ENDO
(n=71/3) (n=25/7) (n=29/12)
Tabelle 7

Transmurale Verteilung von Iy lber das linksventrikulire Myokard nicht-
insuffizienter Herzen von Meerschweinchen, Schwein, Hund und Mensch. In
humanem Myokard konnte nur unter speziellen Untersuchungsbedingungen
(Stimulation mit Isoproterenol, perforated patch Technik) ein Ixs nachgewiesen
werden (3.1.4). Die angegebenen Werte sind daher nur eingeschrankt mit denen
in anderen Spezies unter Standartmessbedingungen gewonnenen vergleichbar.
Eine systematische Untersuchung der transmuralen Verteilung des humanen I
war aufgrund der geringen Stromdichte nicht moéglich. Fiir Ixg fanden sich in
Meerscheinchen und Schwein in mittleren Schichten geringere Stromdichten als
epikardial und endokardial.
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Meerschwein Schwein Hund

Abbildung 19

Transmurale Verteilung von Iy, iiber das linksventrikulire Myokard nicht-
insuffizienter Herzen von Mensch, Meerschweinchen, Schwein und Hund. Die

B EPI
/M

B ENDO |

Mensch

Punkte zeigen die mittlere Herzfrequenz der jeweiligen Spezies.

Hund

Meerschwein Schwein

Abbildung 20

Transmurale Verteilung von Ig iiber das linksventrikuldre Myokard nicht-
insuffizienter Herzen von Mensch, Meerschweinchen, Schwein und Hund. Die
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Punkte zeigen die mittlere Herzfrequenz der jeweiligen Spezies.
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3.2.1 Meerschweinchen

Das Meerschweinchen stellt das klassische Kleintiermodell zur Untersuchung
der delayed rectifier Kaliumkanile dar; I, und Ixs weisen verhédltnisméaBig sehr
grof3e Stromdichten auf und vermitteln die Repolarisation. Aufgrund der kleinen
Dimensionen des Meerschweinchenherzens betrug die Dicke epikardialer,
mittlerer und endokardialer Schichten in der Regel mehr als 10 % der
linksventrikuliren Wanddicke. Dabei lieBen sich keine signifikanten
transmuralen Gradienten fiir Ix, oder Ixs nachweisen. Im Epikard fanden sich
jedoch tendenziell geringere Ix, Stromdichten als in mittleren oder
endokardialen Schichten.

Die Stromdichten fiir Iy, waren gegeniiber dem humanem Iy, etwa 6fach,
gegentiber I, in Schweine- und Hundekardiomyozyten 2 — 3fach hoher. I wies
in Meerschweinchen im Vergleich zum Schwein bzw. Hund 3 — 5fach bzw. 15 —
20fach hohere Stromdichten auf.
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EPI M ENDO

Abbildung 21

Transmurale Verteilung der Stromdichten von Ix: in
Meerschweinchenkardiomyozyten. Signifikante Unterschiede der Ix, Expression
in epikardialen, mittleren und endokardialen Zellen waren nicht nachweisbar.

12+

10 +

|, [PA/PF] 6 + i + A

EPI M ENDO

Abbildung 22

Transmurale Verteilung von Ixs im Meerschweinchenherzen mit etwa doppelt so
grofler Stromdichte im Vergleich zu Ig,. Signifikante transmurale Unterschiede
waren nicht erkennbar.
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3.2.2 Schwein

Wegen der kleinen GroBBe von Meerschweinchenherzen, die zum einen die
Entstehung von Re-Entry Arrhythmien limitiert, zum anderen die Analyse der
transmuralen Verteilung von lonenkandlen erschwert, ist die Untersuchung
grofBerer Tiermodelle notwendig.

In aus dem linken Ventrikel isolierten Kardiomyozyten lieBen sich Iy, und I
nachweisen. Epikardial waren signifikant kleinere Stromdichten als in mittleren
und endokardialen Arealen zu registrieren (Abbildung 23).

Ixs war in mittleren Schichten (M-Zellen) mit signifikant geringerer Stromdichte

exprimiert als epikardial und endokardial (Abbildung 24).
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Abbildung 23

Transmurale Stromdichten von Ix, im Schweineherzen mit im Epikard
signifikant geringerer Stromdichte als in der Mitte sowie im Endokard. * p <
0,05.
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Abbildung 24

Transmurale  Stromdichte-Verteilung von Iy im  linksventrikuldren
Schweinemyokard. Die Expression von Ixy; war in mittleren Schichten
signifikant geringer als in den beiden dulleren Schichten. * p < 0,05.
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3.2.3 Hund

Fiir die Abbildung der Repolarisation in humanen Herzen ist der Hund das
Tiermodell mit einer relativ groBen Ahnlichkeit zur Elektrophysiologie des
menschlichen Herzens. Im Gegensatz zum Schwein und dhnlich zum Menschen
besitzt der Hund beispielsweise einen transienten Kaliumauswaértsstrom I,

In der vorliegenden Untersuchung lie sich im Hundemyokard Iy, in allen
untersuchten Zellen nachweisen. Ix, war in der Mehrzahl der untersuchten
Zellen vorhanden; kein Ixs war jedoch in 3 von 34 (Epikard), 5 von 34 (Mitte)
bzw. 6 von 29 (Endokard) gemessenen Zellen vorhanden.

Die Stromdichten von Ig, waren etwa 2fach groBer als die humaner
Kardiomyozyten. Fiir die transmurale Verteilung von Iy, fand sich ein dhnlicher
Gradient wie im Myokard von Mensch, Meerschweinchen und Schwein, mit
geringster Stromdichte epikardial (Abbildung 25).

Ixs war bei relativ geringen Stromdichten in der Mitte und endokardial geringer

exprimiert als epikardial (Abbildung 26).
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Abbildung 25

Transmurale Verteilung von Iy, in nicht-insuffizienten Kardiomyozyten des
Hundes. Im Epikard und in der Mitte war die Stromdichte signifikant kleiner als
im Endokard. * p <0,05.
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Abbildung 26

Transmurale Verteilung von Ig, in nicht-insuffizienten Kardiomyozyten des
Hundes mit hochsten Stromdichten epikardial. * p <0,05.
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3.24 Mensch

In Abbildung 27 ist die Verteilung von Ik, im linken

Ventrikel nicht-

insuffizienter Herzen angegeben. In Zellen, die aus epikardialen Arealen isoliert

worden waren, war die Stromdichte von Iy, signifikant geringer als in Zellen aus

mittleren oder endokardialen Arealen.
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Abbildung 27

Transmurale Verteilung von Iy, tiiber die linksventrikulare Wand nicht-
insuffizienter humaner Herzen. Epikardial war eine signifikant kleinere

Stromdichte von Iy, nachzuweisen. * p < 0,05.

56



3.3 Regulation von Ik, bei Herzinsuffizienz

Zur Untersuchung der Regulation der Ix,-Expression bei Herzinsuffizienz wurde
die Stromdichte von Iy, in Kardiomyozyten aus nicht-insuffizientem
Spendermyokard und aus Gewebe von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
bei dilatativer Kardiomyopathie untersucht (Abbildung 28 und Tabelle 8).

Dabei fanden sich fiir Ix,-Stromdichten in mittleren und endokardialen Schichten
keine signifikanten Unterschiede zwischen insuffizienten und nicht-
insuffizienten Herzen. Dagegen war — im Gegensatz zu nicht insuffizientem
Myokard — die geringere epikardiale Stromdichte von Iy, bei Herzinsuffizienz
nicht mehr nachweisbar. Die Expression von Ix, war homogen iiber die

linksventrikuldre Wand verteilt.
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Abbildung 28

Regulation von Iy, bei

Kontrolle

DCM

Herzinsuffizienz. In Herzen mit dilatativer

Kardiomyopathie verschwindet der — physiologischerweise vorhandene —
transmurale Gradient mit geringerer Stromdichte epikardial. Die Absolutwerte
fiir die Stromdichte sind in Tabelle 8 aufgefiihrt. * p < 0,05.

[PA/pF] Kontrolle DCM
0,32+0,13 0,63+0,07
EPI
(n=15/5) (n=10/3)
M 0,56+0,05 0,54+0,08
(n=21/5); (n=5/4)
0,58+0,04 0,66+0,07
ENDO
(n=241/6) (n=8/3)

Tabelle 8

Stromdichte des Ik,

tail-Stromes in humanem Kardiomyozyten nicht-
insuffizienter Herzen sowie in Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz.
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3.4 KCNH2 und KCNQ1 als molekulares Substrat fur Ik, bzw. Ik
im humanen Herzen

KCNH2 bzw. KCNQI sind in der Literatur als Gene fiir die porenbildende a-
Untereinheit fiir I, bzw. I, beschrieben (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et
al., 1996; Schroeder et al., 2000; Tinel et al., 2000a). Die klonierten Gene
KCNH2 und KCNQI1 wurden in murinen Fibroblasten funktionell exprimiert,
um die Ahnlichkeit ihrer Strome mit Ig, bzw. Ixs und ihre pharmakologische

Sensitivitdt gegeniiber Ix, bzw. Ix,-Blockern nachzuweisen zu konnen.

3.41 Transiente Expression von KCNH2 in LTK- Zellen

KCNH2 kodiert fiir einen sehr schnell aktivierenden Strom mit einem
verhdltnisméBig groBem tail-Strom mit langsamer Deaktivierungskinetik. Der
Strom zeichnete sich durch eine hohe Sensitivitit gegeniiber Dofetilide aus und

wies somit eine groBe Ahnlichkeit zu Ig, auf (Abbildung 29).

500 pA

3000 ms

Kontrolle

r - 1 uM Dofetilide

0 PA -t [ S o

Abbildung 29

Durch KCNH2-Expression in LTK-Zelle erzeugter Kaliumstrom: Der Strom
weist eine sehr schnelle Aktivierungskinetik auf, bei relativ langsamer
Deaktivierungskinetik des tail-Stromes. 1 uM Dofetilide blockiert den Strom
vollstiandig.
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3.4.2 Transiente Expression von KCNQ1 in LTK- Zellen

Wird KCNQI1 im heterologen Zellsystem exprimiert, so ldsst sich ein Ik
dhnlicher Strom mit langsamer Aktivierungskinetik und schneller Deaktivierung
des tail-Stromes aufzeichnen (Abbildung 30). Dieser Strom ldsst sich durch
Exposition gegeniiber dem Ix,-Blocker Chromanol 293b inhibieren.

Im Gegensatz zum nativen Ig; war vor der langsamen Inaktivierung ein kurzer
Anstieg des tail-Stromes nachweisbar. Solche ,hakenformigen* tail-Strome
werden mit einer Erholung von der Inaktivierung in Verbindung gebracht, die
schneller ist als deren Deaktivierung. Bei Co-Expression von KCNQI mit
KCNEI ist ein Verschwinden dieser frilhen Erholung von der Inaktivierung

beschrieben (Tristani-Firouzi und Sanguinetti, 1998).

0 pA :
50 uM Chromanol 293b [

Abbildung 30

Von KCNQI1 kodierter Strom mit langsamer Aktivierungskinetik und schneller
tail-Strom Deaktivierungskinetik. Durch 50 pM Chromanol 293b lie3 sich eine
weitgehende Blockade des Stromes erreichen.
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3.5 Expression von KCNH2, KCNQ1, KCNE1 und KCNE2 in
humanem Myokard

Die mRNA-Mengen der fiir die - und [-Untereinheiten von Iy, und Ik
kodierenden Gene wurde in Gewebeproben aus nicht-insuffizienten Herzen
sowie aus Herzen von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie unter
Beriicksichtigung der transmuralen Verteilung mit Hilfe der quantitativen real-
time PCR bestimmt (Abbildung 31).

Dabei waren fiir die porenbildenden a-Untereinheiten KCNH2 (Igx,) und
KCNQI1 (Igs) signifikante Unterschiede weder in der transmuralen Verteilung,
noch im Vergleich zwischen insuffizienten und nicht-insuffizienten Myokard
festzustellen (Tabelle 9 und Abbildung 32, bzw. Tabelle 10 und Abbildung 33).
Die B-Untereinheiten KCNE1 und KCNE2 waren in nicht-insuffizienten Herzen
ebenfalls gleichméBig {iber die linksventrikulire Wand verteilt. Bei
Herzinsuffizienz waren jedoch fiir KCNE1 epikardial eine signifikant hohere
Expression nachweisbar als endokardial bei insgesamt etwas hdoherem
Expressionsniveau als in nicht-insuffizienten Herzen. KCNE2 war in
insuffizienten Herzen signifikant hoher exprimiert als in nicht-insuffizienten,

ohne dass signifikante transmurale Unterschiede erkennbar waren.
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Abbildung 31

Quantitatives real time PCR-Experiment mit einer reprisentativen
Amplifikationdarstellung von KCNH2 Standards sowie von Messproben (oben).
Hierbei wird die mittels Referenzfarbstoff normalisierte Fluoreszenzénderung
gegen die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen. Beim Heraustreten der
Fluoreszenz aus der Hintergrundaktivitit (horizontale Linie) wird der
Schwellenzyklus C, bestimmt. Unten: Standardgerade fir KCNH2, die durch
Abbildung der Ci-Werte der Standartkurven (gefillte Késtchen) iiber der
logarithmisch aufgetragenen Kopienanzahl entstand. Somit lassen sich die C;-
Werte der unbekannten Proben (hohle Késtchen) einer absoluten Kopienzahl
zuordnen.
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3.5.1 Transmurale Verteilung und Regulation bei
Herzinsuffizienz: KCNH2

Kopien KCNH2 / Kopien B-GUS Kontrolle DCM
EPI 1,58+0,46 1,7940,29
M 1,5810,35 1,52+0,17
ENDO 1,33+0,21 1,38+0,24
Tabelle 9

Expressionslevel von KCNH2 mRNA, der a-Untereinheit von I, in nicht-
insuffizienten (n = 7) und insuffizienten humanen Herzen (n = 11) unter
Beriicksichtigung der transmuralen Verteilung.

Kopien KCNH2 /
Kopien B-GUS B Kontrolle
T [ DCM

0 -

EPI M ENDO

Abbildung 32

Graphische Darstellung der Expressionslevel von KCNH2 mRNA in nicht-
insuffizienten (n = 7) und insuffizienten humanen Herzen (n =11).
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3.5.2 Transmurale Verteilung und Regulation bei
Herzinsuffizienz: KCNQ1

Kopien KCNQ1 / Kopien B-GUS Kontrolle DCM
EPI 8,73+1,98 5,12+1,10
M 6,31+0,99 7,36+1,64
ENDO 9,50%1,92 9,23+2,71
Tabelle 10

mRNA Expressionsniveau der Ix; a-Untereinheit KCNQI in nicht-insuffizienten
(n = 8) und insuffizienten humanen Herzen (n = 10) unter Beriicksichtigung der
transmuralen Verteilung.

Kopien KCNQ1 /

Kopien B-GUS I Kontrolle

[ DCM
14

12 -

10 -

EPI M ENDO

Abbildung 33

Expression von KCNQl mRNA in nicht-insuffizienten (n = §) und
insuffizienten humanen Herzen (n = 10) in epikardialen, mittleren und
endokardialen Schichten.
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3.5.3 Transmurale Verteilung und Regulation bei
Herzinsuffizienz: KCNE1

Kopien KCNE1 / Kopien B-GUS Kontrolle DCM
EPI 2,50+0,67 4,61+1,08
M 1,7540,39 3,66+0,85
ENDO 1,70+0,62 2,18+0,38
Tabelle 11

Expressionslevel von KCNEI, einer [-Untereinheit von Iy, in nicht-
insuffizientem (n = §) und insuffizientem Myokard (n = 11).

Kopien KCNE1 /

Kopien B-GUS I g(():n'\’;lrolle
0 - I * |
4 -

EPI M ENDO

Abbildung 34

Graphische Darstellung der Expression von KCNE1 in nicht-insuffizientem und
insuffizientem Myokard in epikardialen, mittleren und endokardialen Arealen.
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3.5.4 Transmurale Verteilung und Regulation bei
Herzinsuffizienz: KCNE2

Kopien KCNE2 / Kopien B-GUS Kontrolle DCM
EPI 0,0710,01 0,26+0,07
M 0,09+0,02 0,28+0,07
ENDO 0,08+0,03 0,33+0,14
Tabelle 12

Expressionslevel von KCNE2, einer potentiellen B-Untereinheit von Iy, und Ik,
in nicht-insuffizientem (n = 8) und insuffizientem Myokard (n = 11).

Kopien KCNE2 /
Kopien B-GUS B Kontrolle

(11 DCM

0,4 1

0,2 -

0,0-

EPI M ENDO

Abbildung 35

Graphische Darstellung der Expression von KCNE2 in nicht-insuffizientem und
insuffizientem Myokard.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

Die Gewinnung von humanem ventrikulirem Myokard fiir patch clamp und
molekularbiologische =~ Experimente  ist nur im  Rahmen  von
Herztransplantationen mdéglich. Durch den Spenderorganmangel kam es in den
letzten Jahren zu einer riickldufigen bzw. stagnierenden Anzahl von
Transplantationen, die auch die wissenschaftliche Verwendung der explantierten
Organe erschwerte. Insbesondere Gewebeproben von nicht-insuffizienten
Herzen, also Spenderherzen, die nicht zur Transplantation freigegeben werden,
sind nur in seltenen Ausnahmefillen — etwa ein- bis zweimal im Jahr —
verfiigbar.

Bei Myokardproben von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz bei
dilatativer Kardiomyopathie ist eine gro3e Variabilitit nicht zu vermeiden, da es
sich um eine klinisch heterogene Patientengruppe handelt. So bestehen grof3e
Unterschiede hinsichtlich Atiologie der Erkrankung, Krankheitsverlauf und —
dauer, Alter, Geschlecht, medikamentdser Therapie, Schrittmacher-Therapie
sowie klinischem Zustand zum Zeitpunkt der Transplantation.

Die Zuhilfenahme von streng kontrollierten und standardisierten Tiermodellen
ist als mogliche Alternative sinnvoll, nachdem bestimmte Expressionsmuster
von lonenkanélen in der Evolution konserviert sind. So weist z.B. der transiente
Auswirtsstrom - falls vorhanden, z.B. in Mensch, Hund, Katze, Frettchen und
der Ratte - stets subepikardial im Vergleich zu subendokardial hohere
Stromdichte des. Ebenso konnten in den vorliegenden tierexperimentellen
Untersuchungen erstmals das gleiche transmurale Verteilungsmuster von Iy, wie
im Menschen nachgewiesen werden.

Dennoch  werden  speziesiibergreifende ~ Aussagen  zur  zelluldren
Elektrophysiologie durch speziesspezifisch unterschiedliche Expression und
einen unterschiedlichen Anteil einzelner Ionenkanéle an der Repolarisation in

verschiedenen Spezies erschwert.
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411 Patch clamp Experimente

Die Messbarkeit von lonenstromen ist tiberhaupt erst in isolierten Einzelzellen
moglich geworden, da nur hier eine addquate Spannungskontrolle moglich ist.
Des Weiteren erlauben Messungen an Einzelzellen die Kontrolle des intra- und
extrazelluldren Milieus; durch stindige Superperfusion ist eine extrazelluldre
Kaliumakkumulation zu verhindern.

Die Messung der delayed rectifier Kaliumkanidle in humanem Myokard ist
aufgrund der geringen Stromdichte dieser Kanidle mit messtechnischen
Problemen behaftet: Die Stromdichten des Ig,-tail-Stromes bewegten sich in der
Groflenordnung von 100 pA, etwa dem Sfachen der Amplitude des Rauschen.
Ixs war in humanem Myokard unter Standard-Messbedingungen nicht
nachweisbar; erst unter Verwendung der perforated patch Methode in
Verbindung mit adrenerger Stimulation konnte I, nachgewiesen werden. Dabei
ist zu berticksichtigten, dass die Isolation von Einzelzellen mittels enzymatischer
Verdauung die Kanile in ihrer Funktion beeinflussen kann. So konnte gezeigt
werden, dass insbesondere Ix, durch den Isolationsprozess beeintrachtigt werden
kann (Yue et al., 1996). In Meerschweinchen und Schwein konnte in
vorliegender Untersuchung Ixs bei identischer Isolationsmethode jedoch in
samtlichen untersuchten Zellen nachgewiesen werden, so dass nicht von einer
prinzipiellen Destruktion von Iy durch den Isolationsprozess auszugehen ist.
Zudem wurde in vorliegender Untersuchung mit der antegraden Perfusion der
Gewebeprobe 1iiber das KoronargefaBBsystem die derzeit schonendste
Isolationsmethode angewandt. Hierbei kann bei verhdltnismiBig kurzen
Einwirkzeiten der Enzymlosung eine relativ grofle Zellausbeute erreicht werden.
Daneben waren globale elektrophysiologische Parameter wie
Aktionspotentialdauer und —konfiguration sowie Ruhemembranpotential
vergleichbar mit aus intaktem Myokardgewebe bekannten Werten, was fiir eine
weitgehende Intaktheit der physiologisch relevanten Kanile spricht.

Die quantitative Auswertung von in Einzelzellen aufgezeichneten
Aktionspotentialen ist aufgrund grofler Variabilititen mit Problemen behaftet.

Anders als bei Zellen im Gewebeverband fehlen Faktoren wie Zell-Zell-
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Interaktionen und —Kopplung, die zu groBerer elektrophysiologischer Stabilitit
filhren. Fiir die Aufzeichnung von Aktionspotentialen wurde die perforated
patch Methode gewéhlt, die eine weitgehende Erhaltung des physiologischen
Milieus erlaubt. Somit wird die Dialyse von intrazelluliren Bestandteilen wie
second messengern verhindert, die die Funktion von Ionenkanilen beeinflussen.
Dies ist insbesondere bei der Registrierung von Aktionspotentialen von grof3er
Bedeutung, da hier schon kleine Verdnderungen der Strome grofle Auswirkung
auf die Dauer und Konfiguration des Aktionspotentials haben.

Eine weiteres Problem bei der Bestimmung der Ig,-Stromdichte stellt der so
genannte ,,run-down* dar, die rasche Abnahme der Stromgrofle liber die Zeit,
die sofort nach Aufbrechen der Zellmembran unter der patch clamp Pipette
beginnt. Dieses bei Ig; besonders ausgeprigte Phinomen wird durch das
Auswaschen bzw. Verdiinnen von intrazelluliren Bestandteilen verursacht. Um
zu vermeiden, dass die Ix,-Stromdichte durch den ,,run-down* unterschétzt wird,
wurde die Bestimmung des Ix,-Stroms unmittelbar nach dem Aufbrechen der
Zellmembran durchgefiihrt. Ein Ig-Strom war in humanem Myokard dennoch
nicht nachweisbar. Eine routinemiBige Verwendung der perforated patch
Methode zur Ix;-Messung war nicht moglich, da sich mit dieser Methode bei den
teilweise deutlich hypertrophierten Kardiomyozyten in den ,,Voltage Clamp*
Messungen eine nur unzureichende Spannungskontrolle mit hohem

Zugangswiderstand erreichen lieB3.

4.1.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Quantifizierung der fiir die Ionenkanaluntereinheiten kodierenden mRNA
wurde mit der quantitativen real-time PCR durchgefiihrt. Dabei handelt es sich
um die sensitivste und spezifischste Methode zur Quantifizierung von mRNA.
Eine grof3e Reproduzierbarkeit ist belegt (Walker, 2002).

Fiir eine relative Quantifizierung mittels real-time PCR ist die Auswahl einer
geeigneten endogenen Kontrolle unerldsslich. Dabei ist fiir eine endogene

Kontrolle ein konstantes Expressionsniveau, unabhingig von Alter, Geschlecht,
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regionaler Verteilung im Myokard oder krankheitsspezifischen Einfliissen zu
fordern. Gleichwohl lassen viele verbreitete ,housekeeping Gene* (z. B.
GAPDH und B-Aktin) eine Regulation bei pathophysiologischen Zustinden wie
Herzinsuffizienz oder Vorhofflimmern erkennen, so dass die grundsitzliche
Eignung dieser Gene als endogene Kontrollen im Myokard nicht immer
vorausgesetzt werden kann. Zusitzlich liegen fiir zahlreiche endogene
Kontrollen Pseudogene vor (Bustin, 2000; Tricarico et al., 2002).

In vorliegender Untersuchung wurde B-GUS als housekeeping Gen verwendet;
es stellte sich nach Voruntersuchungen aufgrund stabiler Expressionsraten und
einem Expressionsniveau, das in der gleichen GroBenordnung wie das der zu
bestimmenden Ionenkanalgene lag, als geeignet heraus.

Generell erlaubt die Quantifizierung der mRNA Menge keine direkte
Korrelation zur tatsdchlich exprimierten Menge an Kanalprotein. Diese
korreliert wiederum korreliert nicht zwangsweise mit der Kanalfunktion bzw.
Stromdichte. Dabei spielen viele transkriptionelle (z.B. alternative
Splicevarianten) und post-transkriptionelle Einfliisse (intrazelluldrer Transport,
Retention im endoplasmatischen Retikulum) eine Rolle. Aber auch die
funktionelle Modifikation der porenbildenden Kanaluntereinheit durch [3-
Untereinheiten, die Stromdichte und Kinetik des Kanals stark beeinflussen
konnen, sind bedeutsam. Vor diesem Hintergrund sind Ergebnisse von mRNA-

Messungen zu interpretieren, die lediglich die Transkription reprasentieren.

4.2 Speziesunterschiede

Die vorliegende Arbeit unterstreicht grole Speziesunterschiede in der
Expression repolarisierender delayed rectifier Kaliumauswértsstrome zwischen
Meerschweinchen, Schwein, Hund und Mensch. So waren die grof3ten
Stomdichten sowohl fiir I, als auch fiir Ix, im Meerschweinchen nachweisbar.

Fir Ix, fanden sich in Schwein und Hund zwei- bis dreifach kleinere

Stromdichten als im Meerschweinchen. In humanem Myokard lag die
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Stromdichte fiir Iy, wiederum um die Haélfte niedriger als bei Hund und
Schwein.

Ebenso waren fiir Iy, bedeutende speziesspezifische Unterschiede nachweisbar:
Wihrend im Meerschweinchen ein sehr grof3er Ixs nachweisbar war, fanden sich
im Schwein (Ix,-Stromdichte 30 % der des Meerschweinchens) und, noch
ausgepragter, im Hund (Igs-Stromdichte 5 % der des Meerschweinchens) sehr
viel kleinere Stromdichten. Der Iy, im Menschen weist hingegen eine so geringe
Stromdichte auf, dass er unter Standardmessbedingungen iiberhaupt nicht
erkennbar ist.

In der Literatur wird die Bedeutung von Ix; in humanem Myokard kontrovers
diskutiert. Wahrend Veldkamp et al. Ix; in humanem Myokard nicht nachweisen
konnten, wurde von Li et al. die Anwesenheit von Ix, im rechten Ventrikel
beschrieben (Li et al., 1996; Veldkamp et al., 1995). Li et al. fiihrten ihre
Experimente jedoch in Anwesenheit von CdCl, und BaCl, durch, was die
Interpretation deren Ergebnisse erschwert. Barium kann einen Ig,-dhnlichen tail-
Strom induzieren (Iost et al., 1998). Die Arbeitsgruppe von Papp untersuchte
delayed rectifier Kaliumkanéle in gesundem Spendermyokard und berichtete
zunichst iiber die Abwesenheit von Ig,, konnte jedoch spiter — unter gednderten
experimentellen Bedingungen — Ix in etwa der Halfte der Zellen aus nicht-
insuffizienten Herzen nachweisen (Iost et al., 1998; Virag et al., 2001). Diese
Arbeitsgruppe hatte die Zellen — dhnlich wie in vorliegender Arbeit — mit
Forskolin adrenerg stimuliert.

Die verschiedenen Spezies unterscheiden sich somit erheblich in Threr
Ausstattung mit repolarisierenden Ionenkanédlen. Dabei ist zu beriicksichtigen,
dass grof3e speziesspezifische Unterschiede in HerzgroBe und Herzfrequenz
bestehen, die sich in der Ionenkanalausstattung widerspiegeln. Diese
Unterschiede sind bei der Auswahl eines Tiermodelles und der Interpretation
von tierexperimentell gewonnenen Daten zu beachten. Insbesondere die
unkritische Extrapolation von im Tiermodell gewonnenen Daten zur
Wirksamkeit von lonenkanal-aktiven Substanzen auf den Menschen erscheint

vor diesem Hintergrund problematisch.
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4.3 Transmurale Verteilung

In der Literatur liegen bisher noch keine Daten iiber die transmurale Verteilung
von Iy, in humanem Myokard vor. Publizierte Untersuchungen iiber die
transmurale Verteilung der delayed rectifier Kaliumkanédle im Hund zeigten
keine signifikanten Unterschiede von Iy, zwischen epikardialen, mittleren und
endokardialen Arealen, konnten jedoch in mittleren Schichten (M-Zellen) einen
kleineren Iy, nachweisen (Gintant, 1995; Li et al., 2002; Liu und Antzelevitch,
1995). Diese Verteilung spiegelte sich in vorliegender Untersuchung nicht in der
beschriebenen Deutlichkeit wieder.

In vorliegender Untersuchung war speziesiibergreifend epikardial die relativ
geringste Stromdichte von Iy, zu beobachten. Dieser Gradient war in Mensch,
Hund und Schwein signifikant. Im Meerschweinchen lieB sich dieser
Unterschied — wohl aufgrund der im Verhéltnis sehr kleinen Gréf3e des Herzens
— nur als Trend aufzeigen. In solch kleinen Herzen (Ventrikeldicke 2 mm) ist die
Gewinnung von Myokardzellen aus einer definierten Schicht, deren Dicke 10%
des Ventrikels nicht iibersteigen sollte, nicht mit der technisch notwendigen
Préazision durchfiihrbar und somit eine ausreichende regionale Selektivitit nicht
zu erreichen. Subendokardial konnte sich die Kontamination durch Purkinje-
Fasern mit differierenden elektrophysiologischen Eigenschaften als zusitzliche
Fehlerquelle auswirken.

Bei allen untersuchten Spezies lassen sich elektrokardiographisch zum QRS-
Komplex konkordante T-Wellen nachweisen, so dass von einer vom Endokard
zum Epikard gerichteten Depolarisation und einer umgekehrten, vom Epikard
zum Endokard gerichteten Repolarisationssequenz auszugehen ist. Vor dem
Hintergrund der epikardial kiirzeren Aktionspotentialdauer (Abbildung 3) und
der speziesiibergreifend nachweisbaren epikardial geringeren Stromdichte von
Ik, ist von zusédtzlichen Kanidlen mit transmuraler Verteilung auszugehen, die die
epikardial kiirzere Aktionspotentialdauer bewirken. Nachdem insbesondere
wihrend der Plateauphase sehr kleine Leitfahigkeiten vorliegen, konnten

prinzipiell auch kleine Strome grofen Einfluss auf die Aktionspotentiallinge
haben.
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Ebenso konnte der transiente Kaliumauswartsstrom I, fiir den in humanem
Myokard ein transmuraler Gradient mit epikardial vierfach hoherer Stromdichte
als endokardial bekannt ist eine Rolle bei der Bestimmung der
Aktionspotentialdauer spielen (Nédbauer et al., 1996).

Jedoch ist I, nicht in jeder Spezies vorhanden und der Effekt von I, auf die
Aktionspotentialdauer wird kontrovers diskutiert (Oudit et al., 2001).

Die geringe Stromdichte von I, entspricht dem Konzept, dass Ix; weniger unter
basalen Bedingungen als vielmehr unter Bedingungen eines erhohten
Repolarisationsbedarfs die wesentliche Rolle spielt, vor allem unter
Katecholaminstimulation oder bei hoheren Herzfrequenzen.

Auch konnten weitere Strome wie nichtinaktiverende Natriumkanéle oder
kiirzlich im Hund beobachtete, bisher in der Literatur nicht beschriebene
Kaliumkanile (am ehesten KCNH2 in Verbindung mit der [(-Untereinheit
KCNES entsprechend, eigene Beobachtungen), die Dauer des Aktionspotentials
modifizieren.

Die mRNA-Expression von KCNH2, dem fir die o-Untereinheit von I,
kodierenden Gen, wies keine transmuralen Unterschiede auf. Dennoch konnte
die Expression des Ix,-Kanals durch eine Vielzahl von transkriptionellen und
post-transkriptionellen Einfliissen beeinflusst werden, die sich nicht in der
mRNA-Quantifizierung widerspiegeln (sieche auch 4.1.2). Eine wichtige Rolle
spielt hier die funktionelle Beeinflussung der porenbildenden Kanaluntereinheit
durch B-Untereinheiten, die insbesondere die Stromdichte stark beeinflussen
konnen (siehe 4.5).

4.4 Regulation bei Herzinsuffizienz

An Tiermodellen (vor allem Hundemodell mit Herzhypertrophie durch
chronischen AV-Block oder mit Tachykardie-induzierter Herzinsuffizienz)
erhobene Daten zeigen iiberwiegend eine Herunterregulation von delayed
rectifier Kaliumkanélen (sieche auch 1.2.2) (Li et al., 1998; Li et al., 2002;
Volders et al., 1999).
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In vorliegender Untersuchung blieb das Niveau der Ix,-Stromdichte bei Herzen
von Patienten, die an dilatativer Kardiomyopathie litten, in M-Zellen sowie in
endokardialen Schichten unverdndert. Jedoch glichen sich die bei nicht-
insuffizienten Herzen beobachteten transmuralen Unterschiede der Ik,-
Stromdichte an, so dass eine homogene Verteilung der Ix,-Stromdichte iiber die
ventrikulire Wand nachzuweisen war. Dieser Verlust der physiologischen
transmuralen Verteilung konnte durch Stérung der normalen -elektrischen
Heterogenitat der Repolarisation arrhythmogene Wirkungen haben.

Generell wire bei Herzinsuffizienz eher eine Herunterregulation von
Kaliumkanélen zu erwarten gewesen (siche 1.2.2). Geringere Leitfahigkeiten
wiahrend des Plateaus des Aktionspotentials bewirken eine Destabilisierung
dieser Phase und erhdhen somit die Anfilligkeit fiir Rhythmusstorungen; hier
konnen also auch kleine Strome eine groe Wirkung haben. So filihren
Mutationen im KCNQI1-Gen zum Long QT-Syndrom (LQT1) mit gehduften
Féllen von pl6tzlichem Herztod.

Die einzige Arbeit, die die Regulation von Ixy in humanem Myokard bei
erworbener Herzinsuffizienz untersucht hat, ist lediglich als Abstract publiziert
und aufgrund der Verwendung von BaCl,, das einen Igs-dhnlichen tail-Strom
bewirken kann, methodisch sehr umstritten (Li et al., 1998; Virag et al., 2001).
Eine systematische Untersuchung der Regulation von I ist nach vorliegender
Arbeit aufgrund der duBerst kleinen Stromdichte nicht erfolgsversprechend.

Auf mRNA-Ebene waren fiir die porenbildenden a-Untereinheiten KCNH2 und
KCNQI1 weder signifikante Unterschiede in der transmuralen Verteilung
nachweisbar, noch eine Verdnderung deren Expression bei Herzinsuffizienz. Bei
den [-Untercinheiten KCNE1 und KCNE2 war in insuffizienten Herzen
insgesamt eine hohere Expression zu beobachten. Dabei wies KCNEI1 in
insuffizienten Herzen epikardial eine hohere Expression wie endokardial auf, bei
insgesamt hoherem Expressionsniveau als in nicht-insuffizienten Herzen. Die
bei Herzinsuffizienz signifikant hohere Expression von KCNE2 wies keine

regionalen Unterschiede auf.
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Die hier gezeigte konstante Expression von KCNH2 und KCNEI bei
Herzinsuffizienz korreliert gut mit in Mircoarray gewonnenen Daten. In {iber 94
Datensitze war keine Korrelation zwischen NPPB (als etablierter Marker fiir
Herzinsuffizienz und Hypertrophie) und KCNH2 sowie KCNE1 nachweisbar
(Barth et al., unveroffentlichte Daten).

Eine Reithe von weiteren Untereinheiten (siehe 4.5), deren Expression in
vorliegender Arbeit nicht untersucht wurde, kann ebenfalls die Expression von
KCNH2 und KCNQI1 regulieren und damit Einfluss auf die Stromdichte von Iy,
und Ix; nehmen (sieche 4.5.2 und 4.5.3).

4.5 Bedeutung von 3-Untereinheiten

4.5.1 KCNQ1 bildet mit der KCNE1 (3-Untereinheit I,

1988 wurde aus Nierengewebe das Gen IsK, spiter minK, dann KCNEI
genannt, kloniert, das filir ein kleines, 129 Aminosduren langes Protein kodiert.
Die Expression dieses Proteins in Xenopus Oozyten induziert einen delayed
rectifier Strom mit sehr langsamer Aktivierungskinetik (Takumi et al., 1988).
Obwohl minK einen Ig.-dhnlichen Strom induzierte, war es unwahrscheinlich,
dass minK alleine fiir Igs kodierte. So unterschied es sich aufgrund seiner
Struktur mit nur einer transmembrandren Doméne entscheidend von anderen
bekannten Kaliumkandlen. Des Weiteren waren nur sehr geringe Mengen von
KCNE1 mRNA ausreichend, einen groBen Strom zu bewirken. Zudem hatte die
Transfektion mit KCNEI nur in Xenopus Oozyten einen Effekt; in allen anderen
Expressionssystemen war das Einbringen von KCNE1 mRNA nicht in der Lage,
einen Strom zu induzieren (Lesage et al., 1993). 1996 wurde der unbekannte
Interaktionspartner von KCNE1 durch einen ,,positional cloning“ Ansatz als
neuer, mit dem Long QT Syndrom assoziierter, Kaliumkanal identifiziert und so
KvLQT1 (jetzt KCNQI1) genannt (Wang et al., 1996). Durch Expression von

KCNQI1 im heterologen Expressionssystem konnte der Nachweis erbracht
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werden, dass KCNQI einen spannungsgesteuerten Kaliumkanal kodiert
(Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996; Yang et al., 1997b). Dennoch
unterschied sich der KCNQI-Strom insbesondere in seiner Kinetik von den
bekannten Kaliumstromen, so dass von Sanguinetti et al. die Hypothese
aufgestellt wurde, dass die von KCNQI1 kodierte porenbildende a-Untereinheit
Verbindungen mit anderen Untereinheiten — wie KCNE1 — eingeht. So konnte
bestitigt werden, dass erst die Co-Expression von KCNQI1 mit KCNE1 zu
einem Strom fiihrt, der in seinen biophysikalischen Eigenschaften grof3e
Ahnlichkeit mit Ix, aufweist (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996). So
erfolgt die Aktivierung des durch KCNQI und KCNEI induzierten Stromes
langsamer und bei positiveren Potentialen, bei etwa 10fach groBerer
Stromdichte, im Vergleich zu dem durch KCNQ1-Strom.

Die Interaktion von KCNEI ist jedoch nicht auf KCNQI1 limitiert; es konnten
auch eine Modifikation des KCNH2-Stromes durch KCNEI1 gezeigt werden.
Der KCNH2-Strom hat — im Gegensatz zu KCNQI1 — schon alleine grof3e
Ahnlichkeit zum nativen Ig, (Abbildung 29). Die Co-Expression von KCNE]
mit KCNH2 bewirkte iiber eine Vermehrung der funktionell aktiven Kanile
etwa eine Verdoppelung der Stromdichte im Vergleich zu KCNH2 alleine, ohne
jedoch die Kinetik wesentlich zu beeinflussen (McDonald et al., 1997).

4.5.2 Weitere B-Untereinheiten der KCNE-Familie

In letzter Zeit sind eine Reithe von weiteren Genen der KCNE-Familie
beschriecben worden, die alle flir kleine [B-Untereinheiten kodieren, welche
Verbindungen mit verschiedenen Kaliumkanal a-Untereinheiten eingehen. Sie
werden als KCNE2-5, bzw. minK related Protein (MiRP1-4) bezeichnet. Aus
der KCNE-Familie wurden das Vorkommen von KCNE1, KCNE2, KCNE4 und
KCNES im Herzen nachgewiesen; KCNE3 scheint im Herz nur in geringen
Mengen vorzukommen und findet sich vor allem in Skelettmuskulatur, Diinn-
und Dickdarm, sowie Niere (Abbott et al., 2001; Grunnet et al., 2003; Piccini et
al., 1999; Schroeder et al., 2000; Teng et al., 2003). In vorliegender
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Untersuchung lagen die Expressionsraten von KCNE2 etwa 20fach niedriger
wie die von KCNE1 (3.5.3, 3.5.4).

KCNE2 wurde zunichst als [-Untereinheit fiir KCNH2 vorgeschlagen, die
dessen biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften an die des
nativen Iy, angleicht (Abbott et al., 1999). Andere Untersuchungen zeigten
jedoch, dass der KCNH2-Strom auch ohne [-Untereinheiten stark dem nativen
Ik, dhnelt, und nur geringe Interaktionen von KCNE2 mit KCNH2 nachgewiesen
werden konnten, so dass die Rolle von KCNE2 als physiologischer Modulator
von KCNH2 kontrovers gesehen wird (Weerapura et al., 2002; Zhang et al.,
2001).

Zudem konnten auch Interaktionen von KCNE2 mit KCNQ1 gezeigt werden;
hier bewirkt KCNE2 eine fast instantane Aktivierung in Verbindung mit
schneller Deaktivierung und linearer Strom-Spannungsbeziehung bei insgesamt
deutlicher Abnahme der Stromamplitude (Tinel et al., 2000a). Auch mit KCNQ?2
und KCNQ3 scheint KCNE2 zu interagieren; hier kommt es zu einer
Akzeleration der Deaktivierungskinetik, dhnlich wie bei der Interaktion von
KCNQI1 mit KCNE3 (siehe unten) (Tinel et al., 2000b).

KCNE2 geht jedoch auch Verbindungen mit den fiir I, kodierenden Genen
KCND2 und KCND3 ein, und Verlangsamen deren Aktivierung und
Inaktivierung (Deschenes und Tomaselli, 2002; Zhang et al., 2001). Des
weiteren konnten auch Interaktionen von KCNE2 mit den fir Iy kodierenden
HCN1 und HCN2 nachgewiesen werden, wo es eine stark vermehrte Strom-
Expression bei beschleunigter Aktivierungskinetik bewirkt (Yu et al., 2001).
Ahnlich viele Interaktionspartner sind fiir die [-Untereinheit KCNE3
identifiziert worden. Sie bewirkt eine Verdanderung der Kinetik von KCNQI1 und
fiihrt zu einem nahezu instantanem Strom mit linearer Strom-Spannungs-
Beziehung, der moglicherweise fiir die basolatereale cAMP-abhéngige
Kaliumleitfdhigkeit in Kolon-Krypten-Zellen verantwortlich ist. Daneben hat
KCNE3 eine starke inhibitorische Wirkung auf KCNH2 und KCNQ4
(Schroeder et al., 2000). KCNE3 ist im Herzen nur in geringer Menge
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exprimiert, so dass die physiologische Bedeutung der beschriebenen Effekte auf
den kardialen Ik, und Ik, unklar sind.

Bei KCNE4 handelt es sich um eine inhibitorische Untereinheit die den
KCNQI-Strom inhibieren kann und dessen Aktivierungskinetik verlangsamt,
wihrend KCNQ2-5 und KCNH2 durch Co-Expression mit KCNE4
unbeeinflusst blieben (Grunnet et al., 2002; Teng et al., 2003).

KCNES5 bewirkt eine starke Verlangsamung der Aktivierungskinetik von
KCNQI1 und verschiebt die Aktivierungskurve um tiber 140 mV zu positiveren
Potentialen, was zu einer erschwerten Aktivierbarkeit fithrt (Angelo et al.,
2002).

Die physiologische Bedeutung der verschiedenen KCNE Untereinheiten und ihr
Einfluss auf die Stréome in vivo ist derzeit unklar. Das Vorhandensein von
Mutationen in KCNE1 und KCNE2, die ein angeborenes und erworbenes Long
QT-Syndrom mit lebensbedrohlichen Rhythmusstorungen verursachen, gibt
jedoch Hinweise, dass die Intaktheit dieser beiden Untereinheiten fiir die
kardiale Repolarisation essentiell ist. Dennoch sind die genetischen Grundlagen
des Long QT-Syndrom nicht vollstindig aufgeklidrt, so dass durchaus
Mutationen in weiteren Kaliumkanal-Untereinheiten mogliche Ursachen dieses

Krankheitsbildes darstellen konnten.

4.5.3 Weitere regulatorische Untereinheiten

Neben den KCNE Untereinheiten wurden in letzter Zeit weitere regulatorische
Untereinheiten wie SGK (serum and glucocorticoid-inducible kinase) und
Yotiao identifiziert, die die Funktion von delayed rectifier Kaliumkandlen
modifizieren konnen.

Co-Expression von SGK1, SGK2 und SGK 3 mit KCNE1 (und KCNQI) in
Oozyten bewirkte eine deutliche Zunahme des KCNQ1 / KCNEI1 induzierten,
Ixs dhnlichen Stromes (Embark et al., 2003).

Fiir die adrenerge Stimulation von Ix, durch das sympathische Nervensystem

(sieche auch 3.1.4) schein das Protein Yotiao aus der Klasse der Proteinkinase A
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Anker-Proteine (AKAP) essentiell zu sein. Im Zellsystem ist die Co-Expression
von Yotiao zu KCNQI und KCNE1 notwendig, um die adrenerge
Stimulierbarkeit des KCNQI1 / KCNEI-Stromes zu ermoglichen. Es konnte
gezeigt werden, dass Yotiao an das ,,leucine zipper motif** am COOH-Ende von
KCNQI1 bindet und die Phosphorylierung und Aktivierung des Kanals durch
Proteinkinase A und Proteinphosphatase 1 ermoglicht (Hulme et al., 2004;
Kapiloff, 2002; Kurokawa et al., 2003; Marx et al., 2002). Dies ist
pathophysiologisch insofern von groler Bedeutung, als Patienten mit
angeborenem Long QT-Syndrom mit Mutationen in KCNQI und KCNEI1
besonders in Situationen mit erhohtem Sypathikotonus (z.B. Sport oder
Erschrecken) zu Rhythmusstérungen neigen. Eine bei Patienten mit Long QT-
Syndrom beobachtete Mutation von KCNQI1 (G589) liegt in dem ,,leucine
zipper motif* und verhindert dort die Bindung von Yotiao, was die Assoziation
des Kanals mit Proteinkinase A und Proteinphosphatase 1, und somit dessen
cAMP abhingige Stimulation unmdglich macht (Marx et al., 2002).

Als weiterer Partner, der neben KCNQI1 und KCNE1 zur Bildung eines
funktionellen Igx.-Kanales essentiell ist, konnte das Protein FHL2 identifiziert
werden, das mit KCNEI1 funktionell und biochemisch interagiert und einen
weiteren Baustein des Ix,-Komplexes darstellt (Kupershmidt et al., 2002).
Kiirzlich konnte auch eine direkte Interaktionen der beiden a-Untereinheiten
KCNQI und KCNH2 miteinander nachgewiesen werden (Ehrlich et al., 2004).
Dabei verdoppelte die Co-Expression von KCNQI mit KCNH2 die I,-
Stomdichte und bewirkt eine Beschleunigung der Ix,-Deaktivierung.

Bei der Interpretation der hier dargestellten Daten zur Interaktion der a- und 3-
Untereinheiten ist zu beriicksichtigen, dass die meisten Ergebnisse unter
artifiziellen experimentellen Bedingungen in Zellsystemen gewonnen wurden,
die kaum die realen Bedingungen in der nativen Zelle mit komplexen
Interaktionen und Netzwerken der Regulation widerspiegeln. Zudem
entsprechen die bei der Co-Expression erzielten Konzentrationsverhéltnisse der
verschiedenen RNA nicht den realen Gegebenheiten, so dass nicht jede der in

vitro nachgewiesenen Interaktionen auch in vivo vorliegen wird, insbesondere
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fiilhren die iblicherweise sehr hohen Expressionsniveaus héufig zu
physiologisch nicht vorliegenden unspezifischen Interaktionen.

Aufgrund der komplexen Interaktionen verschiedener Untereinheiten
verschiedener Klassen handelt es sich bei den transmembrandren lonenkanédlen
um makromolekulare Komplexe, mit einer Vielzahl interagierender Proteine, die
verschiedene Angriffspunkte zur Regulation und Modifikation ihrer Funktion
haben.

Neben den Kanalunterheiten existieren weitere Mechanismen, um Expression
und Funktion der lonenkanidle zu regulieren, die hier nur kurz erwéhnt werden
sollen. Zum einen wird die Expression der lonenkandle unmittelbar iiber die
Transkription der mRNA reguliert, die in dieser Untersuchung quantitativ
bestimmt wurde. Dabei ist auch die Bedeutung von verschiedenen, durch
alternatives splicing entstandenen Isoformen, die zum Teil gegensétzliche
Funktionen wund inhibitorische Effekte auf die Ionenkandle haben, zu
berticksichtigen. So ist fiir KCNQI eine, am NH,-Ende verkiirzte, Isoform 2
beschrieben, die iiber dominant negative Effekte eine Reduktion des KCNQI1
(Isoform 1) Stromes bewirken soll (Demolombe et al., 1998; Jiang et al., 1997).
Fiir diese Isoform 2 ist in mittleren Arealen eine gegeniiber epikardial und
endokardial hohere mRNA Expression gezeigt worden; Isoform 1 war
gleichmiBig tiber die ventrikulire Wand verteilt (Pereon et al., 2000). Die
Autoren vermuten, dass die hohere Expression der Isoform 2 in mittleren
Arealen dort die verminderte Iy, Stromdichte bewirken konnte.

Weitere Moglichkeiten zur Steuerung der Expression und Funktion der
Ionenkandle, die hier nur kurz erwdhnt werden sollen, sind die
posttranskriptionale Regulation, Beeinflussung von Transport des Proteins vom
Syntheseort in die Zellmembran oder kurzfristige, reversible Modifikationen am

Kanal, wie beispielsweise Phosphorylierung.
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4.6 Dualer Repolarisationsmechanismus in Ventrikelmyokard:
Funktionelle Bedeutung von Ik, und Ilxs in humanem
Myokard

Iy, nimmt durch seine Einwirts-Gleichrichtereigenschaften entscheidenden
Einfluss auf die terminale Repolarisation und die Lange des Aktionspotentials
(siche Abbildung 13).

Die sehr kleine, unter Standardbedingungen experimentell kaum nachweisbare
Stromdichte von Ixy; im humanen Myokard wirft die Frage nach der
funktionellen Bedeutung von Ix; bei der Repolarisation des humanen
Aktionspotentiales auf. Ig, ist somit funktionell als ,,Reservestrom® unter
Bedingungen eines erhohten Repolarisationsbedarfs zu bewerten, um zum
Beispiel bei hoheren Herzfrequenzen oder adrenerger Stimulation die
Aktionspotentialdauer entsprechend verkiirzen zu konnen. So ist eine durch
pharmakologische = Ig-Blockade — hervorgerufene ~ Verldngerung — der
Aktionspotentialdauer unter Isoproterenol deutlich ausgeprigter als ohne
adrenerge Stimulation (Han et al., 2001; Schreieck et al., 1997). In perfundierten
Myokardpriperationen aus dem Hund bewirkte ein Ix,-Block durch Chromanol
293b nur in Verbindung mit adrenerger Stimulation eine Verstirkung der
transmuralen Dispersion der Repolarisation, die in der Lage wire, torsade de
pointes-Tachykardien zu induzieren (Burashnikov und Antzelevitch, 2000).

Im Vergleich zur Aktionspotentialdauer ist die Aktivierungszeit von Igy mit
mehreren Sekunden sehr lange, so dass in vivo eine vollstindige Ix-Aktivierung
nicht moglich ist. Bei Verzogerung der Repolarisation durch Faktoren wie
Anwesenheit von Ig.-Blockern, Bradykardie, Hypokalidmie oder genetischen
Ionenkanalerkrankungen von Iy, bei angeborenem Long QT-Syndrom (LQT?2)
nimmt die Bedeutung von Ix, aufgrund der verldngerten Aktionspotentialdauer
mit  verldngerter Aktivierung von Igxs zu wund kann somit als
,Repolarisationsreserve* dienen (Varro et al., 2000).

Durch diese Funktion von Ik, als ,,Repolarisationsreserve konnen Kkritische
Aktionspotentialverlingerungen, die frithe Nachdepolarisationen oder torsade de

pointes Tachykardien zur Folge haben konnen, verhindert werden. Storungen
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dieses System, beispielsweise durch Mutationen in KCNQ1 (LQT1), kénnen so
zum Long QT-Syndrom mit Rhythmusstérungen bis hin zum plétzlichem
Herztod fithren, die charakteristischerweise 1n Situationen erhohter
sympathischer Aktivierung, wie z. B. Schreck oder Kontakt mit kaltem Wasser,
auftreten (siche auch 4.7).

Bei hoheren Herz- bzw. Stimulationsfrequenzen kommt es zur Akkumulation
von Igs mit hoheren Stromdichten und somit zur Verkiirzung der
Aktionspotentialdauer, was ebenfalls zur Stabilisierung der Repolarisation
beitrdgt (Lu et al., 2001). So fehlt in Patienten mit Ig,-Mutationen (LQT1)
charakteristischerweise die physiologische QT-Intervall-Verkiirzung bei
Belastung (Swan et al., 1999).

Fiir eine untergeordnete Bedeutung von Igs bei der Repolarisation unter
Ruhebedingungen im menschlichen Herz spricht auch die Tatsache, dass sich
nur in ca. 25% der Patienten mit KCNQI-Mutationen in Ruhe QT-
Verlangerungen nachweisen lassen. Trotzdem besteht bei Patienten mit solchen
Verdnderungen eine grofe Gefahr fiir Rhythmusstorungen, die durch

Medikamente oder adrenerge Stimuli getriggert werden konnen (Priori et al.,
1999; Swan et al., 1998).

4.7 Klinische Relevanz

Das angeborene Long QT-Syndrom stellt als Ionenkanalmutation eine sehr
seltene Erkrankung dar, der in einem Grof3teil der Fille Mutationen in delayed
rectifier Kaliumkanédlen zugrunde liegen. Viel haufiger treten, meist
medikamentds bedingt, erworbene Long QT-Syndrome auf, die gleichermal3en
Rhythmusstérungen bis hin zum plétzlichen Herztod verursachen. Auch fiir das
erworbene Long QT-Syndrom scheint {iberwiegend eine Stérung der beiden
delayed rectifier Kaliumkanile I, und Ix verantwortlich zu sein.

Beim angeborenen Long QT-Syndrom sind Mutationen ihrer o- und [3-
Untereinheiten ursdchlich fiir potentiell todliche Rhythmusstérungen. Am

haufigsten sind Mutationen in den a-Untereinheiten von Iy, (LQTI) und
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Ix(LQT?2), sowie in der von Iy, SCN5SA (LQT3) (Priori et al., 2003). Auch wenn
Ixs unter Ruhebedingungen in humanem Myokard nur eine sehr kleine, kaum
messbare Stromdichte aufweist, scheint er doch fiir die Repolarisation unter
bestimmten Bedingungen essentiell zu sein, da zum Funktionsverlust fiihrende
Mutationen von Iy lebensbedrohlicher Arrhythmien auslésen konnen. Auch
Mutationen der Kaliumkanal (3-Untereinheiten KCNE1 (LQTS5) und KCNE2
(LQT6) konnen ursdchlich fiir ein Long QT-Syndrom sein, was deren
Bedeutung als Interaktionspartner von Kaliumkanélen belegt.

Beim erworbenen Long QT-Syndrom handelt es sich dagegen um eine relativ
hdufige, multifaktorielle Erkrankung. Ausloser ist in der Regel ein
repolarisationsverzogerndes Medikament, das in einem Grofiteil der Félle iiber
eine Ig,-Blockade zur QT-Verldngerung fiihrt. Diese ldsst sich durch die
besondere molekulare Struktur der intrazelluldren Porenregion des KCNH2
Kanals erkldren, die ihn empfindlich gegeniiber einer Reihe strukturell
untereinander wenig verwandter kleiner Proteine (z.B. Terfenadine und
Cisapride) macht (Mitcheson et al., 2000).

Die QT-Verlingerung kann als gewiinschte Wirkung (Antiarrhythmika wie
Amiodaron oder Dofetilide) oder als Nebenwirkung nicht-kardialer Pharmaka
(wie Haloperidol, Erythromycin, und viele mehr) zustande kommen, birgt aber
in jedem Fall die Gefahr von Rhythmusstérungen. Daher diirfen Arzneimittel
mit besonders hohem QT-verldingerndem Potential nur unter besonderen

Vorsichtsmaflnahmen angewandt werden (Abbildung 36).

lo mmunimaze the nsk of induced arrhythmia, patients nitated or re-infbated on
MKOSYN should be placed for a minimum of 3 days in a facility that can provide
calculatons of creatinine clearance, continuous dectrocardicgraphic monmtonng,
and cardiac resusciaton. TIKOSYN e avalable only to hospitals and prescnbers
who have recewved appropriate TIKOSYN dosing and treatrment mitiaticn education.

Abbildung 36

Der Ig,-Blocker Dofetilide, der in den USA unter dem Handelsnamen Tikosyn
zur Behandlung des Vorhofflimmerns eingesetzt wird, darf nur von besonders
geschulten Zentren unter engmaschigem Monitoring des Patienten eingesetzt
werden. Darauf weist auch die ,,Boxed warning* auf der Verpackung hin.
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Besonders kritisch ist die Kombinationstherapie mit mehreren Pharmaka zu
sehen, bei der es zur Akkumulation eines Ig,-blockierenden Wirkstoffes
kommen kann. Dabei kommt es entweder zu einem additiven Effekt mehrerer
Pharmaka mit blockierender Wirkung auf den Ig.-Kanal, oder aber die
Kombinationstherapie beeinflusst die Metabolisierung des Ig,-blockierenden
Pharmakons, z.B. iber Zytochrom P450, und fiihrt zu dessen Akkumulation. Die
resultierende QT-Verldngerung kann lokale Gradienten der Ionenkanile
unterschiedlich beeinflussen und iiber eine regionale Dispersion der
Repolarisation ein arrhythmogenes Substrat entstehen lassen.

Weitere Faktoren, die die Entstehung des medikamentds induzierten Long QT-
Syndroms begiinstigen, sind Begleiterkrankungen wie Niereninsuffizienz oder
Storungen des Elektrolythaushalts, die zur Akkumulation der Pharmaka oder zu
Storungen der Kanalfunktion fithren konnten. Wie bereits im heterologen
Expressionssystemen und im Tiermodell in der Literatur beschrieben und in
dieser Untersuchung erstmals an humanen Kardiomyozyten gezeigt (3.1.3.3), ist
die Funktion Ix, von der extrazelluliren Kaliumkonzentration abhingig; dabei
erfolgt die Regulation dem treibenden elektrochemischen Gradienten
entgegengesetzt: Eine Erhohung der extrazelluliren Kaliumkonzentration
bewirkt eine Steigerung von Ik, (Kiehn et al., 1996; Sanguinetti und Jurkiewicz,
1992; Yang et al., 1997a; Yang und Roden, 1996). Diese Beobachtung korreliert
gut mit der klinischen Erfahrung, dass hoch-normale Serumkaliumspiegel
rhythmusstabilisierend wirken.

Die so genannte Repolarisationsreserve, also das Potential an verfiigbaren
repolarisierenden Kanilen, die bei einer Aktionspotential-Verldngerung aktiv
werden, scheint die  Empfindlichkeit eines Patienten  gegeniiber
pharmakologischer Inhibition von delayed rectifier Kaliumkanidlen zu
determinieren. Es existieren pharmakologische Provokationstests, mit deren
Hilfe die Repolarisationsreserve von Patienten bestimmt werden soll, um
Patienten mit hohem Risiko fiir ein erworbenes Long QT-Syndrom zu

identifizieren. Patienten mit reduzierter Repolarisationsreserve zeigen bei
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pharmakologischer Blockade von Iy, durch d,l-Sotalol eine iiberméfBige
Verlangerung des QT-Intervalls (Kééb et al., 2003).

Hier ist davon auszugehen, dass unter Bedingungen der pharmakologischen
Blockade von Ik, die Repolarisation wesentlich von Iy, als Reservemechanismus
mitgetragen  werden muss. Unter  Berlicksichtigung des  dualen
Repolarisationsmechanismus im Ventikelmyokard kommen fiir die erhohte
Empfindlichkeit gegeniiber pharmakologischer Blockade von Ig, auf
myokardialer Ebene zwei prinzipielle Mechanismen in Betracht:

1) Eine erhohte Sensitivitit von Ik, gegeniiber dem Pharmakon mit einer
hoheren Fraktion an blockierten Kandlen bei gleichen Konzentrationen, zum
Beispiel durch Mutationen oder Polymorphismen der Ig,-bildenden
Untereinheiten.

2) Ein reduzierter funktioneller Beitrag von Ix, zur Repolarisation im Sinne
einer erhohten Bedeutung von Iy, fiir die Repolarisation mit fehlender
Kompensationsmoglichkeit einer pharmakologischen Storung von Iy, durch I,
oder eine Storung der Aktivierungsmechanismen von Ii;.

Somit werden aus dem dualen Repolarisationsmechanismus in humanem
Ventikelmyokard klinische Konstellationen mit Neigung zu Rhythmusstérungen
verstandlich. Die individuellen Unterschiede in der relativen Bedeutung der
beiden delayed rectifier Kanédle und eine eventuell mutations- oder
polymorphismusbedingte erhohte Sensitivitit gegeniiber Pharmaka von Iy, sind
fiir die grofe Variationsbreite der Repolarisationsverldngerung Ig,-blockierender
Medikamente von entscheidender Bedeutung (Abbott et al., 1999; Roden, 2001;
Roden und Spooner, 1999).
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5 Zusammenfassung

Ventrikuldre Tachyarrhythmien sind die Hauptursachen fiir den pldtzlichen
Herztod, der eine bedeutende Todesursache in der westlichen Welt darstellt.
Dabei sind, neben strukturellen Verdnderungen im Myokard wie Narben,
Hypertrophie oder Ventrikeldilatation, elektrophysiologische Verdnderungen der
Repolarisationsphase ursdchlich. Fiir die Repolarisation essentielle Kanile sind
die delayed rectifier Kaliumkanile Ix, und Ix,; Mutationen in diesen Kandlen
sind ursdchlich fiir das angeborene Long QT-Syndrom, das mit
lebensbedrohlichen Herzrhythmusstorungen assoziiert ist. Pharmakologische
Wirkungen und Nebenwirkungen auf die repolarisierenden Kaliumkanile
konnen ebenfalls Herzrhythmusstorungen auslosen; man spricht dabei vom
erworbenen oder Medikamenten-induzierten Long QT-Syndrom.

Auch bei Herzinsuffizienz zum Beispiel aufgrund einer dilatativen
Kardiomyopathie wird oft eine QT-Zeit Verldngerung und Rhythmusstorungen
beobachtet. Dabei ist die Herunterregulation von Kaliumkanélen wie I, ein oft
beobachtetes Phidnomen; in tierexperimentellen Untersuchungen wird teilweise
auch eine Reduktion von Ik, und Ik, beschrieben.

Fiir viele Ionenkanile sind Unterschiede in der transmuralen Verteilung bekannt,
so dass die Messung der delayed rectifier Kaliumkandle in vorliegender
Untersuchung getrennt nach subepikardialen, mittleren und subendokardialen
Arealen des linksventrikuldaren Myokards durchgefiihrt wurde.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit ist der Vergleich der Repolarisation in
verschiedenen Spezies, was bei der Interpretation von tierexperimentell
gewonnenen Ergebnissen von groBBer Bedeutung ist. Dazu wurden Iy, und I in
verschiedenen Tiermodellen (Meerschweinchen, Schwein und Hund) unter
Beriicksichtigung der transmuralen Verteilung gemessen und mit den aus
humanem Myokard gewonnenen Ergebnissen verglichen.

Die porenbildenden a-Untereinheiten von Iy, und Ix,, KCNH2 und KCNQI,
wurden im heterologen Zellsystem exprimiert und deren Sensitivitét auf I, bzw.

Ik spezifische Kanalblocker iiberpriift.
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Methodisch wurde fiir oben genannte Fragestellungen die patch clamp Technik

in Ganzzellkonfiguration verwendet; zur Aufzeichnung von Aktionspotentialen

und zum Nachweis von Ig; in humanem Myokard wurde die perforated patch

Methode verwendet, um eine Verdnderung des intrazelluldaren Milieus mit

Dialyse von Botenstoffen zu vermeiden.

Auf molekularbiologischer Ebene wurde die mRNA-Menge der Ik, und Iy O-

Untereinheiten KCNH2 und KCNQ1, sowie deren (potentielle) B-Untereinheiten
KCNEI1 und KCNE2 mit Hilfe der quantitativen real-time PCR bestimmt.

Dabei konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

Ik, lie} sich im Menschen in allen Zellen in relevanter Grof3e nachweisen;
der Strom lieB3 sich sowohl durch den spezifischen Ix,-Blocker Dofetilide,
aber auch durch Pharmaka aus nicht-kardiologischen
Anwendungsgebieten wie das Neuroleptikum Haloperidol inhibieren.
Dabei wies der Kanal eine Abhingigkeit von der extrazelluldren
Kaliumkonzentration auf, die sich umgekehrt zum elektrochemischen
Gradienten verhielt: hohere extrazellulire Kaliumkonzentrationen
bewirkten eine Steigerung von ..

Ixs (definiert als HMR 1556 sensitiver Strom) lie sich in humanem
Myokard nur unter speziell optimierten Bedingungen (perforated patch
Technik, adrenerge Stimulation mit Isoproterenol) nachweisen. Er hatte
dann eine sehr kleine Stromdichte, die eine weitere elektrophysiologische
und pharmakologische Charakterisierung nicht erlaubte.

In Meerschwein, Schwein und Hund war Ik, und Ix, nachweisbar; dabei
hatte das Meerschweinchen die hochsten Stromdichten von delayed
rectifier Kaliumkanilen, das Schwein kleinere, aber robuste Ix, und Ik,-
Strome. Beim Hund fanden sich deutlich geringere Stromdichten fiir Iy,
und Ik,; Ixs war nicht in allen Zellen nachweisbar.

I, wies in allen Spezies epikardial eine kleinere Stromdichte auf als in

mittleren und endokardialen Arealen.
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* Dieser transmurale Gradient mit geringerer Stromdichte in epikardialen
Arealen war nur in nicht-insuffizienten humanen Herzen nachweisbar; bei
Herzinsuffizienz kam es zur Angleichung der Stromdichten in allen drei
untersuchten Schichten.

« KCNH2 und KCNQI1 generierten im heterologen Zellsystem Iy, bzw. Iy,
dhnliche Strome, die jewelils typische Sensitivitdt fiir Iy, bzw. Ix; Blocker
aufwiesen.

e Fir KCNH2 und KCNQI mRNA waren keine transmuralen Gradienten
und keine Regulation bei Herzinsuffizienz nachweisbar; KCNEI und
KCNE2 zeigten bei Herzinsuffizienz hohere Expressionslevel.

Somit lieB sich das Vorhandensein und die Bedeutung von I, und Ik in
humanem Myokard belegen, wobei Igs nur in sehr geringer — in Ruhe gerade
noch nachweisbarer — Stromdichte vorkommt. Dennoch ldsst sich seine
Bedeutung am  Vorhandensein von Mutationen in  KCNQI, die
lebensbedrohliche Rhythmusstérungen verursachen konnen, ablesen. Auch fiir
KCNH2, das fiir die a-Untereinheit von I, kodiert, sowie fiir die (potentiellen)
B-Untereinheiten KCNE1 und KCNE2 sind Mutationen beschrieben, die
ursichlich fiir das angeborene Long QT-Syndrom sind. Damit scheinen I, und
Ixs fiir die Repolarisation des humanen Aktionspotentials essentiell zu sein,
wobei I, aufgrund der relativ groen Stromdichte die wesentliche Rolle bei der
Repolarisation des Aktionspotenials in humanem Myokard zukommt. Ix, hat
grole Bedeutung als ,Repolarisationsreserve® zur Stabilisierung der
Repolarisation unter Bedingungen erhohter Katecholaminspiegel, bei
tachykarden Herzfrequenzen und bei verzogerter Repolarisation wie durch
Hypokalidmie, Ig-Blocker oder Igx-Mutationen und Polymorphismen.
Mutationen in Proteinuntereinheiten von Igx, konnen zur Stoérung dieser
Repolarisationsreserve fithren und somit Rhythmusstérungen auslosen, die
charakteristischerweise in Situationen erhohter sympathischer Aktivierung
auftreten.

Die Ausstattung der unterschiedlichen Spezies mit repolarisierenden

Kaliumstromen wies erhebliche Unterscheide auf, was bei der Interpretation
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tierexperimentell gewonnener Daten zu beriicksichtigen ist. Insbesondere
korreliert eine Abnahme der Ruheherzfrequenz der Spezies mit einer deutlichen
Reduktion der repolarisierenden Strome entsprechend dem Konzept der
speziesabhingigen Variabilitit der repolarisierenden bei Konstanz der
depolarisierenden Strome (Iy, und I¢,).

Transmurale Unterschiede in der Expression von Ionenkandlen scheinen
notwendig fiir den Ablauf der Erregungsbildung und Erregungsriickbildung zu
sein. Die epikardial geringeren Stromdichten fiir Iy, waren in allen untersuchten
Spezies nachweisbar. Die Beobachtung einer geringeren Stromdichte der
repolarisierenden Kaliumstrome epikardial bedeutet, dass andere lonenkanile
als Ix, und Iy fiir die dort kiirzere Aktionspotentialdauer verantwortlich sein
musssen.

Eine Reduktion der Stromdichte bei Herzinsuffizienz, wie sie beispielsweise fiir
I, beschrieben ist, konnte fiir I, nicht nachgewiesen werden. Jedoch fand sich
eine Nivellierung des physiologischerweise Vorhandenen transmuralen
Gradienten, was grundsdtzlich zu einer Storung des physiologischen
Erregungsablaufes mit Begiinstigung von Rhythmusstérungen in insuffizienten
Herzen beitragen konnte.

Aus dem  dualen  Repolarisationsmechanismus im  menschlichen
Ventikelmyokard werden klinische Konstellationen mit Rhythmusstorungen
verstidndlich, insbesondere in Hinblick auf die Variabilitdt der Empfindlichkeit
gegeniiber Medikamenten mit blockierender Wirkung auf Ii,. Dabei stellt I in
unterschiedlichem  MaBle  eine  Kompensation 1im  Sinne  einer

Repolarisationsreserve bereit.

89



6 Anhang

6.1 Interaktionen der KCNE1-5 [(-Untereinheiten  mit
Kaliumkanal a-Untereinheiten
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HERG
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KCNH2 400 ﬁ—“j etal., 1997)
o} r
IR 4600
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90




KCNE2

(Deschenes

_! hKv4.3 + MiRP-1 und
KCND3 | Tomasail.
Zhang et
rm o al., 2001)
L—
¥ ] (Abbott et
KCNH2 @ al., 1999)
m}
]
[V
2 = | (Tineletal
inel et al.,
KCNQT = S 2000a)
Q 500 ms
=
500 ms
KCNGZ KR + KONED
(Tinel et al.,
KCNQ2 < - 20000,
e
S0 e
KOHG2 + KCHGSE KORGZ » KOG
+KEHEZ (Tinel ot a
inel et al.,
KCNQ3 < P000%)
- &0l m=
- = HENA - HCN1+MiRP1 % 5l
= 65 mV -75 mV il 85mV 0.5sec (YU et al
HCN1 R-emy Casmy g
115 mv gk o 2001)
j-105mV
"~ HCN2+MiRP1 \ g|
N
P R
—HCN2 — A -85 mv
~-75mV 75 mV
HCN2 ~-85mV (Y;()%tﬁl"
A05my ~  98mV 85 mv )
95 mV
105 mV




= Kv34
(Abbott et
Kv3.4 al., 2001)
4r HERG 4 HERG+E3
3t 3
2l 2 (Schroeder
KCNH2 |l 2 ] et al., 2000)
ot = = Of ————
KCNE3 0 ] 2 0 1 2
a1 +40 Q1+E3
15t g 15
10 -120 10 (Schroeder
KCNQ1 5 é 5 et al., 2000)
0 0
0 1 2 0 1 2
Q4 Q4+E3
5 5t
(Schroeder
KENQA4 et al., 2000)
0 O — e,
0 1 2 0 1 2
6 Q1 6 Q1 +E4
. o (Grunnet et
KCNE4 | KONQ1 | 29 @ 2 al., 2002;
0 o Teng et al.,
T T T T T 1 T | T 2003)
] 1 2 3 4 5 -] 0 1 2 3 5
Qi1 2 Q1+E5 +150
s (Angelo et
Tabelle 13
Interaktionen der KCNEI-5 [-Untercinheiten mit Kaliumkanal q-

Untereinheiten. KCNEI1, KCNE2, KCNE4 und KCNES5 konnten in humanem
Myokard nachgewiesen werden. Die Zeit ist — wenn nicht anders angegeben — in
Sekunden, der Strom in pA aufgetragen.
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