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Zusammenfassung

Hintergrund:

Eine haufige Ursache fiir Umbauprozesse am Herzen ist die Frequenzbelastung.

Die dadurch entstehenden langfristigen strukturellen Verdnderungen auf Zell- und
Organebene werden durch Fibrose, Hypertrophie und Entziindungen verursacht und seit
iiber 50 Jahren untersucht. Diese Arbeit untersuchte gezielt Verdnderungen, welche bereits
nach wenigen Stunden eintreten und konzentriert sich hierbei auf 9 Gene, welche mit

Hypertrophie, Fibrose, Entziindung und Signaltransduktion in Verbindung stehen.

Methode:

Fiir die Experimente wurden zum einen atriale Muskelstreifen aus dem Herzohr des
rechten Vorhofs von Patientlnnen, an welchen eine offene Herzoperation durchgefiihrt
wurde, zum anderen ventrikuldre Muskelstreifen von OrganspenderInnen verwendet, deren
Herzen aus technischen oder medizinischen Griinden nicht transplantationsféhig waren.

In einem Organbad unter physiologischen Bedingungen wurden Muskelstreifen mit 2.5Hz
und die Kontrollgruppe mit 0.5Hz fiir 6 Stunden oder 8 Stunden stimuliert und nach
erfolgtem Experiment augenblicklich in fliisigem Stickstoff schockgefroren. Anschliessend

erfolgte eine RNA Isolation und quantitative Realtime-Polymerase Kettenreaktion.

Ergebnis:

Im menschlichen Vorhofmyokard ldsst sich eine Steigerung der Genexpression in den 9
untersuchten Genen feststellen. Im Bereich der Hypertrophie-assoziierten Gene kam es
nach 6 Stunden bei ANP zu einem 1.2-fachen Anstieg und nach 8 Stunden bei BNP zu
einem 1.2-fachen, bei ACTA1 zu einem 2.1-fachen, beit MYH7 zu einem 2.2-fachen und
bei FHL1 zu einem 1.6-fachen Anstieg der Expressionsrate.

Bei den Fibrose-assoziierten Genen kam es nach 8 Stunden bei TGFB1 zu einem 2.8-
fachen und bei TIMP3 zu einem 2.4-fachen Anstieg der Expressionsrate.

Das Entziindungs-assoziierte Gen ILR6 zeigte nach 6 Stunden eine 2.6-fache und das
Signaltransduktions-assoziierte Gen RCAN]1 nach 8 Stunden eine 4.5-fache
Hochregulation. Im Ventrikelmyokard kam es hingegen zu keiner signfikanten

Hochregulation bei allerdings auch geringerer Fallzahl.




Diskussion:

Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits eine Frequenzbelastung von wenigen Stunden in
humanem atrialen Myokard zu einer Expressionssteigerung von Hypertrophie-,
Entzlindungs-, Fibrose-, und Signaltransduktions-assoziierten Gene fiihrt.

Die Ergebnisse im sich im Gegensatz dazu offensichtlich anders verhaltenden

Ventrikelmyokard erfordern die Bestétigung durch weitere Studien.
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Abstract

Background:

Tachycardia is a common trigger of structural alterations in the human myocardium.
Changes on cellular level and on level of the organ cover the spectrum of hyperthrophy,
inflammation and fibrosis and have been studied for more than 50 years. This study
investigates the alterations already occurying after a few hours and focuses on 9 genes that

are associated with hyperthrophy, inflammation, fibrosis and signal transduction.

Method:

On the one hand, human atrial muscle strips were dissected from the right auriculae from
patients, who underwent open heart surgery. On the other hand, ventricular myokardium
was obtained from organ donors, who were not suitable for transplantation due to technical
or medical reasons.

The experiments were conducted in an organ bath at physiological conditions. The
intervention group was stimulated at 2.5Hz and the control group at 0.5Hz during a time
period of 6 or 8 hours and were immediately afterwards frozen in liquid nitrogen. The
frozen muscle strips were stored at -82°C until used for RNA isolation and quantitative
polymerase chain reaction, in which hypertrophy-, fibrosis-, inflammation- and signal

transduction-associated genes were tested.

Results:

We observed an upregulation in genexpression in human atrial Myocardium in all tested
genes. In the group of hypertrophy-associated genes there was an ANP 1.2 fold
upregulation after 6 hours and a BNP 1.2 fold, ACTA1 2.1 fold, MYH7 2.2 fold and FHL1
1.6 fold upregulation after 8 hours.

In the group of fibrosis-associated genes there was a TGFB31 2.8 fold, and TIMP3 2.4 fold
upregulation after 8 hours.

The inflammation-associated gene ILR6 had a 2.6 fold upregulation after 6 hours and The
signal transduction-associated gene RCANI had a 4.5 fold upregulation after 8 hours.

In human ventricular myocardium no significant upregulation was observed, however a

limitation was the smaller sample size of specimens in this group.
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Conclusion:

Sustained tachycardia stimulation only requires 6 hours to 8 hours until an upregulation in
gene expression in hypertrophy-, fibrosis-, inflammation- and signal transduction-
associated genes is noticable.

In contrast, this was not visible in ventricular myocardium, where further studies have to

confirm these results.
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1 Einleitung

1.1 Tachykardien und myokardiale Frequenzbelastung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den Auswirkungen einer Frequenzbelastung auf das
menschliche Herz. Bereits seit 1954 ist bekannt, dass persistierende supraventrikulére
Tachykardien zu Verdnderungen des Herzens beitragen und 1962 wurde eine der ersten
Studien von Whipple et al. zum Thema reversible Herzinsuffizienz bei Frequenzbelastung
des normalen Herzens durchgefiihrt [1, 2].

Besonders interessant ist jedoch, dass diese Verdnderungen nicht etwa ein persistierendes
Herzrasen bendtigen, sondern dass bereits kurzfristiges Herzrasen oder kurzfristige
Herzrhythmusstorungen innerhalb weniger Stunden zur Modifikation im Herzen beitragen.
Ursache hierfiir sind zelluldre Signalwege, welche zu Beginn aktiviert werden und
Grundlage fiir Verdnderungen der Genexpression und die dadurch entstehenden
Umbauprozesse auf Zell- und Organebene, das sogenannte ,,Remodeling”, sind [3, 4].

Die hiufigsten vorkommenden Varianten einer Frequenzbelastung des Herzens sind
Vorhofflimmern und supraventrikuldre Tachykardien. Auch ventrikuldre Tachykardien und
Extraschldge (Extrasystolen) konnen bei hdufigem Auftreten und schneller Ankoppelung
an die vorhergehenden Schldge dhnliche Mechanismen induzieren.

Vorhofflimmern ist als hdufigste Form der Arrhythmie der Grund fiir die meisten
Arztbesuche und Tage im Krankenhaus [5]. Neben dem Risiko fiir Schlaganfille, besteht
die Gefahr einer Tachykardiomyopathie [6], Herzinsuffizienz und Sterblichkeit [7].

Sehr deutlich wurde das groBte Problem jedoch durch den Titel einer Studie von Wijftels
et al. ,,Atrial fibrillation begets atrial fibrillation® ausgedriickt, was {iibersetzt heift:
Vorhofflimmern verursacht Vorhofflimmern [8]. Aufgrund der bereits oben genannten
Umbauprozesse, welche nicht nur wihrend des Vorhofflimmerns sondern jeglicher
Tachykardien und Tachyarrhythmien auftreten, ldsst sich vereinfachter ausdriicken:
Tachykardie verursacht Umbauprozesse, die das enreute Auftreten einer Tachykardie
begiinstigen.

Aufgrund dieser Problematik und der steigenden Therapieresistenz gegeniiber anti-
arrhythmogenen Therapien und Ablationen bei langfristig bestehender Frequenzbelastung
ist es besonders wichtig die zugrunde liegenden Mechanismen des Remodeling zu

verstehen, um neue, bessere und frithere Therapieziele und —wege zu identifizieren.




1.2 Frequenzinduziertes kardiales Remodeling

Das kardiale Remodeling durch eine Frequenzbelastung kann in mehrere Bereiche

unterteilt werden.

1.2.1 Elektrisches Remodeling

Eine der moglicherweise wichtigsten Verdnderungen, welche dem elektrischen
Remodeling auf zelluldrer Ebene zugrunde liegt, betrifft eine Verminderung der L-type
Ca®*- Kanile, welche die Verkiirzung des Aktionspotentials und den Verlust der
Anpassung an die Herzrate erklirt. Die Herunterregulierung der L-type Ca**-Kanile wird
verursacht durch eine intrazellulire Uberladung von Ca*', welche durch das
Ca?*/Calmodulin System und die Aktivierung von Calcineurin und NFAT Einfluss auf die
Transkription nimmt, wie es in Kapitel 1.4 genauer beschrieben wird [4] [9].

Obwohl in Experimenten an Hunden auch eine Reduktion der auswirtsgehenden kardialen
Kalium-Ausgleichsstrome bewiesen werden konnte [10], zeigte sich in einem
Vergleichsexperiment an Ziegen, dass die L-type Ca** Strome eine wesentlich wichtigere
Rolle spielen. Dies konnte durch einen Ca?*-Kanal Agonisten (BayK) dargestellt werden,

durch welchen das elektrische Remodeling riickgéingig gemacht werden konnte [9].

In einer Studie von Wijffels et al. wurden Ziegen automatische Fibrillatoren implantiert
und mittels EKG die isoelektrische Zeit gemessen. Uberschritt diese 300-400ms, welche
einen Sinusrhythmus bei Ziegen bedeutet, wurden schnelle elektrische Stimuli,
sogenanntes ,,burst pacing®, abgegeben um dauerhaftes Vorhofflimmern einzustellen [8].
Wie in Abbildung 2 gezeigt lieB sich dabei in den ersten 24 Stunden das Vorhofflimmern
zundchst nur fiir wenige Sekunden induzieren, wurde jedoch im Verlauf langer, bis es nach
2 Wochen persistent auftrat. Dies kann auf ein elektrisches Remodeling zuriickgefiihrt
werden.

Es wurde gezeigt, dass es hierbei zu keiner Anderung der Uberleitungsgeschwindigkeit in
den ersten Tagen des Vorhofflimmerns kam, jedoch zu einer Verkiirzung der atrialen
Refraktdrzeit und der Zyklusldnge des atrialen Impulses in den ersten 24 Stunden.
Zusitzlich zeigte sich, dass es zu einer Storung der physiologischen Anpassung der
Refraktérzeit kommt. In gesunden, unbelasteten Herzen kommt es bei einer Steigerung der
Frequenz zu einer Verkiirzung der Refraktionszeit. Im Gegensatz dazu kommt es bei

Herzen mit langer andauernder Tachykardie zu einer Umkehr dieses Vorgangs, sodass sich
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die Refraktionszeit bei niedriger Frequenz verkiirzt, was eine erneute Stimulation schneller
moglich macht. Gleichwohl normalisiert sich dieser Mechanismus nach einigen Tagen mit

Sinusrhythmus wieder [8].

burst

paging — AF —— Sinus Rhythm Duration of

Fibriliation

TTAVIVIV VTSR VRSN

Contral -f-—-’w,l

Abbildung 1: Wijffels et al. [8]
Originalregistrierung atrialer Elektrogramme in Ziegen: Durch hiufige repetetive Stimulation (Burst mit 50

Hz fiir 1 sec.) ldsst sich Vorhofflimmern mit zunehmender Dauer bis zum persistenten Verlauf induzieren.

Eine weitere Studie von Morillo et al. kam bei Experimenten mit Hunden, welche iiber 6
Wochen mittels eines Schrittmachers tachykard stimuliert wurden, zu &hnlichen
Ergebnissen. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass sich die Refraktirzeit und dadurch die Lange

eines Vorhofflimmerzykluses verkiirzt [11].

1.2.2 Zellulares Remodeling

Bei der zelluldren Anpassung gehen die phinotypischen Verdnderungen auf eine fetale
Entwicklungsstufe zuriick. Es kommt zu einer Zunahme der ZellgroBe, perinukliere
Akkumulation von Glycogen, Verlust von Sarkomeren, eine homogene Verteilung des
nuklderen Chromatin, Verdnderungen der Connexinexpression, Verdnderung der
mitochondrialen Form, Fragmentierung des Sarkoplasmatischen Retikulum und Anderung
von Menge und Lokalisation von zelluldren Strukturproteinen. Dieser Wandel sollte jedoch
nicht als degenerativ betrachtet werden, da irreversible Zeichen fiir Apoptose und Zelltod

fehlen [9].




1.2.3 Extrazelluldares Remodeling

Neben den Intrazelluldren und elektrophysiologischen Verdanderungen kommt es auch zu
einer extrazelluldren Verdanderung. Besonders auf der Fibrose liegt in diesem Bereich das
Hauptaugenmerk. Diese trigt zu einer Storung der Uberleitung bei und ist eine Grundlage
fiir die Herzinsuffizienz. Die Studie von Polyakova et al. zeigt, dass es zu einem
signifikanten Remodeling im Bereich des Vorhofes bei Patientlnnen mit Vorhofflimmern
kommt im Gegensatz zu Patientlnnen mit Sinusrhytmus. Grundlage ist eine Storung im
Bereich der Synthese und des Abbaus, welche zu einer vermehrten Ansammlung von
Kollagen des Typ I, IIl und VI fiihrt. Vor allem die Aktivierung von Smad Proteinen,
welche die Transkription durch Bindung an Gene im Nukleus steuern, durch TGFRB1 spielt

eine wichtige Rolle [12] [13].

1.2.4 Veranderung auf Organebene

Bereits 1990 wurden in einer Studie von Sanfilippo et al. die organbedingten
Verianderungen untersucht. Bei Patientlnnen, welche an Vorhofflimmern erkrankt waren,
jedoch in Abwesenheit von zusitzlichen kardialen Erkrankungen wurden die beiden
Vorhéfe am Anfang der Erkrankung und durchschnittlich 20 Monate spéter vermessen. Es
konnte bei allen Patientlnnen eine signifikante Dilatation der beiden Vorhofe gezeigt
werden. Als mogliche Griinde wurden der erhohte Druck bei Verminderung der

Wanddehnbarkeit und eine vermehrte Belastung der Wand genannt [14].




1.3 Genexpressionsédnderungen

1.3.1 Hypertrophie assoziierte Gene

B-Myosin Heavy Chain (MYH?7)

Herzmuskelzellen bestehen aus den zwei Isoformen a-Myosin Heavy Chain (MHC-a) und
B-Myosin Heavy Chain (MHC-), wobei MHC-a die schneller kontrahierende Form ist
und vermehrt im atrialen und MHC-3 vermehrt im ventrikuldren Myokard vorkommt [15].

Bei chronischem Vorhofflimmern (VHF) kommt es zu einem Anstieg des relativen Anteils
an MHC- im Gegensatz zum Sinusrhythmus, der zu einer Reduktion der Aktivierung und
Relaxation der Myofibrilen fiihrt. Daraus ergibt sich eine atriale kontraktile Dysfunktion
bei chronischem Vorhofflimmern, welche durch eine verminderte Auswurfkraft und —

geschwindigkeit verursacht wird [16].

a-Skeletal Actin (ACTA1)

a-Skeletal Actin gehort zur Actin Gruppe, welche eine wichtige Rolle fiir die Zellmotilitét,
-struktur und —integritit spielt und besonders wichtig fiir den kontraktilen Apparat ist [17].
Bei Mutationen von ACTA1l kommt es zu Myopathien mit Einschrinkungen der
Beweglichkeit, der Atemmuskulatur und des Schluckens, was bei ca. 50% der
PatientInnen innerhalb des ersten Jahres zum Tode fiihrt[18]. Zusétzlich kann bei
PatientInnen mit ACTA1 Myopathien eine linksventrikuldre Dysfunktion entstehen [19].
Im Gegensatz dazu kommt es bei chronischem Vorhofflimmern zu einer Steigerung der

Expression von a-Skeletal Actin [20].

ANP (NppA)

ANP wird von Kardiomyozyten bei hohem Blutdruck und —volumen freigesetzt. In der
Niere ist es fiir eine vermehrte Salz- und Wassserausscheidung verantwortlich und in
Blutgefdaflen fiihrt es zu einer Vasodilatation. Bei einer gestdrten Regulation von ANP
unterstiitzt dies die Bildung von Bluthochdruck, kardialer Hypertrophy und
Herzinsuffizienz [21]. Zusétzlich konnten 2 Studien eine Korrelation zwischen dem

Auftreten von Vorhofflimmern und einem erhohten ANP feststellen [22] [23].




BNP (NppB)

B-type natriuretic peptide (BNP) ist ein Hormon, welches durch diuretische, natriuretische
und vasodilatatorische Effekte als Regulator fiir kardiovaskuldre Funktionen dient und bei
erhohter Vorlast und Dehnung des Myokards aus den Kardiomyozyten freigesetzt wird.
[24]Aufgrund der daraus folgenden Erhohung bei Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz
fungiert BNP als wichtiger Herzinsuffizienzmarker [25].

In einer prospektiven Studie mit 3346 Personen von Wang et. al konnte zusitzlich
nachgewiesen werden, dass BNP nicht nur ein Marker fiir Herzinsuffizienz, sondern auch
fiir Vorhofflimmern ist. [22]

Besonders das Abspaltprodukt NT-proBNP gilt als hoher Pradiktor fiir Vorhofflimmern bei
Patienten ohne klinisch relevante atherosklerotische Erkrankungen besonders bei jungen

PatientInnen und Frauen.[26, 27]

Four-and-a-half-lim-domain (FHL1)

FHL1 gehort zur Gruppe der Four-and-a-half LIM Proteine und ist die Hauptisoform von
quergestreifter Muskulatur und trégt bei zur Myogenese und Sarcomersynthese. Es spielt
auch eine wichtige Rolle bei der biomechanischen Stresserkennung, welche wiederum die
FHL1 Expression steigert, wodurch es zu einer Verdickung der Muskelfasern und
vermehrten Bildung von slow-twitch Fasern kommt. Diese Verdnderungen tragen zu einer
Zunahme der Ausdauer und Kraft bei, konnen jedoch auch im Verlauf zu einer kardialen
Hypertrophie und dilatativen Kardiomyopathie fithren. Mutationen von FHL1 kénnen u.a.
zu einer Granularkdrpermyopathie oder Emery-Dreifus Muskeldystrophie fithren [28] [29]
[30].

1.3.2 Fibrose assoziierte Gene

Transforming growth factor 3 (TGFR)

TGFRB ist ein profibrotisches Zytokin, dass die Bildung von extrazelluliren Matrix
Proteinen in verschiedenen Organen und die Synthese von connective tissue growth factor
(CTGF) in Fibroblasten stimuliert. Uberexpression fiihrt zu einer Fibrose und Dysfunktion
von Organen. Eine vermehrte Ansammlung von Proteinen in der extrazelluldren Matrix
verursacht eine systolische und diastolische Dysfunktion und eine Stérung der elektrischen
Uberleitung, welche zur Entwicklung von Kardiomyopathien und Arrhythmien beitriigt

[31].




Metalloproteinase Inhibitor (TIMP3)

Metalloproteasen sind ein wichtiger Teil von Fibrose- und Entziindungsreaktionen in der
extrazelluliren Matrix. TIMP3 gehort zur Gruppe der Metalloproteinase Inhibitoren,
welche fiir den Abbau von Metalloproteasen verantwortlich sind [32].

Bei einem Verlust von TIMP3 kommt es zu einer erhohten Anfélligkeit von
Umbauprozessen bei gesteigerter mechanischer Belastung. Die Studie von Kassiri et al. hat
gezeigt, dass sich bei Timp3”~ Miuse mit Aortenbanding eine frithe dilatative
Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz ausbildet. Pathophysiologisch liegt diesem Prozess
eine verminderte Hemmung von TNF-a-Convertase Enzym (TACE) zugrunde und fiihrt
folglich zu verstirkten entziindlichen Prozessen aufgrund einer erhdhten Aktivitdt von
Tumornekrosefaktor (TNF), der zusammen mit TGFB, wie bereits oben erwéhnt, fiir eine

gesteigerte Fibrose verantwortlich ist. [33] [34]

1.3.3 Entziindungs-assoziierte Gene

Interleukin 6 receptor (ILR6)

Interleukin 6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine Verbindung zwischen dem
angeborenen und erworbenen Immunsystem darstellt. Bei einer akuten Freisetzung wirkt
es protektiv und reguliert die Akute-Phase-Reaktion, die Entziindung und die
Himatopoese. Kommt es jedoch zu einer chronischen Freisetzung von IL-6 treten die
positiven Aspekte in den Hintergrund und IL-6 beteiligt sich an der krankhaften
Vermehrung von Bindegewebe und chronischen Entziindungen. Langzeitstudien haben
gezeigt, dass Personen mit langfristig erhohten Interleukin 6 Werten ein zweifach erhohtes

Risiko von koronaren Herzerkrankungen haben [35].




1.3.4 Signaltransduktions-assoziierte Gene

Regulator of Calcineurin (RCAN1)

Calcineurin Regulatoren (RCAN) spielen eine wichtige Rolle bei zelluldren Prozessen und
der Entstehung von Krankheiten. Besonders RCANI hat protektive Effekte auf Zellen
wihrend einer Uberbeanspruchung. RCAN1 wird durch die transkriptorische Aktivitit von
Calcineurin, welche in Kapitel 1.4 ndher beschrieben wird, aktiviert, dient aber gleichzeitig
als negativer Feedback Mechanismus, um eine Uberaktivitit der Aktivitit von Calcineurin
zu verhindern [36].

Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass RCAN1 auch ein proatherosklerotischer Faktor
ist und eine gestorte Regulation der RCANI1 Expression eine Stérung der

Herzklappenentwicklung und eine kardiale Hypertrophie verursachen kann [37, 38].




1.4 Mechanismen der Genexpressionsveranderung

Ca?" ist eines der vielseitigsten Signaliibertriger im menschlichen Kérper, vor allem im
Herzen spielt es eine besondere Rolle. Hier ist es nicht nur fiir die Muskelkontraktion, die
elektrische Ubertragung und Regulation von Zell-Zell Kommunikation, sondern auch fiir
die Transkriptionsregulation verantwortlich. Das sogenannte ,,Excitation-Transcription
Coupling® (ET-Coupling) wird durch neurohumorale oder mechanische Reize angestoflen
und beeinflusst dadurch u.a. Zellwachstum und Verdnderungen der Ionenkandle und
Transporter Expression [39].

Der genaue Mechanismus wie ET-Coupling bei stindig oszillierendem Ca?" funktioniert,
ist dennoch nicht restlos geklért.

Aufgrund des universellen Charakters von Ca*" stellt sich jedoch vor allem die Frage nach
den nachgeschalteten Mechanismen, welche die Genexpression beeinflussen. Besonders

zweli der bekannten Mechanismen sollten genauer betrachtet werden.

Einer davon ist die Signaliibertragung mittels Calcineurin, dargestellt in Abbildung 2.
Durch die Bindung von Liganden an Zellmembranrezeptoren kommt es zu einer
Steigerung des intrazelluldren Kalziums, welches wiederum zu einer Aktivierung der
Phosphatase Aktivitdt von Calcineurin beitrdgt. Calcineurin ist verantwortlich fiir eine
Dephosphorylierung des zytoplasmatischen NF-AT, welches nun in den Nucleus
eindringen kann und durch die Bindung an verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B.

AP1 und GATAA4 die Genexpression beeinflusst [40].
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Abbildung 2: Signaliibertragung mit Ca%*, Calcineurin und NFAT [40]




Um die Auswirkung dieses intrazelluldren Signaliibertragungsmechanismus bei
Tachykardien zu betrachten, wurden in einer Studie von Qi et al. Hundezellkulturen
mittels erhohter Frequenz stimuliert. Es wurde gezeigt, dass durch ein molekulares
Feedbacksystem, welches die intrazellulire Kalzium Uberladung durch das Ca?'-
Calmodulinsystem erkennt, Calcineurin aktiviert und dadurch die Umverteilung von NFAT
im Zellkern anstoft. Die daraus resultierenden Genexpressionsverdnderungen tragen zu
einer Verminderung von Kalziumkanédlen bei und flihren infolgedessen zu einer
Verminderung des Kalziumeinstroms. Dieser verminderte Kalziumeinstrom dient als

negatives Feedback und senkt auf diese Weise die Genexpressionsrate [4].

Zusitzlich sollte noch die Signaliibertragung mittels Ca**-Calmodulin-abhiingiger Protein
kinase II (CaMKII) als zweiter wichtiger Signalweg beschrieben werden. Bei einer
Erhéhung von intrazellulirem Ca®" kommt es (zusitzlich zu einer Aktivierung von
Calcineurin) zu einer Aktivierung der CaMKII. Diese interagiert mit der Histone
Deacetylase 4 (HDAC4), phosphoryliert diese und kann somit Histone Deacetylase 5
(HDACS) indirekt, da HDACS5 die CaMKII nicht direkt bindet, liber HDAC4
phosphorylieren. Dadurch kommt es zu einem Export des HDAC4-HDACS5-Komplexes
und einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren u.a. MEF2 [41, 42].
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1.5 Hypothesen / Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

-) Welche Genexpressionen werden durch eine tachykarde Stimulation bereits innerhalb
weniger Stunden verdndert?

-) Kommt es nach kurzzeitiger Frequenzbelastung auf Vorhof und/oder Ventrikel zu einer
Verdnderung der Fibrose-assoziierten Gene?

-) Kommt es nach kurzzeitiger Frequenzbelastung auf Vorhof und/oder Ventrikel zu einer
Veranderung der Hypertrophie-assoziierten Gene?

-) Kommt es nach kurzzeitiger Frequenzbelastung auf Vorhof und/oder Ventrikel zu einer
Verdnderung der Inflammation-assoziierten Gene?

-) Kommt es aufgrund von Frequenzbelastung zu unterschiedlichen gewebsspezifischen
Verdnderungen auf Ventrikel- und Vorhhofebene?

-) Welche Hinweise gibt es auf zugrunde liegende intrazelluldre Mechanismen?
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchtes Gewebe

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von Frequenzbelastung im Rahmen von 2.5Hz auf
die Expression von 9 in der Herzbelastung relevanten Gene des Myokards, auf welche in
Kapitel 1.3 ndher eingegangen wird, untersucht. Fiir diese Versuche wurden isolierte
Herzmuskelstreifen aus humanem dextro-aurikulirem und ventrikulirem Myokard

herangezogen.

2.1.1 Dextro-aurikulares Vorhofmyokard

Das fiir die Versuchsreihen verwendete Myokard stammte von Patientlnnen, welche sich
einer Herzoperation (CABG oder Klappenersatzoperation) unterziehen mussten und fiir
den Erhalt ihrer Kreislauffunktion an eine Herz-Lungen-Maschine (HLM) angeschlossen
wurden. Um einen ausreichenden Anschluss der HLM im rechten Vorhof zu
gewdhrleisten, musste ein Teil des rechten Herzohrs abgetrennt werden. Das entnommene
Vorhofprdparat wurde von dem Chirurgen in eine prdoxygenierter BDM-Ldosung
(Zusammensetzung siche Kapitel 2.4.2) gegeben und unverziiglich zur weiteren
Bearbeitung ins Labor transportiert. Fiir die wissenschaftliche Verwendung bestand unter
Ethikvotum 19-109 ex 07/08 ein Ethikantrag an der Universitit Graz [43].

Eine genaue Auflistung der relevanten Patientlnnendaten finden Sie in Tabelle 1 und

Tabelle 2.

2.1.2 Nicht-insuffizientes, ventrikulares Myokard

Das Probenmaterial fiir nicht-insuffizientes, ventrikuldres Myokard stammte von
OrganspenderInnen, deren Herzen aus technischen oder medizinischen Griinden nicht
transplantationsgeeignet war. Mogliche Ursachen konnten u.a. Schddigungen durch eine
Reanimation oder eine vorbestehende KHK sein.

Die Klassifikation ,,nicht-insuffizientes Myokard* ergibt sich dadurch, dasss im Vorhinein
keine klinisch-relevanten Beeintrdchtigungen und eine normale Funktion des Herzens

bestand und der/die Patientln demnach herzgesund war. Hierauf wurde besonderen Wert
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gelegt, um Faktoren, welche die Untersuchungsergebnisse verfdalschen konnten,

auszuschlief3en.

Fiir die wissenschaftliche Verwendung bestand unter Ethikvotum 19-109 ex 07/08 ein
Ethikantrag an der Universitit Graz. Die Koordination und Abholung der nicht-
insuffizienten Herzen aus dem LKH Graz, LKH Klagenfurt und AKH Wien wurde durch
das Koordinationsteam des LBI am ZMF durchgefiihrt. Die entnommenen Herzen wurden
in gekiihlter und vorbegaster kardiopleger Losung (Custodiol®) nach Graz transportiert.

Es wurde darauf geachtet moglichst lange Trabekel mit einer Maximalldnge von 2cm und
einem Maximaldurchmesser von 0.9cm frei zu préparieren. Aufgrund der passiven
Diffusion und der dadurch bestehenden Gefahr einer Minderversorgung durften diese
Vorgaben nicht tiberschritten werden [43].

Eine genaue Auflistung der relevanten PatientInnendaten finden Sie in Tabelle 3.
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2.2 Klinische Patientinnendaten

2.2.1 Dextro-aurikulares Vorhofmyokard

6h Experimente

PatientIn 0606 1810 2210 1811
Alter 58 84 75 60
Geschlecht M w M M
OP-Art CABG AKE und CABG | CABG CABG
KHK I11 Il I11 I11
Infarkte - - - -
Antihypertensiva | - Art. Art. Art.
Hypertonie Hypertonie Hypertonie
Rhythmus SR - SR mit | SR
inkompletem
RSB
LA-Grofe - - - -
MS Keine hochgradig - -
MI Keine - Min Minimal
TI keine - - -
sPAP - - 0-5mmHG -
LVEDD - - - -
EF 50% - 63% -

Tabelle 1: atriales Myokard fiir 6h Experimente
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8h Experimente

Patientln 1204 2604 3004 0305
Alter 66 80 60 62
Geschlecht w M M M
OP-Art Aorten- CABG Aorten- CABG
klappenersatz klappenersatz
(bikuspide
Aortenkl.)
KHK - I11 ja [11
St. P. | nein nein nein nein
Myokardinfarkt
Hypertonie Art. Art. Art. -
Hypertonie Hypertonie Hypertonie
Rhythmus SR SR, Bigeminus | Vorhofflattern | -
(erstem EKG)
LA-Grofie grenzwertig Geringgradig | - -
erh6ht
MS nein nein nein -
MI | Leicht leicht -
TI nein Leicht nein -
sPAP - 25 - -
LVEDD 50mm - - -
EF 60-65% - 23% -

Tabelle 2: atriales Myokard fiir 8h Experimente
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2.2.2 Ventrikulares Myokard

PatientIn GNEU58 | GNEU60 | GNEU65 GNEU66 GNEU73
Alter 72 80 75 25 62
Geschlecht w W M w M
Zusatzliche - AST 1 Aorten- - Art.
Erkrankunge klappensklerose Hypertonie
n v.a. KHK
Vorgeschichte | z.n. CPR - - - -
Rhythmus - VHF SR - -
LA-Grofde 30mm 20x70cm | 5cm?2 2,8cm2 4mm
2
MS 0.B. Sklerose | Sklerose 0.B. 0.B.
MI 0.B. Gering - 0.B. 0.B.
gradig
TI 0.B. Mittel - 0.B. 0.B.
gradig
sPAP Nicht 55 - Nicht Nicht
messbar messbar messbar
LVEDD 43 - 3.9mm 4mm 4.2mm
EF 32% 62% 70% 4.5% 60%
IVS und PW |IVS:12Zm |IVS:1.1m | IVS:1.48mm IVS:0.9mm | IVS:0.8mm
(diastol.) m m PW:0.9mm PW:0.8m | PW:0.8mm
gemittelt PW:1.3m m
m

Tabelle 3: ventrikulires Myokard
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2.3 Transport und Praparation

2.3.1 Transport

Nach vorheriger telefonischer Vereinbarung mit den koordinierenden Arztlnnen der
Herzchirurgie, wurde ein Becher mit gekiihlter Carbogen-oxygenierter BDM-Losung in
den OP gebracht. Dort wurde das Herzohr fiir die ECMO abgetrennt und durch den/die
operierendeN Chirurgln oder den/die beistehendeN DGKP/S in die Carbogen-oxygenierte
Tyrodelosung iibergefiihrt. Hierbei lag ein besonderes Augenmerk auf der Vermeidung
von zusidtzlichem Zug oder Dehnung auf das Myokard, um friihzeitige
Adaptationsmechanismen zu vermeiden. Zur weiteren Bearbeitung wurde es in das Labor
gebracht.

Nicht transplantationsfahige  Herzen von  Organspenderlnnen wurden vom
Koordinationsteam des LBI aus dem LKH Graz oder per Autotransport, welcher bis zu 2
Stunden dauern konnte, aus dem LKH Klagenfurt und AKH Wien abgeholt. Hierzu diente
eine Temperaturisolierte Transportbox, die mit Eis gekiihlt wurde. Das Herz wurde darin in

gekiihlter und Carbogen-vorbegaster kardiopleger Losung (Custodiol®) gelagert.

2.3.2 Praparation
Unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskop (VMT; Olympus) mit 10-facher Vergroferung

wurden fiir die Versuchsreihen der Frequenzbelastung geeignete Muskelstreifen
(trabeculae carnae) gesucht. Diese sollten einen Durchmesser von 0.8 bis 1mm haben, um
bei ausreichender Versorgung geniigend Probenmaterial fiir die spiteren
Genexpressionsanalysen zu gewdhrleisten. Nach Auffindung geeigneter Trabekel wurden
diese unter Vermeidung von Dehnung mit mikrochirurgischen Scheren herausgeschnitten.

Nicht geeignete Trabekel wurden fiir einen besseren Zugang entfernt.

Aus dem nicht-insuffizienten Ventrikel Myokard wurden bevorzugt linksventrikuldre
Trabekel frei pripariert. Nur in Ausnahmeféllen wurden Trabekel des rechten Ventrikels
verwendet.

Referenzproben wurden innerhalb der ersten 2 Stunden nach der Préparation in beschriftete
und vorgekiihlte Eppendorf Ro&hrchen {berfiihrt und in  fliissigem  Stickstoff

schockgefroren, um diese danach bei -85°C aufbewahren zu konnen.
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2.4 Verwendete Losungen fiir die Experimente

2.41 Tyrodelosung

Um ein ideales Setting fiir die Préparate gewéhrleisten zu kdnnen, wurde das Organbad mit
Tyrodelosung gefiillt. Zusitzlich wurde durch die Oxygenierung der pH-Wert in einem
physiologischen Rahmen gehalten. Die bendtigte Kalziumkonzentration wurde durch
mehrere Einzelgaben aufgebaut.

Fiir alle Versuche wurde die nachstehende Zusammensetzung der Tyrodelosung

verwendet:

Stoff Konzentration
Na* 152mM
Cr 135mM
NaHCO5" 25mM
Mg?* 0,6mM
H>PO4 1,3mM
SO4* 0,6mM
Ca** 2,5mM
Glukose 11,2mM
Altinsulin (H-Insulin,hoechst) 10 I[E/L

2.4.2 2,3-Butan-Dion-Monoxim (BDM) Losung

Fiir den Transport der Trabekel aus dem OP und der Priparation, sowie dem Einbringen in
die Messanlage wurde der Tyrodelosung zusétzlich 30 mM 2,3-Butandion-Monoxiom
beigemengt.

Da wihrend der Zeit zwischen OP und Einhdngen des Priparates eine Gewebeschidigung
mit einer Kalziumausscheidung und einer dadurch verursachten Kontraktur nicht
ausgeschlossen werden kann, ist BDM, ein Cholinesterase Aktivator, als kardioplege
Substanz mit vollstindig reversiblen Eigenschaften notwendig. Diese kardioprotektiven

Eigenschaften kommen durch eine Hemmung der Querbriickeninteraktion, einer

18



Reduzierung der Ca2+-Sensivititit der Myofilamente und einer Verminderung der

intrazelluldren Kalziumstrome zustande [44].
2.5 Gerite
2.5.1 Messanlage

Mikroskophalterung

Force Transducer | " : s Oxygenierungsbad

) N

Auﬂlangevorrlchtung

x ~o

S

Abbildung 3: Organbad

Mit Hilfe der Anlage (Abbildung 3) von Scientific Instruments Heidelberg wurden alle
Experimente durchgefiihrt. Zentrales Element dieser Anlage ist das Organbad, in welchem
die Muskelstreifen aufgehdngt und stimuliert werden. Dieses kann 7ml Fliissigkeit fassen
und ermoglicht duBere Storfaktoren zu minimieren. An dieses angeschlossen ist ein
Oxygenierungsbecken. Zusitzlich wird mit Hilfe einer Heizanlage die Temperatur konstant
auf 36°C gehalten. Auf beiden Seiten des Organbades befinden sich
Authéngevorrichtungen mit Nadeln, welche vollstindig in das Organbad eintauchen, fiir
die Trabekel, welche ohne Zug, auch ,,slack® genannt, eingehdngt werden. Die linke Nadel

ist mit einem Force Transducer verbunden. Hiermit kann die vom Trabekel aufgebrachte
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Kraft aufgezeichnet werden. Der elektrische Reiz wird durch einen Stimulator iiber die
rechte Nadel iibertragen.
Die Muskelstreifen konnen mit Hilfe eines Mikroskops, dessen Halterung hinter dem

Organbad zu sehen ist, angebracht werden.

2.5.2 Stimulator und Thermostat

Abbildung 4: Stimulator und Thermostat

Durch den externen Stimulator, dessen Impuls auf eine Dauer von 5ms eingestellt wurde,
werden die Muskelstreifen gereizt. Zusitzlich ist die Einstellung der Frequenz moglich.
Auf dem Stimulator befindet sich das Thermostat, mit welchem die Organbadtemperatur

konstant auf 36°C gehalten wird.

2.5.3 Zentrifuge

Fiir die RNA-Isolation (2.7.1) wurde mit der Zentrifuge Fresco 21 von der Firma Thermo
scientific gearbeitet, in welcher Microtubes verwendet werden konnen und eine
Einstellung bis 28.000RPM mdglich ist. Zusétzlich kann die Temperatur voreingestellt

werden.

2.5.4 Biorad-MyCycle

Biorad MyCycle wird fiir die Inkubation wéihrend der Synthese von cDNA aus RNA
benotigt. Es besteht die Moglichkeit verschiedene Protokolle in den Biorad MyCycle
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einzuspeichern um mogliche Latenzzeiten wihrend der Inkubation und der Erhitzung zu
vemeiden. Die Erhitzungsrate betrdgt 2,5°C/Sekunde und die Kiihlungsrate betragt
1,5°C/Sekunde.

2.6 Versuchsprotokoll

2.6.1 Frequenzbelastung

Einspannen:

Zu Beginn des Experiments wurde das Organbad mit 7ml BDM-Tyrodeldsung befiillt um
jegliche Kalzium Freisetzung der Priparate wédhrend der Anfangsphase zu vermeiden.
Zusitzlich wurde die Losung auf 36°C vorgeheizt.

Durch Hinunterziehen und Fixieren des Organbads wurden die Aufhidngnadeln der Anlage
freigelegt und eine Authidngunterlage wurde unter den Aufhingnadeln befestigt um ein
sicheres Einhdngen zu gewihrleisten. 1ml prioxygenierte BDM-Tyrodelosung wurde auf
die Aufhiangunterlage getropft, um die Versorgung der Muskelstreifen sicherzustellen. Die
Trabekel wurden danach mittels Pipette auf die Aufhdngunterlage transferriert und mit
Hilfe einer mikrochirurgischen Pinzette und einem Mikroskop unter Vermeidung jeglichen
Zuges auf die Nadel aufgehéngt. Nach einer Minute Wartezeit wurde die Aufhéngunterlage
vorsichtig entfernt und das Préparat langsam in das Organbad gefiihrt. Nach 5 Minuten
Wartezeit wurde die BDM-Tyrodelosung durch Tyrodelosung ersetzt. Zur vollstindigen
Garantie, dass die gesamte BDM-Tyrodelosung ausgeschwemmt wurde, musste nach
finfmintitiger Wartezeit die Tyrodelosung erneut durch Tyrodeldsung ersetzt werden.
Wihrend der einzelnen Wartezeiten wurde das PowerLab und LabChart (Version 7.1.7)

hochgefahren und die Dokumentation begonnen.

Kalziumaufbau:
Nach flinfminiitiger Wartezeit wurde mit dem Aufbau der zur Durchfiihrung des
Experiments benoétigten Kalziumkonzentration begonnen.

2++

Die Tyrodelosung wurde auf 2,5mMol Ca angereichert. Um die Stabilisierung des
Muskelstreifens zu garantieren wurde der Vorgang auf vier Schritte aufgeteilt, welche im
Abstand von 5 Minuten stattfanden. Im ersten Durchgang wurde in das Organbad von 7ml
eine 2,1ml 1Mol Ca*"" Losung zugefiihrt. Danach folgten zwei Schritte mit je 2,5ml 1Mol
Ca?™ Losung. Zwischen dem dritten und vierten Ca*"" Schritt wurde mit der Stimulation
der Trabekel begonnen. Beim letzten Schritt wurden 9ml 1Mol Ca®"* Losung
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hinzugegeben. Durch Zugabe von zusétzlich vorbereiteter Tyrodelosung incl. 2,5mMol
Ca?™ wurden der Verdampfungsverlust ausgeglichen und die Tyrodeldsung im Organbad

bei 7ml gehalten.

Elektrische Stimulation:

Nun wurde das Kontrollpréparat bei einer Impulsdauer von 5ms mit 0,5Hz und das
Interventionspréparat bei derselben Impulsdauer mit 2,5Hz stimuliert (Rechteckimpulse;
End-zu-End;) (Abbildung 5). Eine stetige Steigerung der Impulsspannung bis zu den ersten
Kontraktionen wurde durchgefiihrt. Als endgliltige Spannung wurde die
Schwellenspannung +30% genommen.

Nach Stabilisierung der Muskelstreifen wurde die Messung fiir 8h bzw. 6h begonnen.

et A ,A“* "A"‘“ ..,J\M— W

Abbildung 5: Intervention 2.5Hz vs Kontrolle 0.5Hz

Entnahme und Einfrieren:

Nach erfolgreichem 8h- bzw. 6h-Experiment wurden die Priparate in beschriftete
Eppendorf Cryotubes iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Wegen der
bereits in fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Eppendorf Cryotubes gefroren die Préparate
bereits an der Rohrchenwand. Dadurch wurde die Zeit zwischen Experiment und
Einfrieren minimiert. Die Cryotubes wurden sofort wieder zuriick in den Behélter mit
fliissigem Stickstoff gelegt. Fiir die weitere Verarbeitung wurden die Rohrchen in dem
Behilter mit fliissigem Stickstoff zu einem Gefrierschrank mit -85°C transportiert und

gelagert.
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2.7 Probenverarbeitung

2.71 Lyse und RNA Isolation

Um die RNA aus den Zellkernen herauszuholen und dadurch in einer Losung binden zu
konnen, war es notwendig diese mit Hilfe von Keramikkugeln in einem MagNA Lyser zu
zerreiben. Daflir wurde initial ein mit 1% Mercaptoethanol versetzter Guanidin-
Thiocyanat-Puffer (RLT-Puffer) hergestellt. Dieser Puffer diente zur Inaktivierung
jeglicher noch vorhandener RNAse Aktivitidt. Es wurden nun Magnatubes mit je 430ul
Puffer gefiillt und die Probe beigemengt.

Der MagNA Lyser gehorte zur Kategorie der Rotor-Stator Homogenisierer, welcher durch
Schwing- und Riittelbewegung die Keramikkugeln in Bewegung setzte. Durch diese
Bewegungen und durch Fliissigkeitsturbulenzen wurden die Muskelstreifenproben
zermahlt. Der MagNA Lyser wurde auf 6500rpm und 20sec voreingestellt. Dieser Vorgang
wurde viermal durchgefiihrt und bei noch immer makroskopisch sichtbaren Muskelstiicken
fiir zusétzliche 10 sec wiederholt. Um eine Uberhitzung der Priiparate zu vermeiden, wurde
ein Kiihlring, welcher bei -20°C gelagert, bereitgestellt, um die Magnatubes wieder auf

Raumtemperatur runterzukiihlen.

Nach Abschluss der Lyse wurden 350ul Lysat in ein 2ml Eppendorf Réhrchen iiberfiihrt.
Hierbei wurde aufgrund der Adhéasionskréfte an den Keramikkugeln von einem Verlust
von 80ul Volumen ausgegangen. Das Lysat wurde mit 70% Ethanol und vorsichtigem

Auf- und Abpipetieren vermischt, was zu einem Ausfallen der RNA und DNA fiihrte.

Fiir das weitere Vorgehen wurde das RNEasy-Mini-Kit von Qiagen herangezogen, welches
die Isolation von RNA aus kleinen Probenmengen mit Hilfe von Sdulenmembranen bis zu
einer Bindungskapazitdt von 100pg ermdglichte. Es wurden die 350ul Lysat auf die im
RNEasy-Mini-Kit enthaltenen Spin columns aufpipetiert und mit 10000rpm fiir 2 Minuten
zentrifugiert. Dadurch wurde die RNA fixiert und von der Fliissigkeit gelost. Die dabei
extrahierte Fliissigkeit wurde verworfen. Nachfolgend wurde auf die isolierte DNA 350ul
RWI1-Puffer aufgetragen und fiir 15sec bei 10000rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde
ein zweites Mal wiederholt und die jeweils im Rohrchen aufgefangene Fliissigkeit wurde

verworfen.
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Fiir den folgenden Waschschritt wurde erneut ein neues 2ml Eppendorf Réhrchen unter die
Spin columns platziert. Es wurden 700ul RPE1 Puffer auf die Membran getropft und nach
einer 2-miniitigen Wartezeit fiir 15sec bei 10000rpm zentrifugiert. Die Rohrchen mit der
extrahierten Fliissigkeit wurden verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt.

Um die Membran der spin columns zu trocknen wurde wieder ein neues 2ml Eppendorf
Rohrchen unter diese platziert und fiir eine Dauer von 2 Minuten mit der hochsten

Geschwindigkeit zentrifugiert.

Um die RNA Isolation abzuschlieBen, wurde als Letztes die Eluierung durchgefiihrt.
Hierbei wurde die RNA aus der Membran mit Hilfe von 30ul Rnase freiem Wasser
herausgewaschen. Die nun im Rnase freien Wasser geldste RNA wurde zur Verhinderung
einer Zersetzung auf Eis gelagert und in einem Nano-Drop 2000c vermessen um die
Konzentration der einzelnen Proben festzustellen [43].

Die fertigen Proben wurden danach wieder bei -80°C gelagert.

Die Qualitit einzelner Proben wurde mit Hilfe eines Bioanalyser festgestellt.

2.7.2 cDNA

Fiir die Herstellung der cDNA wurde das Qiagen Quantiscript Kit verwendet, welches
einen gDNA Wipeout Buffer, Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript RT-Buffer,
RT Primer mix und Rnase-freies Wasser inkludiert und bei -20°C gelagert wird. Das
Qiagen Quantiscript Kit und die Proben wurden vorsichtig aufgetaut und durch Bewegen

und Zentrifugieren in eine homogene Losung gebracht.

Initial wurde ein Genomic DNA Wipeout Mastermix bendtigt, welcher durch die
Vermischung von 2ul gDNA Wipeout Buffer und 1pul Rnase freiem Wasser hergestellt
wurde. Danach wurde 13ul des Mastermix 1ul der RNA beigemengt, was zu einem
Gesamtvolumen von 14yl fiihrte. Diese Mischung wurde bei 42°C fiir 2 Minuten inkubiert
wird und anschlieBend auf Eis gelegt. Durch diesen Schritt wurde genomische Rest-DNA

entfernt.
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Um nun aus der in den vorhergehenden Schritten extrahierten RNA eine cDNA
synthetisieren zu konnen, wurde fiir die folgenden Schritte ein Reverse-Transkriptase

Mastermix benotigt, welcher untenstehende Substanzen beinhaltet:

Komponenten Volumen
Quantiscript Reverse Transcriptase 1pl
Qunatiscript RT Buffer 4ul
RT Primer Mix 1ul
gDNA bereinigte RNA 14l
Gesamtvolumen 20ul

Fiir die nun folgenden Schritte wurde der Biorad Zykler verwendet. Nachdem der Reverse-
Transcriptase Mastermix hergestellt wurde, wurde dieser fiir 15min bei 42°C inkubiert,
wobei darauf folgend die Temperatur automatisch auf 95°C angehoben wurde, wodurch
die Reverse Transkriptase inaktiviert wurde.

Die somit gewonnene cDNA wurde erneut bei -84°C gelagert.

2.7.3 PCR

Zur weiteren Bearbeitung folgte eine quantitative Polymerase chain reaction (qPCR),
welche zu einer Vermehrung der DNA fiihrte. Die Startpunkte wurden mit Hilfe von
Primern, welche bei der Firma Microsynt aus Wolfurt bestellt wurden, ausgesucht.

Anbei folgt eine Liste der verwendeten Primer.
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Tabelle 4

Name des Oligonukelotids

Sequenz

h-AGTR-for

GGCTATTGTTCACCCAATGAAGT

h-AGTR-rev TGGGACTCATAATGGAAAGCAC
h-MYH7-for CTTTGCTGTTATTGCAGCCATT
h-MYH7-rev AGATGCCAACTTTCCTGTTGC
h-ACTA1-for GGCATTCACGAGACCACCTAC
h-ACTAl-rev CGACATGACGTTGTTGGCATAC
h-FHL1-for TGCTGCCTGAAATGCTTTGAC
h-FHL1-rev GCCAGAAGCGGTTCTTATAGTG
h-TGFb1-for GGCCAGATCCTGTCCAAGC
h-TGFb1l-rev GTGGGTTTCCACCATTAGCAC
h-TIMP3-for TGGGTTGTAACTGCAAGATCAAG
h-TIMP3-rev GGTCCAGAGACACTCGTTCT
h-IL6R-for CCCCTCAGCAATGTTGTTTGT
h-IL6R-rev CTCCGGGACTGCTAACTGG
h-NppA-for CAACGCAGACCTGATGGATTT
h-NppA-rev AGCCCCCGCTTCTTCATTC
h-NppB-for TGGAAACGTCCGGGTTACAG
h-NppB-rev CTGATCCGGTCCATCTTCCT
h-GAPDH-for GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
h-GAPDH-rev GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
h-B2M-for GAGGCTATCCAGCGTACTCCA
h-B2M-rev CGGCAGGCATACTCATCTTTT
RCAN1-rev.(human) TGAGGTGGATCGGCGTGTA
RCAN1-forw.(human) GCGTGGTGGTCCATGTATGT

2.7.3.1 Primertest

Vor Beginn der PCR wurde ein Testlauf durchgefiihrt, welcher die Spezifitit der Primer
iiberpriifen sollte. Hierfiir wurde eine 100uM Stocklosung aus den jeweiligen gelieferten
Primern hergestellt und diese mit einem Nuclease-freiem Wasser der Firma Ambion auf
10uM verdiinnt. Fiir die weiteren Schritte wurden die 6 hochstkonzentrierten Proben zu
einem Pool-Homogenat zusammengemischt und mit einem Mastermix (Tabelle 5) aus
Nuclease-freiem Wasser und SYBR Green (SSO Advanced SYBR Green Super Mix der
Firma Biorad) verdiinnt, um die minimal mogliche Konzentration fiir die Primer
herauszufinden.

Die Primer wurden mit 4ul des Pool-Homogenats jeweils als Triplikat getestet.
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Tabelle 5

Mastermix Volume
Nuclease-freies Wasser 0,48ul
SYBR Green Mastermix 5ul
Primer 1 (10uM) -> 260nM 0,26ul
Primer 2 (10uM) -> 260nM 0,26ul
cDNA 4,0ul
Gesamt 10ul

Es wurde eine 96- Well Platte (LightCycler Multiwell Plate 96 der Firma Roche) benutzt.
In die einzelnen Wells wurden hintereinander 6pul Mastermix und 4pl der Proben
eingebracht. Danach wurde die Platte mit einer Folie bedeckt und 1 Minute bei 9000rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die qPCR durchgefiihrt.

2.7.3.2 Experimentlauf

Es wurden die in Tabelle 4 beschriebenen Primer und der Mastermix (Tabelle 5)
verwendet.

Die cDNA Proben wurden auf 1ng/ul verdiinnt. AnschlieBend wurden auf eine 384-Well
Platte 6ul Mastermix und 4ul der Probe je Well mit Hilfe eines Pipettierroboters (Firma
Hamilton(STARIet)) aufgetragen. Die Ergebnisse werden im Kapitel 3 beschrieben.

2.7.3.3 PCR Theorie

Die Polymerase Chain Reaction wird verwendet um DNA zu vervielfdltigen und diese

anschlieffend messen zu konnen.

Die PCR besteht aus 3 Phasen:

1) Denaturierung
Initial wird die DNA auf 95°C erhitzt, damit die Wasserstoftbriickenbindungen
aufgebrochen werden und die DNA in ihre Einzelstrange zerteilt wird.

2) Primerhybridisierung

Bei einer Temperatur von 55°C konnen sich nun die einzelnen Primer an die

Zielsequenzen anlagern.
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3) Elongation

Je nach Arbeitsoptimum der verwendeten DNA-Polymerase wird die Temperatur
auf 68-72°C erhoht. Jetzt bindet die DNA-Polymerase an die Primer und beginnt in

3’-5’- Richtung die fehlenden Nucleotide zu ersetzen.

In dieser Arbeit wurde eine qPCR mit SYBR GREEN verwendet. SYBR Green ist ein
inaktiver Fluoreszenzstoff, welcher sich an alle neugebildeten Basenpaare bindet und
dadurch in die DNA eingebaut und aktiviert wird.

Nach jedem Zyklus wird die Menge an Fluoreszenz gemessen bis diese einen
Schwellenwert erreicht und die Intensitit des Fluoreszenzsignals den Hintergrundwert
ibersteigt. Dieser Wert wird CT-Wert genant.

Dieser Vorgang wird durchschnittlich zwischen 30-40mal wiederholt.

2.8 Statistische Auswertung

Die Resultate in dieser Arbeit wurden als Mittelwert £ Standardfehler (SEM) angegeben.
Die Testung auf Signifikanz erfolgte mittels T-Test (ungepaart). Das Signifikanzniveau

wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angesetzt.
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3 Ergebnisse - Resultate

3.1 B-Myosin-Heavy-Chain (MYH?7)

Fiir das Gen MYH7 lésst sich bei Frequenzbelastung eine Genexpressionssteigerung

darstellen. Jedoch ist diese, wie in Abbildung 6 dargestellt, nicht signifikant.
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Abbildung 6: MYH7 Gesamtansicht

Auch bei Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte von 6 Stunden und 8 Stunden, wie die

Abbildung 7 darstellt, zeigt sich eine Expressionssteigerung als nicht-signifikanter Trend.

MYH7

relative Expression
=
=
|

& Kontrolle ™6h 8h

Abbildung 7: MYH?7 Detailansicht
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3.2 a-Skeletal Actin (ACTA1)

Fir das Gen ACTAI kann eine leichte Expressionssteigerung bei Frequenzbelastung

nachgewiesen werden. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant, wie in Abbildung 8

dargestellt.
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Abbildung 8: ACTA1 Gesamtansicht

Auch bei Betrachtung der Detailansicht in Abbildung 9 kann keine signifikante

Genexpression festgestellt werden, man erkennt jedoch die zeitabhéngige Tendenz.
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3.3 ANP (NppA)

Anhand der Abbildung 10 ldsst sich darstellen, dass es bei einem Vergleich zwischen
Kontrolle und Intervention bei dem Gen NppA zu keiner signifikanten

Genexpressionsverdnderung bei Frequenzbelastung kommt.
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Abbildung 10: NppA Gesamtansicht

Bei ndherer Betrachtung der Genexpressionsuntergruppen in der Detailansicht in der
Abbildung 11 kann man eine nicht signifikante minimale Genexpressionssteigerung nach 6

Stunden erkennen, welche jedoch bereits nach 8 Stunden wieder riicklaufig ist.
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Abbildung 11: NppA Detilansicht
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3.4 BNP (NppB)

Fiir NppB kommt es bei Frequenzbelastung ebenso zu keiner nachweisbaren Steigerung

der Genexpression, wie die Abbildung 12 zeigt.
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Abbildung 12: NppB Gesamtansicht

In der Detailansicht der Abbildung 13 mit Aufteilung der Untergruppen in 6 Stunden und 8

Stunden mit Frequenzbelastung zeigt sich, dass sich dies nach 6 Stunden und 8 Stunden

gleich verhilt.
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Abbildung 13: NppB Detailansicht
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3.5 Four-and-a-half-lim-domain (FHL1)

Bei Betrachtung der gesamten Genexpression von FHL1, wie in Abbildung 14 zu sehen,
kann eine gesteigerte Genexpression nachgewiesen werden. Die Genexpressionssteigerung

ist hierbei jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 14: FHL1 Gesamtansicht

Bei genauerer Betrachtung erkennt man in Abbildung 15 aber, dass fiir FHL1 eine

signifikante Expressionssteigerung nach 8 Stunden nachweisbar ist.
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Abbildung 15: FHL1 Detailansicht
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3.6 Transforming growth factor B (TGFR)

Bei dem Gen TGFB kommt es unter Frequenzbelastung bei einer knappen Verfehlung des
Signifikanzniveaus (p=0,05) zu einer Steigerung der Genexpression um mehr als den

Faktor 2, dies wird in der Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: TGF Gesamtansicht

In der Abbildung 17 =zeigt sich, dass sowohl nach 6h, sowie nach 8h eine
Genexpressionssteigerung feststellbar ist, wobei nach 8h die Irrtumswahrscheinlichkeit

sehr nahe dem kritischen Cut-off lag (p=0,09).
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Abbildung 17: TGFR Detailansicht

34



3.7 Metalloproteinase (TIMP3)

Bei einer groben Betrachtung des Gen TIMP3 bei Frequenzbelastung ldsst sich eine

Genexpressionssteigerung um den Faktor 1.6 zeigen, welche jedoch nicht signifikant ist.
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Abbildung 18: TIMP3 Gesamtansicht

Bei genauerer Untersuchung der einzelnen Untergruppen in Abbildung 19 lédsst sich
erkennen, dass es zu einer signifikanten Genexpressionssteigerung nach 8h kommt. Die
Genexpressionssteigerung nach 6h fillt im Mittle dhnlich stark aus, erreicht aber aufgrund

der Streuung nicht das Signifikanzniveau.
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Abbildung 19: TIMP3 Detailansicht
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3.8 Interleukin 6 receptor (ILR6)

Bei Betrachtung der Gesamtexpression des Gen ILR6 in Abbildung 20 zeigt sich bei
Frequenzbelastung im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine klare Expressionssteigerung.

Hierbei ist die Expressionsverdanderung signifikant.
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Abbildung 20: ILR6 Gesamtansicht

In der Detailansicht in Abbildung 21 zeigt sich bei 6-stiindiger Frequenzbelastung ein fast
signifikanter Trend (p=0,07) um den Faktor 2.6. Im Vegleich dazu wurde nach einer 8-
stiindigen Frequenzbelastung eine weitere Genexpressionssteigerung nachgewiesen,

welche jedoch nicht signifikant ist.
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Abbildung 21: ILR6 Detailansicht
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3.9 Regulator of Calcineurin (RCAN1)

Fir die Genexpressionsianderung des Gen RCANI konnte bei Frequenzbelastung im
Vergleich zur Kontrolle, wie in Abbildung 22 dargestellt, eine signifikante Steigerung

nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: RCAN1 Gesamtansicht

Obwohl sich nach 6-stiindiger Frequenzbelastung eine nicht relevante und nicht
signifikante Genexpressionsverdnderung zeigt, kommt es, wie in der Detailansicht in
Abbildung 23 dargestellt, zu einer signifikanten und drastischen Steigerung der

Genexpression nach 8 Stunden.
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Abbildung 23: RCANI1 Detailansicht
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3.10 Ventrikel

Die in Abbildung 24 dargestellte Genexpression zeigt die Expressionsrate bei
Frequenzbelastung des nicht-insuffizienten ventrikuldren Myokards tiiber 8 Stunden.
Aufgrund der geringen Fallzahl der zur Verfligung stehenden Priparate und nachfolgend
noch weiteren Reduktion nach Ausschluss von Prédparaten mit unzureichender RNA-
Qualitdt und teilweise auch limitierter RNA-Gesamtmenge, die nicht fiir alle PCR-
Messungen ausreichte, ergibt sich jeweils nur eine sehr geringe Gesamtfallzahl und relativ
grofle Streuung. Dadurch koénnen in diesem Bereich keine sicheren Aussagen angestellt
werden. Herausstechend sind aber eine mogliche Expressionssteigerung fiir NppA und eine
mogliche Herabregulation von IL6R als die Verdnderungen mit dem grofiten AusmaB. In
geringerem Ausmal} scheinen sich auch FHL1 mit einer Expressionssteigerung und die
Transkripte fiir ACTA1, MYH7 und TIMP3 mit einer Herabregulation zu verdndern. Das

Signifikanzniveau oder ein Signifikanz-naher Trend wird dabei nicht erreicht.
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Abbildung 24: Genexpressionsrate im Ventrikel nach 8h Intervention
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4 Diskussion

Durch die Betrachtung akuter Frequenzbelastung konnte in dieser Diplomarbeit gezeigt
werden, dass die fiir relevante Umbauprozesse notwendigen Genexpressionsdnderungen
direkt durch die Belastung hervorgerufen werden und bereits nach wenigen Stunden
eintreten.

Es ist hervorzuheben, dass erstmals fiir Versuche mit kurzzeitiger Frequenzbelastung
humanes Myokard in Form von Muskelstreifen verwendet wurde. Durch die kontrollierten
experimentellen Bedingungen konnten indirekte Einflussfaktoren (u.a. neurohumorale
Faktoren oder sekunddre Verdanderungen durch eine Verdnderung der Myokardfunktion)
ausgeschaltet werden. Dadurch werden direkte und kurzfristige Tachykardie-assoziierte
Verianderungen wiedergespiegelt, welche nicht sekundér ausgelost werden. Dies stellt das
Alleinstellungsmerkmal der Versuche dieser Diplomarbeit dar und gibt einen relevanten
Neuwert gegeniiber den bisher publizierten Ergebnissen, welche bisher echer die
chronischen Verdnderungen im humanen Gewebe nachweisen. In den néchsten Seiten
sollen daher die Befunde dieser Arbeit (zu den akuten und direkten Verdnderungen) mit
den Vorbefunden der Literatur (zu chronischen Verdnderungen) fiir jedes der gemessenen

Gene gegeniiber gestellt werden.

4.1 B-Myosin-Heavy-Chain (MYH?7)

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es bei Frequenzbelastung des atrialen Myokards zu
einer tendenziellen Genexpressionssteigerung von MYH7 kommt.

Ubereinstimmungen lassen sich mit Vorbefunden von Eiras et al. finden, in dessen Studie
es bei Vorhofflimmern zu einer Steigerung von -Myosin-Heavy-Chain kommt. In dieser
Studie wurden Biopsien von rechten Herzohren von PatientInnen genommen, welche sich
einer Bypass Operation unterzogen hatten. Hierbei wurde ein fast um das Doppelte
gesteigerter [-Myosin-Heavy-Chain Anteil bei Patientlnnen mit Vorhofflimmern
nachgewiesen im Vergleich zu Patientlnnen mit Sinusrhythmus [45].  Zusétzlich
unterstiitzen die Ergebnisse dieser Diplomarbeit die Vermutung der Studie von Eiras et al.,
dass die Verdnderungen durch eine erhohte Frequenzbelastung anstelle von einer
Dilatation zustande kommen [45].

Auch die Studie von Reiser & Kline et al., in welcher die gesteigerte Frequenzbelastung in
verschiedenen Tiermodellen u.a. von Schweinen, Meerschweinen, Kaninchen, Ratten,

Maiusen, Hunden und Pavianen betrachtet wurden, zeigt eine relative Verschiebung des
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MHC-B-Anteil im Vergleich zum MHC-a-Anteil und trdgt so zum oben genannten
Erklarungsmodel bei [15].

Generell zdahlt MYH7 zu einer Gruppe von Genen, welche im fetalen Myokard, aber nur zu
einem geringen Teil in gesundem adulten unbelasteten Myokard exprimiert werden. Diese
Gruppe von Genen wird jedoch verstirkt bei pathologischen Reizen exprimiert und
vermehrt in kardialen Pathologien nachgewiesen [46], was durch das Ergebnis dieser

Arbeit Unterstiitzung findet.

Im ventrikuldren Myokard ist aufgrund der geringen Fallzahl und groflen Streuung, wie in
Abbildung 24 dargestellt, eine genaue Aussage liber die Genexpression von MYH7 nicht

moglich.

4.2 a-Skeletal Actin (ACTA1)

Fir ACTAl konnte, wie in Abbildung 8 gezeigt, ebenso eine tendenzielle
Expressionssteigerung bei Frequenzbelastung festgestellt werden.

Diese Ergebnisse werden bestirkt durch die Studie von Driesen et al., welcher ein
Tiermodell mit Ziegen, welches bereits in Kapitel 1.2.1 beschrieben wurde, verwendete,
um das strukturelle Remodeling bei Vorhofflimmern zu untersuchen. Es zeigte sich ein
klarer Anstieg von a-Skeletal Actin von <1% zu Beginn des Experiments zu 15% nach
einer Woche [20].

Untermauert werden diese Resultate bei Betrachtung von Missense Mutationen des
ACTAT1 Gen. Hier zeigte sich neben einer muskuldren Schwéche, einer frontal lobuldren
Hypoplasie und anderen Symptomen eine laterale ventrikuldre Dilatation [19].

Ahnliches zeigte sich bei Case Report eines 9-jihrigen Patienten mit einer Mutation im
ACTAL1 Gen. Dieser entwickelte in frither Kindheit eine Herzinsuffizienz aufgrund einer

dilatativen Kardiomyopathie [47].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groflen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage iiber die Genexpression von ACTAI in ventrikuldrem Myokard nicht

moglich.
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4.3 ANP (NppA)

In dieser Arbeit konnte fiir die Gesamtanlayse von NppA keine relevante
Genexpressionssteigerung nachgewiesen werden. Jedoch bei genauerer Betrachtung konnte
nach 6 Stunden eine vermehrte Genexpression gezeigt werden, welche sich nach 8 Stunden
wieder auf den Ausgangswert der Kontrolle zuriickbewegt.

Bestirkt werden die Ergebnisse durch eine Studie von Cao et al., in welcher die
Aussagekraft von natriuretischen Peptiden als diagnostische und prognostische Marker bei
Vorhofflimmern untersucht wurden. Ein spezielles Augenmerk wurde auf den Vergleich
von paroxysmalem und permanentem Vorhofflimmern gelegt. Hierzu wurden die
Vorhofohren von Patientlnnen mit paVHF und Patientlnnen mit peVHF bei
Herzklappenoperationen fiir den Anschluss von HLM entfernt und als Probenmaterial fiir
Untersuchungen verwendet. Hier konnte nachgewiesen werden, dass nt-proANP mRNA
nur in paVHF vermehrt exprimiert wurde, jedoch nicht bei peVHF [48].

Eine mogliche Erklérung fiir diese Entwicklung mit Betrachtung der Resultate von Cao et

al. ist, dass ANP vor allem in den ersten Stunden der Frequenzbelastung eine Rolle spielt.

Zusammen mit MYH7 und ACTAl st auch NppA Teil des fetalen
Genexpressionsmusters, welches, wie in Kapitel 0 bereits erldutert, in verschiedenen

myokardialen Pathologien exprimiert wird [46].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groBlen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage liber die Genexpression von NppA in ventrikulirem Myokard nicht

moglich. Es scheint jedoch am ehesten eine Hochregulation von NppA zu geben.

4.4 BNP (NppB)

Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, kommt es zu einer nicht signifikanten
Genexpressionssteigerung bei Frequenzbelastung nach 8 Stunden, obwohl zuvor keine
Verdnderung der Expression von NppB nach 6 Stunden erkennbar ist.

Eine mogliche Ursache hierfiir konnte sein, dass BNP generell als Marker fiir langfristige
Verdnderungen dient, was in einer Arbeit von Birner et al. gezeigt werden konnte.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die BNP Werte im Blutplasma von PatientInnen nach
Myokardinfarkt und darausfolgender Herzinsuffizienz und einem herzgesundem

Geschwisterteil verglichen. Im zweiten Teil wurden Kaninchen Schrittmacher implantiert
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und durch eine 30-tdgige Stimulation mit 330-380 bpm eine Herzinsuffizienz am Ende des
Experiments herbeigefiihrt. Hierbei konnte in beiden Teilbereichen der Studie
nachgewiesen werden, dass eine Herzinsuffizienz zu einer Erhohung von NT-proBNP
fiihrt, welche mit der Schwere der linksventrikuldren Dysfunktion korreliert [49].
Zusétzlich werden diese Ergebnisse durch die bereits oben genannte Studie von Cao et al.
unterstiitzt. Diese beschiftigt sich ebenso mit nt-proBNP als diagnostischem und
prognostischem Marker fiir VHF. Es lieB3 sich nachweisen, dass bereits bei paVHF, jedoch
verstéarkt bei peVHF eine erhohte Expression von NT-proBNP besteht [48].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist

eine Aussage iiber die Genexpression von NppB in ventrikuldrem Myokard nicht moglich.

4.5 Four-and-a-half-lim-domain (FHL1)

Im atrialen Myokard konnte nach einer Frequenzbelastung von 8 Stunden, wie in
Abbildung 15 dargestellt, eine signifikante Genexpressionssteigerung festgestellt werden.
Aufgrund der Annahme, dass u.a. Four-and-a-half-lim-domain eine wichtige Rolle beim
Remodeling des Herzens bei Frequenzbelastung spielt, wurde in einer Studie von Chen et
al. Schweinen ein Schrittmacher implantiert und diese 4 Wochen lang mit 400-600bpm
stimuliert. Am Ende des Experiments wurde den Schweinen das linke und rechte Herzohr
entfernt und untersucht. Es konnten 31 Gene, welche in der Transkription,
Signaliibertragung oder strukturellen Prozessen eine Rolle spielen, nachgewiesen werden
bei welchen es zu einer Genexpressionsverdnderung kommt: U.a. FHLI, dessen
Genexpression um mehr als das 3-fache erh6ht war [50].

Ebenso konnte bei einer Untersuchung von Patientlnnen mit hypertropher
Kardiomyopathie gezeigt werden, dass auch hier die Expression von FHL1 gesteigert ist

[51].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist

eine Aussage iiber die Genexpression von FHL1 in ventrikuldrem Myokard nicht moglich.
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4.6 Transforming growth factor B (TGFR)

Wie in Abbildung 17 dargestellt, konnte eine signifikante Genexpressionssteigerung des
TGFRB in atrialem Myokard nach 8 Stunden nachgewiesen werden.

Unterstiitzt wird dieses Ergebnis durch eine Studie von Yeh et al., in welcher in einer HL-1
atrialen Myozyten Zelllinie die Auswirkung von Frequenzbelastung bis zu 4Hz gemessen
wurde. Durch eine gesteigerte Expression von TGFB kam es zu einem vermehrten Zerfall
von Myofibrillen [52].

In einer weiteren Studie wurden genetisch verinderte Miuse mit einer Uberexpression von
TGFB1 untersucht. Diese verursachte eine vermehrte Fibrose im Vorhof, jedoch nicht im
Ventrikel. Durch die vermehrte Fibrose bei diesen Méusen kam es zu einer erleichterten
Induzierbarkeit eines Vorhofflimmerns [53].

Die Studie von He et al. konnte bei einer erhdhten Frequenzbelastung von 1000ppm bei
Kaninchen zusitzlich einen moglichen Mechanismus fiir die Steigerung von TGFS
ausfindig machen. Im Myokard der frequenzbelasteten Kaninchen kam es zu einer
Steigerung von Angiotensin II, welches den Abbau von Smad7 aktiviert. Smad 7, eine
Untergruppe der Smad Komplexe, welche die Transkription durch Bindung an Gene im
Nukleus steuern, dient als Inhibitor fiir TGFB. Durch die Reduktion von Smad7 kam es

infolgedessen zu einer Expressionssteigerung von TGFR [13].

Aufgrund der geringen Fallzahl und grofen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage iiber die Genexpression von TGFS in ventrikuldrem Myokard nicht

moglich.

4.7 Metalloproteinase Inhibitor (TIMP3)

Es zeigte sich eine generelle Steigerung der Genexpression bei TIMP3 nach
Frequenzbelastung. Speziell bei der Betrachtung der Detailansicht ist eine signifikante
Hochregulation nach 8 Stunden zu erkennen.

Bestitigt werden diese Ergebnisse von Fedak et al. in einem Experiment an Hamstern mit
genetischer Kardiomyopathie. Hierbei wurden die verschiedenen Werte von
Metalloproteinasen (MMPs) und TIMPs im Myokard im Vergleich zu gesunden Hamstern

betrachtet. Es konnten normale Levels an MMPs nachgewiesen werden, jedoch zeigt sich
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eine Reduktion an TIMP1 und TIMP3. Ebenso zeigt sich eine Korrelation zwischen dem
Grad der Herzinsuffizienz und der Reduktion von TIMP1 und TIMP3 [54].

Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die wichtige Rolle von TIMP3 in der Homeostase der
inflammatorischen Aktivitit und Antwort auf Uberbeanspruchung. Hier dient es als
Inhibitor der MMPs und der TACE [33, 55].

Auch konnte Fedak et al. in Experimenten mit Mausen, welche einen Mangel an TIMP3
aufweisen, zeigen, dass ein Verlust an TIMP3 zu einer Kardiomyozytenhypertrophie, einer

linksventrikuldren Dilatation und einer kardialen Dysfunktion fiihrt [56].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage iliber die Genexpression von TIMP3 in ventrikulirem Myokard nicht

moglich.

4.8 Interleukin 6 receptor (IL6R)

Bei einer Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte des IL6R Gen ist eine signifikante
Genexpressionssteigerung bereits nach 6 Stunden nachweisbar. Auch in der
Gesamtauswertung konnte nachgewiesen werden, dass es zu einer signifikanten
Genexpressionssteigerung von IL6R bei Frequenzbelastung kommt.

Vergleicht man dieses Expressionsmuster mit anderen Studien, weisen diese &@hnliche
Ergebnisse auf. Die Gruppe um Guillermo Torre-Amionea unternahm eine
Subgruppenanalyse der SOLVD Studie mit Patientlnnen mit NYHA I-III. Es wurde die
Korrelation zwischen Herzinsuffizienz und proinflammatorischen Zytokinen untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass erhohte Werte von proinflammatorischen Zytokinen
u.a. Interleukin 6 mit steigender Herzinsuffizienz einhergehen [57].

In einer Studie von Birner et al. konnten die Ergebnisse mithilfe von Untersuchungen an
Patientlnnen mit Myokardinfarkt und durch experimentelle Herzinsuffizienz aufgrund von

Frequenzbelastung bei Kaninchen ebenso repliziert werden [49].

Aufgrund der geringen Fallzahl und groBen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage liber die Genexpression von IL6R in ventrikuldrem Myokard nicht

moglich.
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4.9 Regulator of Calcineurin (RCAN1)

In den Experimenten zeigte sich bei der Gesamtbetrachtung der Frequenzbelastung, sowie
in der Detailansicht nach 8h, dass es zu einer signifikanten Genexpressionssteigerung von
RCANTI kommt.

Die gesteigerte Genexpression kann erklart werden durch die protektive Aktivitit von
RCANI. In einer Studie von Yang und Bassel-Duby et al. wurde gezeigt, dass die
Expression von RCANI1 durch die transkriptionsfordernde Aktivitdt von Calcineurin,
welche in Kapitel 1.4 erklart wurde, gesteigert wird. Hierbei dient RCAN1 durch negatives
Feedback als Kontrollmechanismus fiir Calcineurin und verursacht hierdurch eine
Reduktion der Calcineurin Aktivitat [36].

Bestiarkt werden diese Ergebnisse durch Experimente von Rothermel et al. mit genetisch
verdanderten Mausen, welche RCANI iiberexprimieren. In diesen konnte gezeigt werden,
dass eine gesteigerte Expression von RCANI in gesunden unbelasteten Herzen keine
pathologischen Ereignisse aufweist. Jedoch bei genetisch verdnderten Méausen, welche
speziell im Myokard eine Uberexpression von RCANI1 hatten, entwickelte sich keine
myokardiale Hypertrophie bei Belastung durch B-adrenerger Rezeptor Stimulation oder
Sport im Vergleich zur Kontrollgruppe[58].

Aufgrund der geringen Fallzahl und grofen Streuung, wie in Abbildung 24 dargestellt, ist
eine genaue Aussage iiber die Genexpression von RCANI1 in ventrikuldrem Myokard nicht

moglich.

4.10Limitationen

Die durchgefiihrten Mengen im isolierten humanen Myokard stellten methodisch hohe
Anspriiche bei einer Vielzahl konsekutiver Schritte und zugleich naturgegeben hoher
Varianz zwischen den Priparaten.

Aufgrund teilweise grofler Streuung zwischen den einzelnen Gruppen (Kontrolle vs.
Intervention) und innerhalb der einzelnen Gruppe (Kontrolle vs Kontrolle und Intervention
vs Intervention) konnten teilweise nur Trends nachgewiesen werden, aber keine
signifikanten Aussagen getitigt werden.

Ein Folgeprojekt dieser Diplomarbeit ist daher auf noch gréfere Fahlzahlen ausgelegt und
auf eine Bioanalyzer-Validierung jeder einzelnen Probe statt der in der vorliegenden Arbeit

angewendeten stichprobenartigen Testung. Dies bedeutet aber einen noch hdheren
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Aufwand und Dauer des Projektes, so dass dieses als 3-jahrige PhD-Dissertation vergeben

wurde.
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