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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Polyamine stellen eine Substanzgruppe dar, die auf Grund der endogenen Synthese
in allen eukaryoten Zellen vorhanden sind, aber auch uber die Nahrung vermehrt
zugefuhrt werden konnen. Aufgrund rezenter Entdeckungen im Bereich des
Alterungsprozesses von Zellen, rickten polyaminassozierte Effekte auf verschiedene
Organsystem, darunter auch des kardiovaskularen Systems, in den Fokus der
Forschung. Da der Grofteil der bisherigen Studien an Mausen oder Ratten
durchgefuhrt wurde, wurden in dieser Arbeit mogliche Effekte auf humanes kardiales
Gewebe untersucht. Es wurden elektrisch stimulierte atriale und ventrikulare humane
Muskelstreifen mit den Polyaminen Spermidin, Spermin und Putrescin inkubiert und
potentielle Anderungen in der entwickelten Kraft gemessen. Fur die Polyamine
Spermidin und Spermin konnten negativ inotrope Effekte ab einer Konzentration von
jeweils TmM in atrialem Gewebe verzeichnet werden. Zusatzlich kam es bei zwei von
17 gemessenen atrialen Muskelstreifen ab einer Konzentration von 100 uM
Spermidin zum Auftreten von Arrhythmien. Interessanterweise fanden sich diese
arrhythmogenen und negativ inotropen Effekte nur in atrialem nicht aber in
ventrikularem Gewebe. In einem zweiten Versuchsansatz galt es die zu Grunde
liegenden Mechanismen dieser Effekte aufzudecken. Da zahlreiche Studien eine
Beeinflussung der intrazellularen Kalzium Homdostase durch Polyamine nachwiesen,
wurden Inhibitoren verwendet, die verschiedene Kalzium
Signaltransduktionskaskaden hemmten. Nach Inkubation mit dem Ryanodin-
Rezeptor Agonist Ryanodin bzw. den Phosphoinositid- 3- Kinase (PI3K) Inhibitoren
A66 und LY294002 wurden atriale Muskelstreifen mit 1mM Spermidin behandelt.
Dabei zeigte sich eine Abschwachung des negativ inotropen Effekts von Spermidin in
Ryanodin vorbehandelten Muskelstreifen im Vergleich zur Kontrolle. Die PI3K
Inhibitoren zeigte keine Beeinflussung des Spermidin- induzierten negativ inotropen
Effekts, jedoch fanden sich in diesen Muskelstreifen weniger Arrhythmien als in der
Kontrolle. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine Interaktion von Spermidin mit dem
Ryanodin- Rezeptor nahe. Auf Grund der vielfaltigen Beeinflussung anderer Kalzium-
vermittelter Prozesse, die in anderen Studien gezeigt wurde, Iasst sich jedoch keine
exakte Aussage uber das Zustandekommen der Effekte treffen. Dazu sind

Experimente mit sensitiveren Methoden notwendig.
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Abstract

Abstract

Polyamines are natural compounds, which are either endogenously synthesised or
exogenously derived via diet. As these substances are present in every eukaryotic
cell, multiple studies were conducted using animal models (mice or rats) with the aim
to investigate the different effects of polyamines on different organ systems, including
the cardiovascular system. In this study, we aimed to test acute effects of polyamines
in human cardiac tissue. For this purpose, electrically stimulated atrial and ventricular
muscle strips (trabeculae) were treated with the polyamines spermidine, spermine
and putrescine in a dose- dependent manner and developed force and diastolic
tension were measured. The polyamines spermidine and spermine (both 1 mM)
exerted a negative inotropic effect in atrial tissue. Furthermore, 100 uM spermidine
caused arrhythmic events in two out of 17 tested muscle strips. The negative
inotropic and proarrhythmic effects occurred only in atrial but not in ventricular tissue.
To elucidate the underlying mechanisms inhibitors of the ryanodine receptor
(ryanodine) and the phosphoinositide 3- kinase (PI3K; A66 and LY294002) were
used to block intracellular calcium- related signalling pathways before administration
of a single dose of 1mM spermidine. Spermidine-induced negative inotropic effect
was attenuated in ryanodine-pretreated trabeculae, whereas this effect remained
unchanged in muscle strips pretreated with the PI3K inhibitors. These results suggest
a possible interaction between spermidine and the ryanodine receptor. Interestingly,
less arrhythmic events occurred in the muscle strips pretreated with PI3K inhibitors.
Although the exact mechanism underlying the effects of spermidine on human atrial
tissue could not be elucidated, our results point out that acute treatment with high
dose of polyamines is associated with disturbances in intracellular calcium

homeostasis.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Substanzgruppe Polyamine

1.1.1 Struktur

Als Polyamine werden organische Verbindungen mit zwei oder mehreren primaren
Aminogruppen bezeichnet. Zu den bekanntesten Vertretern gehéren Spermidin,
Spermin und Putrescin. Diese Polyamine liegen bei einem physiologischen pH- Wert
von 7,4 in wassriger Losung als Polykationen vor (Abb.1). Die hohe Anzahl an
positiven Ladungen ist wichtig fur die zellulare Funktion wie beispielsweise fur die
Bindung an anionische Komponenten der Zellmembran. Polyamine sind im
menschlichen Korper in unterschiedlicher Konzentration im mikromolaren Bereich in
allen Zellen vorhanden'3. Daneben gibt es interindividuell eine hohe
Schwankungsbreite der Polyaminkonzentrationen vor allem im Blut. Ein modglicher
Grund dafur dirfte die Erndhrung sein. Es zeigte sich, dass bei Langzeiteinnahme
von Nahrung hoher Polyaminkonzentrationen wie etwa Sojabohnen auch die
Polyaminkonzentration im Blut ansteigt. DarUber hinaus durfte auch die
Zusammensetzung der Darmflora eine Rolle spielen, da einige Bakterien zur
Synthese von Polyaminen befahigt sind. Bei geringer Zufuhr an Polyaminen Uber die
Nahrung sowie die Einnahme von Antibiotika, welche auch die nattrliche Darmflora
angreifen, konnte eine Verminderung der Polyaminkonzentrationen im Blut gezeigt
werden. Neben der exogenen Zufuhr Uber die Nahrung und der Polyaminsynthese
durch Darmbakterien besteht auch noch die Maoglichkeit der endogenen
Polyaminsynthese Uber die Korperzellen selbst und deren Transport zwischen den

Kompartimenten'#5

R'N H2 + Hx ﬁ R'NH3++ X'

Abb.1: Schematische Darstellung des chemischen Verhaltens von Polyaminen in wéssriger
Lésung bei physiologischen pH- Verhéltnissen. Die Aminogruppe ist funktionell eine

Brénsted- Base.
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Einleitung

1.1.2 Synthese und Metabolismus

Neben dem Vorhandensein von Polyaminen in allen humanen Zellen sind samtliche
Zellen zur eigenstandigen Biosynthese befahigt. Diese lauft dabei nach einem
einheitlichen Synthesepfad ab (Abb.2):

Als Ausgangssubstrat dient die Aminosaure Arginin. Arginin wird Uber Abspaltung
von Harnstoff durch das Enzym Arginase zu Ornitihin umgewandelt. Ornithin
wiederum wird unter Abspaltung von Kohlendioxid durch das Enzym
Ornithindecarboxylase (ODC) zum Polyamin Putrescin umgewandelt. Durch das
Enzym Spermidinsynthase wird Putrescin unter Ubertragung eines Propylaminrests
in Spermidin umgewandelt. Das benotigte Propylamin wird von einem zweiten
Syntheseprozess bezogen: Ausgehend von S- Adenosylmethionin wird Uber die
Adenosylmethionindecarboxylase (AdoMetDC) decarboxyliertes S-
Adenosylmethionin hergestellt. Von dieser Substanz wird Propylamin abgespalten
und von der Spermidinsynthase zur Synthese von Spermidin herangezogen. Analog
dazu wird Uber die Sperminsynthase Propylamin zur Herstellung von Spermin aus
Spermidin verwendet. Sowohl Spermin als auch Spermidin kénnen Uber eine
Zwischenstufe in Spermidin bzw. Putrescin ruckuberfihrt werden. Dabei wird jeweils
Uber das Enzym Spermin/ Spermidin- N1- Acetyltransferase (SSAT) ein Acetylrest
von Acetyl Coenzym A Ubertragen. Auf diese Weise wird Spermin zu N-
Acetylspermin  und Spermidin zu N-Acetylspermidin umgewandelt’. Die
Polyaminoxidase kann anschlieiend N-Acetylspermin zu Spermidin und N-
Acetylspermidin zu Putrescin oxidieren. Daneben kann Spermin direkt Uber die
Sperminoxidase in Spermidin rickuberfihrt werden. Es sei erwahnt, dass der
Groldteil der an der Synthese beteiligten Enzyme induzierbar ist, wahrend
beispielsweise die Polyaminoxidase standig aktiv ist 478, Eine erhohte Aktivitat des
Enzyms SSAT kann beispielsweise durch Stress, hohe Polyaminkonzentrationen und
inflammatorische Signale induziert werden. Diese Abbauvorgange dienen nicht nur
der Regulation der Polyaminkonzentration in der Zelle, sondern fuhren auch zur
Produktion von H202 und Acrolein’®.

Fir die Synthese am bedeutendsten sind die Enzyme ODC und AdoMetDC, da diese
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese darstellen und am besten
reguliert werden. Die Aktivitat dieser Enzyme und auch die Polyaminkonzentration in
den Zellen nehmen mit dem Alter ab, wahrend die Blutpolyaminkonzentration

annahernd gleich bleibt*°.
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Einleitung

Arginin

Ornithin

2#
h 3 S- Adenosylmethionin
Putrescin

PA

51
3
SSATY Spermidin Decarboxyliertes

0

/ S- Adenosylmethionin
N- Acetylspermin PAO 7*T l4 /
‘m Spermin

Abb. 2.: Synthese der Polyamine in eukaryotischen Zellen(*bezeichnet induzierbare Enzyme)

N- Acetylspermidin

1: Arginase, 2: Ornithindecarboxylase (ODC), 3: Spermidinsynthase, 4: Sperminsynthase,
5: S- Adenosylmethionin Decarboxylase (AdoMetDC), 6: Propylamin, 7: Sperminoxidase,
PAO: Polyaminoxidase, SSAT: Spermin/ Spermidin- N1- Acetyltransferase

In dieser Arbeit wurden die Eigenschaften der Polyamine Spermidin, Spermin und
Putrescin untersucht. Betrachtet man die Strukturformeln so fallt auf, dass sich die
Substanzen im Wesentlichen in der Anzahl ihrer Aminogruppen unterscheiden.
Putrescin besitzt zwei ausschliellich primare, Spermidin drei und Spermin vier

jeweils primare und sekundare Aminogruppen. (Abb. 3).

1 2 H
N N
HaNe NS

3 H
HZNMNWNWNHZ
H

Abb.3: Strukturformeln von Putrescin (1), Spermidin (2), und Spermin (3). Entsprechend des

endogenen Syntheseprozesses steigt die Anzahl der Aminogruppen.
Die Strukturformeln wurden von folgenden Websites tibernommen (Stand 17.02.2017):
(1) https://de.wikipedia.org/wiki/Putrescin

(2) https://de.wikipedia.org/wiki/Spermidin

(3) https://de.wikipedia.org/wiki/Spermin
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Einleitung

1.1.3 Transport

Uber den Transport der Polyamine zwischen den menschlichen Zellen ist bisher nur
sehr wenig bekannt. Lediglich bei Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae
wurden eigene Polyamintransporter entdeckt. Bei Mausen konnte eine Aufnahme
von Polyaminen im Darm Uber Caveolin- vermittelte Endozytose nachgewiesen
werden. Nach Bindung von Polyaminen an Polyamin- bindendes Protein erfolgt die
Caveolin- vermittelte Aufnahme dieses Komplexes in die Zelle. Stickstoffmonoxid
(NO) bewirkt anschlielRend das Freisetzen des Polyamins vom Polyamin- bindenden
Protein. In der gleichen Studie wurde auch der Transporter SLC3A2, welcher die

Abgabe von Putrescin, N-Acetylspermin und N-Acetylspermidin steuert,

beschrieben'®
AN 11
. o\\_lam P‘l’ote Put.
® Polyamine ‘:)mdendes Ac. PA
. . SLC3A2

.
\S Put.
Ac. PA
\ NO '
'

Abb. 4: Schematische Darstellung der Polyaminaufnahme im Darm bei M&usen.
Put.= Putrescin, Ac. PA= Acetylierte Polyamine (N- Acetylspermidin, N- Acetylspermin),Cav.-

1= Caveolin-1.

Daneben sei noch erwahnt, dass es einen engen Zusammenhang zwischen dem
Polyamin- und NO- Metabolismus gibt. So kann NO das Schlisselenzym der
Polyaminsythese ODC hemmen, wahrend Polyamine ihrerseits die NO- Synthase
hemmen koénnen’. AuRerdem stellt die Aminoséure Arginin das Ausgangssubstrat

beider Synthesewege dar*.
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Einleitung

Zusammengefasst ist der Stoffwechsel der Polyamine sehr komplex und in
eukaryotischen Zellen noch nicht genau erforscht. Als sehr wahrscheinlich gilt aber,
dass lokale Veranderungen in den Polyaminkonzentrationen entscheidend fur

physiologische und pathologische Prozesse sein durften.

1.1.4 Funktion

Polyamine sind an einer Vielzahl von zellularen Vorgangen beteiligt. Dabei konnen
sie sowohl eine Proliferation von Zellen bewirken, als auch Apoptose induzieren. Die
Art der vermittelten Wirkung hangt vor allem vom Zelltyp und von weiteren
extrazellularen Signalen ab. Auf diese Weise beeinflussen Polyamine je nach

Organsystem verschiedene zellulare Prozesse’-'".

Da neben genannten Synthese- und Abbauprozessen der Polyaminstoffwechsel
auch durch exogene Aufnahme aus der Nahrung sowie Synthese durch
Darmbakterien beeinflusst wird, kommt dem Gastrointestinaltrakt eine besondere
Rolle zu'4°. Neben diversen Modellen lber die Resorption, sind auch zahlreiche
Wirkungen auf die gastrointestinalen Epithelien beschrieben:

Im Magen spielen Polyamine vor allem in der Epithelproliferation und in der
Abheilung von Verletzungen wie beispielsweise Ulcera eine bedeutende Rolle, indem
sie eine Reorganisation des Zytoskeletts initiieren. So konnte in Helicobacter pylori
besiedelten Magenepithelien eine Freisetzung von H202 mit nachfolgender Einleitung
der Apoptose beim Abbau von Polyaminen durch die Polyaminoxidase beobachtet
werden'?.

In intestinalen Zellen scheint der Einfluss der Polyamine wesentlich komplizierter zu
sein. Wahrend flur die Proliferation mehrere Gene in Frage kommen, scheint eine
Entfernung von Polyaminen durch erhdéhten Verbrauch (Depletion) vor Apoptose zu
schutzen. Aulerdem fuhren verschiedene gastrointestinale Erkrankungen zu
Anderungen in den Polyaminkonzentrationen: Ein erhéhter Polyaminkatabolismus mit
hohen Putrescinwerten fand sich bei nekrotischen Pankreatitiden, bei Osophagitis
ausgeldst durch biliopankreatischen Reflux hingegen kam es zu einer hohen ODC

Aktivitat mit hohen Polyaminwerten'2.
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Einleitung

Im Gehirn und dem peripheren Nervensystem dienen neuronale Stitzzellen
(Gliazellen) als Speicher fur Spermidin und Spermin. In diesen Zellen fehlt die
Sperminsynthase. Die Aufnahme von Polyaminen in diesen Zellen erfolgt tGber einen
noch nicht geklarten Mechanismus. Die Freisetzung von Spermin und Spermidin hat
zur Folge, dass verschiedene neuronale lonenkandle wie einwartsgerichtete
Kaliumkanale (Kir), nicotinische Acetylcholinrezepetoren und N- methyl- D- Aspartat-
Rezeptoren (NMDA), um nur einige zu nennen, aktiviert werden. Die daflir nétige
Konzentration reicht von 10 nM- 200 uM. Da Polyamine auf mehrere Rezeptoren
wirken kdnnen, werden ihnen sowohl neuroprotektive wie auch neuropathologische
Eigenschaften zugeschrieben. Polyamine konnen (ber eine Blockade des Ca?*
Einstroms bei gewissen Kanalen des Gehirns vor einer Reizlberflutung und Ischamie
mit nachfolgender Apoptose schitzen. Im Gegensatz dazu wird neurologischen und
psychiatrischen  Krankheiten wie Epilepsie, Insult, Gedachtnisstérungen,
Schizophrenie und Depression eine Beeinflussung durch Polyamine nahegelegt.
Neben den komplexen Vorgangen auf Rezeptor- und lonenkanalebene, dirfte vor
allem bei ischamischen Ereignissen die neurotoxischen Substanzen H202 und
Acrolein eine Rolle spielen, welche im Rahmen des Polyaminabbaus gebildet

werden?®13.14,

Wegen ihres Einflusses auf die Proliferation konnte in vielen verschiedenen
Tumorgeweben ein gestorter Polyaminmetabolismus festgestellt werden. Bei
Kolonkarzinompatientinnen fanden sich erhohte Polyaminkonzentrationen im Blut
und Harn im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe. Erhdhte Polyaminwerte (vor
allem Spermidin und Spermin) im 24 Stunden Harn fanden sich auch bei diversen
anderen Tumoren wie metastasierten Lungenkarzinomen, Hoden- und
Ovarialtumoren-17.

Die Schrittmacherenzyme der endogenen Polyaminsynthese durften dabei eine
groRe Rolle spielen. Bei Mausen konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der
Aktivitat des Enzyms ODC und der Tumorprogression bei Plattenepithel- und
Basalzellkarzinomen der Haut festgestellt werden'®. Zusammen mit AdoMetDC
wurden erhohte Konzentrationen der ODC in verschiedenen Tumoren mit gleichzeitig

erhohter Blutpolyaminkonzentration gefunden, welche nach Entfernung des Tumors
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wieder sanken. Die Entwicklung eines Chemotherapeutikums, welches in den
Polyaminstoffwechsel eingreift ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Ein
mogliches Ziel eines solchen Wirkstoffes ware der ODC- Inhibitor Difluormethyl-
Ornithin (DFMO). Versuche an den meisten Zelllinien ergaben nach DFMO-
Administration allerdings nur eine Senkung der Konzentration von Putrescin und
Spermidin und nicht von Spermin. Momentan ist DFMO nur in der Behandlung der

Afrikanischen Trypanosomosis zugelassen 75111920,

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass zu hohe Polyaminkonzentrationen
diverse Organfunktionen negativ beeinflussen. Mause, welche Uber Wochen mit
hochkonzentrierten Polyaminen geflttert wurden, zeigten Veranderungen im Blutbild,
den Leberwerten und Elektrolytverschiebungen. Gleichzeitig fanden sich vergroRerte
Organe und pathologische Veranderungen an Niere, Leber, Milz und Hoden. Diese
Effekte traten bei Spermidin und Spermin wesentlich haufiger und schon bei
geringeren Konzentrationen als bei anderen Polyaminen auf. Die geschatzte LDso
von Spermin und Spermidin lag bei jeweils 600 mg/kg?".

Daneben existiert mit dem Snyder Robinson Syndrom eine Krankheit, welche direkt
durch einen gestorten Polyaminmetabolismus zu erklaren ist. Bei dieser Erkrankung
fuhrt das fehlerhafte Enzym Sperminsynthase zu der typischen Symptomatik aus

Hypotonie, neurologischem Defizit und gestértem Muskel- und Knochenwachstum'.

Zusammengefasst konnen Polyamine die Funktion zahlreicher Organe beeinflussen.
Durch ihr ubiquitares Vorkommen und ihre Eigenschaft als Polykationen kdnnen sie
an Nukleinsauren, Glycolipide und lonenkanale in verschiedenen Zellen binden und
so diverse Signaltransduktionskaskaden beeinflussen’*7. Vor allem die
Beeinflussung Ca?* - vermittelter Signalwege durch Polyamine nimmt dabei eine

bedeutende Rolle ein.
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1.2 Einfluss der Polyamine auf Ca** Kanéle und Homéostase

In zahlreichen Studien konnte eine Beeinflussung der intra- und extrazellularen Ca?*-
Konzentrationen beobachtet werden. Beispielsweise wurde bei
Rattenkardiomyozyten eine  Erhdhung der ODC  Aktivitat und  der
Polyaminkonzentrationen intrazellular nach Stimulation durch Isoproterenol
beschrieben. Isoproterenol bewirkt eine Erhohung des Ca?*- Ein- und Ausstroms,
eine Erniedrigung der intrazellularen Ca?*- Konzentration und stimuliert Ca?*-
abhangige  Transportvorgange. Diese Isoproterenol- induzierten  Effekte
verschwanden jedoch nach Blockade der Polyaminsynthese mit dem Inhibitor DFMO
wieder?>23,

In einer anderen Studie konnte eine signifikante Abnahme der Kraftentwicklung bei
elektrisch stimulierten Rattenkardiomyozyten nach Zugabe von Spermidin und
Spermin in einer Konzentration bis zu 500 uM verzeichnet werden. Dieser negativ
inotrope Effekt korrelierte mit einer Abnahme des intrazellularen Kalziums?“.
Umgekehrt jedoch scheint auch die zytosolische Ca?*- Konzentration einen Einfluss
auf die endogene Polyaminsynhtese zu nehmen. Es konnte eine Abnahme der ODC-
Aktivitat und der endogenen Polyamine in klnstlich perfundierten Rattenherzen mit
einer Ca?*- freien Losung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden?3.

Eine mdgliche Ursache findet sich in dem Calciumsensitiven Rezeptor (CaR). Dieser
besteht aus einer extrazelluldaren Doméane als Bindungsstelle fur Liganden, einer
transmembranésen Domane aus einem G-Protein gekoppelten Rezeptor und einer
intrazellularen Domane fir die Signaltransduktion. Uber die extrazelluldre Doméne
kdnnen Ca?* aber auch Polyamine binden und nachfolgend die intrazellulare Ca?*-
Konzentration erhdhen. An embryonalen Nierenzellen, welche ein humaner CaR
Ubertragen wurde, fand sich ein kooperativer Effekt zwischen extrazellularem Ca?*
und Spermin, sodass bei konstanter extrazellularer Ca?*- Konzentration und
steigender Sperminkonzentration das intrazellulare Ca?* anstieg?®2728. Dieser
Rezeptor wurde in seiner funktionsfahigen Form allerdings bislang nur in Atria und
Ventrikel adulter und neugeborener Ratten nachgewiesen?®.

Weiters beeinflussen Polyamine auch intrazellulare Ca?*- Verschiebungen.
Beispielsweise kann Spermin die mitochondriale Ca?*- Aufnahme am Rattenherz
modulieren3®. Auch Einflisse auf dem intrazellularen Ca?'- Speicher, dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) konnten gezeigt werden: An isolierten SR von
Skelettmuskelzellen des Hasen, welche mit dem Ca?*-freisetzenden Induktor Coffein
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beladen wurden, zeigte sich nach Gabe von Spermin eine verminderte Ca?*
Freisetzung®'.

Eine weitere Studie untersuchte eine Anderung der Ca2*- Homdostase als mdéglichen
Apoptosefaktor bei kinstlich hypertrophen Rattenherzen. Dabei fihrte eine
Aktivierung des CaR zu einem Ca?*- Shift aus dem SR in die Mitochondrien, was
unter anderem zur Freisetzung von Cytochrom c und Induktion einer Apoptose
fuhrte32. Zwar erfolgte in dieser Studie die Aktivierung des CaR nicht mit Polyaminen,
andererseits konnte bei neonatalen Rattenkardiomyozyten bei Zugabe von Putrescin
eine Zunahme, bei Spermidin- und Spermingabe hingegen eine Abnahme der
Apoptose beobachtet werden. Daneben beschreiben viele andere Studien

Polyamineffekte auf das kardiovaskulare System33,

1.3 Kardiale Physiologie

1.3.1 Physiologie des Aktionspotentials

Das autonome Herz verfugt im Gegensatz zum Skelettmuskel Uber eine
eigenstandige Reizgenerierung. In spezialisierten Schrittmacherzellen des
Sinusknoten beginnend kommt es durch einen Na*- Einstrom zu einer spontanen
Depolarisation durch das Offnen von hyperpolarization- activated cyclic nucleotide-
gated (HCN) Kanale. Nach Erreichen des Schwellenpotentials kommt es zur Offnung
von spannungsabhangigen Kalziumkanalen (vgCaCH) vom L-Typ, was zu einem
starken Ca?*- Einstrom in die Zelle und einem steileren Potentialanstieg flhrt.
Gleichzeitig 6ffnen sich dabei spannungsabhangige K*- Kanale, woraufhin es zu
einem Ausstrom von K* aus der Zelle kommt. Dadurch kommt es zur Repolarisation
und zu einem Abfall des Potentials auf den Ausgangswert, dem maximal
diastolischem Potential. Abschlielend wird durch die Natrium- Kalium- ATPase
(Na*/K*- ATPase), welches Na® in den Extrazellularraum und K* in den
Intrazellularraum pumpt, sowie dem Natrium- Kalzium Austauscher (NCX), welcher
Ca?* im Austausch gegen Na* aus dem Zellinneren befordert, das
lonengleichgewicht wieder hergestellt34-36.

Das Aktionspotential der Schrittmacherzellen wird anschlielRend auf die Zellen des
Arbeitsmyokards fortgeleitet. Das dort neuentstandene Aktionspotential unterscheidet

sich von jenen der Schrittmacherzellen, indem hier spannungsabhangige Na*-
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Kanale zu einem starken Na*- Einstrom in die Zelle und so zu einer schnellen
Aufstrichphase am Beginn der Erregung fiihren. Im Anschluss findet ein Ca?*-
Einstrom Gber vgCaCH vom L-Typ statt. Dieser Ca?*- Einstrom ist verantwortlich fiir
die Ausbildung eines Plateau und Verlangerung der Aktionspotentialdauer, wodurch
die Refraktarzeit erhoht und kreisende Erregungen verhindert werden. Aulierdem
bewirkt eingestrdmtes Ca?* die Offnung des Ryanodin- Rezeptors (RyR) in der
Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Da das SR als intrazellularer
Ca?*- Speicher dient, fiuhrt die Offnung des RyR =zur  kalziuminduzierten
Kalziumfreisetzung“3¢:37. Im Zellinneren freigesetztes Ca?* wird zum einen flr die
mechanische Kontraktion verwendet, zum anderen bindet es an Calmodulin (CaM).
Dieser Ca?* - Calmodulin- Komplex (CaCaM) hemmt den RyR und aktiviert
gleichzeitig die Calmodulinkinase Il (CaMKIl), welche den RyR phosphoryliert und so
dessen Leitfahigkeit fiir das nachste Aktionspotential erhoht38. AbschlieBend werden
die Ca?*- Speicher des SR (ber die sarko/endoplasmatic Ca?*- ATPase (SERCA),
welches Ca?* zurlick ins SR pumpt, aufgefillt3®. Zusatzlich wird tiber den NCX Ca?*
im Austausch gegen Na* entfernt und so die Ca?*- Konzentration des Ruhepotentials
in der Zelle wieder hergestellt34-36,

Dieser Vorgang kann durch Ryanodin beeinflusst werden. Ryanodin (Rya), ein
starker Agonist des RyR, bewirkt eine Konformationsanderung des RyR in seine
gedffnete Form, wodurch die Zelle die Fahigkeit verliert Ca?* im SR zu speichern.
Das dadurch freigesetzte Ca?* wird liber den NCX aus der Zelle entfernt. Durch den

Ca?*- Mangel sinkt in weiterer Folge die Kontraktionskraft*°.

1.3.2 Mechanische Kontraktion und Inotropie

Im Anschluss an die elektrische Reizung der Myozyten wird die Kontraktion
ausgelost. Fur die Kontraktion ist das Zusammenspiel von Aktinfilamenten und dem
Protein Myosin notwendig. Im Ruhezustand sind Aktinflamente von
Proteinkomplexen aus der Familie der Troponine umhullt. Davon nimmt Troponin C
eine besondere Rolle ein, da es die Bindungsstelle fir Myosin an Aktinfilamente
blockiert. Die Bindungsstelle wird freigegeben, sobald Ca?* an Troponin C bindet.
Dieser Vorgang, bei dem wahrend des Aktionspotentials Ca?* aus dem SR
ausgeschittet und die Bindung von Myosin an Aktin ermdglicht wird, wird als
elektromechanische Koppelung bezeichnet. Die Bindung von Myosin an
Aktinfilamente bewirkt eine Konformationsanderung des Myosins, wodurch sich die
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gesamte Zelle verkirzt. Dieser Vorgang ist ATP- abhangig. Ca?* verlasst
anschlielend Uber den NCX im Austausch gegen Na* die Zelle oder wird Uber die
SERCA ins SR zuriickgepumpt. Als Inotropie wird eine Anderung der
Kontraktionskraft der Herzmuskelzelle verstanden. Uber neuronale, hormonelle oder
pharmakologische Beeinflussung kann die Inotropie gesteigert (positiv inotrop) oder

gesenkt (negativ inotrop) werden'42,

1.4 Beeinflussung der Ca?* Homéostase durch die PI3K
Signaltransduktionskaskade

Phosphoinositid 3- Kinasen (PI3K) sind Enzyme, welche die Umwandlung von
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat in Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
katalysieren. Diese fuhrt zu nachfolgender Initilerung verschiedener Signalwege. Die
PI3K werden je nach Art der Aktvierung und Molekularstruktur in verschiedene
Untergruppen eingeteilt. In dieser Arbeit wird auf die Untereinheiten PI3Ka und PI3Ky
und deren Einfluss auf intrazellulare Signalwege eingegangen*3:

Die PI3Ky vermittelt den beta- Arrestin (B-AR) Signalweg. Uber die B- Untereinheit
des G- Protein gekoppelten Rezeptors (GPCR) wird die PI3Ky aktiviert. Diese erhoht
die Phosphodiesterase-4- Aktivitat (PDE-4), wodurch zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) zu Adenosinmonophosphat (AMP) abgebaut wird.
Bei Hemmung der PI3Ky durch den reversiblen Inhibitor LY294002 wird der cAMP-
Abbau verhindert, sodass es zu einem Anstieg des cAMP mit nachfolgender
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) kommt. Die PKA phosphoryliert
Phospholamban (PLN), die regulierende Einheit der SERCA, wodurch die Aktivitat
der SERCA und die Ca?*- Aufnahme ins SR erhoht wird. Im Mausversuch zeigte sich
flr LY 294002 ein positiv inotroper Effekt. 43:44.45.46

In einer Studie an Mausen konnte bei kurzfristiger Uberexpression der PI3Ka eine
erhohte Expression Ca?*- regulierender Proteine wie der SERCA, des RyR und des
vgCaCH vom L-Typ gezeigt werden. Langfristig filhrte eine Uberexpression bei
Mausen zu einer Zunahme des Herzgewichts. Ein spezifischer Inhibitor der PI3Ka ist
A6643,44,47,48_

Abbildung 5 zeigt eine Zusammenfassung der PI3K- vermittelten Signalwege und
eine Beeinflussung dieser durch die Inhibitoren A66 und LY294002.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der PI3K Signaltransduktionskaskade und Beeinflussung
durch die Inhibitoren A66 und LY294002. Wéhrend LY294002 letztlich zu einer vermehrten
Aktivitdt der SERCA fiihrt, wirkt A66 direkt auf DNA- Ebene und erhéht so die Expression

Ca’*- regulierender Proteine.

1.5 Funktion der Polyamine im kardiovaskulédren System

In Studien wurden zum einen unmittelbare wie auch Langzeiteffekte der Polyamine
auf das kardiovaskulare System beschrieben. Bei Mausen fand sich nach Applikation
von Spermin, Spermidin und Putrescin in hohen Dosen (fur Spermin ab 1 mg/kg)
eine Reduktion des systolischen und diastolischen Blutdrucks?'. Beim Menschen
konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen der Spermidinkonzentration des
rechten Herzohres von herzchirurgischen Patientinnen und einer erhdhten
Herzfrequenz und linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF), hingegen eine
negative Korrelation dieser Parameter bei der Zwischenstufe N- Acetylspermidin
festgestellt werden. Als morphologisches Korrelat fand sich hier eine linksatriale
VergroRerung bei Patientinnen mit erhohter ODC Aktivitat*°.

Ebenso legen viele andere Studien eine positive Korrelation zwischen kardialer
Hypertrophie und Polyaminen nahe: Es wurden erhdhte Polyaminkonzentrationen im

Herzgewebe nach Aortenstenose, Stress, Sport und nach Zugabe von f-
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Rezeptoragonisten festgestellt. Dabei wurde eine vermehrte RNA- und
Proteinsynthese sowie Histonhyperacetylierung beobachtet?-50:51,

Ein mogliches Erklarungsmodell hinsichtlich der Proliferation zeigen Versuche an
Kardiomyozyten von Huhnerembryonen: Hier fand sich nach Zugabe von TNFa und
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) eine Induktion von ODC und der induzierbaren
NO-Synthase, woraufhin auch die DNA- Synthese anstieg. Dieser Effekt trat jedoch
nicht mehr nach Hemmung der ODC durch DFMO und Hemmung der NO-Synthase
aufS2, Fur die Aktivierung der ODC und NO- Synthase dirften die Signalmolekile NF-
kB und ERK verantwortlich sein, welche auch gleichzeitig die Kaspasen,
Schlusselenzyme der Apoptose, hemmen. Nach Aktivierung der ODC und NO-
Synthase kommt es zum Anstieg von Polyaminen und NO, welche wiederum cGMP
Level in der Zelle erhéhen, was Letzendes zur Stimulation der DNA Synthese fihrt.
Eine erhdhte DNA- Synthese liel sich auch nach Zusatz von exogenen Polyaminen
und NO- Donoren sowie cGMP- Analoga in ruhenden Zellen beobachten’.

In einer weiteren Studie konnte der Einfluss der ODC auf die kardiale Hypertrophie
dargestellt werden. Dazu wurden genetisch manipulierte Mause verwendet, bei
denen die ODC Uberexprimiert wurde. Nach Behandlung mit dem -
Rezeptoragonisten Isoproterenol zeigte sich eine starkere linksventrikulare
Hypertrophie als bei der Kontrolle, welche die ODC im normalen Mal3e exprimierten.
In einem zweiten Ansatz wurde zusatzlich zu Isoproterenol, L-Arginin jenen Mausen
verabreicht, die ODC Uberexprimierten, woraufhin es zu einer systolischen
Dysfunktion und zum Tod innerhalb von 48 Stunden kam. Nachfolgende
Untersuchungen der Kardiomyozyten zeigten eine verringerte Kontraktilitat und

veranderte Ca2*- Strome®3.

1.6 Fragestellung und Ziele

Um akute Effekte der Polyamine auf humanes Herzgewebe zu untersuchen, wurden
Herzmuskelstreifen mit steigenden Konzentrationen von Spermin, Spermidin und
Putrescin behandelt. Um einen moglichen zugrundeliegenden zellularen
Signaltransduktionsmechanismus fur Polyamine im Herzgewebe zu identifizieren,
wurde in einer zweiten Versuchsserie die Inhibitoren A66, LY294002 und Ryanodin

vor Einsatz von Spermidin verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Fur die nachfolgenden Experimente wurden zwei verschiedene Gewebetypen
verwendet: Die Dosiswirkungskurven wurden an atrialem und ventrikularem
humanen Myokard getestet, die Inhibitorversuche wurden nur unter Verwendung

atrialer Muskelstreifen durchgefuhrt.

2.1.1 Atriales Gewebe

Es wurden insgesamt 33 Versuche mit Proben von 35 Patientinnen durchgefihrt.
Das Material wurde nach Zustimmung durch die Patientinnen im Rahmen einer
Aortenklappen- oder Bypass- Operation in den Operationssalen der Herzchirurgie
durch die Chirurglnnen entnommen. Bei diesen Eingriffen ist eine Umgehung des
System- und Lungenkreislaufs durch Verwendung einer Herzlungenmaschine
notwendig. Dabei wird eine vendse Kanule in den rechten Vorhof eingebracht und
das rechte Herzohr entfernt.

Dieses Gewebsstick wurde unmittelbar mittels steriler Pinzette in einen mit 2-3
Butandion- monoxim (BDM)- Tyrode Loésung gefillten Becher Uberfihrt und fur
nachfolgende Versuche verwendet. Ausgeschlossen wurden jene Patientinnen mit
permanenter Vorhofflimmerarhythmie, da diese durch die chronisch geschadigte
Vorhofmuskulatur eine sehr schlechte Kraftentwicklung zeigten und somit keine
verninftige Aussage Uber mdgliche inotrope Effekte moglich war. Da das
entnommene Gewebe von herzkranken Patientinnen stammte, mussten Faktoren
wie zum Beispiel Medikamente und Begleiterkrankung berucksichtigt werden.

Tabelle1 zeigt eine Auflistung der Patientinnendemographie.
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Alle Patientinnen N=35, Daten von 34 Patientlnnen (* Standardabweichung)

Geschlecht 4, n, (%) 31 (92%) Diabetes mellitus I, n ,(%) 12 (35%)

Geschlecht ¢, n, (%) 3 (8%) Diastolische Dysfunktion, 14 (41%)
n, (%)

Alter in Jahren 66,2+8,6 LVEF (%), n 56,3+12,3

BMI in kg/cm? 279+472

CABG, n, (%) 27 (79%) Medikamente

AKE, n, (%) 2 (6%) Thrombo- ASS, n, (%) 27 (79%)

AKE+ CABG, n, (%) 5(15%) Statine, n, (%) 26 (76%)

Sinusrhythmus, n, (%) 31 (91%) AT Il Antagonisten, n, (%) 8 (24%)

VHFA, n, (%) 1 (3%) ACE- Hemmer, n, (%) 20 (59%)

SM- Ersatzrhythmus, n, (%) 2 (6%) B- Blocker, n, (%) 27 (79%)

Arterielle Hypertonie, n, (%) 33 (97%)

Tabelle 1: Patientinnendaten, atriale Muskelstreifen

&= mannlich, Q= weiblich, BMI= body mass index, CABG= coronary artery bypass graft,
AKE= Aortenklappenersatz, VHFA= Vorhofflimmerarrhythmie, SM= Schrittmacher, LVEF=
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels, ASS= Acetylsalicylséure, AT II= Angiotensin Il, ACE=

angiotensin converting enzyme.

2.1.2 Ventrikuldares Gewebe

Das Gewebe wurde aus Herzen von Organspendern gewonnen, welche aus
verschiedenen Grunden wie Alter, bestehenden Herzerkrankungen, positiver
Virusserologie oder bdsartiger Grunderkrankungen nicht flr die Transplantation
geeignet waren, das Herz an sich jedoch eine normale Auswurfleistung aufwies. Es
konnten 16 Gewebeproben von funf Patientinnen fur die nachfolgenden Versuche
verwendet werden. Die Gewinnung des Gewebes erfolgte am Zentrum fur
Medizinische Forschung Graz. Das Versuchsmaterial wurde sowohl aus der linken
als auch rechten Kammer isoliert und nach Uberfiihrung in einen mit BDM- Tyrode-

Lésung gefullten Becher ins kardiologische Labor gebracht.
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2.1.3 Pufferlosungen

BDM- Tyrode Losung: Um nach Erhalt des Herzohrs die Zersetzung des
Gewebes zu reduzieren, wurde eine BDM- Tyrode LOsung (Zusammensetzung
siehe Tabelle 2) verwendet. Das darin enthaltene 2-3 Butandion- monoxim
reduziert unter anderem die Querbrickenbildung und damit die Kraftentwicklung
und senkt so den Energieverbrauch. Um die Autolyse des Gewebes weiter zu
reduzieren, wurde die Losung zuvor im Kuhlschrank bei 4°C gelagert und dann
mittels Begasung durch Carbogen (95% O2, 5% COz2) auf einen physiologischen
pH- Wert von 7,4 gebracht54.55.56

Tyrode- Losung: Die Tyrode- Loésung wurde als Nahrmedium fur das
Muskelgewebe wahrend der Versuche verwendet. Zur langeren Haltbarkeit wurde

die Lésung bei 4°C gelagert (Zusammensetzung Tabelle 2).

BDM- Tyrode- Losung Tyrode- Léosung
7,422 g NaCl 7,422 g NaCl
2,100 g NaHCO3 2,100 g NaHCOs3
2,018 g Glukose 2,018 g Glukose
0,177 g KH,PO4 0,177 g KH,PO4
0,172 g KClI 0,172 g KClI
0,148 g MgS04-7H,0 0,148 g MgS04-7H,0
0,029 g CaCl>-2H:0 0,029 g CaClz>-2H20
3,000 g 2,3- BDM 5 |.E. Altinsulin

Tabelle 2: Zusammensetzung der Pufferlésungen bezogen auf 1L H»O. lonenkonzentration
der jeweiligen Lésungen [mmol/L]: Na*: 152; K*: 3,6 ; Ca®*: 0,2; Mg** : 0,6; HCOj3 : 25;
Cl :129,5; H:PO4 : 1,3; SO 0,6

2.1.4 Substanzen

Spermidin, Spermin- tetrahydrochlorid, Putrescin- dihydrochlorid, NaCl, NaHCOs,
KH2PO4 und 2,3- BDM wurden von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) und
KCI, CaCl2-2H20, MgS0O4-7H20 und Glukose von Merck (Darmstadt, Deutschland)
erworben. A66 und Ryanodin wurden von Tocris (Bristol, Vereinigtes Konigreich) und
LY 294002 von Calbiochem (Darmstadt, Deutschland) gekauft. Fir die Herstellung
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der Spermidinlésung wurden 5 g Spermidin in 15 mL eiskaltem destillierten Wasser
gelost und mit 37 % HCI auf einen pH von 7,3 titriert. AbschlieRend wurden Aliquots
von 1 mL mit einer Konzentration von jeweils 1 mol/L durch Verdinnung mit
destilliertem Wasser hergestellt. Spermin- tetrahydrochlorid und Putrescin-
dihydrochlorid wurden mit destillietem Wasser zur Herstellung von je 100 pmol/L
Losungen behandelt. Es wurde 96% Ethanol fur die Zubereitung von A66, LY294002

und Ryanodin verwendet.

2.1.5 Streifenanlage

Samtliche Versuche wurden an der in Abbildung 6 dargestellten Messanlage
durchgefuhrt. Die Anlage setzt sich aus folgenden Elementen zusammen:

= 4 Messeinheiten mit Force Transducer (Scientific Instruments, Deutschland)

= Stimulator STM1 (Scientific Instruments, Deutschland)

= 4 Rollpumpen MC MS (Ismatec, Schweiz)

= Stereomikroskop VMT (Olympus, Japan)

= 4-Kanal-Thermoschreiber Graphtec Linearcorder WR 3320 (Graphtec, Japan)

=  Computer mit Softwareprogramm Labview

= Warmepumpe Lauda RM20 mit Schlauchsystem

= Schlauchsystem mit Tyrode Becken

Die Streifenanlage besteht aus zwei getrennten Kreislaufen:

e Einen Warmekreislauf, welcher Gber eine Warmepumpe alle Kanale versorgt
und fur eine Temperatur von 37°C im Organbad sorgt. Die Erwarmung erfolgt
durch Integration eines Teils des Schlauchsystems des
Nahrldsungskreislaufes sowie des Tyrode Beckens in das Schlauchsystem
des Warmekreislaufs. Durch den Warmekreislauf fliel3t eine fungizide Lésung,
welche eine Ablagerung von Pilzen im Schlauchsystem verhindert.

e Einen Kreislauf fur die Nahrlosung. Es gibt fir jeden der 4 Kanale einen
eigenen Kreislauf, welcher Uber eine eigene Begasung (95% O2, 5% COz),
Tyrode- Becken und Rollpumpe verfiigt. Uber das Tyrode- Becken kdnnen
Tyrode- Losung und Substanzen fur die Versuche eingebracht werden. Die
Nahrldsung wird durch das Schlauchsystem zum Organbad durch die
Rollpumpen geleitet und anschlieRend wieder zum Tyrode- Becken

zuruckgefuhrt bzw. in die Perfusorspritzen abgeleitet.
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Die Messeinheit setzt sich jeweils zusammen aus:
o einem in einem Thermoblock eingefasstem Organbad aus Teflon, in welches
die Nahrlésung gepumpt wird
o zwei Minutiennadeln, in welche der Muskelstreifen aufgehangt wird
o eine Mikrometerschraube, welche mit einer der Nadeln verbunden ist und Uber
welche der Abstand der Nadeln reguliert werden kann
o sowie eine zu- und abfuhrende Kandle fur die Nahrlésung.
Uber die Messeinheit wurden die kinetischen Daten der Trabekel erfasst. Dies erfolgt
Uber eine der Minutiennadeln, welche mit dem Force Transducer verbunden ist.
Die Daten wurden sowohl analog auf den Drucker als auch digital auf den Computer
Ubertragen.
Uber einen Stimulator kdnnen Spannung und Frequenz der Stimulation sowie eine

Nullpunktbestimmung (zero adjustment) eingestellt werden.

Abb. 6: Aufbau der Messanlage. 1: Messeinheit mit Force Transducer, Organbad,

2: Rollpumpe, 3: Stimulator, 4: 50 mL Perfusorenspritze zum Ablassen von Flissigkeit,
5: 100 mL Tyrode-Becken mit Schlauchsystem
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung

Unmittelbar nach Erhalt des Gewebes aus dem herzchirurgischen Operationssaal
wurde das Gewebe in das kardiologische Labor gebracht. Nach Uberfiihrung des
Herzohres in eine mit frisch begaster BDM- Tyrode- Losung gefullten Praparierschale
wurde aus dem Herzohr je nach Qualitat und Grofle des Herzohres zwischen null
und acht Muskelstreifen, im nachfolgenden auch als Trabekel bezeichnet, gewonnen.
Die Praparation erfolgte unter dem Mikroskop und unter Verwendung von Pinzetten
und Mikroscheren. Es ist darauf zu achten Dehnungen des Gewebes zu vermeiden,
da sonst irreversible Strukturschaden die Qualitdit des Gewebes gefahrden.
AuRerdem sollte der Querdurchmesser der praparierten Trabekel nicht zu grof3 sein,
da sonst eine Hypoxie der inneren Muskelschichten droht®”.

Die gewonnen Trabekel wurden in einem mit BDM- Tyrode- Losung gefullten Becher
gesammelt und anschlieBend mittels einer Pipette in das Organbad uberfuhrt. Das
Organbad wurde zuvor mit Tyrode- Losung geflutet, indem 90 mL in das Tyrode-
Becken gegeben und zum Organbad gepumpt wurde. Unter dem Mikroskop erfolgte
moglichst atraumatisch das Einhangen der Trabekel in die Minutiennadeln. Um das
beim Uberfihren der Trabekel in das Organbad vorhandene BDM wieder aus dem
System auszuwaschen, wurden 40 mL der urspriinglichen 90 mL Tyrode Ldsung in
die Perfusorspritzen Uberfihrt, sodass nur mehr 50 mL im System verblieben.

Nach Einhangen der Muskelstreifen wurde die diastolische Ruhespannung der
einzelnen Trabekel auf einen Ausgangswert von 0 mN/mm? gesetzt.

Um eine physiologische Ca?*- Konzentration von 2,5 mmol/L herzustellen, wurde in 2
Schritten zunachst 50 uL (Ca?*- Konzentration von 1,2 mmol/L erreicht) anschlieRend
65 uL (Ca?*- Konzentration von 2,5 mmol/L erreicht) einer 1M CaCl2- L&sung
zugefiihrt. Nach Zugabe des 2. Ca?*- Schrittes erfolgte die elektrische Stimulation der
Muskelstreifen. Es wurden alle Versuche mit einer Stimulationsfrequenz von 1 Hertz
(Hz) durchgefihrt. Die Hohe der elektrischen Spannung wurde abhangig von der
optimalen Kraftentwicklung an die einzelnen Trabekel angepasst.

Nach Einschalten der Stimulation wurden die Trabekel mittels Mikrometerschraube
gedehnt. Dadurch wird eine Erhdhung der Vorlast (=preload) simuliert, welche Uber
den Frank- Starling- Mechanismus zu einer Erhdhung der systolischen Kraft fiihrt®.
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Die Dehnschritte wurden solange wiederholt bis die Trabekel keinen wesentlichen
Kraftzuwachs mehr verzeichneten. Dieser Punkt wurde als Lmax bezeichnet und

markierte den Startpunkt der nachfolgenden Versuchsprotokolle.

2.2.2 Dosis- Wirkungskurve

Nach Erreichen von Lmax wurde im Abstand von 20 Minuten die
Interventionssubstanzen Spermidin, Spermin oder Putrescin bzw. NaCl Lésung als
Kontrolle in steigenden Konzentrationen in die Tyrode- Becken pipetiert. Fur die
Interventionen wurde jeweils mit 100 nM Gesamtkonzentration gestartet (Lmax) und
die Dosis alle 20 Minuten um den Faktor zehn bis zu einer Konzentration von 1 mM
fur die Polyamine und 3,3 mM fir NaCl erhdht, sodass die Gesamtzeit der Versuche
ab Lmax 100 Minuten betrug (Abb.7). Zwischen den Konzentrationssteigerungen

wurden die kinetischen Daten gemessen und gespeichert.

Abb.7: Versuchsprotokoll der Dosis Wirkungskurven: Nach Erreichen von Lmax wurde der
erste Speicherpunkt gesetzt. Die weiteren Speicherpunkte (SP) wurden vor Dosissteigerung
alle 20 Minuten gesetzt. Nach 100 Minuten und Setzen des letzten SP war das Experiment

beendet.

2.2.3 Inhibitorversuche

Nach Erreichen von Lmax wurden 1uyM Ryanodin, 1uM A66 oder 5uM LY294002
bzw. 50uL 96% Ethanol als Kontrolle in die verschiedenen Kanale pipetiert und
anschlieend fur 30 Minuten inkubiert. AbschlieRend wurde in jeden der Kanale 1mM
Spermidin zugefuhrt und weitere 30 Minuten inkubiert (Abb.8).
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Lmax SP SP

Inhibitor mE{om);

Abb.8: Versuchsprotokoll der Inhibitorversuche: Unmittelbar vor den Interventionen wurden
Speicherpunkte (SP) gesetzt. Die Zahl in den Pfeilen spiegelt die Dauer des Experimentes in
Minuten wieder (Spd= Spermidin).

2.3 Auswertung und Statistik

Die Daten wurden an den gewahlten Messpunkten aus einem Mittelwert von jeweils
funf aufeinanderfolgenden Kontraktionen gewonnen. Dabei wurden die Parameter
der systolischen Kraft und der diastolischen Spannung erfasst.

Die Versuchsgruppen wurden mittels ungepaartem T- Test gegeneinander
verglichen. Signifikante Ergebnisse wurden bei einem p-Wert von <0,05

angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Systolische Kraft und diastolische Spannung

Die diastolische Spannung bezeichnet die Ruhespannung der eingehangten
Muskelstreifen. Die Muskelstreifen wurden im schlaffen Zustand an den
Minutiennadeln fixiert. Vor Beginn der Dehnschritte wurde die diastolische
Spannung auf 0 mN/mm? gesetzt (zero adjustment). Da die Trabekel bis zum
Erreichen von Lmax verschieden stark gedehnt wurden, wichen die Werte flr die
diastolische Spannung oft stark voneinander ab. Um Veranderungen in
systolischer Kraft und diastolischer Spannung besser erfassen zu kdnnen und die
einzelnen Experimente statistisch besser vergleichen zu kdnnen, wurden relative
Werte bezogen auf den Startpunkt des Experimentes (=100%) errechnet. Der
Startpunkt eines jeden Experimentes wurde mit Lmax bezeichnet. Abbildung 9
zeigt exemplarisch den  Ausdruck einer Orginalregistrierung eines
Kontrollmuskelstreifens mit Beschreibung der systolischen und diastolischen
Spannung.

20 min

entwickeite l’ 330nM NacCl 13,3|.IM NacCl
Kraft

Systolische
Kraft

Diastolische I
Spannung

0 mN/mm? Zeitlicher Verlauf

Abb.9: Auszug einer Orginalregistrierung einer Dosiswirkungskurve mit NaCl. Humanes
Vorhofgewebe, 37°C, 1Hz Stimulationsfrequenz

Die Ordinate beschreibt die entwickelte Kraft in mN/mm?Z. Die blaue Linie kennzeichnet die
systolische Kraft, die griine Linie die diastolische Spannung. Die Abszisse beschreibt den
zeitlichen Verlauf. Einzelzacken stehen fiir einen Speicherpunkt (Papiervorschub
5mm/Sekunde). Schwarze Fldche: Papiervorschub: 5 mm/Minute. Die Pfeile markieren
den Zeitpunkt einer Konzentrationserhbhung. Es zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme
der systolischen Kraft (rundown) und der diastolischen Spannung fiir diesen
Konzentrationsbereich (330 nM- 3,3 uM).
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3.2 Inotrope Effekte

Um inotrope Effekte zu erfassen, wurde unter anderem die systolische Kraft an
den jeweiligen Speicherpunkten gemessen. Wird keine Substanz zugesetzt,
kommt es zu einem kontinuierlichen physiologischen Kraftverlust Uber die Zeit.
Dieser als Rundown bezeichnete Vorgang wird in Abbildung 10 veranschaulicht.
Ein negativ inotroper Effekt ist in Abbildung 11 dargestellt. Nach Zugabe der stark
negativ inotrop wirkenden Substanz Ryanodin kommt es zu einem starken
Kraftverlust bis auf ein bestimmets Niveau, ab welchem die entwickelte Kraft

konstant bleibt (steady state).

human atrium

Rundown

25231mN/mm; 24,227mN/mm?

22,947mN/mm?
I ! | ‘ ‘ |
LL'LLL L

Abb.10: Orginalregistrierung eines Rundown- Experimentes. Humanes Vorhofgewebe,

Hw[

LLLLL LLLLL

15 min

37°C, 1 Hz Stimulationsfrequenz.
Ohne Intervention kommt es innerhalb von 30 Minuten zu einem physiologischen
Kraftverlust von 25,231 mN/mm? auf 22,947 mN/mm?. Schwarze Fléche: Papiervorschub

5 mm/Minute, Einzelzacken: Papiervorschub 5mm/Sekunde.

human atrium
1um

Ryanodin
31,815mN/mm?

1

Abb.11: Orginalregistrierung eines Inhibitorexperimentes: Humanes Vorhofgewebe, 37°C,

11,714mN/mm?

M

30 min

1 Hz Stimulationsfrequenz.

Nach Zugabe von 1 uM Ryanodin kommt es zu einem Kraftabfall bis auf ein stabiles
Niveau (steady state). Schwarze Fldache: Papiervorschub 5mm/Minute, Einzelzacken:
Papiervorschub 5mm/Sekunde.
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3.3 Atrium- Kontrolle (NaCl)

Da die Polyamine in HCI geldst wurden, mussten mogliche Effekte durch Chlorid-
lonen ausgeschlossen werden. Um den Chloridanteil in den Interventionsldsungen
zu berlcksichtigen diente eine NaCl- Loésung als Kontrollsubstanz. Die
Konzentration wurde entsprechend dem Chloridanteil in den
Polyaminkonzentrationen alle 20 Minuten um den Faktor 10 gesteigert. Die
Abszissenachse markiert die Konzentration der NaCl- Losung beginnend mit 330
nM, die Ordinate zeigt die entwickelte Kraft (Abb.12).
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Abb.12: Dosis Wirkungskurve der Kontrollsubstanz NaCl an humanen atrialem Myokard,
37°C, 1 Hz

A: Die Muskelstreifen (n = 9) verlierten mit zunehmender Konzentration annédhernd einer
linearen Funktion an Kraft. Dieser Kraftverlust ist nicht substanzinduziert und vereinbar
mit einem physiologischen Rundown. Abszisse: Konzentration der Kontrolle in uM,
Ordinate: systolische Kraft in % (+ SEM)

B: Abgebildet ist die diastolische Spannung als Mittelwerte der relativen Werte. Bei
steigenden Konzentrationen kam es zu einem anndhernd linearen diastolischen
Kraftverlust.  Abszisse: Konzentration der Kontrolle in uM, Ordinate: diastolische
Spannung in % (+ SEM)
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Nach 100 Minuten erfolgte die letzte Messung bei einer Konzentration von 3,3 mM
NaCl. Die Muskelstreifen zeigten eine verminderte systolische Kraftentwicklung
von 71,6 % = 7,7 % im Vergleich zu 100 % bei Start des Experiments. Die
diastolische Spannung fiel bei einer Konzentration von 3,3 mM auf 71,0 % + 10,1
% ab. Diese Messungen mit steigenden NaCl- Konzentrationen wurden parallel zu
jenen der Dosis- Wirkungskurven der einzelnen Polyamine durchgefuhrt, um eine

gute Vergleichbarkeit zu erzielen.

3.4 Atrium- Spermidin

Es wurden inotrope Effekte der einzelnen Polyamine auf das Vorhofgewebe
untersucht. Zu Beginn der Experimente wurde die systolische Kraft mit 100 %
festgelegt. Es erfolgte eine Dosissteigerung alle 20 Minuten beginnend mit 100
nM.
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Abb.13: Inotrope Effekte von Spermidin auf humanes atriales Myokard, 37°C, 1Hz

A: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermidin (blaue Linie, n = 13) auf die
systolische Kraft ([%] + SEM). Bei steigender Spermidinkonzentration kam es zu einem
zunehmend negativ inotropen Effekt im Vergleich zur Kontrolle (rote Linie, n = 9). Der
negativ inotrope Effekt erreicht bei einer Konzentration von 1 mM Signifikanz. *: p<0,05

B: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermidin (blaue Linie, n = 13) auf die
diastolische Spannung ([%] + SEM). Es zeigte sich kein signifikanter Effekt im Vergleich

zur Kontrolle (rote Linie, n = 9).n.s.: nicht signifikant
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Bei einer geringen Konzentration von 100 nM Spermidin kam es zu einem
geringen Kraftverlust nach 20 Minuten, welcher auch in der Kontrolle auftrat.
Dieser ist vereinbar mit dem physiologischen Rundown. Ab einer Konzentration
von 1 pyM wurde der Kraftverlust deutlicher. Bei 1 mM Spermidin wurde ein
signifikanter negativ inotroper Effekt sichtbar. Die systolische Kraft ist hier auf 42,0
% = 7,5 % abgesunken. Im Vergleich dazu lag die systolische Kraft der Kontrolle
noch bei 71,6 % + 7,7 %.

Die diastolische Spannung fiel sowohl bei der Kontrolle, als auch bei Spermidin in
gleichem Male bei steigenden Konzentrationen ab, sodass hier kein signifikanter
Effekt verzeichnet wurde (Abb.13).

Neben dem signifikant negativ inotropen Effekt von Spermidin ab einer
Konzentration von 1 mM, traten auch Arrhythmien ab einer Konzentration von 100
MM auf. Bei 17 gemessenen Muskelstreifen entwickelten zwei Trabekel
Arrhythmien  (11,8%). Abbildung 14 zeigt einen  Ausdruck einer
Orginalregistrierung mit Auftreten einer Arrhythmie im Konzentrationsbereich von
100 pM bis 1 mM Spermidin.

5 min 20 min

100uM 1mM
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Abb.14: Proarrhythmogener Effekt von Spermidin auf humanes atriales Myokard, 37°, 1Hz
Stimulationsfrequenz.

Nach Erhéhung der Konzentration auf 100 uM Spermidin kam es noch zu keinem
unmittelbaren Auftreten von Arrhythmien. Erst 15 Minuten nach Intervention traten
Arrhythmien auf. Es kam zu einem periodischen Abfall und Wiederanstieg der

systolischen Kraft. Bei Erh6hung der Konzentration auf 1 mM wird dieser Effekt deutlicher.
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3.5 Atrium- Spermin

Analog zu den Spermidin Experimenten wurden inotrope Effekte auf humanes
atriales Myokard fur Spermin untersucht. Beginnend mit 100 nM erfolgte eine
Konzentrationserhohung alle 20 Minuten um den Faktor zehn. Als Kontrolle diente
wieder NaCl. Im Gegensatz zu Spermidin zeigte sich fur Spermin kein Kraftabfall
bei niedrigen Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle. Der kontinuierliche
Kraftabfall in der Kontrolle und Intervention bis 100 uM erklart sich durch den
physiologischen Rundown. Bei einer Konzentration von 1 mM Spermin zeigte sich
ein signifikanter negativ inotroper Effekt. Die systolische Kraft bei 1 mM Spermin
ist im Vergleich zu Lmax (100%) auf 39,9 % £ 12,2 % gesunken. Die systolische
Kraft der Kontrolle betrug 71,6 % £ 7,7 % bei diesem Messpunkt. Sowohl in der
Kontrolle als auch fir Spermin kam es zu einem sukzessiven Abfall der
diastolischen Spannung im zeitlichen Verlauf, sodass kein signifikanter Effekt
beobachtet wurde (Abb. 15).

—4—Spermin B ——é—Spermin
A —B—NaCl ——NaCl

-

s

Systollsche Kraft (%)

Dlastollsche Spannung (%)

8

N
S

9% 8 & &
%

I
S

%,

Abb.15: Inotrope Effekte von Spermin auf humanes atriales Myokard, 37°C, 1Hz
A: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermin (blaue Linie, n = 10) auf die systolische
Kraft ([%] + SEM). Es zeigt sich ein signifikanter negativ inotroper Effekt im Vergleich zur
Kontrolle (rote Linie, n = 9) bei einer Konzentration von 1 mM Spermin. *: p<0,05
B: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermin (blaue Linie, n = 10) auf die diastolische
Spannung ([%] + SEM). Es zeigt sich kein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrolle

(rote Linie, n = 9). n.s.: nicht signifikant
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3.6 Atrium- Putrescin

Messungen mit steigenden Konzentrationen von Putrescin bildeten den Abschluss
der Versuchsserie. Analog zu Spermin und Spermidin wurde auch hier mit 100 nM
begonnen und alle 20 Minuten die Konzentration gesteigert. Als Kontrolle dienten
wiederum mit NaCl behandelte Trabekel. Im Gegensatz zu den beiden
Polyaminen Spermidin und Spermin, fand sich fur Putrescin keine Beeinflussung
der systolischen Kraft in den gemessenen Konzentrationen. Die systolische Kraft
sank am Ende des Experiments auf 82,5 % * 8,8 % ab. In der Kontrolle betrug die
systolische Kraft 71,6 % + 7,7 % zu diesem Messpunkt, sodass in beiden Fallen
ein Rundown beobachtet wurde und der Unterschied nicht signifikant war. Die
diastolische Spannung fiel in der Intervention und in der Kontrolle kontinuierlich
ab, sodass auch hier kein Effekt beobachtet werden konnte (Abb.16).
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Abb.16: Inotrope Effekte von Putrescin auf humanes atriales Myokard, 37°C, 1Hz

A: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Putrescin (blaue Linie, n = 7) auf die systolische
Kraft ([%] + SEM). Auch bei hoher Putrescinkonzentration von 1 mM konnte kein inotroper
Effekt im Vergleich zur Kontrolle (rote Linie, n = 9) beobachtet werden. n.s.: nicht
signifikant

B: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Putrescin (blaue Linie, n = 7) auf die diastolische
Spannung ([%] + SEM). Es zeigt sich kein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrolle

(rote Linie, n = 9). n.s.: nicht signifikant
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3.7 Ventrikel- Spermidin

Um zu untersuchen, ob die Effekte am atrialem Gewebe auch in ventrikularem
Myokard auftreten, wurde Spermidin in steigenden Konzentrationen an
ventrikularen Muskelstreifen getestet. Die Konzentrationen wurden analog den
atrialen Experimenten von 100 nM bis 1 mM gewahlt. NaCl- Lésung diente
wiederum als Kontrolle. Im Gegensatz zum Atrium fand sich in ventrikularem
Gewebe keine signifikante Beeinflussung der Inotropie. Die systolische Kraft lag
bei einer Konzentration von 1 mM Spermidin bei 60,7 % + 11,2 %, in der Kontrolle
lag dieser Wert bei 3,3 mM NaCl bei 55,0 % + 13,0 %. Ahnlich wie in den atrialen
Versuchen zeigte sich auch beim Ventrikel fur Spermidin und fir die Kontrolle eine
kontinuierliche Abnahme der diastolischen Kraft Uber die Zeit (Abb.17).

Es kam zu keinem Auftreten von Arrhythmien bei Spermidin behandelten

Muskelstreifen.
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Abb.17: Inotrope Effekte von Spermidin auf humanes ventrikuldres Myokard, 37°C, 1Hz
A: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermidin (blaue Linie, n = 4) auf die systolische
Kraft ([%] + SEM). Es zeigte sich auch in hohen Konzentrationen kein inotroper Effekt im
Vergleich zur Kontrolle (rote Linie, n = 4). n.s.: nicht signifikant

B: Dosiswirkungskurve: Auswirkung von Spermidin (blaue Linie, n = 4) auf die diastolische
Spannung ([%] + SEM). Es zeigt sich kein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrolle
(rote Linie, n = 4). n.s.: nicht signifikant
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3.8 Inhibitoren

In den bisher durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass
Spermidin und Spermin in hohen Konzentrationen jedoch nicht Putrescin einen
negativ inotropen Effekt auf humanes atriales Myokard hat. Die diastolische
Spannung wurde durch steigende Polyaminkonzentrationen nicht verandert.
Polyamine beeinflussen die Ca?*- Konzentrationen (ber verschiedene
Mechanismen in verschiedenen Geweben?2-26:27.2830-33 |n den nachfolgenden
Versuchen wurden daher spezifische Inhibitoren intrazellularer
Signaltransduktionswege der Ca?* Homoostase untersucht. Es wurden der
Ryanodin- Rezeptor Agonist Ryanodin und die PI3K- Hemmer LY294002 und A66
verwendet.

Die Herstellung der Inhibitorldsungen erfolgte mit 96% Ethanol, sodass mit
aquimolaren Konzentrationen von Ethanol behandelte Muskelstreifen als
Kontrollen dienten. Um inhibitorinduzierte Effekte zu erfassen, wurden die
diastolische Spannung und die systolische Kraft 30 Minuten nach Inhibitorzugabe
gemessen. Dieser Wert wurde auf die Baseline (BL) bezogen, welche die
systolische Kraft und die diastolische Spannung fir jeden einzelnen
Muskelstreifen vor Beginn der Intervention darstellt (Lmax = 100 %).

Bei Ryanodin betrug die systolische Kraft 30 Minuten nach Substanzzugabe
30,2 % * 4,7 %. Hier zeigte sich ein signifikant negativ inotroper Effekt im
Vergleich zur Kontrolle, wo dieser Wert bei 87,2 % + 3,2 % lag. Im Gegensatz
dazu zeigten sich keine inotropen Effekte fur die PI3K Inhibitoren A66 und
LY294002. Die systolische Kraft 30 Minuten nach Substanzzugabe lag bei
LY294002 bei 81,4 % £ 2,8 %, bei A66 bei 78,5 % * 3,7 % (Abb. 18).

Es zeigte sich keine Beeinflussung der diastolischen Spannung durch die

Inhibitoren im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.18: Inotrope Effekte der Inhibitoren Ryanodin [1uM], A66 [1uM] und LY294002 [5uM]
auf humanes atriales Myokard, 37°, 1Hz Stimulationsfrequenz.

Die Baseline (BL) markiert den Ausgangswert der systolischen Kraft zu Beginn des
Experimentes fir jeden einzelnen Muskelstreifen. In der Kontrolle (n=10) und bei den
PI3K Inhibitoren A66 (n=9) und LY294002 (n=10) kommt es zu einer kontinuierlichen
Abnahme der systolischen Kraft (ber die Zeit. Dieser Effekt ldsst sich mit einem
physiologischen Rundown vereinbaren. Fiir Ryanodin (n=7) zeigt sich ein signifikant

negativ inotroper Effekt nach Substanzzugabe im Vergleich zur Kontrolle. *: p<0,05.

30 Minuten nach Inkubation mit den Inhibitoren wurden die Muskelstreifen mit
einer Einmaldosis von 1 mM Spermidin behandelt. Nach weiteren 30 Minuten
wurden die kinetischen Parameter erneut gemessen. Als Baseline wurde die
systolische Kraft der einzelnen Muskelstreifen 30 Minuten nach Inhibitorenzugabe
gewahlt.

In der Kontrolle konnte ahnlich zu den vorangegangenen Experimenten ein
negativ inotroper Effekt nach Spermidinzugabe beobachtet werden. Die
systolische Kraft lag hier bei 80,5 % % 4,5 %. In den LY294002 und A66
vorbehandelten Muskelstreifen wurde ebenso ein negativ inotroper Effekt
registriert. Bei LY294002 lag die systolische Kraft bei 81,5 % * 2,9 % und bei A66
bei 76,4 % + 5,6 % 30 Minuten nach Spermidinzugabe. Bei Ryanodin

vorbehandelten Muskelstreifen fand sich eine signifikante Abschwachung des
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Spermidin- induzierten negativ inotropen Effekts. Hier lag die systolische Kraft
nach Intervention mit 1 mM Spermidin noch bei 95,3 % + 3,3 % (Abb. 19).
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Abb.19: Inotrope Effekte von Spermidin auf mit Inhibitoren vorbehandelte Muskelstreifen
von humanem atrialen Myokard, 37°, 1 Hz Stimulationsfrequenz.

Die Baseline (BL) wurde auf 100 % gesetzt und markiert die systolische Kraft 30 Minuten
nach Inhibitorzugabe in den jeweiligen Interventionsstreifen. In der Kontrolle (n = 10)
sowie bei A66 (n = 9) und LY294002 (n = 10) liel3 sich ein negativ inotroper Effekt nach
Spermidinzugabe verzeichnen. In Ryanodin (n = 7) vorbehandelten Muskelstreifen war

der negativ inotrope Effekt von Spermidin abgeschwécht. *: p<0,05.

Neben dem negativ inotropen Effekt von Spermidin fanden sich auch
proarrhythmogene Effekte. Diese konnten auch in den Inhibitorexperimenten
beobachtet werden. In der Kontrolle entwickelten 40% der Muskelstreifen nach
Spermidinzugabe Arrhythmien. Bei Ryanodin lag dieser Wert mit 36%
arrhythmischer Trabekel ahnlich hoch. Bei den PI3K Inhibitoren wurden weniger
Arrhythmien beobachtet. Nur 20% der LY294002 behandelten Muskelstreifen und
keiner der A66 vorbehandelten Trabekel entwickelte nach Spermidinzugabe
Arrhythmien(Abb.20).
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Abb.20: Beeinflussung Spermidin- induzierter Arrhythmien durch Inhibitor- préinkubierte
Muskelstreifen im humanen atrialen Myokard, 37°, 1 Hz Stimulationsfrequenz.

Die Ordinate gibt die Anzahl der Muskelstreifen ohne Arrhythmien in % an. Der erste
Balken in den jeweiligen Grafiken steht fiir die Anzahl der Muskelstreifen in % mit
regelrechter Kontraktion nach Inhibitorzugabe, der zweite Balken nach zuséatzlicher
Spermidinzugabe. Die Zahlen in den Balken kennzeichnen die Anzahl der Muskelstreifen.
A: In Ryanodin vorbehandelten Muskelstreifen entwickelten vier von elf Muskelstreifen
Arrhythmien.

B: In der Kontrolle entwickelten vier von zehn Muskelstreifen Arrhythmien.

C: In LY294002 vorbehandelten Muskelstreifen zeigten nur zwei von zehn Muskelstreifen
Arrhythmien.

D: In A66 vorbehandelten Muskelstreifen (n = 9) kam es zu keinem Auftreten von
Arrhythmien.
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4 Diskussion

Im Rahmen der durchgefuhrten Experimente wurden Dosis- Wirkungskurven fir
die getesteten Polyamine angefertigt. Dabei zeigte sich im hohen
Konzentrationsbereich von 1 mM ein negativ inotroper Effekt fur Spermidin und
Spermin im Vergleich zur Kontrolle in atrialem Gewebe. Gleichzeitig kam es bei
Spermidin in atrialem Gewebe ab einer Konzentration von 100 pM zum Auftreten
von Arrhythmien. Im Gegensatz zu atrialem Gewebe wurden im ventrikularen
Gewebe keine Effekte beobachtet. Anschlieliend wurden Muskelstreifen aus
atrialem Gewebe mit Ryanodin vorbehandelt, wobei sich nach Spermidinzugabe
eine Abschwachung des negativ inotropen Effekts fand. Eine Vorbehandlung mit
den PI3K Inhibitoren A66 und LY294002 resultierte in einem geringen Auftreten
von Spermidin- induzierten Arrhythmien im Vergleich zur Kontrolle. Die Ergebnisse
lieRen folgende Rickschlisse zu: (1) Supraphysiologische Konzentrationen der
Polyamine Spermidin und Spermin bewirken unter moglicher Beteiligung des RyR
negativ inotrope Effekte in atrialen Muskelstreifen. (2) Spermidin verursacht in
hdéheren Konzentrationen ab 100 pM Arrhythmien in atrialen Muskelstreifen,

welche womaoglich Gber den PI3K Signalweg vermittelt werden kdnnten.

4.1 Kalzium- abhangige  Signalkaskaden als mdglicher
Angriffspunkt

Ca?* ist zentral in der Signaltransduktion und dem Ablauf der Kontraktion kardialer
Myozyten eingebunden. Dabei wurde veranschaulicht, dass eine Anderung der
intrazellularen Ca?*- Konzentration auch eine Veranderung der Kontraktionskraft
zur Folge hat. Diese lasst sich durch verschiedene Angriffspunkte erklaren: zum
einen wird Ca?* von extrazellular, unter anderem Uber den vgCaCH vom L-Typ, in
die Zelle aufgenommen, andererseits besteht ein weiterer Mechanismus Uber den
intrazellularen Transport zwischen den Kompartimenten, also dem Zytosol und
dem SR. Diese Prozesse werden von der SERCA und dem Ryanodin- Rezeptor
beeinflusst. Zuletzt ist das Ansprechen von Ca?*auf die Myofilamente zum

Auslésen des Fillamentgleitens entscheidend fiir eine Kontraktion34-42.
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Obwohl in zahlreichen Studien eine Beeinflussung der Ca2* Homoostase durch
Polyamine beschrieben wird, existieren kaum Studien die eine Beteiligung des
vgCaCH vom L-Typ an diesen Prozessen beschreiben. Hingegen scheint der
Calciumsensitive Rezeptor (CaR) ein viel versprechender Angriffspunkt in diesen
Prozessen zu sein. Die Aktivierung des CaR, beispielsweise durch Binden von
Kalzium an den Rezeptor, fiihrt zur Aufnahme von Ca?* in den Myozyten. In
Rattenmyozyten konnte eine Bindung von Spermin an den CaR und eine erhdhte
intrazellulare Ca?*- Konzentration bei Anwesenheit von ein bis zehn mM Spermin
nachgewiesen werden®. Diese Erhohung der intrazellularen Ca?*- Aufnahme
scheint zunachst widersprichlich zu den Ergebnissen aus den Versuchsserien.
Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass eine zu hohe intrazellulare
Ca?*- Konzentration zur myozytaren Dysfunktion (aftercontractions) und zum
Auftreten von Arrhythmien fiihren kann6%61,

In den Versuchen wurde der Ryanodin- Rezeptor Agonist Ryanodin verwendet.
Trabekel, die mit dieser Substanz vorbehandelt wurden, zeigten eine
Abschwachung des negativ inotropen Effektes von Spermidin. Es ist daher eine
Interaktion zumindest von Spermidin mit dem Ryanodin- Rezeptor anzunehmen.
Auch in anderen Studien wurden Interaktionen von Polyaminen mit dem
Ryanodin- Rezeptor beschrieben. Palade untersuchte den Einfluss der Polyamine
auf isolierte SR des Skelettmuskels von Hasen. Ca?*- freisetzende Induktoren wie
Coffein und Thymol wurden verwendet, um einen Ca?*- Shift aus dem SR ins
Zytosol zu erwirken. Nach Spermidin- und Sperminzugabe war dieser Shift
signifikant vermindert3!. Uehara et al untersuchten die Bindung der Polyamine an
den Ryanodin- Rezeptor im isolierten SR von Kardiomyozyten bei Hasen. Dabei
zeigte sich bei den Polyaminen Putrescin, Spermidin und Spermin im millimolaren
Bereich eine spannungsabhangige Blockade der Ryanodin- Rezeptor Pore. Diese
Blockade war bei null mV am Starksten und nahm bei zunehmender Spannung
wieder ab. Interessanterweise konnte die Blockade der Pore zu beiden Seiten der
Sarkoplasma beobachtet werden. Weiters war die Effizienz der Blockade von der
Stromungsrichtung der lonen abhangig, wobei Spermin als potentester Blocker
agierte. Es wurde daher davon ausgegangen, dass Polyamine als permeable

Kationenblocker mit dem Ryanodin- Rezeptor interagieren®?.
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Der letzte Einflussfaktor auf die Inotropie stellt die direkte Interaktion mit den
Myofilamenten dar. Harris et al untersuchten den Einfluss der Polyamine Spermin,
Spermidin und Putrescin auf die Ca?*- Sensitivitat an kardialen Myofilamenten von
Ratten. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei Zusatz dieser Polyamine mehr
Ca?* zum Erreichen der halbmaximalen Spannung notwendig wurde. Auch hier
wirkte Spermin am Potentesten, dann Spermidin und schlieBlich Putrescin.
Interessanterweise fanden sich gegenteilige Effekte der Polyamine in der glatten
Muskulatur. In Dinndarmzellen von Meerschweinchen und Gefallwanden von
Ratten zeigte sich bei hoher intrazellularer Polyaminkonzentration eine Zunahme
der Ca?* Sensitivitat an den Myofilamenten©3.64.65,

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein negativ inotroper
Effekt von Spermidin bei Blockade des RyR abgeschwacht wurde. Dies legt nahe,
dass der Spermidin induzierte negativ inotrope Effekt durch eine Interaktion mit
dem Ryanodin- Rezeptor und Veranderung des fur die Kontraktion zur Verfugung
stehenden Ca?* zustande kommt. In Studien an Rattenherzen fanden sich
ahnliche Ergebnisse. Allerdings existieren auch Studien, die einen anderen
Angriffspunkt der Polyamine beschreiben. Neben dem Eingreifen auf die Ca?*-
Homoostase wie bereits beschrieben, sind auch Wirkungen auf Kaliumkanale
beschrieben. In diesen Studien konnten Spermidin und Spermin
einwartsgerichtete Kaliumkanale blockieren®67. Wie letztlich der negativ inotrope
Effekt von Spermidin und Spermin im menschlichen Herzvorhof zustande kommt,
lasst sich an Hand der erhobenen Daten nicht eindeutig sagen. Ein komplexes
Eingreifen auf verschiedenen Ebenen der Signaltransduktion und der

Kontraktionsauslosung gilt jedoch als wahrscheinlich.

4.2 Polyaminwirkung auf den PI3K Signalweg

Eine Vorbehandlung der Muskelstreifen mit den PI3K Inhibitoren A66 und
LY294002 fuhrte zu einem geringeren Auftreten von Arryhthmien nach
Spermidinzugabe. Bei dem selektiven PI3Ka Blocker A66 traten keine Arrhythmien
auf, beim PI3K vy Inhibitor LY294002 nur in 20% der Trabekel nach
Spermidinzugabe. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Spermidin- induzierte
Arrhythmien Uber den PI3K Signalweg vermittelt werden.
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Im Gegensatz dazu beschreiben mehrere Studien einen proarryhthmogenen
Effekt bei verminderter Aktivitat der PI3K. Ghigo et al untersuchten an Mausen mit
fehlender PI3K y das Auftreten von Arrhythmien nach B- adrenerger Stimulation.
Dabei kam es zu vorzeitigen Kontraktionen im Ventrikel, welche nach Gabe eines
B- Rezeptorblockers wieder durchbrochen werden konnten. Diese ventrikularen
Arrhythmien gingen mit erhohten cAMP- Konzentrationen in der Zelle einher,
sodass von einer Beteiligung des B-AR- Signalweges auszugehen ist. In der
Studie konnte weiters eine Hyperphosphorylierung von Phospholamban mit der
Folge erhohter intrazellularer Ca?*- Freisetzung, sowie ein Auftreten spontaner
Ca?*- Freisetzung und arrhythmischer Ca?* Strome beobachtet werden.
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Studie, dass bei Mausen mit
fehlender PI3Ky Ca?*-abhangige Arrhythmien nach B- adrenerger Stimulation
auftraten®®.

Pretorius et al untersuchten das Auftreten von Vorhofflimmerarrythmien bei
Mausen mit fehlender PI3K a. Es wurden drei Gruppen untersucht: transgenetisch
manipulierte Mause mit dilatativer Kardiomyopathie (CMP), transgenetisch
manipulierte Mause mit dilatativer Kardiomyopathie und fehlender PI3K a und
gesunde Mause als Kontrolle. Mause mit fehlender PI3K und dilatativer CMP
entwickelten eine Vorhofflimmerarrhythmie und zeigten eine starkere
Vergroflerung und Fibroseneigung der Atria im Vergleich zu Mausen, welche nur
eine dilatative CMP hatten. Weiters konnte in der Studie an menschlichem
Vorhofgewebe eine verminderte Aktivitat der PI3K a bei Patientinnen mit
vorbestehender Vorhofflimmerarrhythmie im Vergleich zu Patientinnen mit
regelrechtem Sinusrhythmus gemessen werden. Diese Ergebnisse lassen auf
einen antiarrhythmogenen Effekt der PI3K a im Vorhof schlieRen®.

Ein mdglicher Einflussfaktor in der Entwicklung von Arrhythmien stellt auch der
Inositol Phospholipid Metabolismus dar, welcher auch durch PI3K mitbeeinflusst
wird. Woodcock et al konnten zeigen, dass eine Bindung von Inositol (1,4,5)-
Triphosphat (IP3), ein Endprodukt im Inositol Phospholipid Stoffwechsel, an
seinen eigenen Rezeptor am SR zur vermehrten Ca?*- Freisetzung aus dem SR
flhrt. Zima et al fanden bei atrialen Katzenmyozyten, dass IP3 zu spontaner Ca?*-

Freisetzung mit nachfolgender Entwicklung atrialer Arrhythmien fihrt 7071,

49



Diskussion

Neben der Pravention Spermidin- induzierter Arrhythmien wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der PI3K auf die Kraftentwicklung untersucht.
Dabei zeigte sich weder eine Beeinflussung der Inotropie durch die Substanzen
selbst, noch eine Beeinflussung des Spermidin- vermittelten negativ inotropen
Effektes. Da LY294002 direkt in den B-AR- Signalweg eingreift, scheint hier eine
Beeinflussung der Inotropie logisch. Tatsachlich konnten Leblais et al in einer
Studie an Rattenventrikel zeigen, dass der positiv inotrope Effekt von LY294002
infolge des verminderten Abbaus von intrazellularem cAMP, erst nach Zugabe
eines (- Rezeptoragonistens (lsoproterenol) zu Tragen kommt und dass
LY294002 selbst die Kontraktionskraft nur gering beeinflusst’?.

Zusammenfassend fand sich nach Blockade des PI3K Signalwegs ein geringeres
Auftreten Spermidin- induzierter Arrhythmien, jedoch keine Beeinflussung des
negativ inotropen Effektes. Das veringerte Auftreten von Arrhythmien nach
Blockade der PI3K ist grofdtenteils widersprichlich zu anderen Studien, wo eine
veringerte PI3K Aktivitat das Auftreten von Arryhthmien beglnstigte. Wie sich
letzten Endes das vermehrte Auftreten von Arrhythmien bei hoheren
Spermidinkonzentrationen erklaren lasst, ist an Hand der verwendeten Methodik

und der aktuellen Studienlage nicht moglich.

4.3 Limitationen der Arbeit

Die Ergebnisse aus dieser Arbeit erbringen interessante Erkenntnisse Uber die
Wirkung von Polyaminen auf das menschliche Herz. Da frihere Studien meist an
Tieren durchgeflhrt wurden, sind diese Informationen umso bedeutender, da sich
beim Menschen wie bei der Ratte zum Teil dhnliche Ergebnisse finden?*. Eine
Einschrankung in der Aussage bezuglich der Wirkung von Polyaminen auf das
menschliche kardiovaskulare System ergibt sich insofern, als hier nur akute
Effekte beobachtet wurden. Wie sich eine Langzeiteinnahme hdherer
Polyaminkonzentrationen auf das menschliche Herz auswirkt, kann an Hand
dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden. Zusatzlich dazu ist bei der Frage, ob
Polyamine kardioprotektive Eigenschaften besitzen, auch das nachgeschaltete

vaskulare System miteinzubeziehen.
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Nilsson et al untersuchten die Auswirkungen von Spermin auf die Kontraktion der
glatten Muskelzellen in Pfortadern von Ratten. Es konnte gezeigt werden, dass
erhohte intrazellulare Sperminkonzentrationen eine Zunahme der Ca?*- Sensitivitat
auf die Kraftentwicklung bewirkten. Interessanterweise flhrten erhdhte
extrazellulare Sperminkonzentrationen genau zu einem gegenteiligen Effekt®.
Uberraschenderweise konnte in der vorliegenden Arbeit eine Beeinflussung der
Inotropie nur in atrialem nicht aber in ventrikularem Gewebe beobachtet werden.
Dies kénnte zum einen durch stark gewebeabhangige Effekte von Polyaminen
erklart werden, zum anderen wurde jedoch nur eine geringe Anzahl ventrikularer
Muskelstreifen gemessen, sodass ein zufalliger Effekt auch madglich ist.

Ahnliches gilt fir die Beurteilung der Arrhythmien in den Inhibitorversuchen, wo
zufallige Effekte bei PI3K- vorbehandelten Muskelstreifen auch mdéglich sind. An
dieser Stelle sei auch erwahnt, dass die verwendete Methodik zum Erfassen
inotroper Effekte von Substanzen und den dahinterliegenden Mechanismen tUber
nachfolgende Inhibitorexperimente gut geeignet ist, jedoch beim Auftreten von
Arrhythmien oft nur schwer eine zugrundeliegende Ursache gefunden werden
kann.

Eine weitere Limitation ergibt sich an Hand der verwendeten Inhibitoren. In
zahlreichen Studien an Mausen und Ratten konnte gezeigt werden, dass
Polyamine in der Lage sind Ca?*- Konzentrationen zu verschieben. Auf diese
Weise konnten mehrere Angriffspunkte der Polyamine in der Ca?*- Homoostase
identifiziert werden?2-32, Somit scheint ein komplexes Eingreifen auf mehreren
Ebenen mdglich. In dieser Arbeit fand sich eine Abschwachung des Spermidin-
induzierten negativ inotropen Effektes am Atrium bei vorangegangener Blockade
des Ryandoin- Rezeptors Uber Ryanodin. Da Ryanodin selbst zu einem starkem
Ca?* Verlust aus der Zelle fiihrt, ist hier ein direkter Vergleich zur Kontrolle auf
Grund der unterschiedlichen intrazellularen absoluten Ca?*- Konzentrationen
eingeschrankt moglich, vor allem auch in Anbetracht moglicher multipler Targets in
der Kontraktionseinleitung. Daruber hinaus ist eine Mitbeteiligung anderer Kanale
wie Kaliumkanalen maglich.

Interessanterweise stammten die gemessenen Muskelstreifen vorwiegend von
mannlichen Patienten. Obwohl kein Unterschied zwischen den Geschlechtern zu
erwarten ist, kann hier keine sichere Aussage getroffen werden, ob bei weiblichen

Patientinnen gleiche Effekte auftreten.
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4.4 Ausblick

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch die Versuche in dieser
Arbeit interessante und neue Erkenntnisse in der Wirkung von Polyaminen auf das
menschliche Herz aufgedeckt werden konnten. Da die Experimente vorwiegend
an atrialem Gewebe durchgefuhrt wurden, lasst sich eine Aussage Uber mogliche
Effekte auf das kardiovaskulare System an Hand dieser Ergebnisse und in
Zusammenschau mit der aktuellen Studienlage nicht treffen. Um letztlich zu
beurteilen, ob Polyamine bzw. eine polyaminreiche Ernahrung kardioprotektive
Effekte beim Menschen besitzen, ist zum einen ein genaueres Verstandnis des
Polyaminstoffwechsels vor allem zwischen den Zellen notwendig, zum anderen ist
auf Grund der mangelnden Datenlage hinsichtlich Studien an menschlichem
Gewebe die Durchfihrung weiterer Studien zur Untersuchung von
Polyamineffekten von Noéten. Weiterfihrend waren lonenkanalmessungen wie
beispielsweise ,patch- clamp® zur besseren Abklarung der Spermidin induzierten

Arrhythmien sinnvoll.
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