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1 Zusammenfassung/ Abstract

1.1 Komparative bioenergetische Effekte von Levosimendan und

Omecamtiv Mecarbil in Meerschweinchen-Kardiomyozyten

Hintergrund: Der kardiogene Schock ist ein ungeldstes medizinisches Problem.
Positiv inotrope Medikamente (insb. Katecholamine) erhdhen die Mortalitat bei
Patienten mit akuter Herzinsuffizienz. Zugrunde liegen v.a. proarrhythmische Effekte
und erhéhter Sauerstoffverbrauch. Levosimendan war urspriinglich als Ca**-Sensitizer
der Klasse Il (s. 2.3.4 Levosimendan) kategorisiert, der die Kontraktionskraft ohne
Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, mit marginaler Phosphodiesterasen 3
(PDE3)-Inhibition, verstarkt. Andere Quellen sehen die PDE3-Inhibition als tragenden
Mechanismus, was bei akuter Herzinsuffizienz eine negative Eigenschaft ist, da es
Uber den p-adrenergen Signalweg pro-hypertrophe, pro-apoptotische und pro-
arrhythmische Effekte wie z.B. Adrenalin induziert. Im Gegensatz dazu verstarkt
Omecamtiv Mecarbil, ein Myosinaktivator, die kardiale Pumpfunktion von Hunden mit
Herzinsuffizienz, ohne den Sauerstoffbedarf zu erhdhen. In Menschen verbessert
Omecamtiv Mecarbil das Herzzeitvolumen und neigt dazu, die Symptome bei akuter
Herzinsuffizienz abzuschwachen. In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigte der
pure Ca?*-Sensitizer EMD-57033, dass durch die Erhéhung der Calcium-Affinitat der
Myofilamente die systolische Kontraktionskraft erhdht wird, allerdings der
mitochondriale Redoxstatus von NAD(P)H und FADH: oxidiert wird, sowie die
Emission von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erhéht wird. In der vorliegenden
Arbeit werden die bioenergetischen Eigenschaften von Levo im Vergleich mit OM in
Meerschweinchen-Kardiomyozyten evaluiert.

Methoden und Ergebnisse: In vorausgehenden Untersuchungen an Maus-

Kardiomyozyten wurde festgestellt, dass der pure Ca?*-Sensitizer EMD-57033 die
systolische Sarkomerverkiirzung auf Kosten der diastolischen Lange verstarkt. Dies
war assoziiert mit einer Oxidation des Redoxstatus von NAD(P)H und FAD, was mit
einem Ungleichgewicht zwischen ADP-induzierter Oxidation und Calcium-vermittelter
Reduktion und daraus folgender Erhéhung der mitochondrialen ROS-Emission zu
erklaren ist. In dieser Versuchsreihe wurden Kardiomyozyten aus Meerschweinchen
isoliert und einer Feldstimulation von 1 Hz bei 37 °C ausgesetzt. Bei alleiniger
Applikation hatte Levosimendan (bis zu 10 pM) nur einen geringen Effekt auf die

systolische Sarkomerverkirzung, die diastolische Spannung und den NAD(P)H/FAD
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Redoxstatus. Die Prainkubation der Kardiomyozyten mit dem B-adrenergen Agonisten
Isoprenalin (in einer 1 nM Konzentration), die allein keinen Effekt auf die
Sarkomerverklirzung hatte, erhdhte die Potenz und Effektivitat des Effektes von
Levosimendan auf die Sarkomerverkirzung. Der Redoxstatus von NADH(P)H und
FAD wurde hierbei nicht beeinflusst.

Omecamtiv Mecarbil verlangerte konzentrationsabhangig (0.01-30 uM) die Zeit zur
maximalen Zellverkirzung. Dies ging einher mit einer Erhéhung der diastolischen
Spannung bei Verstarkung der systolischen Sarkomerverkurzung (Optimum bei 3 yM).
Im Gegensatz zu mit Levosimendan behandelten Kardiomyozyten, liel3 sich die
diastolische Dysfunktion nicht durch lIsoprenalin verbessern. Es zeigten sich bei
Kombination von OM [1 yM] oder [3 pM] mit Isoprenalin in > 50 % der Falle zellulare
Arrhythmien. Trotz Erhéhung der diastolischen Spannung verlieb der Redoxstatus von
NAD(P)H/ FAD stabil.

Zusammenfassung: Die Steigerung der Sarkomerverklrzung durch Levosimendan in

der Gegenwart einer geringen B-adrenergen Stimulation ist am ehesten durch eine
PDE3-Inhibition zu erkldren, wahrend der Ca?'-sensibilisierende Effekt in der
Abwesenheit von B-adrenerger Stimulation gering ausgepragt ist. Omecamtiv Mecarbil
induziert neben der erwiinschten Verlangerung der systolischen Sarkomerverkirzung
eine Erhdhung der diastolischen Spannung. Kombiniert man Omecamtiv Mecarbil
mit B-adrenerger Stimulation, zeigen sich proarrhythmische Effekte. Diese Daten
kénnten den gelegentlichen Troponinanstieg bei Patienten wahrend der Behandlung
mit Omecamtiv Mecarbil erklaren, unabhangig vom vermuteten, negativen Einfluss auf
die Koronarperfusion. Zusammenfassend lassen sich Levosimendan unerwinschte
Wirkungen wie proarrhythmische Effekte zuordnen, die durch die Folgen der
Aktivierung des B-adrenergen Signalwegs resultieren. Omecamtiv Mecarbil verbessert
innerhalb der therapeutischen Breite die systolische Funktion und stellt ein
vielversprechendes Praparat zur Behandlung der Herzinsuffizienz dar. Bei hoherer
Dosierung induziert Omecamtiv Mecarbil eine diastolische Dysfunktion mit

gegenteiligen Effekten.
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1.2 Comparative bioenergetic effects from Levosimendan and Omecamtiv

Mecarbil in guinea-pig cardiac myocytes

Background: Cardiogenic shock is an unmet clinical need, since current inotropic
drugs (e.g., catecholamines) increase mortality in patients with acute heart failure. As
underlying reasons, pro-arrhythmic effects and elevated oxygen consumption of
catecholamines have been put forward. Levosimendan (was originally considered a
calcium-sensitizer class Il that elevates contractile force without increasing intracellular
Ca*" and a minor effect on the phosphodiesterases (PDE3s), while other reports
suggested that Levosimendan inhibits mainly PDE3s, a property deemed adverse in
heart failure. In contrast, Omecamtiv Mecarbil is a myosin activator that prolongs
cardiac contraction without elevating oxygen consumption in dogs with heart failure.
We have recently discovered that increasing Ca®* affinity of myofilaments with a pure
Ca-sensitizer increased systolic force development but oxidized mitochondrial
NAD(P)H and FADH and increased the emission of reactive oxygen species. Here, we
evaluated the bioenergetic (redox) properties of Levosimendan and Omecamtiv
Mecarbil in guinea-pig cardiac myocytes.

Methods and results: In earlier experiments of the working group on isolated murine

cardiac myocytes, the pure calcium-sensitizer EMD-57033 increased systolic
shortening, but at the cost of an increase in diastolic sarcomere length. This was
associated with an oxidation of the redox states of NAD(P)H and FAD, which could be
explained by a mismatch between sarcomere-induced oxidation and Ca**-induced
reduction of NAD(P)H/FAD redox states, elevating mitochondrial ROS emission.

In the present work, cardiac myocytes were isolated from guinea pig hearts and field-
stimulated at 1 Hz and 37 °C. Levosimendan (up to 10 yM) had overall minimal effects
on sarcomere shortening, diastolic tension and NAD(P)H/ FAD redox states. However,
the concentration-dependent increase of sarcomere shortening was shifted to the left
(increased potency) and its maximal effect became potentiated (increased efficacy) by
pre-incubation of cardiac myocytes with a sub-threshold concentration of isoproterenol
(1 nM). Under all conditions, the redox states of NAD(P)H and FAD remained stable in
response to Levosimendan (with or without isoproterenol). Omecamtiv Mecarbil
substantially prolonged the time to peak of cell shortening in a concentration-
dependent manner (0.01-30 uM). This was associated with an increase in diastolic
tension but and increases in systolic sarcomere shortening (optimum at 3 pM). In
contrast, isoproterenol did not ameliorate diastolic dysfunction in Omecamtiv Mecarbil-
treated myocytes, but provoked arrhythmias in >50% of cases when combined with 1

or 3 yM Omecamtiv Mecarbil. Despite the substantial increase in diastolic tension, the
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redox states of NAD(P)H/ FAD remained stable, in agreement with the previously
reported unchanged oxygen consumption.

Conclusions: Levosimendan does not behave as a calcium-sensitizer, but rather as a
PDE3-inhibitor, since its stimulating effect on sarcomere shortening becomes apparent
only after beta-adrenergic prestimulation. In contrast, Omecamtiv Mecarbil induces
diastolic dysfunction rather than increasing sarcomere shortening, however, the
prolongation of systolic sarcomere shortening came at no elevated oxygen demand.
Combining Omecamtiv Mecarbil with B-adrenergic stimulation was pro-arrhythmic.
These data may explain occasional increases in troponin in patients treated with
Omecamtiv Mecarbil independent of the so far suspected negative impact on coronary
perfusion. Together, while the PDES3-inhibiting effects of Levosimendan may
predispose to arrhythmias, Omecamtiv Mecarbil may induce diastolic dysfunction at

concentrations that reasonably affect systolic sarcomere shortening.
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2 Einleitung

2.1 Anatomie und Physiologie des Herzens

2.1.1 Ubersicht Anatomie und Herzaktion

A. carotis communis A. carotis communis
dextra und V. jugularis sinistra und V. jugularis
interna dextra interna sinistra

A.u.V.subclavia

dextra \

V. cava superior

A.u.V.subclavia
sinistra

Aorta
ascendens

Vv. pulmonales
dextrae

Truncus
pulmonalis

Diaphragma

Apex cordis

Abbildung 1: Lage des Herzens im Thorax mit Abgang der groBen GefaRe.
(SCHUNKE et al., 2015)

Das Herz (lateinisch, Cor; griechisch, Kardia) ist ein muskulares Hohlorgan und liegt im
Thorax des Menschen. Es ist kaudal durch das Zwerchfell, lateral durch die Lungen,
ventral durch das Sternum und dorsal durch die Wirbelsdule begrenzt. Histologisch
folgt der Aufbau der Wandschichten von innen nach aufen aus Endokard, Myokard
und Epikard; umgeben wird es zusatzlich vom Perikard, das als Gleit- und
Schutzschicht dient. Aufgebaut aus 2 Vorhdéfen und 2 Ventrikeln verbindet es
funktionell den grofden Korper- und den kleinen Lungenkreislauf. Die Pumpleistung des
linken und rechten Herzens ist im Idealfall identisch; das linke Herz pumpt das
sauerstoffreiche Blut in die Aorta, von dort aus in die Peripherie und die
Kapillargebiete, bis das sauerstoffarme Blut Uber die Hohlvenen das rechte Herz

erreicht. Von dort aus gelangt es Uber die Pulmonalarterie in die Lungen, wo es zur
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Abgabe von Kohlenstoffdioxid und zur Aufbereitung mit Sauerstoff kommt. Die
Herzklappen agieren als Ventile und erlauben den Blutfluss nur in eine Richtung
(PAPE et al., 2014).

A.subclavia A. (arOK:\Sv
sinistra communis sinistra

Arcus aortae

Lig. arteriosum A.subclavia 4’“ i— Truncus brachio-

A. carotis
communis sinistra

sinistra

cephalicus
Truncus brachio- .
cephalicus A.pulmonalis

sinistra

Arcus aortae

A.pulmonalis
sinistra

A. pulmonalis

Vv. pulmonales
dextra P

sinistrae V. cava superior

Vv. pulmonales
sinistrae

A.pulmonalis

Truncus doxt
extra

pulmonalis

V. cava superior

Aorta,
Pars ascendens

. Auricula
Auricula snistra

sinistra
Vv. pulmonales

2 dextrae
Pericardium,

Schnittrand Atrium

Auricula
dextra

Atrium
sinistrum dextrum

Sulcus inter-

ventricularis { A\
anterior Venmc}nus —SF j\J 5
sinister b

Sulcus
coronarius

Ventriculus
sinister

Ventriculus
dexter

Pericardium,
Umschlagrand

inferior Apex cordis Sinus V. cava inferior

coronarius

Abbildung 2: Ansicht des Herzens von ventral und dorsal.
(SCHUNKE et al., 2015)

Um die Pumpleistung des Herzens aufrecht zu erhalten, sind folgende Grélien
entscheidend: Das Myokard selbst mit Kontraktion und Relaxation, das Endokard und
die Herzklappen fir die verschiedenen Phasen der Herzaktion (s.u.), das
KoronargefalRbett zur regelrechten Versorgung des Myokards und das
Erregungsbildungs- und Leitungssystem zur rhythmischen Kontraktion und Relaxation
der Myokardareale (PAPE et al., 2014).

Die Herzaktion selbst kann in vier Abschnitte unterteilt werden. Die Anspannungs- und
Austreibungsphase werden als Systole und die Erschlaffungs- und Fillungsphase als
Diastole bezeichnet. Beginnend mit der isovolumetrischen Anspannungsphase, in
welcher der intraventrikulare Druck stetig zunimmt, den intraaortalen/
intrapulmonalarteriellen Druck allerdings nicht Uberschreitet und alle Klappen
verschlossen sind. Dem folgt die auxotone Austreibungsphase der Ventrikel, sobald
der Druck im Ventrikel grofier als in der Aorta bzw. Pulmonalarterie wird. Gleichzeitig
lauft der sogenannte Ventilebenenmechanismus flir die frihdiastolische Fullung ab.
Dies bedeutet, dass das Blut aus der Hohlvene durch Absenkung der Ventilebene bei
der Austreibung von oxygeniertem Blut in die Aorta angesaugt wird. Die

Taschenklappen sind in dieser Phase gedffnet.
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Nach Austreibung des Blutes schliefl3t sich die isovolumetrische Erschlaffungsphase
mit vollstandiger Relaxation des Kammermyokards und intraventrikularem Druckabfall
an. Erneut werden die Klappen vollstandig geschlossen. In der letzten Phase der
Herzaktion findet die erneute Fullung der Kammern statt. Die Druckdifferenz zwischen
Vorhof und Ventrikel, mit Kontraktion der Vorhéfe am Ende der Diastole, ermdglicht
das Offnen der Segelklappen und somit den freien Blutstrom in die Ventrikel (PAPE et
al., 2014).

interatriales
Blindel

V.cava

superior \wa

Nodus P

sinuatrialis &

Nodus atrio- —~ £
ventricularis ‘

Fasciculus atrio-
ventricularis

Crus sinistrum

Crus dextrum

Septum
interventri-
culare

Abbildung 3: Erregungsbildungs- und Leitungssystem.
(SCHUNKE et al., 2015)

Damit die oben beschriebenen Phasen koordiniert ablaufen kénnen, bendtigt das Herz
eine elektrische Stimulation. Ausgehend vom Sinusknoten breitet sich die Erregung
des Herzens Uber das Vorhofmyokard und den Atrioventrikular (AV)-Knoten auf das
His-Blndel, die Tawara-Schenkel, die Purkinje-Fasern und das Kammermyokard aus,
von wo aus die Erregung von einer Kardiomyozyte Uber Gap-Junctions, eine Art
Verbindungskanal, auf die nachste Zelle Gbertragen wird. Die Kardiomyozyten werden

aus diesem Grund auch als funktionelles Synzytium beschrieben.

2.1.2 Die Elektromechanische Kopplung

Die Erregung einer Kardiomyozyte ist ein elektrisches Phanomen, welches sich an der
Zellmembran in Form eines Aktionspotentials (AP) abspielt. Der Prozess vom
Eintreffen eines APs an der Zellmembran, bis hin zur Kontraktion der Myofilamente

wird als elektromechanische Kopplung (EM-Kopplung/ EC-Coupling) bezeichnet
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(MAACK, O'ROURKE, 2007). Bei Beginn eines APs 6ffnen sich spannungsabhangige
Na*- und K*-Kandle und im Verlauf der Membrandepolarisation auch L-Typ-Ca*'-
Kanale, durch deren Ca?*-Einstrom die intrazellulare Ca®* Konzentration [Ca*'], von
etwa 0.1 ymol/L auf maximal 1-10 ymol/L ansteigt (TIBBITS, HAMMAN, 1991).

N

 Ca2+ =ien)
T
o &G a2
. Ca? AP ADP ot .

Cytosol Myofilaments u

C T-tubulus

Abbildung 4: Elektromechanische Kopplung und mitochondriale Energetik;

TCA Citratzyklus; RC Atmungskette; Awm mitochondriales Membranpotential; NCE Mitochondrialer
Na*/Ca?*-Austauscher; NHE Mitochondrialer Na*/H* -Austauscher; NKA Na*/K*- ATPase im Sarkolemm;
NCX Na*/Ca?*-Austauscher. (MAACK, O’'ROURKE, 2007)

Das einstromende Ca? triggert am Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) eine zusatzliche, deutlich hdhere Freisetzung von
Ca*-lonen (sog. Ca** induzierte Ca®* Freisetzung) (HAIN et al., 1995; SONG et al.,
2001). Diese fluhrt nicht nur durch Bindung an Troponin C (TnC) zur Kontraktion der
Myofilamente, sondern auch zur Aufnahme in Mitochondrien, wo Ca** den Citratzyklus
stimuliert (Abbildung 4). Die Ca®**-Konzentration in unmittelbarer Nahe des SR und der
Mitochondrien erreicht Werte von bis zu 10 pmol/L - 7 mmol/L, wobei im Ubrigen
Zytosol durch Diffusion nur 0.5 ymol/L -1.5 pymol/L erreicht werden. Die hohen Ca?*-
Konzentrationen im Bereich einer Calcium-Mikrodomane an der mitochondrialen
Membran sind nétig, um die ausreichende Aufnahme von Ca* (ber den
mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU) ins Mitochondrium zu gewéhrleisten, da dessen
Ca**-Affinitdt im mikro- bis millimolaren Bereich liegt. Die bendtigte Energie fur die

Kontraktion wird Uber oxidative Phosphorylierung (s. 2.1.4 Mitochondriale Energetik)
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an der inneren Mitochondrienmembran (IMM) zur Verflgung gestellt, welche vor allem
durch ADP, P; und Ca®* reguliert wird (MAACK, O'ROURKE, 2007).

Die Myofilamente, aufgebaut aus Aktin-, Myosin- und Titinfilamenten, sind in Abbildung
5 und Abbildung 6 dargestellt. Sie bilden den kontraktilen Apparat und die
mikroskopisch zu erkennende Querstreifung der Kardiomyozyten. Die Eigenlange der
Myofilamente verandert sich bei Kontraktion oder Dehnung nicht, sie gleiten

teleskopartig Ubereinander (Gleitfilamenttheorie).

H-Zone

Myosin

Z-Scheibe
M-Linie

Abbildung 5: Darstellung der Myofilamente

Die zyklischen Wechselwirkungen der Kontraktion werden als sogenannter

Querbrickenzyklus bezeichnet, welcher im Folgenden naher erlautert wird:

1. Anlagerung von ATP an den Myosinkopf und daraufhin Losung der hochaffinen
Bindung von Myosinkopf und Aktin
Hydrolyse von ATP in ADP+P;
Niederaffine Anlagerung des Myosinkopfes an Aktin
Hochaffine Anlagerung des Myosinkopfes an Aktin durch Strukturumlagerung
im Myosinkopf

5. Kippen des Hebelarms durch Phosphatabdissoziation, Verschiebung der
Filamente um etwa 6-8 nm; erster Teil des Kraftschlags

6. Weiteres Kippen des Hebelarms unter ADP-Abgabe; Ineinanderschieben von 2-
4nm; Zweiter Teil des Kraftschlages

(BEHRENDS et al., 2017)
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Im physiologischen Zustand bindet ein neues ATP Molekil sehr schnell (<1 ms) an das
aktive Zentrum des Myosinkopfes. Bei mehrfachem Durchlaufen des
Querbrickenzyklus, verschiebt sich das Myosin teleskopartig gegen Aktin und der

Muskel verkurzt sich.

£0

C‘,ﬂ W‘C\’f"\;o o\ a% 3 L,

s rg"%ﬁ}(}’ﬁ?‘ (’Qlﬁ

Myosin

s &

Abbildung 6: Feinbau des Myosin- und Aktinfilaments;
Verdeckte Bindungsstelle fur Myosinkdpfchen durch Tropomyosin, Troponin 1 (Tn1), Troponin C (TnC)
und Troponin T (TnT). (HASENFUSS, TEERLINK, 2011)

Bevor ein Querbrickenzyklus ablaufen kann, muss zunachst die durch die
Regulatorproteine Tropomyosin, Troponin C (TnC), Troponin | (Tnl) und Troponin T
(TnT) bedeckte, hochaffine Bindungsstelle der Myosinkdpfe auf dem Aktinfilament
freigegeben werden (Abbildung 6). Kardiales TnC hat drei Ca?*-Bindungsstellen, von
denen im relaxierten Zustand zwei besetzt sind. Bei Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration Gber 100 nmol/L kann ein drittes Ca**-lon an die freie Stelle binden und
erwirkt somit eine Umlagerung des Tropomyosins, wodurch die Aktin-/
Myosinbindungsstelle freigegeben wird (BEHRENDS et al., 2017). Zusatzlich stellt das
sogenannte kardiale Myosin-bindende Protein C (cMyBP-C) eine weitere Verbindung
zwischen Aktin- und Myosinfilamenten her. Das Protein spielt eine wichtige Rolle in der
Stabilisierung der dicken Filamente, der Bereitstellung ausreichender Myosinkdpfen fur
den bendtigten Bedarf und der Reduktion der Aktinomyosin ATPase-Aktivitat
(FLASHMAN et al., 2004).

Das kardiale Tnl hat zudem eine Untereinheit, die durch cAMP-abhangige
Proteinkinasen phosphoryliert wird, was den Ansatzpunkt von Ca**-Sensitizern und

Desensitizern darstellt (HASENFUSS, TEERLINK, 2011) (s. 2.3.1 Inotropika —
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Ubersicht). Die Phosphorylierung von Tnl durch Katecholamine fiihrt zu einer
beschleunigten Dissoziation der Ca?*-lonen von TnC (ENDOH, 1995). Die Folgen sind
eine schnellere Relaxation des Herzmuskels, allerdings auch eine erst bei hdheren
Ca®"-Konzentrationen zu erreichende halbmaximale Kraftentwicklung. Veranderungen
in der myofibrillaren Ca?*-Sensibilitdt spielen eine wichtige Rolle beim Ansprechen
intakter Herzmuskelzellen auf inotrope Stimulation (BLINKS, ENDOH, 1986). Die
myofilamentéare Ca**-Sensibilisierung liegt auch dem Frank-Starling-Mechanismus
zugrunde (s.u.). Der Herzmuskel relaxiert, wenn die zytosolische Ca*“Konzentration
wieder absinkt. Zum einen geschieht dies Uber die sog. SERCA-Pumpe (Sarcoplasmic
Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase), die die lonen unter ATP Verbrauch wieder
in das SR pumpt, zum anderen (ber den sarkolemmalen Na*-Ca®*-Austauscher (NCX)

sowie eine Ca?*-ATPase im Sarkolemm (Abbildung 4).

2.1.3 Regulation der Pumpleistung

Zur Anpassung an den jeweiligen Bedarf des Korpers muss sich der Blutfluss
verandern kdnnen. Das sog. Herzzeitvolumen (HZV) ist dabei ein Index flr die kardiale
Leistung. Es wird aus dem Produkt der Herzfrequenz (HF) und dem Schlagvolumen
(SV) bestimmt. In Ruhe betragt es beim Erwachsenen durchschnittlich 4.5-6 L/Min. und
kann bei Belastung auf 25 L/Min, bei Leistungssportlern auf bis zu 35 L/Min ansteigen.
Die dynamische Anpassung des HZV an korperliche Belastung erfolgt Uber die
Anderung der HF oder des SV. Das SV wird Uber drei Mechanismen gesteigert; 1.
Erhdhung des Sympathikustonus, 2. den Frank-Starling-Mechanismus und 3. durch die
positive Kraft-/ Frequenz-Beziehung (Bowditch-Treppe) (MULIERI et al., 1992; PAPE
et al., 2014).

2.1.3.1 Sympathikus

Bei Steigerung der kérperlichen oder emotionalen Belastung, wie z.B. beim Sprint, bei
Furcht, Aufregung, Krankheit etc., werden aus der Nebenniere Katecholamine, wie
Adrenalin  und Noradrenalin freigesetzt. Neben zahlreichen Effekten auf
Skelettmuskulatur, Gastrointestinaltrakt, Bronchialbaum, Gefalle, etc. induzieren die
Neurotransmitter bei agonistischer Bindung an den f+-Adrenozeptor (AR) der
Kardiomyozyten eine positiv inotrope (Steigerung der Kontraktionskraft) und eine
positiv lusitrope Wirkung (Steigerung der Relaxationsgeschwindigkeit). Des Weiteren
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erfolgt eine schnellere diastolische Depolarisation am Sinusknoten (positiv chronotrop)
und eine schnellere Uberleitung der Erregung vom Vorhof- auf das Ventrikelmyokard

im AV-Knoten (positiv dromotrop).

Nach Binden am B+1-AR wird die an die Zellmembran gebundene Adenylatzyklase (AC)
Uber Kopplung des Rezeptors an stimulatorische G-Proteine (Gs) aktiviert, die ATP zu
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) konvertieren (Abbildung 7). Die
Phosphodiesterasen (PDE) bauen cAMP zu AMP und cGMP zu GMP ab. Es existieren
4 Isoformen (1-4), wobei v.a. PDE3 und -4 ventrikular exprimiert sind (REEVES et al.,
1987). Die humanen PDE3 und -4 haben, im Vergleich zu den Aquivalenten der
Meerschweinchen, ahnliche kinetische Profile. Die beiden Enzyme dominieren in
linksventrikuldarem Myokard andere PDE. Von den verschiedenen PDE Isoenzymen 1,
2, 3 und 4 des menschlichen Myokards, wird die PDE3 als Mediator des positiv
inotropen Effekts (PIE) beschrieben. (REEVES et al., 1987; RAASMAJA et al., 1991;
KATANO, ENDOH, 1992).

Das cAMP dient als Second Messenger und bindet an eine Untereinheit der
Proteinkinase A (PKA). Das nach Verschmelzung der Untereinheiten nun aktive Enzym
phosphoryliert neben einigen metabolischen Enzymen und lonenkanéalen den L-Typ-
Ca?*-Kanal und erhoht so dessen Offnungswahrscheinlichkeit (YUE et al., 1990). Der
dadurch erhéhte Ca**-Einstrom triggert die Ca*'-Freisetzung aus dem SR, was
wiederum vermehrt an TnC binden kann. Pro Kontraktion werden mehr und schneller
Aktin-Myosin-Bindungen rekrutiert (pos. inotrop). Bei Phosphorylierung des cMyBP
durch cAMP-abhangige Proteinkinasen wird der Effekt auf die ATPase aufgehoben
und der Querbrickenzyklus zusatzlich enthemmt (FLASHMAN et al., 2004).
Phospholamban agiert als Inhibitor der SERCA-Pumpe. Wird dieses durch die PKA
und andere cAMP-abhéangige Proteinkinasen phosphoryliert und damit inaktiviert, wird
die Leistung der Pumpe verstéarkt. Die intrazelluldre Ca®*-Konzentration fallt schneller
ab und Ca?* kann beschleunigt von TnC abdiffundieren (pos. lusitrop) (Abbildung 7)
(HASENFUSS et al., 1994b). Dies hat einen Ca**-desensibilisierenden Effekt auf Tnl.
Bei niedrigerem pH-Wert lauft dieser Prozess verstarkt ab, was bei Rlckschluss auf
die Klinik bei Patienten im Schockzustand mit verandertem pH-Wert eine wichtige
Bedeutung hat (WESTFALL et al., 2001).
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T-Tubuli

Aktin-Myosin
Querbriickenzyklus

\_/

Abbildung 7: B1-AR-Stimulation einer Kardiomyozyte;
AC, Adenylatzyklase; PKA, Proteinkinase A; PDE, Phosphodiesterase; cAMP, zyklisches
Adenosinmonophosphat; EZ, Extrazellular; 1Z, Intrazellular. Verandert nach (MAACK et al., 2018).

Durch Bs-adrenerge Stimulation wird der Bedarf an ATP gesteigert, welches durch
oxidative Phosphorylierung unter Verbrauch von O, an der Atmungskette regeneriert
werden muss. Ca?* tragt zur Anpassung der ATP-Produktion an den gesteigerten
Bedarf bei, indem es vermehrt in Mitochondrien aufgenommen wird, wo es den
Citratzyklus stimuliert, um die Regeneration von NADH und FADH fir die Abgabe von
Elektronen an die Atmungskette zu ermdglichen. Dies wird als parallele Aktivierung
bezeichnet (PAPE et al., 2014; MAACK et al., 2017).

2.1.3.2 Frank-Starling-Mechanismus

Der zweite Mechanismus zur Steigerung der kardialen Leistung wird als Frank-
Starling-Mechanismus bezeichnet. Je gréRer das Blutvolumen, das wahrend der
Diastole in die Ventrikel stromt, desto grolier das systolische Auswurfvolumen. Eine
Vordehnungszunahme (Vorlast) zieht, innerhalb bestimmter Grenzen, eine Zunahme
der Kontraktionsamplitude nach sich. Dies steht in Zusammenhang mit dem

enddiastolischen Druck des linken und rechten Ventrikels. Zellular ist dieser Effekt
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anhand veranderter Uberlappung der Aktin- und Myosinfilamente und deren
dehnungsabhangiger Empfindlichkeitsdnderung gegeniiber Ca** festzustellen. Der
Frank-Starling Mechanismus lauft auf der Ebene der Ca?-Bindung an TnC und
anschlief3enden regulatorischen Prozessen ab, wahrend die Kraft-Frequenz-Beziehung
hauptsachlich Veranderungen der intrazellularen Ca?*-Mobilisierung unterliegt
(ENDOH, 1998). Die normalerweise geringen Unterschiede zwischen Links- und
Rechtsherzpumpleistung kénnen so ausgeglichen und eine Volumenverschiebung
vermieden werden, bzw. der Auswurf bei verdnderten Druck- und/oder
Volumenverhaltnissen kann auf diese Weise konstant gehalten werden. Durch den
Frank-Starling-Mechanismus kann das Herzzeitvolumen auf das Doppelte des
Ausgangswerts ansteigen (BEHRENDS et al., 2017).

2.1.4 Mitochondriale Energetik

Wie schon im Abschnitt 2.1.2 Die Elektromechanische Kopplung und 2.1.3.1
Sympathikus angesprochen, ist ATP der Energielieferant der Zelle. Es wird an der
Atmungskette (Electron Transport Chain; ETC) durch oxidative Phosphorylierung von
ADP hergestellt. Lokalisiert ist die ETC an der inneren mitochondrialen Membran (IMM)
und besteht aus 5 membranstandigen Komplexen, wobei die ATP-Synthase (Komplex
V) die eigentliche ATP-Synthese, durch den vorher Uber die Komplexe | bis IV
aufgebauten Protonengradienten (Auw), betreibt. Komplex I, 1l und IV agieren als

Protonenpumpen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Atmungskette. Regulation der mitochondrialen ATP- und ROS- (Reaktive
Sauerstoffspezies) Produktion in Kardiomyozyten;

NADH und FADH- geben Elektronen an Komplex | und Il der Atmungskette (ETC) ab. Dies wird begleitet
von einer H*-lonen Translokation durch die innere Mitochondrienmembran (IMM) in den
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Intermembranraum (IMS), mdglich durch sequenzielle Redoxreaktionen. Durch den Elektronenfluss zu
Komplex Il und IV, wird O zu H>O synthetisiert. Primar wird O, an Komplex | und am Q-Zyklus von
Komplex Il zu-Oz verbraucht. Weitere Erlauterung der Atmungskette s. Text. (MAACK et al., 2014)

NADH, welches im Citratzyklus gebildet wird, gibt zwei Elektronen an Komplex | ab.
Hierdurch wird der Export von vier Protonen (H*-lonen) von Komplex |, vier Protonen
von Komplex Il und zwei Protonen von Komplex IV gegen den Protonengradienten
(Apn) in den Intermembranraum (IMS) induziert. An Komplex IV werden gleichzeitig
Elektronen auf Sauerstoff Ubertragen und anschlieBend zu einem Molekil HO
synthetisiert (Abbildung 8). Komplex Il oder auch Succinat-Dehydrogenase (Teil des
Citratzyklus) nimmt zwei von FADH, abgegebene Elektronen auf. Dies induziert
wiederrum den Export von sechs Protonen, vier von Komplex Il und zwei von Komplex
IV, sowie die Synthese eines H>O-Molekuls. FADH; erhalt im vorherigen Schritt seine
Elektronen aus der Synthese von Succinat zu Fumarat. Diese Reaktion ist Teil des

Citratzyklus im mitochondrialen Stoffwechsel.

Komplex | und Il Ubertragen ihre Elektronen zunachst auf Ubichinon (Q10; Coenzym
Q), das in der IMM frei I6slich liegt. Es transportiert die Elektronen zu Komplex IIl, wo
es im sog. Q-Zyklus Protonen aus der Matrix in den IMS pumpen kann. Komplex IlI
Ubertragt die erhaltenen Elektronen im nachsten Schritt auf Cytochrom C, ein Enzym
auf der AulRenseite der IMM, das sie anschlieRend an Komplex IV weitergibt. Komplex
IV wiederum uUbertragt die Elektronen auf O,, sodass der nun negativ geladene
Sauerstoff aus der Matrix Protonen aufnehmen kann und H2O bildet. Im letzten Schritt
stromen Protonen mit dem Gradienten (Apn) durch den Fo-Teil der ATP-Synthase in
die mitochondriale Matrix. Durch eine so induzierte Konformationsanderung der
ATPase kénnen ADP und Phosphat an die Fi-Untereinheit binden und so zu ATP
umgesetzt werden. Dieses wird an die Matrix abgegeben und kann nun in
verschiedenste Stoffwechselprozesse einflieBen (Abbildung 8). Dieser Vorgang kann
nur maximal ablaufen, wenn hinreichend ADP vorhanden ist. Bei Absinken der ADP-
Konzentration an der ATP-Synthase kénnen nicht mehr ausreichend Protonen in die
Matrix gepumpt werden. Der Protonengradient Apn steigt einhergehend mit dem
Membranpotential AW, bis die Komplexe nicht mehr gegen diesen anpumpen kdnnen.
Ist wieder ausreichend ADP als Substrat vorhanden, kann die ATP-Synthase erneut
anlaufen und Apn, sowie AW, werden abgeschwacht und Gberwindbar (RASSOW et
al., 2016). Sobald ADP wieder zu ATP regeneriert wird, wird auch NADH wieder zu
NAD* oxidiert (sog. ,Pull-Condition“). Wie schon im Abschnitt 2.1.2 Die

Elektromechanische Kopplung angesprochen, gelangt Ca?* (iber den MCU in die
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mitochondriale Matrix, wo es den Citratzyklus aktiviert und die NADH-Regeneration
anstoflt (sog. ,Push-Condition). Diese Balance wird als ,parallele Aktivierung*
bezeichnet (MAACK et al., 2017) (Abbildung 12). Bei gesteigerter Kontraktionsaktivitat

steigen sowohl ATP-Verbrauch als auch die mitochondriale Ca?*-Aufnahme.

Redox-optimized ROS balance ATP and *O," production
ApH
| Y pul”
H* H*
f 402 —> H,0 |
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Matnx ATPase
H,0 LATP  TaADP
A GSH 4
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TRX, Y
TH,0, NADP*
A
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SR Min2 L Ca*
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- -
______
.......
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Abbildung 9: Regulation der mitochondrialen Atmung und des Redoxstatus durch Ca?* und ADP;
Gleichgewicht der mitochondriale ROS Produktion mit ROS-Elimination und den jeweiligen
Kontrollmechanismen durch lonenverschiebungen.

Apn,  Protonengradient; ANT, Adeninnukleotidtranslokator; GPX, Glutathionperoxidase; GR,
Glutathionreduktase; GSH/GSSG, reduziertes/ oxidiertes Glutathion; IDH, Isocitratdehydrogenase; IMM,
innere Mitochondrienmembran; MCU, mitochondrialer Ca?*-Uniporter; Mfn, Mitofusin; Mn-SOD, Mn?2*-
abhangige Superoxiddismutase; NCLX, mitochondrialer Na*/Ca?*- (und Li*) Austauscher; NNT,
Nikotinamid-Nukleotid Transhydrogenase; OMM, AuRere Mitochondrienmembran; PRX, Peroxiredoxin;
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TR, Thioredoxinreduktase; TRXr/o, reduziertes/ oxidiertes Thioredoxin; RyR, Ryanodinrezeptor; SERCA,
SR Ca?*-ATPase; SR, sarkoplasmatisches Retikulum. (MAACK et al., 2017)

Eine entscheidende Gréfle in diesem Gleichgewicht sind die dabei entstehenden ROS-
Emissionen (Abbildung 9). An den Komplexen | und Il der Atmungskette entstehen,
durch unvollstdndige Sauerstoffreduktion, laufend Superoxidradikale (-O2). Bei
Substrat-Angebot, aber in Abwesenheit von ADP, reduzieren die Elektronen von NADH
kommend die Atmungskette und etablieren den Apn, wonach der Elektronenfluss und
somit der O.-Verbrauch weitgehend sistiert. Wenn die ADP-Konzentration ansteigt,
wird durch Dissipation des Apy an der F1F, ATP-Synthase der Elektronenfluss erhdht
und die Atmungskette starker oxidiert, was das Redoxpotential und somit die
Radikalproduktion vermindert. Die Eliminierung der -O;-Radikale beginnt mit der
Konversion zu H,O, Uber die Mn?**-anhéngige Superoxiddismutase. Das H,O, wird
wiederum Uber die Glutathionperoxidase (GPX) und das Thioredoxin/ Peroxiredoxin-
System entgiftet (Abbildung 9). Fir diesen Vorgang wird reduziertes NADPH bendtigt,
das im Citratzyklus regeneriert wird und damit von der Ca®*-induzierten Stimulation
abhangt. Somit ist der Citratzyklus, neben der Regeneration von NADH fir die
Atmungskette, auch entscheidend fiir die Regeneration der antioxidativen Kapazitat
der mitochondrialen Matrix. Ca?* verlasst das Mitochondrium (iber den mitochondrialen
Na*/Ca®*-Austauscher (NCLX) (Abbildung 9) (MAACK et al., 2014).
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2.2 Herzinsuffizienz

2.2.1 Definition & Epidemiologie

Die Herzinsuffizienz (HI) ist der weltweit haufigste Grund fur Hospitalisierung in
Industrienationen (AMBROSY et al.,, 2014). 1995 definierte die WHO HI als
,uUnfahigkeit des Herzens, den Organismus ausreichend mit Blut und damit mit
genugend Sauerstoff zu versorgen, um den Stoffwechsel unter Ruhe- wie unter
Belastungsbedingungen zu gewahrleisten®. Des Weiteren finden sich Definitionen wie
,Unfahigkeit des Herzens, das vom Organismus bendtigte Herzzeitvolumen bei
normalem enddiastolischen Ventrikeldruck zu férdern®; oder ,Verminderte kdrperliche
Belastbarkeit aufgrund einer ventrikularen Funktionsstérung“ (HEROLD, 2018). Sie alle
beschreiben dasselbe Syndrom. Das Herz kann nicht mehr die erforderliche
Pumpleistung aufbringen, um den Koérper regelrecht mit Blut und somit Sauerstoff und
Nahrstoffen zu versorgen (HEROLD, 2018). Aktuell wird die Anzahl der an HI
erkrankten Patienten weltweit auf 26 Millionen geschatzt (AMBROSY et al., 2014).
Mindestens 2% der deutschen Bevélkerung sind von chronischer HI betroffen. Die
Pravalenz ist altersabhangig. Bei <60-jahrigen liegt sie bei <2%, wahrend sie Uber 10%
der >75-jahrigen betrifft. Bei Mannern handelt es sich um die vierthaufigste
Todesursache; nach den chronisch ischamischen Herzerkrankungen, dem
Myokardinfarkt und den bdsartigen Neubildungen in Bronchien und Lunge. Bei Frauen
liegt die Herzinsuffizienz auf Platz zwei nach der chronisch ischamischen
Herzkrankheit (NEUMANN et al., 2009). Die meisten Patienten haben kardiovaskulare
Vorerkrankungen wie koronare Herzkrankheit (KHK), Hypertonie und Myokardinfarkt,
Diabetes Mellitus, sowie Myokarditis, toxische Schaden und Klappendefekte (Tabelle
1). Die statistische Lebenszeitpravalenz an HI zu erkranken liegt bei 20%, fur Patienten
mit arterieller Hypertonie liegt sie héher. Es lasst sich flr die nachsten 20 Jahre ein
Trend auf bis zu 25% voraussagen. Die Ausgaben flr die Therapie belaufen sich zur
Zeit in Industrienationen auf 2% der Gesamtausgaben des Gesundheitssystems, mit
erwarteter Erhdhung um 200% in den nachsten 20 Jahren (NEUMANN et al., 2009;
METRA, TEERLINK, 2017).
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Framingham Heart Study

Hypertonie 49%
Koronare Herzerkrankung 29%
Diabetes mellitus 9%
Herzklappenerkrankungen 8%
Linksventrikulare-Hypertrophie 5%

Tabelle 1: Wesentliche atiologische Faktoren der Herzinsuffizienz (Framingham Heart Study)
(WEIL, SCHUNKERT, 2006)

Patienten mit HI haben i.d.R. eine schlechte Prognose mit hohen
Hospitalisierungsraten. Fur Patienten mit stabiler HI belauft sich die Mortalitat pro Jahr
auf 6-7%, fir jene mit akuter HI auf =2 25% (METRA, TEERLINK, 2017).

Aufgrund der geringen Sensitivitat und Spezifitdt der klinischen Symptome werden
Patienten oft erst nach Monaten oder Jahren diagnostiziert und initial haufig mit
Verdacht auf andere Erkrankungen therapiert. Klinisch zeigen sich Dyspnoe, Fatigue,
Orthopnoe (Atemnot bei Rickenlage), paroxysmale nachtliche Dyspnoe, Palpitationen,
(Knéchel-) Odeme, etc. (METRA, TEERLINK, 2017). Die klinischen Symptome kénnen
von bestimmten Zeichen (z. B. erhdhter Jugularvenendruck, gestaute Halsvenen,
Rasselgerausche Uber der Lunge oder periphere Odeme) begleitet sein (ESC
GIUDELINES, 2016).

Das Krankheitsbild Herzinsuffizienz wird in der Literatur auf unterschiedliche Weise
unterteilt. Eine Klassifizierung ist anhand des Herzzeitvolumens (HZV) (Low- vs. High-
Output-Versagen), der betroffenen Ventrikel (Links- vs. Rechts- vs. Globalinsuffizienz),
des zeitlichen Verlaufs (Akute vs. Chronische HI) und der Pumpphase (systolische vs.
diastolische HI + Kombination) moglich (HEROLD, 2018). Die Europaische
Gesellschaft fur Kardiologie veroffentlichte 2021 die in Tabelle 2 gezeigte Einteilung
mit Bezug auf die Ejektionsfraktion (EF) (ESC SCIENTIFIC DOCUMENT GROUP et
al., 2021).
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Herzinsuffizienz- | HFrEF HFmrEF HFpEF
Typ
Kriterien 1 | Symptome t+ | Symptome + | Symptome * Zeichen?
Zeichen? Zeichen?
2 | LVEF <40% LVEF 41-49%" | LVEF 2 50%

- - Objektiv nachzuweisende kardial
strukturelle und/ oder funktionale
Abnormitaten in Kombination mit
linksventrikularer diastolischer Dysfunktion/
erhéhten linksventrikularen Fullungsdriicken

unter erhéhten Serumkonzentrationen der

natriuretischen Peptide®

Tabelle 2: Definition der Herzinsuffizienz mit reduzierter (HFrEF), maBiggradig eingeschrankter
(HFmrEF) und erhaltener Ejektionsfraktion (HFpEF).

HF, Herzinsuffizienz; LVEF, Linksventrikulare Ejektionsfraktion; EF, Ejektionsfraktion

a Zeichen treten haufig nicht in frihen Erkrankungsstadien (v.a. bei HFpEF) und in gut eingestellten
Patienten auf

b Fir die Diagnosestellung der HFmrEF ist das Vorhandensein anderer struktureller Herzerkrankungen
wahrscheinlicher  (wie linksatriale ~ GroRenzunahme, linksventrikulare Hypertrophie  oder
echokardiografische Hinweise auf eingeschrankte linksventrikulare Fullung)

¢ Je héher die Zahl der vorhandenen Auffalligkeiten, desto wahrscheinlicher ist die Diagnosestellung der
HFpEF

(ESC SCIENTIFIC DOCUMENT GROUP et al., 2021)

Die akute HI wird auch als akut dekompensierte HI (acute decompensated heart
failure; ADHF) bezeichnet und kann je nach EF und peripherer Versorgung in einen
kardiogenen Schock Ubergehen. Atiologisch stehen folgende Ph&nomene im

Vordergrund:

1. Myokardiales Pumpversagen
(akutes Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, hypertone Krise, Myokarditis)
2. Akut auftretende Insuffizienz- oder Shuntvitien
(Papillarmuskelabriss  bei  Myokardinfarkt mit Segelklappeninsuffizienz,
Ventrikelseptumdefekt, Klappenzerstérung bei Endokarditis)
3. Mechanische Behinderung der Ventrikelfullung
(Perikardtamponade)
4. Tachykarde/ bradykarde Herzrhythmusstérungen mit entsprechenden

Symptomen
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(erhdhte Atemfrequenz/ Ruhepuls/ Jugularvenendruck; periphere Odeme/
Aszites; Rasselgerausche, Hypoxie, Tachypnoe; Tachykardie/ Arrhythmie;
Neues Herzgerausch; Hypotherme Extremitaten; Oligurie)

(NVL VERSORGUNGSLEITLINIEN, BUNDESARZTEKAMMER (BAK), 2017)

Es handelt sich um ein akut stationar zu behandelndes Krankheitsbild, wahrend die
chronische HI im Laufe von Monaten bis Jahren voranschreitet (Abbildung 10B) und im
Rahmen des myokardialen Remodelings i.d.R. kompensiert verlauft (WEIL,
SCHUNKERT, 2006), bzw. akut dekompensieren kann (HEROLD, 2018). Eine ADHF
exazerbiert zu ~3% in einen kardiogenen Schock und zu ~15% in Hypoperfusion
(Abbildung 10A). Dieser stellt ein lebensbedrohliches Krankheitsbild mit einer
Krankenhaus-Mortalitat von 70-90% dar (ERDMANN, 2011; OVIDIU et al., 2017).

A Kardiale SchSdigung B
Acute event
Myokardnaler 1 [
HMV.+ O,-Verbrauch T — 1 v
|
Koronar- 2
perfusiony 2 l
©
LV-Fillungsdruck T =
3 l
o
>
=

Arterieller Blutdruck + .
Time

Abbildung 10: Exazerbation Herzinsuffizienz

A: Pathogenese des kardiogenen Schocks. HMV= Herzminutenvolumen; LV= linksventrikular (BRAUN,
MULLER-WIELAND, 2017). B: Zusammenhang akuter Dekompensationen (ADHF) mit Progression der
Herzinsuffizienz. Nach jeder Episode, kurzzeitige Verbesserung, gefolgt von stetiger Verschlechterung der
kardialen Funktion (GHEORGHIADE et al., 2005).

Wahrend sich die Prognose von Patienten mit chronischer HI Gber die Jahre
verbessert hat, ist die der ADHF gleichbleibend schlecht.

34



Dissertation Daniela Piitz

2.2.2 Pathophysiologie

Das Herz durchlauft beim Krankheitsbild der HI den Prozess des Kkardialen
Remodelings. Dieses bringt Veranderungen in Struktur und Funktion der
Kardiomyozyten sowie in der extrazelluldaren Matrix (auch in nicht infarziertem
Gewebe) mit sich (Abbildung 11). Betroffen sind die Form und das Volumen des
Herzens, progressive ventrikulare Dilatation und beeintrachtigte Pumpfunktion, sowie
Veranderungen der zellularen Signalwege, so z.B. im sympathischen Nerven- und im
Renin-Angiotensin-Aldosteron System (MCMURRAY, 2010). Auf zellulédrer Ebene
entsteht ein Ungleichgewicht im Ca**-Haushalt der Kardiomyozyten. Die systolischen
Ca*-Transienten sinken durch weniger I (Ca®*-Einstrom Uber den L-Typ Ca®*-Kanal),
was einen der Haupttrigger fiir die RyR-Aktivitat darstellt. Die Aktivitat der SR Ca?*-
ATPase sowie die Anzahl und Aktivitdt der SERCA-Pumpen, der RyR und der B-AR
wird heruntergeregelt (GOMEZ et al., 1997). Dadurch nimmt die Speicherkapazitét des
SR ab, was das zentrale Defizit der pathologisch veranderten EM-Kopplung darstellt
(BERS, 2006). Durch die geringere Aktivitdt der SERCA-Pumpen mit folgender
langsamerer Ca?*-Wiederaufnahme ins SR sowie einer durch erhdhte intrazellulare
Na*-Konzentration bedingte Verlangsamung der Ca®*-Extrusion nach extrazellular Uber
den sarkolemmalen Na*/Ca®* Austauscher (NCX), wird die Relaxation der Myozyten
verlangsamt (Abbildung 11). Dies verschlimmert sich insbesondere bei schnelleren
Herzfrequenzen (HF), wenn die Dauer der Diastole verkirzt ist. In der Folge ist die
linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) vermindert (MULIERI et al, 1992;
HASENFUSS et al., 1994a). Zusatzlich kann die erhdhte end-diastolische intrazellulare
Ca?*-Konzentration in Kombination mit einer erhdhten Offnungswahrscheinlichkeit der
RyR eine spontane SR Ca*-Freisetzung triggern. Dies ist wiederum Ausldser von
ventrikularen Arrhythmien (MAACK et al., 2018).
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Abbildung 11: Die physiologische Elektromechanische Kopplung und ihre Veranderung bei
systolischer Herzinsuffizienz im Rahmen des kardialen Remodelings.

AR, Adrenorezeptor; cAMP, zyklisches Adenosinmonophosphat; ETC, Atmungskette; Ica und Ina, Ca?*- und
Na*-Einstrom; NCX: Na*-/ Ca?*-Austauscher; PDE, Phosphodiesterase; PKA, Proteinkinase A; RyR,
Ryanodinrezeptor; SR, Sarcoplasmatisches Retikulum; SERCA, SR Ca?-ATPase; T-Tubulus,
transversaler Tubulus; Rote Pfeile indizieren die Richtung der Veradnderungen bei Herzinsuffizienz
(MAACK et al., 2018).

Es ist nicht vollstandig geklart, ob die Herabregulation der B-AR durch das kardiale
Remodeling verursacht wird, oder ob der Koérper das Herz vor den erhdhten
Konzentrationen an zirkulierenden Katecholaminen zu schiitzen versucht. In humanem
Myokard von Patienten mit chronischer HI sind die B1-AR selektiv um 60% in ihrer
Anzahl verringert. Im Vergleich dazu waren die 2-AR in ihrer Anzahl unbeeinflusst und
waren somit Hauptvermittler des inotropen Effekts unter Katecholaminstimulation
(BRISTOW et al., 1982). Des Weiteren wurde das Verschwinden von aktiven
Rezeptoren von der Zelloberflache als Mechanismus fur zellulare Signalwege erkannt.
Herunterregelung wird u.a. durch Phosphorylierung von Serin und Threonin an
intrazellularen Domanen des Rezeptors aktiviert. Das Effektorenzym ist die PKA, die
eigentlich an der Verbesserung der kardialen Funktion beteiligt ist. Diese
Veranderungen haben eine temporare Komponente, abhangig von akutem oder
chronischem Stress (BERNSTEIN et al., 2011). Durch die Herunterregelung der 31-AR
ist die Phosphorylierung wichtiger Ca®* verwertender Enzyme minimiert, so auch die

der PKA. Die Folge ist eine Sensibilisierung der Myofilamente fiir Ca**-lonen, da die
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PKA-vermittelte Phosphorylierung von Tnl ebenso reduziert ist (WOLFF et al., 1996;
VAN DER VELDEN et al., 2001). Die intrazellulare Na*-Konzentration ([Na'];) unterliegt
ebenso Veranderungen. Diese steigt im Prozess des Remodelings an, was wiederum
den NCX vermehrt induziert und zusétzlich Ca®* in die Zelle pumpt, was wahrend des
Aktionspotentials die niedrigere Ca®*'-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) teilweise kompensiert (ARMOUNDAS et al., 2003). Dies hat allerdings
einen negativen Einfluss auf die mitochondriale Ca?*-Aufnahme, da durch den
langsameren transsarkolemmalen Ca®*-Influx (ber den NCX keine ausreichenden
Ca*-Konzentrationen am MCU im Vergleich zu einer koordinierten Ca®*-Freisetzung
aus dem SR aufgebaut werden koénnen. Dies wird neben den kinetischen
Unterschieden auch durch eine Ca?*-Kommunikation zwischen dem SR und
Mitochondrien (durch eine sog. mitochondriale Ca?*-Mikrodoméne) erklart (Abbildung
9) (KOHLHAAS et al., 2017). Darlber hinaus ist die Offnungswahrscheinlichkeit des
MCU bei Herzinsuffizienz reduziert (MICHELS et al., 2009). In Abbildung 12 ist das
entstehende Ungleichgewicht zwischen erhéhtem Energiebedarf in Form von ADP und
dem gesunkenen Ca?*-Angebot im Mitochondrium dargestellt. Mitochondriale
Dysfunktion ist eng mit Defekten in der EM-Kopplung verbunden, da der Citratzyklus

durch Ca?* stimuliert wird.

Normal heart Heart Failure
~ mitochondria < "—"-A‘ i
( H,0 « H,0, \ H0 < H0, ——==-—» Oxidative stress
Antioxidative enzymes Antioxidative enzym_és
ROS —r— NADPH < NADP* NADPH < NADP*
Transhydrogenase Transhydrogenase_::
ATP < NADH < NAD* NADH < NAD* —— > Energetic
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Abbildung 12: Parallele Aktivierung des mitochondriales Redoxgleichgewichts.

Das Redoxgleichgewicht unterliegt der Kontrolle von ADP und Ca?' im normalen Herzen; auch bei
Herzinsuffizienz. Unter physiologischen Bedingungen steigt bei erhéhtem Energieverbrauch Uber einen
gesteigerten Ca?*-Einstrom ins Mitochondrium auch die Energieregeneration sowie die antioxidative
Kapazitat. Dies geschieht durch eine gleichbleibende Balance der Redoxaquivalente NADH/NAD* und
NADPH/NADP*. Bei Herzinsuffizienz entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Arbeit und Ca?*-Aufnahme,
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mit folgendem Ungleichgewicht des Redoxstatus, was zu oxidativem Stress fihrt. Medikamente gegen
dieses Ungleichgewicht in braun; CGP-37157, Inhibitor des mitochondrialen Na*-/Ca?*- Austauschers; SS-
31 Tetrapeptid, das an Cardiolipin bindet; MitoQ, reichert sich als Antioxidans im Mitochondrium an.

ATP, Adenosintriphosphat; cyto, zytosolisch; ETC, Atmungskette; mito, mitochondrial; ROS, reaktive
Sauerstoffspezies; SR, sarkoplasmatisches Retikulum; B-AR, B-Adrenorezeptor (MAACK et al., 2017).

Durch die ADP-induzierte Beschleunigung des Elektronenflusses entlang der
Atmungskette wird NADH an Komplex | oxidiert. NADPH wird im Rahmen der
Entgiftung von H.O> zu NADP* oxidiert. Die mitochondriale Transhydrogenase (NNT)
reguliert das Gleichgewicht zwischen NADH und NADPH und ist hierbei an den
Protonengradienten Uber der IMM gekoppelt (RYDSTROM, 2006) und kann je nach
metabolischer Situation im vorwarts (NADPH-Regeneration) oder riickwarts gerichteten
Modus (NADPH-Oxidation) agieren (NICKEL et al., 2015) (Abbildung 9). Bei erhéhtem
ADP-Angebot durch hdhere Kontraktionsarbeit und/ oder erniedrigte Ca*-Aufnahme
ins Mitochondrium wird vermehrt NADPH zu NADH umgewandelt, um ATP zu
regenerieren. Dies geschieht auf Kosten der antioxidativen Kapazitat der Zelle. Die
vermehrt in der Atmungskette entstehenden Superoxidradikale (-O2) werden zu H20;
entgiftet, welches nicht mehr ausreichend Gber NAD(P)H abgepuffert werden kann.
Zusatzlich ist der Eisengehalt von Kardiomyozyten bei HI reduziert. Dies resultiert in
einer geringeren Expression antioxidativer Enzyme und geringerer Aktivitat der
Citratzyklus-Dehydrogenasen (MELENOVSKY et al, 2017). Die Folgen des
anfallenden oxidativen Stresses sind zelluldre Dysfunktion, irreversibler Zellschaden
und —tod, Nekrosen, Protein- und Lipidoxidationen, DNA-Schaden, linksventrikulare
Dysfunktion und erhdhte Mortalitdt bei Druckbelastung. ROS kdnnen direkt in den
kontraktilen Apparat und zentrale Proteine des Querbrickenzyklus eingreifen und
zellulare Signalwege abandern (TSUTSUI et al., 2011; MAACK et al., 2017). Oxidativer
Stress tragt entscheidend zur Entwicklung und Progression von HI bei und ist

Mittelpunkt der derzeitigen Forschungen.
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2.3 Therapie der Herzinsuffizienz

Die leitliniengerechte Therapie der chronischen Herzinsuffizienz (HI) zielt auf eine
Verbesserung der Lebensqualitdt und des funktionellen Status des Herzens, der
Vermeidung von Hospitalisierungen und der Senkung der Sterblichkeit des Patienten
ab (NVL VERSORGUNGSLEITLINIEN, BUNDESARZTEKAMMER (BAK), 2017).

Um eine Manifestation der HI zu verhindern, wird praventiv die Behandlung der
jeweiligen Grunderkrankung (arterielle Hypertonie, KHK, Diabetes Mellitus, etc.)
empfohlen, sowie eine Lebensstilanderung, wie Rauchentwéhnung und Alkoholverzicht
nahegelegt. Kommt es dennoch zur Reduktion der EF (HFrEF), beginnt eine
symptomatische Therapie mit p-Blockern, ACI-Inhibitoren, bzw. weiteren
Eskalationsmoglichkeiten. Die genauen Behandlungsstrategien fur die chronisch
verlaufende HI sind in den Guidelines der European Society of Cardiology (ESC) und

der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie (DGK) nachzulesen.

Das Therapieprinzip bei akuter Herzinsuffizienz; ADHF (Acute Decompensated Heart
Failure) unterscheidet sich grundsatzlich, da es sich hier um ein plétzliches Ereignis,
bzw. eine rapide Verschlechterung einer schon bekannten oder neu auftretenden (z.B.
bei Papillarmuskelabriss) HI handelt (GHEORGHIADE et al., 2005). Die zwei primar
tragenden Fragen in der Ersteinschatzung sind die mdgliche Stauung von Blut vor dem
Herzen (trocken = nicht gestaut; feucht = gestaut) und die periphere
Endorganversorgung (warm = Endgebietsversorgung vorhanden; kalt = Keine sichere
Endgebietsversorgung) (ESC GUIDELINES, 2016). Die Therapie der ADHF wird mehr
an Erfahrungswerte und persdnliche Meinung als an evidenzbasierte Studien geknupft.
Der Behandlungsplan gliedert sich in drei Phasen. In der ersten Phase stehen die
Behandlung der akuten Symptomatik mit (Schleifen-) Diuretika (z.B. Furosemid) und
Vasodilatatoren (z.B. Nitrate) (xOpioide) im Vordergrund. In der zweiten Phase die
Stabilisierung des Patienten und in der dritten die Aufrechterhaltung des Zustandes
und Vorbeugung einer erneuten Dekompensation. Ist die hamodynamische Situation
des Patienten kritisch, kann auf inotrope Medikamente zurlckgegriffen werden, die die
Endorganperfusion verbessern (TENEGGI et al.,, 2018). Im Falle eines kardiogenen
Schocks ist der Einsatz von vasoaktiven Substanzen und Inotropika kaum zu
vermeiden, wenn noétig missen auch mechanische, kreislaufunterstitzende

Malnahmen in Erwagung gezogen werden (ERDMANN, 2011).
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2.3.1 Inotropika — Ubersicht

Der Einsatz von inotropen Substanzen bei ADHF und im kardiogenen Schock muss in
Bezug auf die Effizienz, die Toleranz und die Sicherheit abgewogen werden
(TENEGGI et al.,, 2018). Die Komplikationsrate bei Einsatz ist hoch, weshalb die
Indikation eng gestellt werden muss. Eine Zusammenfassung einiger aktueller

Substanzen bietet Tabelle 3.

Calcium Mobilizer Na*-K* ATPase Inhibitoren  Digoxin
PDE3-Inhibitoren Enoximone, Milrinone,
Pimobendan
-adrenerge Agonisten Adrenalin, Noradrenalin,
Dopamin, Dobutamin
Aktivatoren der SR-Ca?*- Na*-K* ATPase Inhibitor + Istaroxime
ATPase (SERCA) SERCA-Aktivatoren
Ryanodin Rezeptor 2 + CXL-1020
SERCA-Aktivatoren
Substanzen mit dem Ca?*-Sensitizer Levosimendan
Sarkomer als Zielstruktur Pimobendan
Myosin Aktivatoren Omecamtiv Mecarbil
Substanzen mit SR-33805
zusatzlichen CXL-1020

myofilamentaren Effekten

Tabelle 3: Inotropische Substanzen und deren Effektordoménen.
(NAGY et al., 2014)

Bei hamodynamisch instabilen, akut dekompensierten ist der Einsatz von inotropen
Substanzen oft alternativios, obwohl der Sauerstoffverbrauch, die Arrhythmierate,
Hypertrophie und Zelltod durch Gabe von Katecholaminen, Herzglykosiden (z.B.
Digitalis) und PDE3-Hemmern zunimmt (sog. Ca**-Mobilizer) (JEWITT et al., 1974;
MAACK et al., 2018).

Die endogenen Katecholamine Noradrenalin (NA), Adrenalin und Dopamin binden an
den B+-AR, sowie zu variablen Anteilen an B2-/ a1-AR und dopaminerge Di- und D»-
Rezeptoren. Wie schon in Abschnitt 2.7.3.7 erwahnt, haben Katecholamine nicht nur
kontraktionssteigernde Effekte, sondern auch zahlreiche andere wie z.B. eine
Vasokonstriktion tber die Bindung von Adrenalin und NA an a4-AR. NA kann beim
kardiogenen Schock in Kombination mit anderen Inotropika verwendet werden, um den
Blutdruck und die Organperfusion zu stabilisieren (ESC GUIDELINES, 2016). Dopamin

wirkt in niedriger Konzentration vasodilatativ. Es erhdht so den Blutfluss des Herzens,
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des Gehirns, der Nieren und anderer Organen. Neuere Studien an Patienten mit ADHF
mit oder ohne Niereninsuffizienz zeigten neutrale Effekte auf eine renale
Perfusionssteigerung (ROSE-Trial/ DAD-HF I+l Trial) (GIAMOUZIS et al., 2010; CHEN
et al., 2013; TRIPOSKIADIS et al., 2014). In héheren Dosierungen wirkt Dopamin Uber
a1-AR vasokonstriktiv. und damit Blutdruck-steigernd, sowie positiv inotrop und
chronotrop Uber die f-ARs (MAACK et al., 2018). Bei Patienten im kardiogenen Schock
wird durch die neuroendokrine Aktivierung Tachykardie und Vasokonstriktion induziert.
Ein optimales Therapeutikum sollte positiv inotrop wirken und den systemischen
GefalRwiderstand (SVR) nicht weiter erhdhen. Dobutamin erfullt diese
Voraussetzungen (TUTTLE, MILLS, 1975). Es ist ein Agonist an B1-AR (> B2-AR ~ a-
AR) mit einem positiv inotropen Effekt (PIE), dessen Effektivitat der von Isoprenalin
(synthetischer +- und B2-AR Agonist ohne a-AR Effekte) ahnlich ist. Fur jede Erhéhung
der kardialen Kontraktilitdt steigen Blutdruck und HF nicht so stark an wie unter
Dopamin oder NA. Neben den sehr positiven kurzfristigen Effekten, v.a. auf die
Symptomverbesserung (FRANCIS et al., 2014) ist Dobutamin mit einer Steigerung des
myokardialen Sauerstoffverbrauchs und Arrhythmien, Toleranzentwicklung und
Mortalitat assoziiert (TUTTLE, MILLS, 1975; RUFFOLO, 1987; TACON et al., 2012;
STAPEL et al., 2017). NA ist als Zusatzkatecholamin im kardiogenen Schock indiziert,
um eine Blutdruckerhéhung/ -stabilisierung und Organperfusion zu gewahrleisten (ESC
GUIDELINES, 2016). Im Gegensatz dazu steht der Einsatz von Adrenalin. Eine
aktuelle Meta-Analyse zeigte eine dreifache Erhéhung der Mortalitat unter Adrenalin
(LEOPOLD et al., 2018), sowie eine Verschlechterung von kardialen und renalen
Biomarkern (TARVASMAKI et al., 2016). Ebenso ist bei Z.n. Myokardinfarkt ein
refraktarer kardiogener Schock 5-mal wahrscheinlicher als mit NA. Adrenalin fihrt bei
vergleichbaren vasokonstriktorischen Effekten zu einer starkeren Steigerung der
Herzfrequenz als NA, was zu einer starkeren Steigerung des myokardialen Oo-
Verbrauchs und Akkumulation von Lactat fuhrt (LEVY et al., 2018). Nach diesen Daten

stellt Adrenalin keine gunstige Therapieoption im kardiogenen Schock dar.

Eine andere Gruppe von Inotropika sind die Phosphodiesterase-Inhibitoren (PDE-
Inhibitoren). Unter diesen besteht keine Desensibilisierung oder Herunterregulation der
B-AR, und sie agieren unbeeinflusst von p-Blockern. Im humanen, insuffizienten
Myokard wird durch die Inhibition der PDE3 ein inotroper Effekt tber p-AR potenziert
(nicht aber durch Blockade der PDE4) (MOLENAAR et al., 2013). Umgekehrt verstarkt
eine PDE4 Blockade in humanen Atriumzellen tber B:-/ B2-AR induzierte Arrhythmien,

wahrend eine PDE3 Blockade ,nur® durch B;-AR verursachte Arrhythmien verstarkt

41



Dissertation Daniela Piitz

(MOLINA et al., 2012). Weiterhin vermitteln PDE-Inhibitoren Gber eine cAMP Erhéhung
einen vasodilatativen Effekt und fihren so zu einer Reduktion des SVR. Gewinscht ist
dies bei ADHF und bei hohem Gefalwiderstand. Dies limitiert allerdings die
Anwendung im kardiogenen Schock, da hier eine Vasodilatation mit folgendem
Blutdruckabfall nicht zutraglich zur hdmodynamischen Situation des Patienten ist
(MAACK et al., 2018).

Zurzeit sind Dopamin, Dobutamin und PDE3-Inhibitoren bei Hypotension (systolischer
Blutdruck <90mmHg) und/ oder Symptomen der Hypoperfusion zur Erhdhung des
kardialen Auswurfs und des Blutdrucks, sowie zur Verbesserung der peripheren
Versorgung und Erhalt der Organfunktion indiziert (ESC GUIDELINES, 2016).
Dennoch steht die Aktivierung von f;-AR mit Induktion von Apoptose,
linksventrikuldarem Remodeling und Dysfunktion in Zusammenhang (NARULA et al.,
1996; WENCKER et al., 2003). Dies verandert die myokardiale Substratverwertung
und kann so ein energetisches Defizit und oxidativen Stress triggern (STAPEL et al.,
2017).

In den 1980er Jahren entstand eine neue Generation von Inotropika, die Ca?-
Sensitizer. Sie versprachen eine Erhéhung der kardialen Kontraktilitdt ohne Aktivierung
des B-adrenergen Systems, ohne eine Erhéhung des Ca*-Flusses, ohne den
Sauerstoffverbrauch der Kardiomyozyten zu erhéhen und ohne vermehrt Arrhythmien
auszulésen (POLLESELLO et al., 1994). Sie verschieben das Verhaltnis von
intrazellularer Ca?*-Konzentration und Schlagkraftentwicklung nach links, d.h., mehr
Kraftentwicklung bei jeder gegebenen intrazellularer Ca?*-Konzentration. Ca?*-
Sensitizer sollen weder den Ca?*-Fluss durch das Sarkolemm erhéhen, noch den Ca?*-
Strom (systolisch/ diastolisch) aus/ in das SR abandern. Dies soll weniger pro-
arrhythmisch und weniger energieverbrauchend sein. Des Weiteren ist weder die HF
noch der Blutdruck beeinflusst. Bei HI soll es zu keiner Toleranzentwicklung oder
Desensibilisierung durch das p-adrenerge-/ cAMP-System kommen. Durch die meisten
Ca®*-Sensitizer wird die myokardiale Relaxation derart verlangsamt, dass die meisten
Produzenten die Herstellung mit der Zeit einstellten (MAACK et al., 2018).

Im Gegensatz zur Entwicklung guter Therapiemdglichkeiten bei chronischer HI, sind

die Bandbreite und die Auswahl an Praparaten fur die akute Dekompensation, bzw.

den kardiogenen Schock weiterhin begrenzt und nicht optimal.
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2.3.4 Levosimendan

Die finnische Firma Orion Pharma entwickelte mit Erstzulassung im Jahr 2000 in
Schweden, die Substanz Levosimendan (Levo). Es wurde unter dem Handelsnamen
Simdax 2013 erstmals in Deutschland und der Schweiz zugelassen (PREM,
SCHWINGER, 2015). Seither findet es als etablierte Substanz zur Zusatzbehandlung
der akuten dekompensierten Herzinsuffizienz (ADHF) Anwendung im klinischen Alltag.
Zunachst wurden sowohl perioperativer Gebrauch, Sepsis, kardiogener Schock und
rechtventrikulare Dysfunktion als Indikationen beschrieben, diese nach Erlangen von

Erfahrungswerten und einer verbesserten Studienlage stets weiter eingegrenzt.

Die Ca?*-Sensitizer wurden zu Anfang, je nach Bindungsdoméne am kontraktilen
Apparat, in drei Klassen eingeteilt (SCHWINGER, BRIXIUS, 2005), siehe dazu
Abbildung 14. Levosimendan (Levo; Propanedinitril [[4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-
oxo-3-Pyridazinyl)Phenyl]Hydrazonol] (R)) wurde 1994 zur Ca?*-abhangigen Bindung
an TnC entwickelt und als Klasse Il Ca**-Sensitizer eingestuft (HAIKALA et al., 1995b;
SCHWINGER, BRIXIUS, 2005).

levosimendan
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Abbildung 13: Molekulare Struktur von Levosimendan;

Propanedinitril [[4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-oxo-3-Pyridazinyl)Phenyl]Hydrazonol] (R) und seines
aktiven Metabolitens OR-1896, Azetamid N-[4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6-oxo-3- Pyridazinyl)Phenyl]
(SZILAGY! et al., 2004).

Levo stabilisiert die Bindung von Ca®* an TnC und verlangert die Bindung von TnC an
Tnl, ohne die Ca®*-Affinitat zu erhdhen (POLLESELLO et al., 1994). Die fur die Ca?*-
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Sensibilisierung verantwortliche Bindungsstelle befindet sich innerhalb eines
hydrophoben Abschnitts der N-Domane nahe der sogenannten D/E Linker-Region des
TnC (SORSA et al.,, 2003; ROBERTSON et al., 2010). Die Konsequenz ist die
Stabilisierung des mit Ca*-lonen gesattigten TnC (SORSA et al., 2001) mit
Verlangerung der Bindung zwischen TnC und Tnl beim Kraftschlag, ohne eine
Beeinflussung der totalen Anzahl von bindenden Ca?*-lonen. Man geht mittlerweile
davon aus, dass die Wirkung Ca?*-abhangig ist und der kontraktile Apparat nur bei
hohen intrazellularen Ca®*-Konzentrationen sensibilisiert wird. Die Relaxation verbleibt
aufgrund des schnellen Abdiffundierens des Ca?* in der Diastole, sowie durch die nur
milde Sensibilisierung ungestort (HAIKALA et al., 1995a).

Wirkmechanismus der Ca2*-Sensitizer
Dicke
Filamente
Diinne
Filamente
Klasse Il Ca2*-Sensitizer

Abbildung 14: Schema zur Klasseneinteilung der Ca?*-Sensitizer anhand des Wirkmechanismus.
Klasse-I-Ca®*-Sensitizer greifen in die Interaktion von Troponin C (TnC) mit Ca?* ein; Ca®*-Sensitizer der Klasse |l
greifen an den dunnen Filamenten an und erleichtern die Aktin-Regulation durch den Komplex der diinnen Filamente
mit Ca?*. Im Unterschied zu den Klasse-I-Ca®*- Sensitizern beeinflusst diese Gruppe aber nicht die Ca®*-Affinitt von
TnC. Ca?*-Sensitizer der Klasse Il greifen Ca®*-unabhangig direkt in den Querbriickenzyklus ein (SCHWINGER,
BRIXIUS, 2005).

Levo und sein aktiver Metabolit OR-1896 sind keine puren Sensitizer (SANDELL EP et
al., 1995). Bei Metabolisierung werden etwa 5% der Gesamtmenge im Dickdarm zu
OR-1855 umgesetzt. In der Leber wird dieses zu dem aktiven Metaboliten OR-1896
acetyliert. Levo bindet zu 98% an Plasmaproteine, OR-1896 nur zu 40%, weshalb es
bei niedrigen totalen Plasmakonzentrationen signifikante klinische Effekte entfalten
kann (SANDELL EP et al., 1995; PAPP et al., 2012). Levo wird bei Therapiebeginn i.v.
Uber eine Ladungsdosis und anschlieRend uber eine 24-stindige Infusion verabreicht
(KIVIKKO et al., 2002). Anders als Levo mit einer HWZ von 1-1.5 Stunden hat OR-
1896 eine Wirkdauer von 7-9 Tagen (HWZ 75-80 Stunden). Die pharmakokinetischen
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Eigenschaften von Levo sind bei renaler und hepatischer Insuffizienz unverandert,
wahrend die Ausscheidung des Metaboliten verlangert sein kann (PUTTONEN et al.,
2008). OR-1896 agiert annahernd identisch zu Levo (TAKAHASHI et al., 2000;
SZILAGY!I et al., 2004). Es hat eine 4,5-fach schwachere Ca?*-sensibilisierende
Wirkung und einen 38-fach schwacheren PDE3 inhibitorischen Effekt (JRSTAVIK et
al., 2015). Die beiden Substanzen wirken tber Bindung an TnC schlagkraftverstarkend
und sind spezifische Inhibitoren der PDE3 mit 1000-fach starkerer Affinitat fur PDE3 >
PDE4 (RAASMAJA et al., 1997; ZIMMERMANN et al., 1998; AJIRO et al., 2002;
SZILAGYI et al., 2004). Sie sind weiterhin Induktoren eines ATP-abhangigen K*-Kanals
(Katp) am Sarkolemm glatter Muskelzellen mit folgender Vasodilatation. Gezeigt wurde
dies an Arterien der pulmonalen, koronaren und peripheren Systeme, sowie an
hepatischen Venen (PAPP et al, 2012). Levo ist ebenfalls Induktor eines
mitochondrialen K*-Kanals (lkate) in Kardiomyozyten (PATARICZA et al., 2000;
POLLESELLO et al.,, 2016). Dies soll die Vor- und Nachlast von Patienten unter
Therapie senken, den koronararteriellen Fluss steigern und somit eine kardioprotektive
Wirkung entfalten (KAHEINEN et al., 2001; LABRIOLA C et al., 2004). Nicht zuletzt
auch Uber BNP-Senkung (brain natriuretisches peptid), Zytokinmodulation, anti-
ischamische, anti-stunning und neurohumorale Effekte. Nach Myokardinfarkt kann
durch Anstieg der Koronararterienperfusion das Infarktareal verkleinert werden (PAPP
et al.,, 2012). Levo agiert zusatzlich synergistisch zu nukleotidischen Diphosphaten.
Diese Eigenschaften kann helfen infarziertes, ischamisches Myokard zu schitzen, da
die Aktivierung von Karp-Kanalen in Geweben mit wenig ATP und viel angefallenem
ADP weniger Energie bendtigt (YOKOSHIKI et al., 1997). Es liel3 sich keine Erhéhung
des myokardialen Sauerstoffverbrauchs feststellen (UKKONEN et al., 2000).

Wie schon in Abschnitt 2.3 Therapie der Herzinsuffizienz beschrieben, wird zu Beginn
der Akuttherapie des kardiogenen Schocks mit i.v. Diuretika und Vasokonstriktoren
behandelt. Bei Aggravierung der Symptomatik sind positiv inotrope Substanzen, z.B.
Dobutamin oder PDES3-Inhibitoren (wie Milrinon oder Enoximon) indiziert. Diese
Substanzen fuhren zur akuten Stabilisierung, mittel- und langfristig haben sie allerdings
keinen positiven Einfluss auf das Uberleben. In einer Meta-Analyse von klinischen
Studien der letzten 20 Jahre unter Berlcksichtigung von knapp 29.000 behandelten
Patienten, konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Mortalitat unter inotroper und
vasopressorischer Therapie ebenfalls nicht ansteigt (BELLETTI et al., 2015). Levo ist

in der Akutbehandlung additiv zu - und a-agonistisch wirkenden Substanzen, sowie
zu B-AR-Antagonisten einsetzbar (,Add-on Therapie) (DELLE KARTH et al., 2003;
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ZOBEL et al.,, 2004). Zusatzlich zeigten sich keine Tendenzen zur Auslésung von
Arrhythmien; das elektrophysiologische Profil verblieb ausgeglichen (SINGH et al.,
1999; LILLEBERG et al., 2004).

In einer Meta-Analyse Uber den positiven Effekte der Substanz aus dem Jahr 2012
wird ein signifikanter Rickgang der Mortalitdt beschrieben, allerdings galt der
kardiogene Schock als Ausschlusskriterium (LANDONI et al., 2012). In anderen
Quellen konnte kein verbessertes Uberleben bestéatigt werden (LEONARDO DE LUCA
et al., 2006; SAMIMI-FARD et al., 2008). Die Literatur ist im Hinblick auf die Senkung
oder Neutralitat in Bezug auf die Mortalitatsrate gespalten. Als Zusatztherapie bei nicht
ausreichendem Ansprechen auf eine Katecholamintherapie ist der Einsatz von Levo
dennoch eine wertvolle Erganzung (ZOBEL et al., 2004). Die perioperative
Verwendung von Levo nach herzchirurgischen Eingriffen (bis 48 Stunden nach OP)
bzw. bis Beendigung der intensivmedizinischen Betreuung zeigte in der CHEETAH-
Studie keinen positiven Effekt auf die 30-Tage Mortalitat (LABRIOLA C et al., 2004;
MEHTA et al., 2017). Fir den Nutzen von Levo im Rahmen einer schweren Sepsis und
des septischen Schocks wurden 10 klinische Studien mit insgesamt 1036 Patientin
verglichen. Es konnte keine Senkung der Mortalitdt, aber eine Verminderung des S-
Laktats mit myokardialer Kontraktilitdtssteigerung und einer Verbesserung der
linksventrikuldren EF gezeigt werden. In Falle einer Sepsis ist die Therapie als ,,Add-
on“ dennoch nicht zufriedenstellend (CHANG et al., 2018). Allgemein werden
kardioprotektive Eigenschaften, wie Symptomverbesserung, Abnahme des NT-proBNP
und Effizienz bei gleichzeitiger B-Blocker Therapie beschrieben. Andere Indikationen
zum Einsatz von Levo sind ohne weitere evidenzbasierte Studien limitiert (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2005; ARCHAN, TOLLER, 2008).

Kontraindikationen fir den Einsatz von Levo sind generelle Hypersensibilitat
gegenuber der Substanz selbst oder Inhaltsstoffen, schwere Hypotension und
Tachykardie, signifikante mechanische Obstruktion, die die ventrikuldre Fullung oder
Auswurf behindert, schwere renale Insuffizienz mit einer Kreatininclearance <30
ml/min, schwere hepatische Insuffizienz und Torsades de Pointes Rhythmusstérung.
Des Weiteren ist die Applikation nur im hospitdren Rahmen, mit adaquaten inotropen
Behandlungsmdglichkeiten, zugelassen. Die allgemeine Dosierungsempfehlungen sind
eine initiale Dosis von 6-12 pg/kg i.v. tber 10 min und im Anschluss 0,1 pg/kg/min i.v.
Uber 24 h (BFARM, 2009). Nach Beendigung der 24-stindigen Infusion wirkt Levo mit
seinem aktiven Metaboliten OR-1896 Uber 3-5 Tage (KIVIKKO et al., 2002). Studien
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Uber den oralen Einsatz von Levo bei schwerer chronischer HI zeigten positive kardiale
und hdmodynamische Effekte, die dem i.v. Gerbrauch &hnlich sind (HARJOLA et al.,
1999). In weiteren Untersuchungen uber den oralen Nutzen zeigten Dosen zwischen 4-
8 mg moderate inotrope Effekte und Steigerungen der HF, wéahrend der Blutdruck
unbeeinflusst blieb (PODER et al., 2004). Dennoch ist die Zulassung in Deutschland
bisher auf den i.v. Einsatz beschréankt (BFARM, 2009). Fur die Effekte von Levo siehe
auch Tabelle 4.

Molekulare Kardiales X
Angriffspunkte Troponin C

Kardiales X

Myosin

b-schwere X

Ketten

PDE3 X

PDE4

KATp—KanéIe X
Pharmakologische Inotropie 1 1
Eigenschaften

Lusitropie 1

Vasodilatation 1

Periphere 1

Perfusion

Kardiale T

Protektion

Chronotropie 1 !
Klinische Effekte Kardialer 1 )

Auswurf

Kapillar

pulmonaler

Wedge Druck

Dyspnoe, l o]

Fatigue

Neurohormone !

ANP/BNP

Gegenteilige Hypotension 1 PEN
klinische Effekte

Artriale 1

Arrhythmien

Ventrikulare > PEN

Arrhythmien
Mortalitat =

Tabelle 4: Molekulare Angriffspunkte, Wirkmechanismen, pharmakologische und klinische Effekte
von Levosimendan und Omecamtiv Mecarbil.
(ENDOH, 2001; POLLESELLO et al., 2016)

Die klinischen Studien Uber Levo sind zahlreich. Um dennoch einen Uberblick zu
geben, sind im Folgenden ausgewahlte Arbeiten aufgefihrt. Die LIDO-Studie

untersuchte den hamodynamischen Effekt von Levo vs. Dobutamin. Levo verbesserte
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die Vitalparameter effektiver und reduzierte die 180-Tage Mortalitdt im Vergleich zu
Dobutamin (FOLLATH et al., 2002; MEBAZAA et al., 2009). In der SURVIVE-Studie
konnte Levo die Mortalitdt nach 180 Tagen im Vergleich zu Dobutamin nicht senken.
Es zeigten sich 5 Tage nach Randomisierung eine BNP-Reduktion und gute Effekte
auf die Hamodynamik sowie bessere Ergebnisse bei vorausgegangener B-Blocker-
Therapie (MEBAZAA et al., 2007; MEBAZAA et al., 2009). Levo war in der REVIVE-
Studie (Levo vs. Placebo) mit Hypotension, kardialen Arrhythmien wahrend der
Infusionsphase und nicht signifikant reduzierten Todesfallen (trotz verbesserten
Symptomen und BNP-Reduktion) assoziiert (PACKER et al., 2013).

Allgemein war Levo bei der Behandlung nach akutem Myokardinfarkt (RUSSLAN-
Studie) mit einem signifikant gesunkenem Risiko flir Tod und Exazerbation von Hi
assoziiert (MOISEYEV et al., 2002). In der CHEETAH- und LEVO-CTS-Studie konnte
Levo das Outcome von Patienten mit systolischer HI nach kardialen Operationen nicht
verbessern, obwohl die Notwendigkeit der Anwendung von Katecholaminen 24 h
postoperativ reduziert war (LANDONI et al., 2017; MEHTA et al., 2017). In einer neuen
Pilotstudie (LION-HEART) an 69 ambulanten Patienten mit fortgeschrittener Hl,
erhielten die Teilnehmer Uber 3 Monate alle 2 Wochen Levo-Infusionen. Es konnten
ein Ruckgang von NT-proBNP, verbesserte Lebensqualitdt der Patienten und
reduzierte Hospitalisierungen ohne wegweisende Komplikationen erreicht werden
(COMIN-COLET et al., 2018). Diese Ergebnisse sollten in gréReren Studien validiert

werden.

Die diastolische Relaxation verbleibt, wie oben bereits erwahnt, durch die Ca?'-
konzentrationsabhangige Bindungsverstarkung von Levo, als auch durch die PDE3
inhibitorische Wirkung, unbeeinflusst (BOKNIK et al., 1997). Durch Inhibierung des
cAMP-Abbaus wird eine Kaskade angestofien, die zusétzlich Ca?* ins Zytosol pumpt
und somit eine Balance zwischen ADP und Ca** erzeugt (Abbildung 12). Bei Inhibition
der PDE3 mit Cilostamid (selektiver PDE3 Inhibitor) ist die Levo Wirkung in Ratten
aufgehoben. Im Vergleich wurde die intrazelluldre Ca?*-Konzentration mit dem puren
Ca*-Sensitizer EMD-57033 (EMD) nicht beeinflusst, was die Frage nach dem
tragenden Levo Effekt aufwirft. In vitro hat Levo allein kaum Auswirkung auf die Zellen.
Bei gleichzeitiger B-adrenerger (Vor-)Stimulation zeigen sich die besten Ergebnisse in
Bezug auf die Kontraktionskraftsteigerung (GRSTAVIK et al., 2014). Bei B-Rezeptor
Blockade mit Timolol blieben die inotropen und lusitropen Effekte von Levo fast

vollstandig aus. Unter EMD kann, bei PDE3 Inhibition durch Cilostamid, eine deutliche
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inotrope Reaktion verzeichnet werden, bei Levo bleibt diese aus. So ist die Frage, ob
und inwiefern tatsachlich eine Ca**-Sensibilisierung vorhanden ist (JRSTAVIK et al.,
2015).

2.3.3 Omecamtiv Mecarbil

2005 wurde der kleinmolekulare Myosinaktivator Omecamtiv Mecarbil (OM) oder auch
CK-1827452 als erstes Praparat einer neuen Gruppe von Inotropika entwickelt
(Abbildung 15) (MORGAN et al., 2010). Anstatt von Ca**-Sensibilisierung verhilft es
dem kardialen Myosin direkt zur Verstarkung des Kraftschlags, ohne eine Erhdhung
des Energieverbrauchs oder der intrazellularen Ca*-Konzentration. Ziel dieses

Designermolekiils ist die Therapieverbesserung der systolischen HI.

o)
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Abbildung 15: Molekulare Struktur von Omecamtiv Mecarbil (C2oH24FN50O3).
(MALIK et al., 2011)

Die orale Bioverfigbarkeit der Substanz liegt bei 90% (ohne dosisabhangige
Aufnahme) mit einer HWZ von 18,5 Stunden ohne Beeinflussung der Pharmakokinetik
durch Grundparameter wie Alter, Geschlecht und Gewicht. Der maximale Wirkeintritt
wird 1 Stunde nach Administration verzeichnet und die OM-Plasmakonzentration ist
direkt proportional zur SET-Erhéhung in gesunden Probanden und Patienten mit HI.
Die Plasmaproteinbindung liegt bei 81,5%. Die Metabolisierung verlauft hauptséachlich
Uber Decarboxylierung und in Anteilen Uber CYP3A4/ CYP2D6 Induktion mit ~8%
direkter renaler Ausscheidung (VU et al., 2015).

Der limitierende Faktor der myofilamentaren Kontraktion ist die Phosphatabdissoziation
im Querbrickenzyklus (s. 2.1.2 Die Elektromechanische Kopplung). Erst danach kann
durch den Kraftschlag ein Verschieben der Myofilamente erreicht werden (MEIJS et al.,
2012). OM bindet an die sog. humane B-kardiale Motordomane (cMD) des Myosins.
Durch allosterische Veranderungen der p-Faltblattkonstitution kann die Aktin-

Bindungsstelle mit der Nukleotidtasche gekoppelt und stabilisiert werden. Durch die
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Stabilisierung des Pra-Kraftschlagstadiums erhdht sich die Freisetzungsrate von
Phosphat (Abbildung 16A). OM setzt die Schwelle zur Aktivierung der Myosin ATPase
herab, was diesen Zustand zusatzlich verstarkt (MALIK et al., 2011; WINKELMANN et
al., 2015; PLANELLES-HERRERO et al., 2017). Dem folgt eine héhere Umsetzung der
schwachen in starke Myosin-Aktin-Bindungen (physiologisch liegen mehr schwache
Bindungen vor) und mehr Myosinkdpfchen binden an Aktin (,mehr Hande ziehen an
einem Seil*) (MALIK et al., 2011). OM beeinflusst kein auRerkardiales Myosin. Die
Wechselwirkungen unter OM-Bindung und die allosterischen Veranderungen bilden die

strukturelle Basis fur die kinetische und mechanische Abstimmung des Myokards.

Die systolische Ejektionszeit (SET) wird Uber den o.g. Mechanismus verlangert, die
myokardiale Kontraktionskraft und Energieeffizienz steigen (Abbildung 16B-D), die HF
und die intrazellularen Ca?**-Transienten bleiben unbeeinflusst (Abbildung 16B). Durch
Verlangerung der Systole wird die Diastolendauer entsprechend verkurzt (MEIJS et al.,
2012).

Contractility Transient

A SSRGS B ol c
3 o
/ ADP- P, \ “ g‘ )
@EERS s WEAF eEES Kl - § = 150+ =150 g
. ADP-Pi o - | 8% ]
m + A el I 1 T beopretervent ? § <
: T2 1004 - %100 8
”’A STRONG P Calcium Transiont g 3 oo ’\. =
ERERR SR 15 [ =8 4 10% g
1 | o 50+ S0 =
ADP T T T T
- . o | 0 200 400 600 800 1000
e Myosin  Actin eSS Omecamtiv Mecarbil [nM)

® 02 o4 o6 08 0 02 04 o os
Time (se¢) Tire (sec)

Post-ischemic
D ., E F
+ B i
£ Time to peak _ 107 0 Control
o 2 mece - 0.1 pMOM
o mithy No dnag W
ﬁ 2004 H N p— £ 03] = | oM
2 E &
i T 064
3 v H iz z
~— 3 ¢ o EF= =
" » B 044
g 1001 5@ g «—i—»f i2sm E
-] Maxima s [ — Sam S =TT 7 021
£ rolayating 4 b} 1 3
o , ' ' \__‘_A ------ ° . .-
0 3
M N - N Y 0 20 40 60 80 ’ ® 7 3 5
0 200 400 600 800 1000 LV volume (ml) pCa

Omecamtiv Mecarbil [nM]

Abbildung 16: Wirkmechanismus und Effekte von Omecamtiv Mecarbil;

A: Mechanochemischer Myosinzyklus. Gelb: Schwache Myosin-Aktin Bindungen; Rot: Starke Myosin-
Aktin Bindungen; Omecamtiv Mecarbil (OM) erhdht die Umwandlungsrate von Myosin in die starken,
krafterzeugenden Myosinbindungen. B: Reprasentative Darstellung einer myozytaren Kontraktion. OM
(200nM) erhoht die Dauer und die Amplitude der Zellverkirzung, ohne Effekt auf den zytosolischen
Ca?*-Transienten. Im Gegensatz dazu erhoht der B-adrenerge Agonist Isoprenalin die Zellverkiirzung
durch Anhebung des zytosolischen Ca?*-Transienten. C: Fraktionierte Zellverkiirzung und diastolische
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Zelllange von isolierten Ratten-Kardiomyozyten bei ansteigenden OM-Konzentrationen. D: Zeit zum
Verklrzungsmaximum und maximale Relaxationsgeschwindigkeit von isolierten Ratten-Kardiomyozyten
bei anteigenden OM-Konzentrationen. A-D: (MALIK et al., 2011). E: Effekt von OM (20 Minuten Infusion;
dosiert fir 20% Verlangerung der systolischen Ejektionszeit) auf die linksventrikulare Druck/Volumen-
Kurve in einem Schweinemodel bei myokardialem Stunning (,post-ischamisches® Herz). Die Volumina
stehen flir das linksventrikuldare Schlag- und enddiastolische Volumen, aus welchen sich die
Ejektionsfraktion berechnet. (BAKKEHAUG et al., 2015). F: Effekt von OM bei 0.1 oder 1uM bei
normalisierter, isometrischer Kraft als Antwort auf steigende [Ca?*] an Ratten-Kardiomyozyten. (NAGY et
al., 2015)

Allerdings wird die systolische Funktion auf Kosten der diastolischen Funktion
verbessert. Die diastolische Vorspannung der Kardiomyozyten steigt, die totale
Zelllange stellt sich verkirzt dar (Abbildung 16C). Dies bestimmt u.a. die
therapeutische Breite des Praparats. In Ratten Kardiomyozyten Uberwiegt bei 200-400
nM OM-Konzentrationen die systolische Kontraktionsverbesserung die steigende
diastolische Spannung. Bei einer Konzentration von 800 nM finden sich gegenteilige
Effekte. In einem in vivo Schweinemodell nach myokardialem Stunning mit Ischamie
und Reperfusion fand sich ein Punkt, an welchem OM das end-systolische und end-
diastolische Volumen in gleichem Male beeinflusste (Abbildung 16E/F). Die SET
Steigerung lag hier bei 20%, die linksventrikulare EF erschien zunachst erhdht. Bei
gleichzeitig nicht erhdhtem SV wurde dieser Effekt im Anschluss dennoch als eine
Pseudoerhdéhung gewertet (BAKKEHAUG et al., 2015). Die Effekte auf den kardialen
Auswurf in humanen Modellen mit und ohne HI waren geringer als in Hunden mit HI
(SHEN et al.,, 2010). Aufgrund der Ergebnisse auf post-ischamische Schweine
(BAKKEHAUG et al., 2015) muss erortert werden, ob der Effekt OMs auf die SET, bzw.
das SV, durch eine (z.T.) Senkung des end-diastolischen Volumens bzw. der
diastolischen Fullung zu Stande kommt. Die Verbesserung der NT-pro-BNP Spiegel in
der COSMIC-HF Studie (TEERLINK et al., 2016c) spricht allerdings gegen eine
relevante diastolische Verschlechterung innerhalb der therapeutischen Breite
(TEERLINK et al., 2016b). OM wurde inzwischen in einer Phase |ll Studie an >8.000
Patienten mit HFrEF getestet (TEERLINK et al., 2020). OM verbesserte hierbei den
kombinierten Endpunkt aus kardiovaskularer Sterblichkeit und Hospitalisierung flr
Herzinsuffizienz signifikant um 8%, allerdings ohne die Einzelkomponenten des
primaren Endpunktes allein zu reduzieren (TEERLINK et al., 2020). Der Effekt war
starker ausgepragt bei Patienten mit geringerer LVEF, erhéhtem NT-proBNP, schwerer
Herzinsuffizienz und bei hospitalisierten Patienten; (TEERLINK et al., 2020; FELKER
et al.,, 2021; TEERLINK et al., 2021). Die Zulassung der Substanz zur Therapie der

Herzinsuffizienz ist beantragt, und das Profil der Substanz spricht fir einen
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personalisierten Gebrauch bei Patienten mit fortgeschrittener HFrEF und niedriger
LVEF. Eine weitere Studie mit einer anberaumten Laufzeit bis Ende 2021, METEORIC-
HF, untersucht die Belastungskapazitat von Patienten mit chronischer HI vor und nach
20-wochiger OM-Therapie (NCT03759392). Die Ergebnisse sind zum aktuellen

Zeitpunkt noch ausstehend.

52



Dissertation Daniela Piitz

2.4 Fragestellung der Arbeit

Da das Zusammenspiel von Elektromechanischer Kopplung und mitochondrialer
Energetik von besonderer Bedeutung fur die Regulation des Redoxstatus und der
Produktion von Sauerstoffradikalen ist, war das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von
Levosimendan und Omecamtiv Mecarbil auf diese Parameter in isolierten
Herzmuskelzellen des Meerschweinchen zu ergrinden. Hierfir wurden spezifisch die

folgenden Fragestellungen adressiert:

1. Welchen Einfluss haben Levosimendan und Omecamtiv Mecarbil in

verschiedenen Dosierungen auf die Parameter der Zellverklrzung?

2. Wie verandert sich der medikamentdse Effekt bei 3-adrenerger Co-Stimulation?

3. Haben die Substanzen Einfluss auf den mitochondrialen Redoxstatus in
kardialen Muskelzellen? Kommt es zu einem vermehrten Verbrauch der
Redoxaquivalenten NAD(P)H und FADH,?

4. Welchen Einfluss haben die Substanzen auf den Ca2+-Fluss in der Zelle?

5. Gibt es Effekte auf das mitochondriale Membranpotential (A¥m)?

Der erste Teil dieser Arbeit beschreibt die Auseinandersetzung mit der bereits seit dem
Jahr 2000 etablierten Substanz Levosimendan. Das Ziel der Untersuchungen war zum
einen die Bestimmung der Einflusskomponente von p-adrenerger Kostimulation auf die
Erhdéhung der Kontraktionsamplitude mit der Frage nach PDE3-Inhibition vs. Ca?*-
Sensibilisierung und dementsprechend der Frage, ob vermehrt oxidativer Stress in den
Mitochondrien anfallt, was tber die Messungen von NAD(P)H/ FADH zu untersuchen
ist. Um dies genauer zu eruieren, wurde zum anderen die intrazelluldre Ca*-
Konzentration bestimmt. Durch Korrelation der intrazelluldren Ca?*-Konzentration mit
der jeweiligen Sarkomerlange kénnen Hinweise auf eine Veranderung der Ca*-

Sensitivitat der Myofilamente geschlossen werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Substanz Omecamtiv Mecarbil, die

Uber einen neuen Wirkmechanismus, der Myosinaktivierung, agiert. Die Versuchsreihe
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wird mit der Frage nach der effizientesten Dosierung erdffnet. Wo finden sich die
meisten forderlichen und wo die am wenigsten schadlichen Effekte auf die
Kontraktilitdt? Durch Bestimmung der Autofluoreszenz von NAD(P)H/FAD wird
ermittelt, ob eine vermehrte Oxidation dieser Redoxaquivalente unter OM verzeichnet
wird. Zur Objektivierung, wie sich die Effekte von OM bei -adrenerger Co-Stimulation
entwickeln, wird eine Versuchsreihe mit dem [-adrenergen Agonisten Isoprenalin
erganzt. Um auch hier einen Einfluss auf den Ca?*-Haushalt messen zu kénnen,

schlossen wir die Versuchsreihe mit Untersuchungen des Ca**-Flusses.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren der Omecamtiv Mecarbil- und Levosimendan-Messreihen
handelte es sich um weibliche Hartley Meerschweinchen vom Zichter Charles River.
Bei Erhalt der Tiere hatten diese ein Gewicht von 200-250 g. Die physiologische HF
von Meerschweinchen liegt zwischen 150-300 Schlage/min, der Aufbau der
Myofilamente, die PDE3-Aktivitat, sowie der Calciumhaushalt (mit mitochondrialen
Ca*-Mikrodomanen) sind den humanen Herzmuskelzellen &hnlicher als denen von
Mausen oder Ratten, weshalb sie an dieser Stelle als Versuchstiere ausgewahit
wurden. Alle Versuche sind unter Genehmigung der Tierschutzkommission der
medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes, des Landesamtes flir Soziales,
Gesundheit und Verbraucherschutz Abteilung ,Lebensmittel und Veterinarwesen® nach
§8 Abs. 1 Tierschutzgesetzes (TiSchG) des Saarlandes und der Bundesrepublik
Deutschland abgelaufen. Die Meerschweine wurden in Kafigen mit maximal 4 Tieren
bei Raumtemperatur gehalten und konnten ihren physiologischen Tages- Nacht- und

Fressrhythmus beibehalten.

3.1.2 Verwendete Materialien

3.1.2.1 Verwendete Substanzen zur Zellisolation und Zellmessung

3.1.2.1.1 Normal-Tyrode (NT) Lésung (Ca?*-frei)

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur auf einen pH-Wert von 7.46 eingestellt und mit
NaOH, bzw. HCI gepuffert.
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Stoff MG Konzen- Menge in1L | Hersteller
[g/mol] | tration destilliertes
[mmol/L] | Wasser [mg]
Natriumchlorid 58.44 130 7597.2 Carl Roth
(NaCl) GmbH+Co.KG,
Karlsruhe,
Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) | 74.55 5 372.8 Merck KGaA,
Darmstadt
Magnesiumchlorid 203.31 1 203.3 Merck KGaA,
(MgCly) Darmstadt,
Deutschland
Natrium-Hepes 260.30 | 10 2603.0 Amresco, Solon,
(CsH17N2NaO4S) Ohio, USA
Natrium-Pyruvat 110.02 |2 220.0 AppliChem
(CsH3NaO3) GmbH, Darmstadt
L-(+)-Ascorbinsdure | 176.12 | 0.3 52.8 Sigma-Aldrich
(CeHsOs) Chemie GmbH,
Steinheim,
Deutschland
D-(+)-Glukose 180.16 | 10 1801.6 Sigma-Aldrich
(CeH1206) Chemie GmbH,
Steinheim
Zur pH-
Einstellung:
Natriumhydroxid 39.99 1™ Richtet sich Sigma-Aldrich
(NaOH) nach pH Chemie GmbH,
Steinheim
Chlorwasserstoff 36.46 1™ Richtet sich Sigma-Aldrich
(HCI) nach pH Chemie GmbH,
Steinheim

Tabelle 5: NT-Tyrode Lésung (Ca?* frei)
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3.1.2.1.2 High-K* Tyrode L6sung

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur auf einen pH von 7.54 eingestellt und mit KOH,
bzw. HCI gepuffert.

Stoff MG Molaritit | Menge auf Hersteller
[g/mol] | [mmol/L] | 130ml dest.
Wasser [mg]
Kalium-Glutamat 202.23 | 120 3155.88 Sigma-Aldrich
(KCsHgNO4) Chemie GmbH,
Steinheim
Kaliumchlorid (KCIl) | 74.55 25 242.32 Merck KGaA,
Darmstadt
Magnesiumchlorid 203.31 1 26.416 Merck KGaA,
(MgCly) Darmstadt
Hepes CsH1sN204S | 238.30 | 10 309.816 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,
Steinheim
Natrium-Pyruvat 110.02 |2 28.6 AppliChem
CsH3sNaO; GmbH,
Darmstadt
L-(+)-Ascorbinsdure | 176.12 | 0.3 6.9 Sigma-Aldrich
CeHsOs Chemie GmbH,
Steinheim
D-(+)-Glukose 180.16 | 10 234.21 Sigma-Aldrich
CeH1206 Chemie GmbH,
Steinheim
Zur pH-Einstellung:
Kaliumhydroxid KOH | 56.11 1 mol/L Richtet sich Sigma-Aldrich
nach pH Chemie GmbH,
Steinheim
Chlorwasserstoff 36.46 1 mol/L Richtet sich Sigma-Aldrich
HCI nach pH Chemie GmbH,
Steinheim

Tabelle 6: High K*-Tyrode Lésung
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3.1.2.1.3 Losungen fur die Zellisolation beim Meerschwein

1. Spiillésung 1

Stoff MG Hersteller Menge
[g/mol]
NT-Ca?*-free S.0. S.0. 110 ml
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether) | 380.35 Sigma-Aldrich 11 pl [50
N, N, N‘, N'-tetraessigsaure Chemie GmbH, MM]
Tetranatriumsalz (EGTA) Steinheim
Tabelle 7: Spullésung 1 Meerschwein
2. Verdauungslésung
Stoff MG Molaritdt | Hersteller Menge
[g/mol] [mmol/L]
NT-Ca?*-free S.0. S.0. S.0. 40 ml
Calciumchlorid CaCl; 110.98 1.0 Sigma-Aldrich 4 ul
Chemie GmbH,
Steinheim
Kollagenase Typ 2 (265 |/ / Worthington 22.5mg
Units/ml) CLS 2 Biochemical
Corporation,
Lakewood, NJ,
USA
Protease, Type XIV, / / Sigma-Aldrich 4.3 mg
(= 3,5 U/mg) Chemie GmbH,
Steinheim

Tabelle 8: Verdauungslésung Meerschweinchen
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3. Spullésung 2

Stoff Menge

High K* Tyrode 130 ml
Ethylenglycol-bis (B-aminoethylether) 13 ul [50 uM]
N, N, N‘, N'-tetraessigsaure
Tetranatriumsalz (EGTA)

Tabelle 9: Spiillosung 2 Meerschweinchen

3.1.2.1.4 Medium fiir Meerschwein-Zellen

Stoff Konzentration | Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle 93 % Life technologies,

Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific,
Paisley, UK

Penicillin G (10.000 Units) / 1% Invitrogen GmbH,

Streptomycinsulfat Karlsruhe, Deutschland

FCS (Fetales-Kalber-Serum) 5%

Hepes CgH1sN204S 1 % [10 mM]

(500 pl auf 50ml Falkon)

Tabelle 10: DMEM

3.1.2.1.5 Losungen bei der Zellmessung

Im Folgenden sind alle Stoffe aufgezahlt, die bei der Myozytenmessung zur
Anwendung kommen.
Der NT werden im Vorhinein zur Messung der Meerschweinzellen auf 1000ml Lésung

2ml CaCl, hinzugefiigt, damit eine 2mmol/L Ca?*-Konzentration entsteht.
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Stoff MG Menge auf 50ml Hersteller
[g/mol] | NT
Dimethylsulfoxid (DMSO) C2HeOS | 78.13 Variiert Sigma-Aldrich
Chemie
GmbH,
Steinheim
(-)-Blebbistatin C1sH16N20- 292.33 | Variiert Sigma-Aldrich
Chemie
GmbH,
Steinheim
EMD (MSC1066162a) 425.51 Variiert Merck KGaA,
Darmstadt
Omecamtiv Mecarbil C20H24FNsO3 | 401.43 | Variiert Selleck
Chemicals,
Houston, USA
Levosimendan 280 Da | Variiert LKT
C14H12NeO Laboratories,
Inc., St. Paul,
MN, USA
Isoprenalin Hydrochlorid 247.72 Variiert Sigma-Aldrich
C11H17NO3-HCI Chemie
GmbH,
Steinheim
Carbonyl cyanide 4-(trifluoro- 25417 | Sul [5pM] Sigma-Aldrich
methoxy)phenylhydrazone Chemie
(FCCP) GmbH,
Steinheim
Indo-1, AM 1009.93 | Vorinkubation: Molekular
1.0-5.0 pL/ 1 mi Probes, by
fur 10-20 min. RT | lifetechnologie
im Medium + s, Eugene,
Mediumwechsel Oregon, USA
Tetramethylrhodamine-methyl- 500.93 | Vorinkubation: Invitrogen,
ester (TMRM) 0.25 yL/1ml far 5- | Karlsruhe
10 min. in NT
Dichlorodihydrofluoreszindiazetat | 577.80 | Vorinkubation:
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-10 mg Benzylalkohol

verdinnt

-Injektion 0.3 ml Lésung

(H2DCFDA) 0.75 ul -4 yl/ 1 ml
fur 20 min. in NT +
Mediumwechsel

H.O- Merck,
Darmstadt

Natrium-Cyanid (CN) 49.01 10 mg [4,1 mM] Sigma-Aldrich
Chemie
GmbH,
Steinheim

Laminin Etwa / Roche

850 kDa Diagnostik

GmbH,
Mannheim

Immersionsol / / AppliChem
GmbH,
Darmstadt

Tabelle 11: Losungen bei der Zellmessung
3.1.2.1.6 Weitere Substanzen

Stoff Verwendung Hersteller

Wasser, vollentsalzt und | Herstellung von Lésungen B.Braun

destilliert Melsungen AG,

Melsungen
Rimadyl-Lésung, 1 ml: Analgesie; i.v. und s.c. Injektion: | Pfizer GmbH,
-50 mg Carprofen -Injektionsdosis 1:5 mit NaCl Berlin,

Deutschland

Natrium-Heparin 25.000 | Thromboseprophylaxe: B.Braun
I.E./ 5ml -Injektionsdosis 0.5 ml Melsungen AG,
Melsungen
Isofluran Hypnose; Muskelrelaxation, Baxter,
Inhalationsnarkose Unterschleiltheim
Softasept N Hautdesinfektionsmittel B.Braun
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Melsungen AG,
Melsungen
Ethanol, 1 % Methyl Isolation Merck KGaA,
Ethyl Darmstadt
Sauerstoff Begasen von Losungen Praxair, Dusseldorf

Tabelle 12: Weitere Substanzen

3.1.2.2 Instrumentarium und Gerate zur Losungsansetzung

Instrumentarium/ Gerate

Hersteller

Pipetten 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl,
5ul

Eppendorf AG, Hamburg

Gilson, Villiers-Le-Bel, Frankreich

Pipettenspitzen 10 pl, 100 ul, 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Feinwaage, ABS 120-4

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Gefrierschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Kihlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Magnetruhrer CAT 6.1 Ingenieurburo CAT, M. Zipperer GmbH,
Staufen

pH Elektrode SenTix 22 WTW, Weilheim

pH-Meter, Eutech Instruments, pH 510

VWR, Darmstadt

Vortex Mixer, SN 41119030

Labnet International, NJ, USA

Falcon, Blue Max, 15 ml und 50 ml

Polypropylene Conial Tube

Becton Dickinson, N.J., USA

Reagiergefalle 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml, 2

ml

Sarstedt, Nimbrecht

Tabelle 13: Instrumentarium und Gerate zur L6sungsansetzung

3.1.2.3 Narkosesystem zur Betdaubung der Versuchstiere

Als Narkosemittel wurde das volatile Anasthetikum Isofluran verwendet, das zusatzlich

zu seiner hypnotischen auch eine muskelrelaxierende Wirkung hat (Tabelle 12).
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Aufbau des Narkosesystems

Hersteller

Vaporizer Key Fill Isoflurane

Hugo Sachs Elektronik-Harvard-

Fluovac Gas Evacuation System

Apparatur GmbH, March-Hugstetten

Oxygen Flowmeter
(Fluss 0.5 ml/min mit 5 % Isofluran und
95 % O3)

Keyfill Adapter

Tube Adapter to Fluosorber

Tabelle 14: Aufbau des Narkosesystems

3.1.2.4 Instrumentarium und Gerate zur Praparation und Isolation

Instrumentarium/ Gerate

Hersteller

Pinzette-Dumont-7

Fine Science Tools GmbH, Schweiz

Schere 14510-17

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg

Feinschere INOX

Bochem Instrumente GmbH, Weilburg

Klemme EF0O16R

Aesculap, B.Braun Melsungen AG,

Melsungen

MoliNea plus L, Unterlagen

Paul Hartmann AG, Heidenheim

Aortenkanutle 1mm Durchmesser

Langendorff- Perfusionsanlage

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
Apparatus GmbH, March- Hugstetten

Lauda Ecoline Staredition
Warmethermostat mit Edelstahlbad

und Variopumpe

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-

Kdnigshofen

Reglo Digital mikroprozessorgesteuerte

Dosierpumpe

Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Ethicon Mersilene Polyesterfaden 5-0

Johnson & Johnson Intl., St-Stevens-

Woluwe, Belgien

Spritzen 10 ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Handschuhe

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Brutschrank (37 °C, 5 Vol % CO2),

Heraeus

Thermo Fischer Scientific, Karlsruhe

Warmeschrank WTC

Binder GmbH, Tuttlingen

Binokular, SMZ645

Nikon, Disseldorf
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Tabelle 15: Instrumentarium und Gerate zur Praparation und Isolation

3.1.2.5 Anlage zur Fluoreszenzmessung

Komponenten

Hersteller

Computer mit Monitor und Tastatur

Firma Dell

CFA Option D: Dual Emission option
for CFA300

CFA300 Cell framing adapter

FSI700 Fluorescence system interface

MCS100 Myo-Cam-S Digital Variable
filed rate CCD

MUS200 pStep stand alone filter wheel

and controller

PMT400 Photomultiplier sub-system

PTV100 PMT to Voltage Adapter

Model TC-324B Heater Controller,
Single Channel

SARCACQ SarcLen Messeinheit fur

Sarkomerlange (Software)

IONWZ lonWizard Core + Analysis

(Software)

lonOptix, Dublin, Irland

Mikroskop Nikon Ti-S/L100

Nikon GmbH, Disseldorf

Constant Current / Voltage Isolated
Stimulators (DS2A / DS3)

Stimulus Isolation Unit (SIU-102)

Warner Instruments

Filter und Spiegel

Chroma Technology GmbH,

Furstenfeldbruck

Xenon short arc lamp -75XE (75W)

Ushio Inc., Tokyo

Vakuumpumpe SP302SA

Schwarzer Precision Essen

Tabelle 16: Komponenten der Fluoreszenzmessanlage
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In der folgenden Tabelle sind die benutzten Spiegel und Filter zu den verschiedenen

Versuchsprotokollen aufgezahit.

Spiegel Bezeich- Spiegel Transmis- Farb- Ort
nung [nm] sion [nm] stoffe
T660LPX | T660LPXR >660 Durchlicht | Mikroskop
R
Strahlenleiter im Mikroskop
365/535 C120299 340/540 405/485/>60 | Indo/TRM | Mikroskop
0 R (Filter1)
89017bs 120298 340/490 435/>505 NADH/FA | Mikroskop
D/DCF (Filter 2)
Strahlenteiler in den Cubes vor der Kamera und den PMT's
650DCXR | 650DCXR <650 >650 Durchlicht | Vor der
Kamera
490DCLP | 490DCLP <490 >490 NADH/FA | PMT
DH Spiegel
Reiner Reiner Alles NADH/FA | PMT
Spiegel Spiegel DH Spiegel
440DCLP | 440DCLP >440 >440 Indo/TMR | PMT
M Spiegel
515DCXR | 515DCXR <515 >515 Indo/TMR | PMT
M Spiegel
Filter vor den PMT's
D435/35x | D435/35x / 435+17.5 NADH Vorm
PMT
D525/30x | D525/30x / 525+15 FADH Vorm
PMT
D405/30x | D405/30x / 405+15 Indo Vorm
PMT
D485/30x | D485/30x / 485+15 Indo Vorm
PMT
D605/55x | D605/55x / 605+27.5 TMRM Vorm
PMT
Anregungsfilter hinter der Lampe
D340/12x | D340/12x / 34016 NADH/Ind | Filterrand
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o 1

S490/20x | S490/20x / 490+10 FADH Filterrand
2

D540/25x | D540/25x / 540+12.5 TMRM Filterrand
3

Tabelle 17: Filter und Spiegel der Fluoreszenzmessanlage

Des Weiteren sind zusatzliche Verbrauchsmaterialien aufgefuhrt:

Materialien Hersteller

Deckglasschen VWR International, Darmstadt
Baysilone-Paste GE Bayer Silicones, Leverkusen
Discofix C Dreiwegehahn B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Exadrop Tropfenregler mit

Infusionsgerat

Original Perfusor Spritze 50 ml

Tabelle 18: Weitere Verbrauchsmaterialien der Zellmessung
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3.2 Methoden

3.2.1 Myozytenisolation

2
3
4
1 LéiZ?\Ll
5

Abbildung 17: Schematische Ubersicht der Langendorff-Isolationsanlage mit:

1: Lésungen fir die Kardiomyozytenisolation, Begasung mit Sauerstoff (nicht im Bild)

2: Tropfenfanger mit Luftventil

3: Temperaturangleichung der Losungen durch (im Bild nicht sichtbar) Schlangenhalskuhler
4: 3-Wege-Hahn mit nach unten folgender Herzaufhangung

5: Auffangbehalter fiir durchgelaufene Flissigkeiten

Vorbereitung:

Fir die Kardiomyozytenisolation des Meerschweinchens werden anfangs die
Losungen aus Tabelle 7 bis Tabelle 9 hergestellt: 110 ml Spullésung 1, 40 ml
Verdauungsldsung und 130 ml Spulldsung 2.

Das Wasserbad der Langendorff-Perfusionsanlage ist einzuschalten (37 °C), 50 mi
DMEM+Hepes (Tabelle 10) sind in einem beschrifteten Reaktionsgefall hineinzustellen
und die Leitungen der Anlage sind mit destilliertem Wasser bei einer Flussrate von 8.2

mil/min. durchzusptilen (Uberpriifung mit einem 15 ml ReaktionsgefaR).
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Das Material, eine Operationsmatte fir die Herzextraktion, 5 Klebestreifen,
Handschuhe, Praparierbesteck, Millbeutel und Faden mit Knotenvorbereitung sind im
Vorhinein bereitzulegen. Analgesie und Heparin sind auf Spritzen aufzuziehen. Ein
kleines Becherglas und eine kleine Petrischale werden mit NT beflllt und auf Eis
gestellt. Die Glasfritten miissen an die vorgesehenen Schlduche montiert werden. 2 50
ml Reaktionsgefalle werden wie folgt beschriftet: ,Transport* und ,Bitte stehen lassen®.
Letzteres wird noch mit einem Trichter aus Filtermembran versehen.

Die Sauerstoffflasche wird nun aufgedreht. Die Spullésung 1 wird mit der grofl3en Fritte
und die Verdauungsldsung mit der kleinen Fritte mit 1 Bar begast. Im nachsten Schritt
wird die Anlage mit der begasten Spullésung 1 eingespult und die restliche, im System
vorhandene Luft mit einer Spritze Uber das Luftventil aus dem Tropfenfanger gezogen.
Der Flllstand muss Uber der Ablauféffnung so eingestellt werden, dass keine
Luftblasen hineingelangen koénnen. Die letzten vorhandenen Luftblasen werden mit

Hilfe einer Spritze und aufgesetzter Kanlle aus dem System gezogen.

Praparation:

Es sind Handschuhe zu tragen. Das Meerschweinchen sollte mindestens 30 Minuten
zur Ruhe kommen, bevor es aus dem Kafig genommen wird. Man lasst das Tier zur
Beruhigung einige Minuten auf dem Arm sitzen, dabei sind laute Gerdusche zu
vermeiden. Das Meerschweinchen wird nun auf den Ricken gedreht, und so gehalten,
dass es sich mit seinen Hinterbeinen am Oberkdrper der haltenden Person abstlitzen
kann. Dann wird die Analgesie (0,3 ml) und das Heparin (0,5 ml) s.c. injiziert.

Nach setzen in die Narkosekammer, wird die Isofluran-Andsthesie eingeleitet und das
Tier beobachtet. Sobald es sediert und wieder herausgenommen werden kann, wird
die Inhalationsmaske fur Kleintiere Gber die Nase gestilpt. Das Meerschwein wird nun
an den Extremitaten mithilfe des Klebebands befestigt, soweit distal wie mdglich. Zur
Uberprifung der Narkosetiefe wird der Zwischenzehenreflex mit einer groen Klemme
an den FuRen getestet. Sobald keine Reflexantwort mehr vorhanden ist, kann mit der
Herzextraktion begonnen werden. Die Bauchdecke wird, nach ausreichender
Desinfektion mittels Softasept N, mit einer Klemme angehoben und mit einer grofl3en
Praparierschere V-féormig vom Bauchnabel bis zu den Zwerchfellrdndern
eingeschnitten, sodass das Darmpaket freiliegt. Mit einer Hand die Bauchdecke
festhalten und mit der Klemme das Sternum fassen. Die Klemme schliefen. Im
nachsten Schritt missen die Rippen mit der Schere durchtrennt werden, damit das
Zwerchfell erst dargestellt und dann entlang des Rippenbogens aufgeschnitten werden

kann. Die Klemme kann nun Uber dem Kopf des Tieres abgelegt werden. Die grolie
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Schere wird weggelegt. Im nachsten Schritt das freiliegende Herz mit drei Fingern
fassen und mit der kleinen Schere oberhalb der Aortenwurzel heraustrennen. Dieses
wird nun in das Becherglas mit der eiskalten NT-Lésung gegeben. Die Handschuhe
sind zu wechseln. AnschlieRend wird das Herz mit einer Pinzette in die Petrischale mit
eiskalter NT-Lésung gelegt. Lungenanteile, Fett- und Bindegewebe Uber den Rand der
Schale ziehen und abschneiden. Der Herzbeutel ist vollstdndig zu entfernen und der
Flow der Isolationsanlage ist anzuschalten. Bei leichtem Druck auf das Herz tritt Blut
aus der Aorta, sodass man diese identifizieren kann. Die Aorta vorsichtig mit zwei
Pinzetten fassen, das Herz hochheben und auf die dafiir vorgesehene Kanile der
Langendorff-Perfusionsanlage ziehen. Nicht zu weit nach oben, damit keine
Gewebsverletzungen entstehen. Aorta mit kleiner Klemme fixieren und anschlielend

mit vorbereitetem Faden doppelt festknoten (Abbildung 18).

Abbildung 18: Meerschweinchenherz aufgehangt in der Langendorff-Perfusionsanlage

Isolation:

Ein Timer mit 3 min Laufzeit ist zu starten. Durch Spilung der Koronargefalle sollte
sich das Herz nun heller farben, ist dies nicht der Fall hat man das falsche Gefal} als
Aorta identifiziert. Nach abgelaufenen 3 min ist auf die Verdauungslésung umzustellen.
Bis die Verdauung beginnt, vergehen etwa 3 Minuten, dies ist sichtbar anhand dunkler
und viskos werdender Tropfen, die vom Herz in den Auffangbehalter fallen. Von hier an

beginnt die Verdauzeit von etwa 6 min 30 s, da die Verdauungslésung knapp
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bemessen ist, muss sie rezirkuliert werden. Nach diesem Vorgang wird auf die 2.
Spulllésung umgestellt. Dieser Vorgang dauert 7 min. Eine Petrischale mit Spullésung 2
ist unter das Herz zu stellen, das nun unterhalb der Vorhéfe abgeschnitten und in die
Lésung gelegt wird. Die Herzkammern sind aufzuschneiden und auf Blutrickstande zu
Uberprifen die ggf. entfernt werden missen. Das Herz wird nun in das
Transportréhrchen geflillt und unter der Zellkulturbank zerschnitten. Langsam mit einer
Transferpipette aufsaugen und ablassen, um die Zellen voneinander zu I6sen. Sobald
sich die Losung deutlich getrubt hat, wird ein Tropfen auf den Deckel einer Petrischale
gegeben und unter dem Mikroskop betrachtet, um die Vitalitdt und Zellmenge zu
beurteilen. Eine sichtbare Querstreifung und backsteinformiges Aussehen sind
wlnschenswert. Anschliefiend wird die getribte Losung durch den 100 um Filter und
anschlielend nochmals durch einen 70 um Filter in das vorbereitete 50 ml
Reaktionsgefald ,Bitte stehen lassen“ gegeben. Der Filter wird entfernt, wenn die
Flissigkeit durchgelaufen ist. Das Gefal® 10-15 min stehen lassen, bis sich ein Pellet
gebildet hat. Evtl. mussen die Zellen vom Rand des Gefales durch leichtes Aufklopfen
auf den Tisch losgelést werden. Der Uberstand ist abzusaugen und in das 37 °C
warme Medium aufzunehmen. Die Zellen sind flr 30 Minuten in den Warmeschrank
(37 °C und 5 % - CO2) zu stellen.

3.2.2 Transfer der Myozyten auf das Deckglasschen/ Auf- und Einbau der

Messkammer

Zunachst werden die Deckglasschen mit 5 yL Laminin mittig beschichtet. Nachdem
diese getrocknet sind, werden sie in die Messkammer eingebaut. Uber die Fixierung
des Glaschens mit Silikon an die Kunststoffeinheit der Messkammer, die zwei
Platindrahte zur elektrischen Stimulation, eine Zulauféffnung fir Lésungen und eine
Ablaufkammer zum Absaugen enthalt, wird das Glas mit einer Befestigung aus 4
kleinen Schrauben in eine Heiz-Plattform eingebaut, die wiederum Anschlisse fir den
lonOptix MyoPacer und den Heat Controller enthalt. Vor Versuchsbeginn und im
spateren Verlauf wird die Kammer (nach Wechsel des Deckglaschens) wiederholt mit
Zellen beladen. Dies geschieht mit einer Transferpipette aus vorher dem
Warmeschrank entnommenen Zellen. Der Vorgang der Zellanheftung auf der
Lamininschicht belauft sich auf etwa 5 min. Der Einbau geschieht wie folgt: Die
rundliche Messkammer wird in den dafir ausgesparten Bereich des
Fluoreszenzmikroskops unter der Lampe eingesetzt und mit zwei Klipps an der linken

und rechten Aulenseite befestigt. Der Zulauf und die Absaugung sind in der
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Kunststoffeinheit zu fixieren. Die Stimulation ist Uber zwei Kabel an die Messkammer
anzuschlielen. Die Heizungsanschlisse sind oben und unten an der Messkammer
Wahrend des

Heizvorgangs sollte mithilfe der NT-Lésung die Kammer gespllt werden, um die Zellen

anzubringen und im Anschluss ist die Heizung einzuschalten.

zu schonen.

3.2.3 Aufbau der Messanlage und Messablauf

Die vorher mit einem Farbstoff inkubierten (Indo/ TMRM-Messung) oder nativ
belassenen Zellen (NAD(P)H/ FAD-Autofluoreszenzmessung) werden mit der
Fluoreszenzmessanlage von lonOptix in Bezug auf ihre Sarkomerlangenverkiirzung,
Autofluoreszenz von NAD(P)H/FAD, ihr mitochondriales Membranpotential und ihren
Calciumgehalt im Zytoplasma untersucht. Die Anregungs- und Emissionswellenlangen

der Farbstoffe sind in Tabelle 19 dargestellt.

Farbstoff Substrat Exzitation | Emission Emission Kd
1[nm] 1[nm] 2[nm]
Indo Ca®* 340 405 485 ca.100nM
NAD(P)H NAD(P)H 340 450 / /
FADH FADH 480, max. 520 / /
450
TMRM Membran 540 605 bzw. / /
potential 580
DCF H>0, 480 520 / /

Tabelle 19: Anregungs- und Emissionswellenlédngen

Samtliche Daten wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop, der lonOptix-Anlage und

dem Programm lonWizard 6.4 erhoben.

In Abbildung 19 ist der schematische Aufbau der Messanlage mit lonOptix-System,
Fluoreszenzmikroskop, Xenon ARC Lamp und Computer mit Startbildschirm des
lonWizard Programms dargestellt. Genauere Herstellerinformationen sind Tabelle 16

zu entnehmen.
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Abbildung 19: Schematischer Aufbau der lonOptix-Messanlage der Fluoreszenz- und
Sarkomerlangenmessung;

1: Lampe mit Filter; rote Linie: Durchlicht

2: Zur besseren Darstellung aus der horizontalen Ebene aufgerichtete Messkammer mit eingebauten
Deckglasschen und aufgetragenen Myozyten

3: Lichtleitereinkoppler am Mikroskopgehause

4: Xenon ARC Lamp mit lonOptix uStep und Filter Bausatz

5: Cell-Frame-Adapter

6: Photomultiplier 1-3

7: Myocam-S

8: Computer mit Programm lonWizard 6.4 von lonOptix

Mittels der Myocam-S werden die in der Kammer ausplattierten Zellen in das
Programm lonWizard als Echtzeitbild projiziert, diese Bilder werden zur Messung der
Sarkomerlangenverkirzung verwendet. Die Xenon Short ARC Lampe regt den
jeweiligen Farbstoff Uber den Lichtleitereinkoppler am Mikroskopgehause Uber
Umleitung mittels Spiegel in der Messkammer an. Durch Reflexion in der Kammer wird
der Emissionsstrahl erneut durch Umleitung in den Cell-Frame-Adapter und
anschlielend in die verschiedenen Photomultiplier (PMTs) projiziert. Durch Einsatz
bestimmter, flr die zu messenden Farbstoffe spezifischen Spiegel und Filter wird das
Signal in den entsprechenden PMTs verstarkt und in eine Spannung umgewandelt. Im
nachsten Schritt wird diese Spannung im Fluorescence System Interface umgesetzt

und im lonWizard Programm als Fluoreszenzsignal angezeigt.
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In Abbildung 20 ist der spezifische Einbau der Spiegel und Filter, je nach zu
messender Fluoreszenz dargestellt. Zu sehen ist der schematische Aufbau des
Fluoreszenzmikroskops, des Cell-Frame-Adapters, der Myocam-S und der
Photomultiplier. Tabellarische Auflistung der unterschiedlichen Messaufbauten siehe
auch Tabelle 17.

=)
7 1
NADH/Indo:
D340/12x
gﬁgz‘;mx Untersuchungsobjekt
)
FADH: D525/30x PMT TMRM:
Indo: D485/30x 3 D540/25x
\ - TMRM: 2 [
\ D605/55X 1 E : O
PMT 2 -l \ z
\< Spiegel /
/!
R { leer Indo/TMRM: 3 4
'l \ 365/535 pc
\< 490 DCLP 89017bs F/TR
Indo/TMRM:
440DCLP
515DCXR /
Myocam-S / \\\ )
/ € Durchlicht:
/ 650 DCXR
NADH: D435/35x 5

Indo: D405/30x

Abbildung 20: Schematischer Aufbau zur PMT-Einstellung bei Fluoreszenzmessung von NAD(P)H/
FADH oder Indo/TMRM (Tabelle 17).

1: Lampe mit Filter

2: Filterrad mit 6 Filtern

3: Durchlicht mit A>660nm

4: Anregungs- und Emissionslicht der Farbstoffe

5: Cell-Frame-Adapter und Photomultiplier

DCLP; Dichroic Long Pass, PC; Polychroic

Messablauf: Nachdem die Messkammer eingebaut, vorgeheizt und die NT-Lésung
einspllt wurde, ist der lonOptix MyoPacer einzuschalten. Die Stimulationsfrequenz ist
je nach geplantem Messprotokoll einzustellen. Die Stimulationsstarke betragt bis 100

mA. Die Zulaufgeschwindigkeit ist an den Perfusorspritzen zu regulieren.
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In der folgenden Abbildung ist der Lésungszulauf, der Anschluss an die Messkammer

und die Absaugvorrichtung schematisch dargestellt.

== ? == = == ==
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0

Abbildung 21: Schematischer Aufbau des Loésungszulaufes, des Kammeranschlusses und der
Absaugvorrichtung, mit:

1: Verschiedene Lésungen in 50ml Perfusorspritzen zum Einwaschen wahrend der Messung

2: Zusammenfihrung der Leitungen

3: Heizspule zur Erwarmung der Lésungen

4: Messkammer mit eingebauter Kunststoffeinheit (hellblau); Zulauf- und Absaugsystem

5: Vakuumpumpe zum Absaugen der Lésungen (Tabelle 16)

Am Fluoreszenzmikroskop ist nun eine zur Messung geeignete Zelle herauszusuchen.
Morphologisch ist dies an der ,Backsteinform®, der regelmafRligen Kontraktion durch die
Stimulation, aufgrund von fehlenden Vakuolen im Zytoplasma und einer gut zu
erkennenden Myofilamentzeichnung festzumachen. Die Kontraktion sollte zusehends
im 90 Grad Winkel zu den Myofilamente verlaufen. Ist eine solche Zelle gefunden, wird
manuell auf eine Ubertragung mittels der Myocam umgestellt und die Zelle im
lonWizard Programm mit Hilfe von entsprechenden Blenden genau eingestellt, damit
nur das Emissionslicht der Zelle und nicht auch der Umgebung oder der Nachbarzellen
gemessen wird. Da es sich hierbei um eine Fluoreszenzmessung handelt, ist es
obligatorisch in einem Dunkellabor zu arbeiten, in dem nur Lichtquellen verwendet

werden, die langwelliges Licht mit einer Wellenlange > 650 nm aussenden (rotes
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Licht). Sobald die Zelle entsprechend eingestellt ist und auf Rotlicht umgestellt wurde,
sind die PMTs einzuschalten und das lonWizard-Aufzeichnungsprogramm zu starten.
Am Anfang aller Messungen steht das Einschlagen der Zelle uber 120 s bei NT-
Losung. Im weiteren Verlauf der Protokolle werden verschiedene Ldsungen
eingewaschen und die Stimulationsfrequenz verandert. In Abschnitt 3.2.4 sind die
unterschiedlichen Messprotokolle aufgeflihrt. Die Kalibrierung ist bei allen NAD(P)H/
FADH-Messungen gleich. Die FCCP-Ldsung ist Uber den 3-Wege-Hahn am Ful3e der
Perfusorspritzen zu 6ffnen. Die Kammer wird mit FCCP geflutet. Eine vollstandige
Oxidation der Redoxaquivalente wird abgewartet. Ist ein stabiles Fluoreszenzplateau
erreicht, erfolgt die Umstellung auf die Zyanid-Lésung (CN). Hier wird eine vollstandige
Reduktion der Redoxaquivalente abgewartet, sichtbar an einem entstehenden
Fluoreszenzsignalplateau (Abbildung 22, Tabelle 21). Die genaue Wirkung von FCCP
und CN wird im Abschnitt 3.2.5 Fluoreszenzfarbstoffe; 1. NAD(P)H/ FAD -

Autofluoreszenzen erlautert.

Fluoreszenz FCCP CN

NAD(P)*/ NAD(P)H NAD(P)* 100% NAD(P)* 0%
NAD(P)H 0% NAD(P)H 100%

FAD*/ FADH, FAD* 100% FAD* 0%
FADH. 0% FADH, 100%

Tabelle 20: Ubersicht der Fluoreszenzniveaus bei Kalibrierung

Nach erfolgter Kalibrierung wird von der CN-Lésung wieder auf die NT-Lésung

umgestellt. Bei der Messung von Indo/ TMRM ist keine Kalibrierung notwendig.

Am Ende jedes durchgefiihrten Protokolls wird eine Hintergrundmessung (BG)
durchgefiihrt, indem die gemessene Zelle mit einer Transferpipette weggesplilt wird
und die noch verbliebenden Emissionen aufgezeichnet werden. In der spateren
Auswertung werden diese vom Gesamtfluoreszenzsignal jedes Farbstoffes
entsprechend subtrahiert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Kalibrierung mit anschlieBender Hintergrundmessung am Beispiel einer lonWizard-

Datei. Die obere Kurve stellt das NAD(P)H- und die unter das FADH2-Signal dar.

3.2.4 Messprotokolle

In Abbildung 22 wird der exemplarische Verlauf einer Fluoreszenzmessung von
NAD(P)H/ FAD oder Indo/ TMRM dargestellt. Die blauen Balken stellen das jeweilige

Umstellen der Lésungen, bzw. das Umstellen der Stimulationsfrequenz dar.

Ubersicht der allgemeinen Messprotokolle der Fluoreszenzen von NADH/FADH; Indo/TMRM; DCF

Stress 0.3Hz 3Hz wennlso wirkt 180s 0.3Hz
protokoll
[ | [
B ]
NADH/ NT 120s Iso NT 60-120s FCCP CN BG
FADH Bis jeweils stabiles
Plateau emeicht ist
T T ===
) = —
Indo/ NT 120s Iso NT 60-120s BG
TMRM
SRR [
e %z 090 e 0 |
DCF NT 120s Iso H20; BG




Dissertation Daniela Piitz

Tabelle 21: Ubersicht der allgemeinen Messprotokolle

Im Folgenden sind die verschiedenen Messprotokolle der Levosimendan und

Omecamtiv Mecarbil Messreihen aufgelistet:

1. Levosimendan-Messprotokolle

Die folgenden Protokolle wurden alle, mit Ausnahme des Stressprotokolls

(Tabelle 24/ Tabelle 25), bei einer Stimulation von 1Hz gemessen.

1. Protokoll: Levo [0.1uM] [1uM] [10pM];

NAD(P)H /FAD und Kontraktilitat
Levo-Gruppe Zeitkontrolle-Gruppe
240s NT+DMSO 780s NT+DMSO
180s NT+Levo [0.1uM]
180s NT+Levo [1uM]
180s NT+Levo [10uM]

Kalibrierung Kalibrierung

Tabelle 22: Protokoll 1 Levo

2. Protokoll: Iso [1nM] + Levo [0.1uM] [1pM] [10pM];
NAD(P)H /FAD und Kontraktilitat

Iso+Levo-Gruppe Iso-Gruppe
120s NT+DMSO 120s NT+DMSO
120s NT+Iso 660s NT+lso

180s NT+Iso+Levo [0.1uM]
180s NT+Iso+Levo [1uM]
180s NT+Iso+Levo [10uM]

Kalibrierung Kalibrierung

Tabelle 23: Protokoll 2 Levo
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3. Protokoll: Stressprotokoll Levo [1uM];
NAD(P)H /FAD und Kontraktilitat

Iso+Levo-Gruppe Iso-Gruppe

0.3 Hz; 120s NT+DMSO 0.3 Hz; 120s NT+DMSO
0.3 Hz; 120s NT+Iso 0.3 Hz; 240s NT+Iso
0.3 Hz; 120s NT+Iso+ Levo

[1uM]

3 Hz; 180s NT+Iso+Levo | 3 Hz; 180s NT+Iso
[1uM]

0.3 Hz; 60s NT+Iso+Levo | 0.3 Hz; 60s NT+Iso
[1uM]

Kalibrierung Kalibrierung

Tabelle 24: Protokoll 3 Levo

4. Protokoll: Stressprotokoll Levo [1uM];
Indo (Intrazellulares Calcium) / TMRM (Membranpotential)
und Kontraktilitat

Iso+Levo-Gruppe Iso-Gruppe

0.3 Hz; 120s NT+DMSO 0.3 Hz; 120s NT+DMSO
0.3 Hz; 120s NT+Iso 0.3 Hz; 240s NT+Iso
0.3 Hz; 120s NT+Iso+ Levo

[1uM]

3 Hz; 180s NT+Iso+Levo | 3 Hz; 180s NT+Iso
[1uM]

0.3 Hz; 60s NT+Iso+Levo | 0.3 Hz; 60s NT+Iso
[1uM]

Tabelle 25: Protokoll 4 Levo
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2. Omecamtiv Mecarbil-Messprotokolle

Die folgenden Protokolle wurden alle bei einer Stimulation mit 1Hz durchgefuhrt.

1. Protokoll: OM [0.01uM] [0.1uM] [1uM];
NAD(P)H /FADH; und Kontraktilitat
OM-Gruppe
120s NT+DMSO
300s NT+OM [0.01uM]
300s NT+OM [0.1uM]
300s NT+OM [1uM]

Kalibrierung

Tabelle 26: Protokoll 1 OM

2. Protokoll: OM [1uM] [3uM];
NAD(P)H /FADH; und Kontraktilitat
OM-Gruppe
120s NT+DMSO
300s NT+OM [1uM]
300s NT+OM [3uM]

Kalibrierung

Tabelle 27: Protokoll 2 OM

3. Protokoll: OM [3uM] [10uM]:
NAD(P)H /FADH; und Kontraktilitat
OM-Gruppe Zeitkontrolle-Gruppe
120s NT+DMSO 720s NT+DMSO
300s NT+OM [3uM]
300s NT+OM [10uM]

Kalibrierung Kalibrierung

Tabelle 28: Protokoll 3 OM
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4. Protokoll: OM [10uM];

NAD(P)H /FADH: und Kontraktilitat

OM-Gruppe

120s NT+DMSO

380s NT+OM [10pM]

Kalibrierung

Tabelle 29: Protokoll 4 OM

5.Protokoll: OM [30uM];

NAD(P)H /FADH und Kontraktilitat

OM-Gruppe

120s NT+DMSO

300s NT+OM [30uM]

Kalibrierung

Tabelle 30: Protokoll 5 OM

6. Protokoll: OM [1uM] [3uM] + Iso [1nM] [30nM]:
NAD(P)H /FADH, und Kontraktilitat

OM+Iso-Gruppe

OM-Gruppe

120s NT+DMSO

240s NT+DMSO

120s NT+Iso

300s NT+OM [1uM]
+Iso [1nM] [30nM]

300s NT+OM [1puM]

300s NT+OM [3pM]
+Iso [1nM] [30nM]

300s NT+OM [3uM]

Kalibrierung

Kalibrierung

Tabelle 31: Protokoll 6 OM
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7. Protokoll: OM [1uM] [3uM] + Iso [1nM] [30nM]:
Indo (IZ Ca®*) / TMRM (Membranpotential A¥r) und Kontraktilitat

OM+Iso-Gruppe OM-Gruppe

120s NT+DMSO 240s NT+DMSO

120s NT+Iso

300s NT+OM [1uM] 300s NT+OM [1uM]
+Iso [1nM] [30nM]

300s NT+OM [3uM] 300s NT+OM [3uM]
+Iso [1nM] [30nM]

Tabelle 32: Protokoll 7 OM

3.2.5 Fluoreszenzfarbstoffe

Im folgenden Abschnitt werden die Autofluoreszenzen NAD(P)H/FAD sowie die
Farbstoffe Indo, zur Messung der intrazellularen Ca?*-Konzentration und des TMRM,

zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials (A¥w), ndher beschrieben.

1. NAD(P)H/ FAD — Autofluoreszenzen

In Abbildung 23 ist die Atmungskette an der IMM dargestellt. NADH wird von Komplex
1 zu NAD" oxidiert und zur Reduktion von NADP* zu NADPH bendtigt. FAD nimmt bei
der Reaktion von Succinat zu Fumarat (Teil des Citratzyklus) erst zwei Protonen auf,
gibt diese dann an Komplex 2 und Ubichinon ab. Uber die Komplexe 1, 3 und 4 kann
so ein Protonengradient zwischen dem Intermembranraum des Mitochondriums und
der Mitochondrien-Matrix aufgebaut werden, der Gber die ATP-Synthase abgebaut und
zur Energieproduktion genutzt wird. Des Weiteren wird reduziertes NADPH genutzt,

um mitochondrialen Stress zu mindern.
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Intermembranraum FCCP+H*
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NADPH
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Protonengradient: H*
Mitochondrien-Matrix FCcp

H*

Abbildung 23: Vereinfachte Darstellung der Atmungskette

In den Messungen wurde NAD(P)H und FAD als Autofluoreszenz verwendet, um einen
Rickschluss auf die metabolische Reaktion der Myozyten auf die jeweils
eingewaschenen Lésungen ziehen zu koénnen. Angeregt wird die NAD(P)H
Fluoreszenz bei einer Wellenlange (im Folgenden nur noch A) von A = 340nm. Seine
maximale Emission liegt bei A = 450nm. Die Autofluoreszenz FAD wird bei etwa A =
480nm angeregt (obwohl sein Maximum eigentlich bei A = 450nm liegt, dies kann
technisch allerdings nicht verwendet werden) und emittiert bei etwa A = 520nm
maximal. Erstellt man einen Quotienten (Ratio) aus der NAD(P)H-Emission/ FAD-
Emission, kann man genauere Aussagen Uber den Oxidations-, bzw. Reduktionsstatus
der Zelle treffen (Redoxstatus) und man reduziert zusatzlich Bewegungsartefakte. Eine
Erhéhung der metabolischen Aktivitat der Zelle, also einem vermehrten Verbrauch der
Autofluoreszenzen, sowie eine Verringerung der metabolischen Leistung sind Uber die

Ratio einzuschatzen.

In Abbildung 23 sind zusatzlich der Atmungskettenentkoppler FCCP, sowie der
Atmungskettenhemmer Zyanid (CN) zu sehen. FCCP ist ein lonophor, ein Molekil, das
lonen durch eine Membran transportiert. Es diffundiert nach dem Einwaschen in den

Intermembranraum des Mitochondriums und wird dort reduziert. So gelangt es durch
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die IMM. In der Matrix gibt es sein Proton wieder ab. Der Protonengradient wird
abgebaut und die ATP-Synthase kann kein weiteres ATP herstellen. Ebenso kann kein
weiteres NADP" reduziert werden, NADH wird also vollstandig zu NAD" oxidiert. FADH,
gibt seine Protonen vollstandig ab (Tabelle 20): NAD(P)H 0%; NAD* 100%; FADH; 0%;
FAD 100%. Durch Hemmung von Komplex 4 durch Zyanid kann kein weiteres ATP
entstehen, die sich ansammelnden Elektronen kénnen nicht mehr auf O, Ubertragen
werden, die Atmungskette steht still. Der Effekt auf die Fluoreszenz ist gegensatzlich,
da weiterhin der Protonengradient genutzt werden kann, um NADP* zu reduzieren,
FADH; kann seine Protonen nicht mehr abgeben, da Ubichinol gesattigt ist: NAD(P)H
100%; NAD" 0%; FADH, 100%; FAD 0%. Dieser Effekt wird genutzt, um bei der
Auswertung der Daten eine Kalibrierung durchfiihren zu kénnen. NAD(P)H fluoresziert
starker als NAD(P)" und FAD (genau umgekehrt) starker als FADH,. Daher verhalten

sich die beiden Floreszenzen bei Reduktion und Oxidation jeweils entgegengesetzt.

2. Indo-Fluoreszenz

Bei dem Farbstoff Indo-1, AM (Indo) handelt es sich um eine ratiometrische Substanz,
mit der die Zellen vorinkubiert werden muissen. Hierzu wird 1 ul Indo-Lésung (4,95
pmol/L), das vorher in DMSO geldst wurde, auf 1 ml Zellsuspension gegeben.
Gesamtdauer der Inkubation sind 15 min. Die letzten 3 min lasst man die Zellen
sedimentieren. Nach Absaugen des Uberstandes wird das Sediment mit NT wieder auf
1 ml aufgefiillt. Diese Zellsuspension wird ausplattiert. Indo gelangt als
Acetoxymethylester (AM) in die Zelle. Im Zytosol wird die AM-Gruppe abgespalten, der
Farbstoff kann die Zelle nicht mehr verlassen. Die Anregungswellenlange liegt bei A =
338 nm. Indo kann im Zytosol Ca®**-lonen binden. Ist dies der Fall, dann liegt das
Emissionsmaximum bei A = 405 nm. Das ungebundene Indo hingegen emittiert
maximal bei A = 485 nm. Eine Ratio-Bildung aus gebundenem und ungebundenem
Indo gibt Aufschluss Uber den Calciumhaushalt der Zelle. Gleichzeitig mit der Indo-
Fluoreszenzmessung wird auch das mitochondriale Membranpotential AY, mittels

TMRM gemessen.
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3. TMRM-Fluoreszenz

Die Fluoreszenz von Tetramethylrhodaminmethylester (TMRM) kann die Zellmembran
sowie die mitochondriale Membran Uberwinden, ohne die Zelle zu beschadigen. Vor
der Ausplattierung ist ebenso eine Inkubation der Zellen mit dem Farbstoff nétig.
Hierzu wird 0.25 pl des 0.025 ymol/L TMRMs, das in NT gelést wurde, zu 1 ml
Zellsuspension gegeben. Die Inkubation dauert 5-10 min, wovon die letzten 3 min zur
Sedimentbildung genutzt werden. Der Uberstand ist abzusaugen und das Sediment
wiederum mit NT auf 1 ml aufzufiillen. TMRM ist positiv geladen, also TMRM*, und
akkumuliert somit bevorzugt in den negativ geladenen Mitochondrien. Die
Anregungswellenlange liegt bei A = 540nm und das Emissionsmaximum bei 605 nm.
Wir quantifizieren die absolute Menge der Fluoreszenz und kénnen somit
Ruckschlusse auf das intra- und extramitochondrial vorhandene TMRM und damit
Ruckschlusse auf das mitochondriale Membranpotential (AWn) ziehen. Ist der
Protonengradient durch die Atmungskette sehr grofl3, so ist das Membranpotential

grofer, da weniger TMRM ins Mitochondrium diffundiert.

3.2.6 Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels Microsoft Excel und lonWizard
6.4 von lonOptix. Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe von GraphPad
Prism durchgefiihrt. Nach Beenden eines Messtages wurden die Daten stets Uber ein
Speichermedium auf einen anderen Computer Uberfihrt, auf dem die oben

aufgeflihrten Programme installiert sind.

1. Sarkomerverkiirzung

Die von lonWizard wahrend des Messvorgangs erhobene Datei ist zur Auswertung der
Sarkomerverkirzung zunachst mit lonWizard zu 6ffnen. Der Reiter Zellverkirzung ist
auszuwahlen, wahrend die Fluoreszenzsignal- Fenster geschlossen werden. Man
erstellt sogenannte Traces, die im Schnitt die letzten 10 stimulierten Zellverkirzungen
vor Umstellung auf die nachste Lésung eines beliebigen Protokolls erfassen. Aus
diesen Daten berechnet das Programm eine durchschnittliche Sarkomerverkirzung,

die als Graf dargestellt wird. Nach Festlegung auf einen Transienten, der die Grenzen
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des auszuwertenden Bereichs des Grafen beschreibt, wird eine Tabelle mit

berechneten Werten angezeigt:

Bezeichnung Beschreibung

Zeitpunkt O (t0) Wert zum Zeitpunkt O

Baseline Ausgangslange der Zelle (diastolische
Zelllange)

Departure Velocity Verkurzungsgeschwindigkeit

Departure Velocity t Zeitpunkt der maximalen

(Time to peak) Verkurzungsgeschwindigkeit (TTP)

Peak Verklrzungsmaximum (systolische
Zelllange)

Return Velocity Relaxationsgeschwindigkeit (RT)

Return Velocity t Zeitpunkt der maximalen

Relaxationsgeschwindigkeit

Time to peak 50% Zeit bis zum Erreichen der Halfte der

minimalen Zelllange (TTP)

Time to baseline 50% + 90% Zeit bis zum Erreichen der Halfte, bzw.

90% der Baseline nach Stimulation

Exponential fit Berechnete Tau-Funktion von Peak bis

zur Baseline nach Stimulation

Tabelle 33: Ubersicht der Kontraktilititsauswertung

Diese Tabelle ist zu kopieren und in eine Excel Datei zu Uberflhren, die entsprechend
beschriftet ist. So wird mit allen Abschnitten eines Protokolls verfahren, bis alle
vorhandenen Zellen ausgewertet wurden. Daraufhin wird die entstandene Tabelle

entsprechend sortiert, um mit GraphPad Prism eine Statistik erstellen zu konnen (s.u).
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2. Fluoreszenz

Die von lonWizard wahrend des Messvorgangs erstellte Datei ist mit lonWizard zu
offnen. Die Tabs der Fluoreszenzsignale werden in den Vordergrund gestellt, wahrend
der Zellverkirzungs-Tab geschlossen wird. Im ersten Schritt wird die
Hintergrundfluoreszenz, die am Ende eines Protokolls gemessen wird, eliminiert. Im
zweiten Schritt werden die Daten in eine eigens fir die gewinschte Auswertungsart
(z.B. Verlauf- oder punktuelle Kontrolle) von Herrn Dr. Michael Kohlhaas erstellte
Excel-Datei Ubertragen. Das Programm berechnet die Fluoreszenz-Intensitat und bildet
eine Ratio. Dieser Datensatz wird ebenfalls in eine Excel-Tabelle Gbertragen. Sobald
dieser Prozess mit allen Zellen eines Protokolls durchgefuhrt wurde, kann auch hier mit

GraphPad Prism eine Statistik erstellt werden.

3. Statistik

Die Statistik wird mit dem Programm GraphPad Prism 6.01 erstellt. Neben der
Moglichkeit einfache deskriptive Statistiken zu berechnen, kdnnen auch Tests
durchgefihrt werden, um signifikante Unterschiede zwischen Messergebnissen
darzustellen. Ein Ergebnis ist signifikant, wenn die Wahrscheinlichkeit p eines a-
Fehlers <0.05 ist. Man bezeichnet den a-Fehler auch als Irrtumswahrscheinlichkeit.
Durch Festlegung verschiedener Signifikanzniveaus (z.B.: p <0.05; p <0.01; p <0.001)
ist es mdglich signifikante Ergebnisse besser voneinander zu unterscheiden und zu

interpretieren.

Folgende Tests werden verwendet:

1. One-Way ANOVA/ Two-Way ANOVA (#) zur Varianzanalyse (ANOVA: Analysis
of variance)
Bonferroni-Posttest zur Uberpriifung der ANOVA (*)
Gepaarte/ Ungepaarte T-Tests ($)

Alle Tests wurden mit *=p<0.05 / **=p<0.01 / ***=p<0.001 / ***p<0.0001 als
Signifikanzniveaus durchgefuhrt. In den entsprechenden Abbildungen wurde die
Beschriftung (n.s.) fur ,nicht signifikant® gewahlt. Zur Veranschaulichung der

Ergebnisse wurde eine grafische Darstellung angefertigt.
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4 Ergebnisse

Das Hauptziel der Arbeit bestand darin, die Effekte von Levosimendan (Levo) und
Omecamtiv. Mecarbil (OM) auf systolische und diastolische Funktion von
Herzmuskelzellen aus dem Meerschweinchen zu untersuchen, hierbei den
zugrundeliegenden Mechanismus fur die Steigerung der Kontraktilitat naher zu
ergriinden und dartber hinaus die bioenergetischen Konsequenzen im Hinblick auf

den mitochondrialen Redoxstatus und das Membranpotenzial zu analysieren.

4.1 Levosimendan: Experimente an isolierten Kardiomyozyten aus

unbehandelten WT Meerschweinchen

Es wurden isolierte, adulte Herzmuskelzellen aus dem Meerschweinchen verwendet,
weil in diesen die Mechanismen der elektromechanischen Kopplung dem Menschen

ahnlicher sind als in der Maus oder Ratte.

Wir exponierten die elektrisch stimulierten Herzmuskelzellen zunachst mit
aufsteigenden Levo-Konzentrationen im Vergleich zu einer Vehikel-Kontrolle, um die
zeitlichen Veranderungen der physiologischen Parameter zu kontrollieren. Es zeigte
sich hierbei nach der Anwendung von Levo eine moderate konzentrationsabhangige
Abnahme der systolischen Sarkomerlange sowie der Amplitude der (fraktionellen)
systolischen Sarkomerverkirzung, wahrend dies in der Vehikel-Kontrolle nicht der Fall
war (Abbildung 24A). Gegenlber der Vehikel-Kontrolle kam es hierbei zu einer
signifikanten Abnahme der systolischen Sarkomerlange bei 10 uM Levo (Abbildung
24A). Die fraktionelle Sarkomerverkurzung unterschied sich nicht signifikant von der
Vehikel-Kontrolle, was auf eine starkere Sarkomerverkirzung zum Ausgangszeitpunkt
in der Vehikel-Kontrolle zurickzufihren war (Abbildung 24B). Die diastolische
Sarkomerlange unterschied sich in beiden Gruppen nicht voneinander (Abbildung
24A). Die Analyse der Kinetik von Zellverkirzung und —verlangerung ergab eine
moderate Beschleunigung der Zeit zur 50%igen bzw. 90%igen Wiederverlangerung bei
10 yM Levo im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (RTso und RTgo; Abbildung 24C),
wahrend sich die Zeit bis zur maximalen Zellverkiirzung (sog. Time-to-peak, TTP) nicht

zwischen den Gruppen unterschied (Abbildung 24D).
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Abbildung 24: Protokoll 1: Parameter der Zellverkiirzung von Levo (n=29) und Zeitkontrolle (ZK)
(n=28), sowie Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)*, FADH./ FAD und deren Verhiltnis (Ratio) mit
Levo (n=22) und ZK (n=26), uiber die Zeit (s);

A: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Sarkomerlange von Levo im Vergleich zur Zeitkontrolle (ZK).
B: Fraktionierte Zellverkirzung (FS). C: Relaxationszeit (RT) (50%/ 90% zur Baseline) von Levo im
Vergleich zur ZK. D: Zeit zum Verkirzungsmaximum (TTP) von Levo im Vergleich zur ZK. E: Redoxstatus
von NAD(P)H und FADH fiir Levo im Vergleich zur ZK-Gruppe. F: Verhaltnis von NAD(P)H zu FADH; als
ratiometrischer Indikator des mitochondrialen Redoxstatus. Signifikant starkere sys. Zellverkirzung bei
hochster Levo-Konzentration im Vergleich zur ZK. Die Parameter RT und TTP zeigen keine signifikanten
Differenzen. Leichte Oxidation der Redoxaquivalenten in hdheren Konzentrationen ohne signifikante
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Abweichungen von der ZK-Gruppe. One-way ANOVA mit Bonferroni-Test und Two-way ANOVA mit
Bonferroni-Test (#) zur Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

Um die bioenergetische Konsequenz des inotropen Effektes von Levo zu untersuchen,
wurde der mitochondriale Redoxstatus von NAD(P)H und FAD bestimmt. Klassische
Ca**-Sensitizer verursachen eine Oxidation von NAD(P)H und FAD, da durch die Ca**
Sensibilisierung der Myofilamente mehr ATP bei gleicher zytosolischer Ca®*-
Konzentration verbraucht wird. Das resultierende ADP oxidiert, durch Beschleunigung
des Elektronenflusses an der Atmungskette, NADH zu NAD* und FADH zu FAD, da
keine balancierende Zunahme der mitochondrialen Ca?*-Aufnahme den Citratzyklus
aktiviert, um diese Oxidation wieder auszugleichen. Durch die Applikation von Levo
kam es bei 10 uyM zu einer leichten Oxidation von NAD(P)H gegeniber dem
Ausgangswert, was in der Vehikel-Kontrolle nicht der Fall war (Abbildung 24E). Auch
nach Bildung des Quotienten von NAD(P)H/FAD zeigte sich eine Oxidation bei 10 uM
Levo, die allerdings im direkten Vergleich zur Vehikel-Kontrolle nicht signifikant
unterschiedlich war (Abbildung 24F).

Das Ausmall der Steigerung der Zellverkirzung stellte sich moderat dar. Dieser
Vorgang war erst bei hoher Levo-Konzentration zu beobachten. Levo ist neben einer
Ca**-Sensibilisierung der Myofilamente auch ein potenter Hemmer der PDE3. Daher
fUhrten wir Experimente nach Vorstimulation mit einer geringen Konzentration des f3-
adrenergen Rezeptor (B-AR) Agonisten Isoprenalin (Iso, 1 nM) durch. Die Zugabe von
Iso allein flhrte zu einer leichten Abnahme der systolischen Sarkomerlange bzw.
Zunahme der fraktionellen Sarkomerverklrzung, die bereits durch die Zugabe von 0.1
MM Levo deutlich erhéht wurde (Abbildung 25A und B). 1 nM Iso allein vermochte
hierbei nicht die RTso oder RTg zu beschleunigen, doch durch die zusatzliche
Verwendung von Levo kam es zu einer konzentrationsabhangigen Verkirzung der
RTgo, aber nicht RTso (Abbildung 25C). Die TTP blieb durch beide Behandlungen
unverandert (Abbildung 25D).
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Abbildung 25: Protokoll 2: Parameter der Zellverkiirzung von Levo+iso (n=35) und Iso (n=35), sowie
Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)*, FADH2/ FAD* und deren Verhiltnis (Ratio) mit Levo+iso (n=29)
und Iso (n=27), liber die Zeit (s);

A: Systolische (Sys.) und diastolische (dias.) Sarkomerlange von Levo+lso im Vergleich zur Iso-Gruppe.
B: Fraktionierte Zellverkurzung (FS) von Levo+lso im Vergleich zur Iso-Gruppe.C: Relaxationszeit (RT)
(50%/ 90% zur Baseline) von Levo+lso im Vergleich zur Iso-Gruppe. D: Zeit zum Verkirzungsmaximum
(TTP) von Levo+lso im Vergleich zur Iso-Gruppe. E: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH; fur Levo+lso
im Vergleich zur Iso-Gruppe. F: Verhaltnis von NAD(P)H zu FADH, als ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Redoxstatus. Signifikant starkere sys. Zellverkiirzung unter Levo+lso im Vergleich zur
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Behandlung mit Iso allein. Verkirzte RT90 von Levo+Iso im Vergleich zur Behandlung mit Iso allein in
hoéchster Levo Konzentration. Keine signifikante Beeinflussung der Redoxaquivalenten von Levo+lso im
Vergleich zur Iso-Gruppe. One-way ANOVA mit Bonferroni-Test und Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test
(#) zur Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

Auch nach dieser geringen B-AR Vorstimulation blieb der mitochondriale Redoxstatus
von NAD(P)H und FAD bis 1 uM Levo unverandert, bewirkte allerdings bei 10 uM eine
signifikante Oxidation von NAD(P)H, aber nicht FAD (Abbildung 25E). Im Vergleich zur
Vehikel-Behandlung ergab sich kein Unterschied zwischen den Gruppen, auch nicht
nach Analyse des NAD(P)H/FAD Verhaltnis (Abbildung 25E und F).

In der Gegenlberstellung der Gruppen Levo allein versus Levo+iso zeigt sich nun
deutlich, dass die geringe Steigerung der Sarkomerverkirzung durch Levo allein in der
Gegenwart von 1 nM Iso deutlich potenziert und in seiner Effizienz gesteigert wird
(Abbildung 26A und B). Die Beschleunigung der RTgy und RTso durch Levo+lso
gegeniber Levo allein war jedoch nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 26C) und
hinsichtlich der TTP ergaben sich keinerlei Unterschiede im Zeitverlauf oder zwischen
den Gruppen (Abbildung 26D). Auch hinsichtlich des Redoxstatus von NAD(P)H und
FAD gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 26E und F).

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass in Meerschweinchen
Kardiomyozyten Levo allein nur eine moderate Steigerung der Sarkomerverkiirzung
hervorruft, doch in der Gegenwart einer geringen B-AR Vorstimulation eine
Potenzierung und Steigerung der Effektivitdt dieses Phanomens auftritt. Die
Verbesserung der diastolischen Kinetik, insbesondere in der Gegenwart einer geringen
B-AR Vorstimulation, spricht gegen den Effekt einer reinen Ca?*-Sensibilisierung der
Myofilamente und &hnelt den Effekten einer PDES3-Inhibition. Aus diesem Grunde
gingen wir im nachsten Protokoll der Frage nach, ob die Potenzierung der Levo-
induzierten Sarkomerverkiirzung in der Gegenwart einer B-AR Vorstimulation durch
eine Steigerung der intrazelluldren Ca*-Konzentrationsamplitude (A[Ca®'].)
herbeigefihrt wird. Aus bioenergetischer Sicht ware dies glinstig, da eine Steigerung
der A[Ca®"]. auch eine vermehrte mitochondriale Ca®*-Aufnahme und somit Stimulation
des Citratzyklus bewirken kdnnte, um hierdurch den mitochondrialen Redoxstatus von
NAD(P)H und FAD weitgehend konstant zu halten, trotz Steigerung der Arbeitslast
(und somit ADP-induzierter Oxidation von NADH und FAD).
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Abbildung 26: Vergleich Levo-Gruppen aus Protokoll 1 und 2: Parameter der Zellverkiirzung von
Levo+iso (n=35) und Levo (n=29), sowie Redoxstatus von NAD(P)H/NAD(P)*, FADH2/FAD* und
deren Verhaltnis (Ratio) von Levo+iso (n=35) und Levo (n=29) liber die Zeit (s);

A: Systolische und diastolische Sarkomerldnge von Levo+lso im Vergleich zu Levo. B: Fraktionierte
Zellverkiirzung (FS). C: Relaxationszeit (RT) (50%/ 90% zur Baseline). D: Zeit zum Verkiirzungsmaximum
(TTP). E: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH fiir Levo+lso im Vergleich zu Levo. F: Verhaltnis von
NAD(P)H zu FADH, als ratiometrischer Indikator des mitochondrialen Redoxstatus. Die Zellverkirzung
wird im sys. Bereich mit Iso signifikant erh6ht. Die Diastolendauer bleibt weitgehend unbeeinflusst. Keine
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signifikanten Unterschiede im Redoxstatus mit Levo+iso. Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test (#) zur
Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

Zu diesem Zwecke wurden Kardiomyozyten zunachst einem Protokoll ausgesetzt, bei
dem ein abrupterer Wechsel der Arbeitslast durch eine Steigerung der
Stimulationsfrequenz von 0.3 auf 3 Hz durchgefuhrt wurde. Alle Experimente wurden in
der Gegenwart einer unterschwelligen Iso-Konzentration von 1 nM durchgefiihrt, in der
Abwesenheit und Gegenwart von 1 yM Levo, einer Konzentration, die allein keine
Zunahme der Zellverkirzung verursacht hatte (Abbildung 24). Die kombinierte
Applikation von Levo+lso flhrte, dhnlich wie in dem 1 Hz Protokoll (Abbildung 25), zu
einer Zunahme der fraktionellen Sarkomerverkirzung bei 0.3 Hz (Abbildung 27A und
B). Nach Steigerung der Stimulationsfrequenz auf 3 Hz kam es auch in der Gruppe mit
Iso allein zu einer deutlichen Steigerung der Sarkomerverkiirzung. Es bestanden keine
Unterschiede mehr zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der systolischen
Sarkomerlange oder der fraktionellen Sarkomerverkirzung (Abbildung 27A und B).
Diese Zunahme war mit einer deutlichen Steigerung der RTg und RTso in beiden
Gruppen assoziiert, und auch einer Verklrzung der TTP, auch hier ohne Unterschiede
zwischen beiden Gruppen (Abbildung 27C und D). Der Redoxstatus von NAD(P)H und
FAD blieb Uber das Experiment weitgehend ohne wesentliche Oxidation konstant
(Abbildung 27E und F).
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Abbildung 27: Protokoll 3: Stressprotokoll. Parameter der Zellverkiirzung von Levo+Iso (n=18) und
Iso (n=19), sowie Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)*, FADH,/ FAD* und deren Verhiltnis (Ratio)
mit Levo+iso (n=18) und Iso (n=19) als Verlauf liber die Zeit (s). Stimulationsfrequenz bei 0.3 Hz,

bzw. 3 Hz (gelb unterlegter Bereich).

A: Systolische und diastolische Sarkomerlange von Levo+lso im Vergleich zu Iso. B: Fraktionierte
Zellverkirzung (FS) von Levo+iso im Vergleich zu Iso. C: Relaxationszeit (RT) (50 %/ 90 % zur Baseline)
von Levo+lso im Vergleich zu Iso. D: Zeit zum Verkiirzungsmaximum (TTP) von Levo+Iso im Vergleich zu
Iso. E: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH: fiir Levo+Iso im Vergleich zur Iso-Gruppe. F: Verhaltnis von
NAD(P)H zu FADH, als ratiometrischer Indikator des mitochondrialen Redoxstatus von Levo+Iso im
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Vergleich zur Iso-Gruppe. Physiologische Veranderung der Zellverkiirzungsparameter bei Erhéhung der
Stimulationsfrequenz. Keine signifikanten Unterschiede zwischen der Levo+Iso und der Iso-Gruppe.
Ausgeglichener Redoxhaushalt auch bei erhdhter Stimulationsfrequenz allenfalls leichte Oxidation im
physiologischen Bereich. Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test (#) zur Signifikanztestung (*=p<0.05/
**=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

Um zu analysieren, ob die Zunahme der Sarkomerverkirzung durch die Kombination
aus Levo+Iso durch eine Zunahme der intrazelluldren Ca**-Konzentration zu erklaren
ist (was fir eine relevante PDE3-Stimulation und gegen eine reine Ca*-
Sensibilisierung der Myofilamente durch Levo sprechen kdénnte), wurden
Kardiomyozyten mit dem Ca?*-Farbstoff Indo-1 AM inkubiert. Die Fluoreszenz wurde
zusammen mit der Sarkomerlange der jeweils selben Zelle bestimmt. Gleichzeitig
wurden Kardiomyozyten mit TMRM inkubiert, einem potentiometrischen Farbstoff zur
Bestimmung des mitochondrialen Membranpotenzials (A¥m). Es wurde hierunter das

gleiche Protokoll wie in Abbildung 27 durchgefuhrt.
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Abbildung 28: Protokoll 4: Stressprotokoll. Intrazellulire Calciumkonzentration [Ca?*]. und
mitochondriales Membranpotential (A¥,) von Levo+iso (n=14) und Iso (n=11) Uber die Zeit (s)
(A/C), bzw. gegen die Sarkomerldnge (um) (B). Stimulationsfrequenz bei 0.3 Hz, bzw. 3 Hz (gelb
unterlegter Bereich).

A: [Ca?*]; von Levo+lso im Vergleich zu Iso. B: [Ca?*]. von Levo+lso im Vergleich zu Iso gegen die
systolische (sys.) und diastolische (dias.) Sarkomerlange (um). Darstellung der [Ca?*].-Werte in Form von
MW + SEM. C: TMRM (Tetramethylrhodaminmethylester) als ratiometrischer Indikator des
mitochondrialen Membranpotentials (A%¥m) von Levo+lso im Vergleich zu Iso. Der sys. Ca?*-Transient ist
mit Levo+lso signifikant erhdht, was sich auch im Vergleich zur Sarkomerlange darstellt. Bei gleicher
[Ca?*]. ist die Sarkomerlange innerhalb der Levo+lso-Gruppe stérker verkiirzt. Das mitochondriale
Membranpotential (A%m) bleibt durchgehend konstant. Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test (#) zur
Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

1 nM lIso allein fUhrte zu keiner Steigerung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
[Ca?*]. bei 0.3 Hz. Allerdings wurde durch Levo+lso bei 0.3 Hz die systolische [Ca*'].
gegeniiber Iso allein signifikant gesteigert (Abbildung 28A). Bei Auftragung der [Ca*].
gegen die entsprechende Sarkomerverkiirzung findet sich zwar auch eine
Veranderung der Steigung der Korrelationsgeraden (Abbildung 28B), die eine Levo-
induzierte Erhéhung der Ca?*-Affinitat der Myofilamente anzeigen konnte, allerdings
war dieser Effekt nicht signifikant. Das mitochondriale Membranpotenzial blieb
wahrend des gesamten Versuchsablaufes konstant in beiden Gruppen (Abbildung
28C).

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass die als Ca®-Sensitizer
vermarktete Substanz Levosimendan allein nur einen geringen Ca?*-sensibilisierenden,
positiv inotropen Effekt auf die Sarkomerverkiirzung in isolierten Meerschweinchen
Herzmuskelzellen hat. Durch eine unterschwellige Stimulation p-adrenerger
Rezeptoren kommt es zu einer deutlichen Potenzierung und gesteigerten Effektivitat
der  Sarkomerverkirzung  durch Levosimendan. Die  Steigerung  der
Sarkomerverkiirzung wird hierbei durch eine Steigerung der zytosolischen Ca*-
Transienten herbeigeflhrt, was fur eine relevante PDE3-Aktivierung spricht, wobei die
Ca*-Sensibilisierung der Myofilamente durch Levosimendan eine untergeordnete
Rolle fir die Kontraktilitatssteigerung spielt. Bioenergetisch resultiert dies in einem
neutralen Effekt auf den Redoxstatus von NAD(P)H und FAD, da von einer Steigerung
der mitochondrialen Ca®*-Aufnahme auszugehen ist, die eine relevante Oxidation

durch die Steigerung der Arbeitslast verhindert.
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4.2 Omecamtiv Mecarbil: Experimente an isolierten Kardiomyozyten aus

unbehandelten WT Meerschweinchen

Omecamtiv Mecarbil (OM) wurde als selektiver Aktivator der Myosin ATPase
entwickelt, ohne (im Gegensatz zu Levo) die zytosolischen Ca?* Konzentrationen zu
beeinflussen (MALIK et al., 2011). In friheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden,
dass durch OM die Amplitude und Dauer der Kontraktion von Herzmuskelzellen
vergrofRert wird (MALIK et al., 2011). Unklar ist, ob es durch diese Intervention zu einer
Steigerung des Energiebedarfs der Zelle kommt (MAACK et al., 2019). Ein gesteigerter
ATP-Bedarf wirde durch Erhéhung von ADP zu einer Beschleunigung des
Elektronenflusses an der Atmungskette fuhren. Dies wirde bei fehlender Regeneration
reduzierender Aquivalente, durch eine Steigerung der zytosolischen und
mitochondrialen Ca?*-Konzentrationen mit Citratzyklus-Stimulation, eine Oxidation von
NADH und FADH- hervorrufen.

Es wurden daher Experimente mit unterschiedlichen Konzentrationen von OM
durchgefihrt und hierbei neben der Sarkomerldange und -verkiirzung auch der
Redoxstatus von NAD(P)H und FAD bestimmt. Die Stimulationsfrequenz lag hierbei
durchgangig bei 1 Hz. Die ideale Plasmakonzentration von OM bei der Behandlung der
systolischen Herzinsuffizienz liegt bei etwa 1 pmol/L (MAACK et al., 2019), wobei
aufgrund einer Plasmaproteinbindung von ~80% eine freie Konzentration von OM von
200 nmol/ L zu erwarten ist (MORGAN et al., 2010).

Die folgenden Konzentrationen wurden hierbei in jeweils kurzen Protokollen
verwendet, um einen relevanten ,run-down“ der Sarkomerverkirzung, aber

insbesondere auch der Autofluoreszenz von NAD(P)H und FAD zu vermeiden:

e Protokoll 1:  0.01,0.1 und 1 yM (Abbildung 29A, B)
e Protokoll 2: 1 und 3 pM (Abbildung 29C, D)
e Protokoll 3: 10 uM (Abbildung 29E, F)
e Protokoll 4: 30 uM (Abbildung 29G, H)
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Abbildung 29: Protokoll 1-4: Systolische und diastolische Zellverkiirzung; Redoxstatus von
NAD(P)H/ NAD(P)*, FADH,/ FAD* von 0 bis 1 uM OM (n=17), von 0 bis 3 uM OM (n=38), von 0 bis 10
uM OM (n=17) und von 0 bis 30 uM OM (n=5).

A: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Zellverkirzung von OM 0-1 yM. B: Redoxstatus von
NAD(P)H und FADH; von OM 0-1 uM. C: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Zellverkiirzung von
OM 0-3 pM. D: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH; von OM 0-3 pM. E: Systolische (sys.) und
diastolische (dias.) Zellverkiirzung von OM 0-10 uM. F: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH; von OM 0-
10 pM. G: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Zellverkirzung von OM 0-30 uM. H: Redoxstatus von
NAD(P)H und FADH, von OM 0-30 pM. Die dias. Zelllange wird mit steigender OM-Konzentration kirzer.
Gleichzeitig stetig starkere sys. Zellverkirzung. Der Redoxstatus verbleibt konstant. Ungepaarter T-Test
($) zur statistischen Analyse (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001). One-way ANOVA mit
Bonferroni-Test zur Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass OM in den verschiedenen Protokollen zu einer
konzentrationsabhangigen Zunahme der systolischen, aber auch diastolischen
Sarkomerlange fihrt. Wahrend der Redoxstatus von NAD(P)H bei den langeren
Protokollen mit 0.01-1 uM (Abbildung 29A, B) oder 1-3 uM (Abbildung 29C, D) leicht
abnimmt, ist keine relevante Oxidation von FAD zu beobachten. Bei Einsatz sehr hoher
Einzelkonzentrationen von OM (10 und 30 uM) ist keine Veranderung des Redoxstatus
von NAD(P)H und FAD zu beobachten, trotz ausgepragter (supraphysiologischer)

Zunahme der systolischen und diastolischen Sarkomerlange (Abbildung 29E-H).

Im anschlieBenden Protokoll wird eine Zeitkontroll-Gruppe (ZK) zur besseren
Objektivierung von zeitlichen Effekten hinzugefugt, besonders im Hinblick auf die
Autofluoreszenzen. Eine Messung belduft sich auf 720 s (Abbildung 30). Die
systolische und diastolische Sarkomerverkirzung zeigt sich innerhalb der OM-Gruppe,
wie in den Abschnitten zuvor, signifikant verklrzt (Abbildung 30A). Betrachtet man die
ZK im Vergleich, zeigt sich ein konstanter Verlauf Uber die Zeit, was entsprechende
signifikante Unterschiede zur OM-Gruppe ergibt (Abbildung 30B).

Auch in diesem Protokoll bleibt der Redoxstatus fiir beide Gruppen konstant und zeigt
keinen Hinweis auf einen hdheren Energieverbrauch durch OM, der in einer
vermehrten Oxidation der Redoxaquivalente zu erkennen wére (Abbildung 30C). Da
sich NAD(P)H und FAD gegensatzlich in ihrer Fluoreszenz bei Oxidation verhalten
(NAD(P)H Fluoreszenz nimmt ab, die von FAD zu), erlaubt die Bildung eines
Quotienten von NADPH/FAD die Bestimmung des Redoxstatus unter Elimination von

moglichen Bewegungsartefakten. Diese Elimination ist insbesondere bei der starken
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Veranderung der systolischen und diastolischen Sarkomerlange durch OM von Vorteil.
Auch diese Ratio zeigt ebenfalls keine Reaktion auf die im Vergleich deutlichen,
kontraktilen Veranderungen (Abbildung 30D).
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Abbildung 30: Systolische und diastolische Zellverkiirzung von 0 bis 10 uM OM (n=28) im Vergleich
zur Zeitkontrolle (ZK) (n=35), sowie der Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)*, FADH,/ FAD* von 0 bis
10 uM OM (n=28) im Vergleich zu Zeitkontrolle (ZK) (n=35).

A: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Zellverkirzung der OM-Gruppe. B: Sys. und dias.
Zellverkirzung der OM-Gruppe im Vergleich zur ZK-Gruppe. C: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH,
der OM-Gruppe im Vergleich zur ZK-Gruppe. D: Verhaltnis von NAD(P)H zu FADH; als ratiometrischer
Indikator des mitochondrialen Redoxstatus. Die sys. und dias. Zellverkirzung mit OM ist im Vergleich zu
ZK signifikant verstarkt. Der Redoxhaushalt verbleibt ausgeglichen. One-way ANOVA mit Bonferroni-Test
und Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test (#) zur Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/
****=p<0.001).

In der folgenden Abbildung ist die Zusammenflhrung der bisherigen Messergebnisse

veranschaulicht (Abbildung 31). Es handelt sich um einen Zusammenschnitt

verschiedener Messungen und nicht um ein kontinuierliches Protokoll, weshalb die
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Ergebnisse nicht Uber die Zeit (s), sondern Uber die verschiedenen OM-
Konzentrationen aufgetragen sind. Die Werte jeder angegebenen Konzentration

wurden stets nach 300 s Wirkstoffbelastung erhoben.
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Abbildung 31: Zusammenfassung Protokolle 1-5; Parameter der Zellverkiirzung von 0-30 uM OM;
mit 0 yM (n=119); 0.01/ 0.1 pM (n=54); 1 uM (n=92); 3 uM (n=41); 10 uM (n=20); sowie 30 uM (n=5).

A: Systolische (sys.) und diastolische (dias.) Zellverkirzung von OM 0-30 uM. B: Fraktionierte
Zellverkirzung (FS) von OM 0-30 pM. C: Relaxationszeit (RT) (50 %/ 90 % zur Baseline) von OM 0-30
UM. D: Zeit zum Verkiirzungsmaximum (TTP) von OM 0-30 uM. E: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH.
von OM 0-30 uM. F: Verhaltnis von NAD(P)H zu FADH; als ratiometrischer Indikator des mitochondrialen
Redoxstatus von OM 0-30 pM. Die sys. und dias. Zellverkirzung nimmt mit steigender Konzentration
stetig zu. Das FS zeigt einen signifikanten Anstieg zwischen 0.1 yM und 3 pM OM. Die RTs steigt stetig
signifikant an, wahrend sich die TTP ab 1 pM signifikant zum Ausgangwert verlangert. Keine vermehrte
Oxidation von Redoxaquivalenten. One-way ANOVA mit Bonferroni-Test und ungepaarter T-Test ($) zur
Signifikanztestung (*=p<0.05/ **=p<0.01/ ***=p<0.001/ ****=p<0.001).

Die ausgepragte Abnahme der systolischen und diastolischen Sarkomerlange uber die
verschiedenen OM-Konzentrationen resultiert in einer optimalen Zunahme der
fraktionellen Sarkomerverkirzung (FS) zwischen 0.1 und 3 pM. Es wird kein
Wirkungsplateau erreicht (Abbildung 31A und B). Die RTg zeigt sich weitgehend
konstant, die RTso verlangert sich mit zunehmender Wirkstoffkonzentration ab 0.1 uyM
OM signifikant (Abbildung 31C). Die TTP ist ab einer Konzentration von 1yM OM
signifikant zum Ausgangswert verlangert. Dies gilt ebenso fur alle héheren OM-
Konzentrationen (Abbildung 31D). Die Autofluoreszenz von FADH, bleibt durchweg
Uber alle OM-Konzentrationen konstant. NAD(P)H weist im Gegensatz zu FADH, fur 1
MM und 3 pM OM eine geringe, aber signifikante Oxidation zum Startwert auf
(Abbildung 31E). Bei Bildung des NAD(P)H/FAD-Verhaltnisses ist keine signifikante

Oxidation des mitochondrialen Redoxstatus mehr zu beobachten (Abbildung 31F).

Zusammenfassend ist selbst bei starken kontraktilen Veranderungen in vitro keine
Oxidation des Redoxstatus von NAD(P)H und FAD und somit auf indirektem Wege
keine Steigerung des Energieverbrauchs durch OM zu messen. Laut Fachliteratur ist
eine negative Eigenschaft von OM vor allem die Entstehung einer diastolischen
Dysfunktion (MAACK et al., 2019). Um dies ebenfalls zu veranschaulichen, sind in
Abbildung 32 die kumulativen Werte der Sarkomerverkirzungen unter den
unterschiedlichen OM-Konzentrationen dargestellt. Diese veranschaulichen die
deutliche Verlangerung der TTP, aber auch der diastolischen Sarkomerlange mit

zunehmenden OM-Konzentrationen.
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Abbildung 32: Zusammenfassung Protokolle 1-5: Kontraktionstransienten von kein (NT=Normale
Tyrode) bis 30uM OM iiber 200 ms mit 0 pm (n=119); 0.01/ 0.1 uM (n=54); 1 uM (n=92); 3 uM (n=41);
10 pM (n=20); 30 uM (n=5);

A: Mittelwerte aus der Kontraktionskinetik von 0.01/ 0.1/ 1 yM [OM] im Vergleich zur Gruppe mit Normaler
Tyrode (NT). B: Mittelwerte aus der Kontraktionskinetik von 3/ 10/ 30 yM [OM] im Vergleich zur NT-
Gruppe. Bis 1 yM [OM] kaum Veranderungen in der Morphologie der Transienten. Ab 3 uM ist die dias.
Ausgangslange der Zellen stark verandert; ebenso ist das Verkirzungsmaximum in der Systole in die
Periode der eigentlichen Diastole verschoben. Ferner ist der Zeitpunkt der maximalen Relaxation immer
verwaschener zu beurteilen und fallt fir 30 uM bereits in die nachste Stimulationsphase.

Wir beleuchteten die kontraktile Veranderung durch OM bisher unter optimalen in vitro
Bedingungen, um die Zellen mdglichst wenig Stress auszusetzen. In diesem Fall
scheint sich die Wirkung von OM nicht in einem erhdhten Sauerstoffverbrauch des
myokontraktilen Apparates widerzuspiegeln. Im kardiogenen Schock schuttet der
Korper allerdings hohe Mengen an Katecholaminen aus. Um die Reaktion der
Kardiomyozyten auf vermehrten Stress zu testen, wird im folgenden Protokoll mit
verschiedenen physiologischen Konzentrationen des p-adrenergen Agonisten
Isoprenalin eine solche Situation imitiert (Abbildung 33). Ferner mdchten wir
Uberprifen, ob die diastolische Dysfunktion bei héheren OM-Konzentrationen durch f3-
adrenerge Stimulation abgemildert wird, da durch Aktivierung der Adenylatzyklase ein

positiv lusitroper Effekt ausgeldst wird (Abbildung 12).
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Abbildung 33: Protokoll 6: Parameter der Zellverkiirzung, Redoxstatus von NAD(P)H/ NAD(P)*,
FADH_./ FAD* und deren Verhéltnis (Ratio) bei OM 1 uM/ 3 yM von: OM+Iso 30 nM (n=14); OM+Iso 1
nM (n=36); nur OM (n=50) und Zeitkontrolle (ZK) (n=12) liber die Zeit (s);

A: Systolische (sys.) Sarkomerlange. 240s: Die OM+Iso 30nM-Gruppe ist zu allen anderen Gruppen
signifikant. 540s: Die OM+Iso 30nM-Gruppe ist zu allen anderen Gruppen signifikant, die OM+Iso 1nM-
Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant. Die OM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant. 840s: Die OM+Iso
30nM-Gruppe ist zu allen anderen Gruppen signifikant, die OM+Iso 1nM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe
signifikant, die OM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant. B: Diastolische (dias.) Sarkomerlange. 540s: Die
OM+Iso 30nM-Gruppe ist zu allen anderen Gruppen signifikant, die OM+Iso 1nM-Gruppe ist zur ZK-
Gruppe signifikant, die OM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant. 840s: Die gleichen Signifikanzen wie bei
540s. C: Fraktionierte Zellverkirzung (FS). 240s: Die OM+Iso 30nM-Gruppe ist zu allen anderen Gruppen
signifikant. 540s: Die OM+Iso 30nM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant, die OM+Iso 1nM-Gruppe ist zur
ZK-Gruppe signifikant, die OM-Gruppe ist zur ZK-Gruppe signifikant. 840s: Die OM+Iso 1nM-Gruppe ist
zur ZK-Gruppe signifikant, sowie die OM-Gruppe zur ZK-Gruppe. D: Zeit zum Verkirzungsmaximum
(TTP). 540s: Signifikanzen zwischen OM+Iso 1nM zur OM- und ZK-Gruppe; sowie OM+Iso 30nM zur OM-
und ZK-Gruppe; Signifikanz zwischen OM-Gruppe und ZK-Gruppe. 840s: Signifikanzen der OM+lso
30nM-Gruppe zur OM+Iso 1nM- und ZK-Gruppe; der OM+Iso 1nM-Gruppe zur OM- und ZK-Gruppe,
sowie der OM-Gruppe zur ZK-Gruppe. E: Relaxationszeit (RT) 50 % zur Baseline. 540s: Die OM-Gruppe
zeigt sich signifikant zur ZK-Gruppe. 840s: die OM+Iso 1nM-Gruppe zeigt sich signifikant zur ZK-Gruppe,
ebenso zeigt sich die OM-Gruppe signifikant zur ZK-Gruppe. F: RTgy % zur Baseline. 540s: Die OM+lso
30nM Gruppe zeigt sich signifikant zur ZK-Gruppe, ebenso die OM-Gruppe zur ZK-Gruppe. 840s: Die
OM+Iso 30nM Gruppe zeigt sich signifikant zur ZK-Gruppe. G: Redoxstatus von NAD(P)H und FADH..
240s: Hier eine Signifikanz zwischen der OM+Iso 1nM-Gruppe und der OM-Gruppe. H: Verhaltnis von
NAD(P)H zu FADH, als ratiometrischer Indikator des mitochondrialen Redoxstatus. Die sys.
Sarkomerlange ist von OM zu OM+Iso 1 nM gleich, wahrend OM+Iso 30nM deutlich in der Verkiirzung
verstarkt ist. Selbes gilt fir die dias. Lange. Das FS fallt nach Zugabe von OM 3 pM, in der OM+Iso 30nM,
wieder ab. Die Relaxationszeit ist fur OM allein signifikant verlangert, fir die OM+Iso Gruppen gilt dies
nicht. Sie relaxieren signifikant langsamer als die OM-Gruppe. Die TTP steigt Gber héhere [OM] auch fir
die Iso-Gruppen an. Der Redoxstatus verbleibt konstant. Multiple Comparison Two-way ANOVA mit
Bonferroni-Test zur statistischen Analyse; Testung aller Gruppe gegeneinander zum Zeitpunkt 120s, 240s,
540s, 840s.Vorhandene Signifikanzen zwischen einzelnen Gruppen am jeweiligen Zeitpunkt mit o=p<0.05
gekennzeichnet.

Die Experimente wurden in der Abwesenheit (OM allein) und Gegenwart von entweder
1 nM (als submaximale, eher physiologische B-adrenerge Stimulation) und 30 nM Iso-
Konzentration (als maximale p-adrenerge Stimulation) durchgeflihrt. Als zusatzliche
Zeitkontrolle (ZK) wurde eine Gruppe ohne Iso und ohne OM eingesetzt. Zur
Ubersichtlichkeit wird auf eine genauere Beschriftung innerhalb der Abbildung und auf
die Angabe der p-Werte verzichtet. Die entsprechenden Signifikanzen sind in der
Bildunterschrift einzusehen (Abbildung 33). Die systolischen und diastolischen

Sarkomerlangen der ZK-Gruppe bleiben Uber die Zeit konstant. Durch OM kam es zu

105



Dissertation Daniela Piitz

einer konzentrationsabhangigen Zunahme der systolischen und diastolischen
Sarkomerlange sowie der TTP und der RTs, wahrend die fraktionelle
Sarkomerverklrzung bei 1 yM OM ihr Optimum erreichte und unter 3 yM OM nicht
mehr weiter zunahm (Abbildung 33A-E). Die Vorstimulation mit 1 nM Iso fuhrte zu
keiner nennenswerten Veranderung dieser Parameter, verkirzte allerdings moderat
die RTso gegenuber OM allein. Die Vorstimulation mit 30 nM Iso steigerte bereits vor
Zugabe von OM die fraktionelle Sarkomerverkirzung. Dartber hinaus beschleunigte
Iso 30 nM die RTsg. Durch Zugabe von OM kam es zu einer substanziellen
zusatzlichen konzentrationsabhangigen Abnahme der systolischen und diastolischen
Sarkomerlange, was in einer Verringerung der fraktionellen Sarkomerverkirzung
resultierte (Abbildung 33A-D). Interessanterweise war die OM-induzierte diastolische
Sarkomerverkurzung in der Gegenwart von 30 nM Iso sogar starker ausgepragt als in
der Abwesenheit oder der geringen Konzentration von Iso (1 nM; Abbildung 33B),
obwonhl die Kinetik der Zellverkirzung (TTP) und -verlangerung (RTse) durch 30 nM Iso

in der Abwesenheit und auch der Gegenwart von OM beschleunigt wurden.

Der Redoxstatus von NAD(P)H und FAD, sowie das Verhaltnis von NAD(P)H/FAD
blieb fir alle 4 Gruppen weitgehend konstant (Abbildung 33G und H). In der Summe
wird durch eine unterschwellige B-adrenerge Stimulation mit Isoprenalin (1 nM), im
Gegensatz zu den Ergebnissen mit Levosimendan, keine Potenzierung der Wirkung
durch OM erzielt. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass flir Levosimendan, aber nicht
fur OM, eine PDES-inhibitorische Wirkung beschrieben ist. Bei einer starkeren (-
adrenergen Stimulation (30 nM Iso) ist allerdings eine Verstarkung der diastolischen
Zellverkurzung bei 1 und 3 yM OM zu beobachten. Dies fuhrt zu einer Verringerung
der durch Iso gesteigerten fraktionellen Sarkomerverkirzung. Selbst unter diesen
extremen Bedingungen ist keine Oxidation des mitochondrialen Redoxstatus zu

beobachten.

Wahrend des Protokolls mit OM+Iso 30 nM fielen vermehrt spontane Zellverkirzungen
auf, die wir als zellulare Arrhythmien bezeichnen. Diese wurden in allen Gruppen in
den letzten 10 Sekunden vor dem Wechsel auf eine neue Losung quantifiziert. Es zeigt
sich eine leichte Zunahme dieser Arrhythmien in der Gegenwart von 30 nM Iso allein,
was durch die Zugabe von 1 yM OM bereits deutlich gesteigert wurde. Bei 3 uM OM
nahmen diese nicht weiter zu. In der Abwesenheit und Gegenwart von 1 nM Iso kam

es zu keinem relevanten Auftreten von zellularen Arrhythmien (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Protokoll 6: Arrhythmie-Score bei OM 1 yM und 3 uyM von OM+Iso 30 nM (n=14);
OM+Iso 1 nM (n=36); OM (n=50) und Zeitkontrolle (ZK) (n=12) liber die Zeit (s);

Arrhythmien in % der Schlage gefolgt von Extrasystolen (ES) ohne ZK-Gruppe. Entstehung von
Extrasystolen hauptsachlich unter Belastung mit 30 nm [Iso]. Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test zur
statistischen Analyse; vorhandene Signifikanzen zwischen einzelnen Gruppen am jeweiligen Zeitpunkt mit

0=p<0.05 gekennzeichnet.

Zum Abschluss der OM-Testreihe und zur besseren Einordnung im Vergleich zu Levo,
wurde zusatzlich die intrazellulare Ca?* Konzentration unter OM und Iso analysiert.
Hierfir wurden die Zellen mit Indo-1 AM beladen, sowie mit TMRM, um das
mitochondriale Membranpotenzial (A¥m) zu bestimmen. Es zeigte sich, dass es durch
30 nM, aber nicht durch 1 nM Iso zu einer deutlichen Zunahme der diastolischen und
systolischen Ca*-Konzentrationen kam, die durch OM allerdings nicht weiter
gesteigert wurden (Abbildung 35A und B). Das mitochondriale Membranpotential (A¥m)
bleibt in allen Gruppen Uber die Zeit konstant (Abbildung 35C).
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Abbildung 35: Protokoll 7: Intrazellulire Calciumkonzentration [Ca?*]c und mitochondriales
Membranpotential (A¥r) bei 1 yM und 3 yM OM von OM+Iso 30 nM (n=12); OM+Iso 1 nM (n=28); OM
(n=36) und Zeitkontrolle (ZK) (n=10) liber die Zeit (s);

A: Systolische (sys.) Ca?*-Konzentration. 240s: Die OM+Iso 30 nM-Gruppe zeigt sich zu allen anderen
Gruppen signifikant. 540s: Die OM+Iso 30 nM-Gruppe zeigt sich zu allen anderen Gruppen signifikant.
840s: Die OM+lIso 30 nM-Gruppe zeigt sich zu allen anderen Gruppen signifikant. B: Diastolische (dias.)
Ca?*-Konzentration. 240s: Die OM+Iso 30 nM-Gruppe zeigt sich zur OM+lso 1 nM- Gruppe und zur OM-
Gruppe signifikant. 540s: Die OM+Iso 30 nM-Gruppe zeigt sich zur OM+Iso 1 nM- Gruppe und zur OM-
Gruppe signifikant. 840s: Die OM+Iso 30 nM-Gruppe zeigt sich zur OM+Iso 1 nM-Gruppe signifikant. C:
TMRM  (Tetramethylrhodaminmethylester) als ratiometrischer Indikator des mitochondrialen
Membranpotentials (A%r). Die sys. und dias. Ca?*-Konzentrationen sind nur unter 30 nM OM+lso
signifikant erhdht. Das mitochondriale Membranpotential (A W) zeigt einen konstanten Verlauf fir alle
Gruppen. Multiple Comparison Two-way ANOVA mit Bonferroni-Test zur statistischen Analyse;
vorhandene Signifikanzen zwischen einzelnen Gruppen am jeweiligen Zeitpunkt mit 0=p<0.05

gekennzeichnet. Testung aller Gruppe gegeneinander zum Zeitpunkt 120s, 240s, 540s, 840s.
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5 Diskussion

Bisher gibt es viele Ansatze wie man das Therapiedilemma bei akuter Herzinsuffizienz
und kardiogenem Schock I6sen kann. Der Durchbruch bleibt bisher noch aus. Dennoch
bleibt der heutigen Forschung nichts anderes Ubrig, als jede Substanzoption bis ins
Kleinste zu untersuchen, mdgliche Stellschrauben und Stolpersteine zu identifizieren
und zu modifizieren. Im Kern braucht es weitere Optionen neben der Therapie mit
Katecholaminen. Dobutamin erschien zunachst als vielversprechende Substanz nach
Noradrenalin und Dopamin, doch auch mit selektivstem (4-AR Agonismus
(vergleichbar mit Isoprenalin) verbleiben zahlreiche negative Effekte. Diese umfassen
einen erhdéhten myokardialer Sauerstoffverbrauch, Induktion von Hypertrophie,
Entstehung von Arrhythmien, Toleranzentwicklung bei starkerer Aktivierung des
sympathischen Nervensystems (geringere Expression von B-AR auf der Zelloberflache
und Desensibilisierung dieser Rezeptoren), energetisches Mismatch mit Entstehung
von oxidativem Stress (s. 2.3.1 Inotropika — Ubersicht) und Induktion von
Zelltodmechanismen (MAACK et al., 2019).

Hier ist ein genauer Blick auf die Signalwege auf zellularer Ebene und der
elektromechanischen Kopplung (EM-Kopplung) von Néten. Ein Agonismus am B-AR
auf der Zellmembran aktiviert Uber einen G-Protein gekoppelten Prozess die
Phosphorylierung der Adenylatzyklase (AC) am Sarkolemm. Die AC phosphoryliert
cAMP, das wiederum die Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert. Die PKA aktiviert
zahlreiche zelluldre Prozesse, wie Steigerung der Aktivitdt von L-Typ Ca?**-Kanalen
(LTCC; Ca*-Einstrom von extra- nach intrazelluldr), der SERCA-Pumpe (Ca*-
Aufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum (SR)), des Ca**-Ausstroms aus dem
SR Uber die Ryanodinrezeptoren (RyR) und unterstiitzt die Ca**-Desensibilisierung der
Myofilamente. Erreicht nun ein Aktionspotential die Kardiomyozyte, stromen Ca*'-
lonen in die Zelle ein und triggern die weitaus starkere Ca**-Freisetzung aus dem SR.
Dieses bindet in der Systole an Troponin C (TnC) und diffundiert in der Diastole wieder
ab. Des Weiteren stromen Ca®*-lonen Uber den mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU)
in das Mitochondrium ein, wo sie den Citratzyklus und damit die Regeneration von
NAD* und FAD zu NADH und FADH, mediieren, welche wiederum Elektronen an die
Atmungskette abgeben und so einen Gradienten AY. aufbauen, der wiederum die
ATPase antreibt und ADP zu ATP synthetisiert. Daruber hinaus kann NADH sein
Elektron auch an NADP® abgeben und so Uber die in der IMM lokalisierte
mitochondriale Transhydrogenase (NNT) NADPH herstellen. Andersherum kann NADH
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sein Proton auch an NADP® abgeben und Uber die NNT an der IMM NADPH
herstellen. NADPH aktiviert Matrixenzyme, die die antioxidative Kapazitat der
Mitochondrien bilden und so H2O; entgiften. Dieses entsteht aus -O,--Radikalen der
Atmungskette und wird durch die Superoxid Dismutase (SOD) in der mitochondrialen
Matrix in HO, Uberfihrt. Kurzum, die Schlagkraft steigt (positive Inotropie), der
Energieverbrauch der Zelle steigt. So fallt mehr ADP an und mehr Ca?* strémt in die
Mitochondrien ein. So werden mehr NAD(P)H und FADH2 regeneriert und stehen fir
die Elektronenabgabe an die Atmungskette oder antioxidative Enzyme bereit.
Ausflhrlicher ist dies im Abschnitt 2.1.4 Mitochondriale Energetik nachzulesen. Dies
bezeichnet man als parallele Aktivierung mit vermehrtem Sauerstoffverbrauch und
héheren Ca?*-Transienten. In Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ist diese
parallele Aktivierung, hinsichtlich der mitochondrialen Ca**-Aufnahme, gestort (genauer
im Abschnitt 2.2 Herzinsuffizienz). Dies stellt den zentralen Kern der Forschung in
unserer Arbeitsgruppe dar, denn was geschieht nun beim Krankheitsbild der
Herzinsuffizienz auf zelluldrer Ebene? Die Ca*-Aufnahme in das SR in der Diastole
wird reduziert. Die Expression und Aktivitdt der SERCA-Pumpen nehmen ab. Wodurch
sich die Diastole, zusatzlich zum langsameren Ausschleusen von Ca?* aus dem NCX
am Sarkolemm, verlangert. Es entsteht ebenso ein Ca®*-Leck im RyR2 mit
ungewlinschtem Ca*-Verlust ins Zytosol und damit geringeren systolischen Ca**-
Transienten. Dieses Ca®* fehlt wiederum an den Myofilamenten. Zusétzlich kann eine
erhdhte diastolische Ca®*-Konzentration spontane Ca*'-Freisetzungen aus dem SR

triggern und ventrikulare Arrhythmien verursachen (MAACK et al., 2019).

5.1 Levosimendan

Um in vorgeschadigten kardialen Myozyten den negativen Einfluss der Katecholamine
zu umgehen, entstand in den 1980er Jahren die Gruppe der Ca*-Sensitizer, deren
Zielstruktur die Myofilamente direkt sind. Die Beziehung zwischen intrazellularer Ca?*-
Konzentration und Schlagkraft wird nach links verschoben. Die Schlagkraft ist
demnach bei jeder gegebenen Ca?*-Konzentration hdher. Man hoffte auf weniger
Arrhythmien und weniger Energieverbrauch bei besserer kardialer Funktion. Im Falle
von Levosimendan soll die Bindung von Ca®* an TnC stabilisiert und damit die Bindung
von TnC an Tnl (Troponin |) verlangert werden. Dies steigert die Kontraktionskraft
(POLLESELLO et al, 1994). Levosimendan zeigt in Meerschweinchen-
Kardiomyozyten eine konzentrationsabhangige Zunahme der systolischen

Sarkomerverkirzung. Die diastolische Zellverkirzung zeigt sich, im Vergleich zur
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Vehikelkontrolle, nicht verandert. Bei Ca?*-Sensitizern ist die diastolische Relaxation
beeintrachtigt, da die systolische Kontraktionsverstarkung auf Kosten der diastolischen
Relaxationszeit geht. Levosimendan ist kein reiner Ca**-Sensitizer. Es hat in der Tat
einen nicht zu vernachlassigenden PDES3 inhibitorischen Effekt. (PDE3 > PDE4;
1000:1) Die Phosphodiesterasen bauen cAMP im zelluldren katecholaminergen
Signalweg ab. Bei Inhibition der PDE3 wird die B-adrenerge Stimulation durch
vermehrten Anfall des cAMP sogar noch geboostert, statt wie urspriinglich erhofft unter
Levosimendan, ohne Aktivierung eben dieses Signalwegs zu wirken. Um dies im Falle
der inotropen Wirkung von Levosimendan zu untersuchen, ist eine unterschwellige -
adrenerge Vorstimulation von Noéten (ORSTAVIK et al.,, 2014). Levo zeigt bei
unterschwelliger Vorstimulation mit Isoprenalin eine signifikant gesteigerte systolische
myofilamentare Verkirzung, die konzentrationsabhangig ansteigt. Die fraktionelle
Zellverkurzung ist schon bei geringeren Levo-Konzentrationen von 1 yM signifikant zur
alleinigen Anwendung von Isoprenalin erhdht. Auch hier ist keine relevante Wirkung
auf die diastolische Verkiirzung zu verzeichnen, eher eine Verbesserung der
diastolischen Kinetik. Dies bestarkt die Theorie der vordergrindigen PDE3-
inhibitorischen Wirkung. Dennoch finden sich in der Literatur Quellen, die den
Wirkmechanismus von Levosimendan anders einordnen. Wie bereits erwahnt, hat die
intrazelluldre Ca?*-Konzentration Einfluss auf die Bindung zwischen Levo und TnC.
Eine Hypothese besagt, dass Levo bei diastolischen Ca*-Konzentrationen nur eine
milde Interaktion mit den Myofilamenten eingeht; erst unter héhere Konzentrationen in
der Systole wird eine TnC-Bindung mdglich (Calcium-abhangige Sensibilisierung der
Myofilamente). In der Diastole wirde durch Dissoziation vom TnC keine Veranderung
in der Relaxationszeit zu verzeichnen sein (POLLESELLO et al., 1994; HAIKALA et al.,
1995b). Dies geschahe im Sinne einer Schlag-zu-Schlag Bindung und Abdiffusion im
Mikrosekunden-mikromolaren Bereich. Diese Theorie erscheint dennoch eher
unwahrscheinlich (MAACK et al., 2018). Wir sehen, dass die Kontraktilitatssteigerung
linear zu aufsteigenden Levo-Konzentrationen und damit héherem Anfall von cAMP ist.
Zudem ist die Wirkung von Levo durch die Anwendung von Carbachol, einem cAMP
Regenerationsinhibitor, aufzuheben (BOKNIK et al., 1997).

Bei der bioenergetisch parallelen Aktivierung (wie oben beschrieben) verbleibt der
Redoxstatus bei gesteigerter kardialer Leistung ausgeglichen. Dies geschieht durch
starkere Induktion des Citratzyklus durch Ca* und vermehrtem ADP-Anfall.
Levosimendan zeigte in unseren Messungen generell keine Auswirkungen auf NADH/

FADH,. Der Redoxstatus bleibt unter Vorstimulation mit Isoprenalin konstant,
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Isoprenalin als B-adrenerger Agonist aktiviert primar den parallelen Signalweg. Doch
wir sehen auch, dass Levo allein, selbst in geringen Konzentrationen keinen Einfluss
auf den Redoxstatus ausubt. In der Literatur finden sich Aussagen, die nahelegen,
dass Levo in niedrigen Konzentrationen einen Ca®*" sensibilisierenden Effekt habe,
aber durch Uberlappung beider Aktivitaten nicht leicht voneinander differenzierbar ist
(EDES et al., 1995; LANCASTER, COOK, 1997; HASENFUSS et al., 1998). Durch den
PDE-inhibitorischen Effekt fallt mehr cAMP an und die PKA wird vermehrt
phosphoryliert. Wie bereits beschrieben, steigt die intrazelluléare systolische Ca*-

Konzentration.

Im nachsten Schritt galt es festzustellen, ob Levo einen Einfluss auf die Ca**-Flisse
hat. Bei reinen Ca®*-Sensitizern wird der Ca*-Haushalt der Kardiomyozyten nicht
beeinflusst. ADP fallt zwar vermehrt an, NAD" und FAD werden aber nicht verstarkt
reduziert. Somit wird kein gréRerer Protonengradient an der Atmungskette aufgebaut,
soweit die Theorie. Was in friheren in vitro Studien festgestellt wurde, ist, dass nun die
Wirkung der NNT-Pumpe an der IMM rickwarts ablauft (NICKEL et al., 2015). Statt
NADP* aus NADH zu regenerieren, fungiert hier NADPH als Protonengeber und
reduziert das NAD" zu NADH, das wiederum Elektronen an die Atmungskette abgibt.
Durch das nun oxidierte NADP" sinkt die antioxidative Kapazitat der Mitochondrien und
H.O, kann nicht ausreichend entgiftet werden. Oxidativer Stress fallt an, um das
bioenergetische Mismatch auszugleichen (Abbildung 12). Dies wurde in Arbeiten der
Arbeitsgruppe (noch unpubliziert) zum Beispiel beim Krankheitsbild der hypertrophen
Kardiomyopathie (HCM) gesehen, wo die Ca?*-Sensibilitdt der Myofilamente durch
einen genetischen Defekt erhoht ist. Hier wird durch diese Sensibilisierung und f3-
adrenerge Stimulation ein energetisches Defizit mit erhdhtem oxidativen Stress
generiert. Diese reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzieren am sarkoplasmatischen
Retikulum eine spontane Ca?'-Freisetzung in sogenannten Ca®*-Wellen, welche
Trigger fur Arrhythmien sind. In der anschlieRenden Reaktion erhdhen ROS die
intrazelluldre diastolische Ca**-Konzentration und oxidieren den RyR2. Zudem wird die
Ca®*-ATPase am SR inhibiert. Ebenso wird der sarkolemmale Na*/ Ca**-Austauscher
angetrieben und damit die Ca?*-induzierte Ca**-Freisetzung am SR. Auch dies férdert
Arrhythmien und zusatzliche, abnorme APs. ROS sind ebenso ursachlich fur
systolische Dysfunktion, Nekrose und vorzeitigen Tod (NICKEL et al., 2015). Dies legt
nahe, das ROS unglnstige Effekte auf die elektromechanische Kopplung und das
kardiale Remodeling bei Herzinsuffizienz haben. Auch wenn in dieser Studie keine

ROS direkt gemessen wurden, so ist aufgrund friherer Arbeiten der Gruppe
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(KOHLHAAS, MAACK, 2010) davon auszugehen, dass bei Ausbleiben einer
relevanten Oxidation von NAD(P)H auch keine vermehrte mitochondriale ROS
Emission zu erwarten ist. Die Stabilitdt des NAD(P)H Redoxstatus wird hierbei a.e. auf
eine adaquate parallele Aktivierung von Zellverkirzung und Citratzyklus-
Dehydrogenasen zuruckgefuhrt, da durch Levosimendan in der Gegenwart einer
geringen B-adrenergen Stimulation eben auch die zytosolische Ca?*-Konzentration
ansteigt. Auch die Stabilitdt des mitochondrialen Membranpotentials (AWm) zeigt ein

stabiles bioenergetisches Feedback an.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Wirkung von Levosimendan eher durch
PDE3-Inhibition, als ber eine Sensibilisierung der Myofilamente fiir Ca** vermittelt
wird. Die Steigerung der Sarkomerverklirzung wird primar Uber eine Erhéhung der
Ca*-Amplitude vermittelt, die parallel die mitochondriale Energetik mit ADP induziert.

Bioenergetisch zeigt sich die Substanz demnach neutral.

Zum Abschluss wird noch die Bricke zur Klinik geschlagen. Eine kurzfristige
intravendse Infusion mit Levosimendan sollte im klinischen Alltag bei niedrigem
systolischem Blutdruck (< 90 mmHg), Hypoperfusion und Stauung in Erwagung
gezogen werden. Bei niedrigem mittlerem arteriellem Druck ist Levo in Kombination mit
einem Vasokonstriktor (a.e. Noradrenalin) zu empfehlen, sowie bei vorangegangener
B-Blocker Therapie und daraus verschlimmerten Hypotension und Hypoperfusion, da
Levo diese Effekte authebt (ESC GUIDELINES, 2016). Durch die vasodilatatorischen
Eigenschaften ist es mit einer Senkung der Vor- und Nachlast (HARKIN et al., 1995)
und einer Steigerung der koronararteriellen Perfusion assoziiert (LILLEBERG et al.,
1998). Durch diese so verbesserte myokardiale Gewebsperfusion und die Minimierung
von Infarktarealen (anti-ischamischer Effekt), sowie durch Eréffnung von
mitochondrialen ATP-sensitiven K*-Kanalen zeigt sich Levo kardioprotektiv (KERSTEN
et al., 2000; KOPUSTINSKIENE et al., 2004; SONNTAG et al., 2004; DE LUCA et al.,
2005; GARCIA-GONZALEZ et al., 2006; TRITAPEPE et al., 2006; ERIKSSON et al.,
2009). Auch fir die Langzeitwirkung in Bezug auf kardiales Remodeling, Apoptose und
myokardiale Inflammation zeigten préaklinische Studien gute Ergebnisse (MAYTIN,
COLUCCI, 2005; PARISSIS et al., 2005; LOUHELAINEN et al., 2007; GROSSINI et
al., 2010; CAIMMI et al., 2011). Die protektiven Effekte sind nicht nur auf das Herz
begrenzt. Es konnten auch positive Effekte auf Leber, Nieren, Gehirn, Lungen,
Mesenterien und Magenschleimhaut verzeichnet werden (PAGEL et al., 1996;
SCHWARTE et al., 2005; YILMAZ et al., 2007; ZEMLJIC et al., 2007; LEPPIKANGAS
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et al, 2008). Diese neurohumoralen Veranderungen sind Teil eines
immunmodulatorischen Profils mit kardioprotektiven Eigenschaften zusatzlich zu den
molekularen Angriffspunkten. Die inotropen und vasodilatatorischen Effekte werden
durch dieses neurohumorale Profil komplettiert (IKONOMIDIS et al., 2007). Die Frage
ist, warum die Ergebnisse vieler klinischer Studien hinsichtlich des Uberlebensvorteils
zwischen signifikantem (FOLLATH et al., 2002; MOISEYEYV et al., 2002), neutralem,
oder keinem Vorteil differieren (CLELAND et al., 2006). Mdogliche relevante
Einflussfaktoren stellen die Heterogenitat der Patientenpools mit Faktoren wie
Hypotension, Arrhythmien und paralleler pharmakologischer Therapie dar. Ungeachtet
vieler anderer Ergebnisse zeigen Metaanalysen von Levo, im Vergleich zu Dobutamin,
eine Verbesserung des klinischen Behandlungserfolgs bei kritisch kranken Patienten
(verbesserte hamodynamische Parameter; signifikante Mortalitdtssenkung um 20%)
(DELANEY et al., 2010; LANDONI et al., 2010a). Auch die Uberlebensquote von
Patienten bei kardialen Eingriffen wird verbessert (LANDONI et al., 2010b; MAHARAJ,
METAXA, 2011). Der initiale Optimismus wurde zunachst von der grof3en LIDO-Studie
Uber kurzzeitig klinische Verbesserung bei dekompensierter oder akuter HI nach
Myokardinfarkt und spater auch in der RUSSLAN-Studie erzeugt (FOLLATH et al.,
2002; MOISEYEV et al.,, 2002). Um dann wiederum durch die Ergebnisse der
SURVIVE- und REVIVE-Studien geschmalert zu werden. Hier wurde der Langzeiteffekt
von Levo im Vergleich zu Dobutamin untersucht. Es zeigte sich unter Levo keine
Verbesserung der Mortalitdt gegentiber der Behandlung mit Katecholaminen. Die oben
beschriebenen kardioprotektiven Faktoren, wie NT-pro-BNP-Reduktion und
hamodynamische Vorteile, konnten beobachtet werden (MEBAZAA et al., 2009). In der
neusten LION-HEART Studie wurde an einem Patientenkollektiv mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz mit einer 12-wdchigen Infusionslaufzeit ein Ruckgang des NT-pro-
BNP, eine Verbesserung der Lebensqualitdt und eine geringere Hospitalisierungsrate
gezeigt (COMIN-COLET et al., 2018). Ob Levo als Hybrid von PDE3-Inhibition und
Ca**-Sensibilisierung zum Beispiel auch im ambulanten Rahmen bei Patienten mit p-
Blocker Therapie Uberlebensvorteile bietet, missen zukinftige Forschungen

feststellen.

5.2 Omecamtiv Mecarbil

Aktuell im klinischen Alltag zugelassene und eingesetzte Inotropika sind kardiale
Glykoside, Katecholamine (insb. Dobutamin und Noradrenalin), PDE-Inhibitoren und

Levosimendan als Hybrid. Als erste Substanz einer neuen Gruppe wurde 2005
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Omecamtiv Mecarbil (OM) entwickelt, dessen Wirkmechanismus selektiv auf eine
Aktivierung der Myosin ATPase an den Myofilamenten gerichtet ist. Es wird dabei kein
Einfluss auf die Kontraktionsfrequenz ausgeubt, sondern gezielt auf die
Kontraktionsamplitude. Wie bereits im Abschnitt 2.3.3 Omecamtiv Mecarbil ausfiihrlich
beschrieben wurde, interagiert OM mit der B-kardialen Motordomane des Myosins und
verandert die Konstitution der Aktin-Bindungsstelle. Es folgt eine hdhere Umsetzung
der schwachen in eine starke Aktin-Myosin Bindung. Vorstellen kann man sich dies
vereinfacht anhand von mehr Handen, die an einem Seil ziehen und somit mehr Kraft
auslUben kénnen (MALIK et al., 2011). Diese langer anhaltende Aktin-Myosin-Bindung
verschiebt sich marginal in die Diastole, wenn die Ca?*-Konzentration bereits wieder
abfallt (MAACK et al., 2019). Die ideale Plasmakonzentration in vivo liegt bei etwa 1
pmol/ L, sodass wir mit Konzentrationen von 0.01 — 30 yM bewusst eine grolde
Spannbreite abdecken (MORGAN et al., 2010). Wir beobachteten, dass OM in
aufsteigenden Konzentrationen proportional starker die systolische Zellverkirzung
erhoht. Die diastolische Zellverkirzung nimmt ebenfalls mit steigendenden OM-
Konzentrationen stetig zu. Wie bereits bei den Ca*-Sensitizern beschrieben, erhoht
sich die systolische Kontraktionsverstarkung auch hier auf Kosten der diastolischen
Relaxationsfahigkeit, was man anschaulich in Abbildung 32 nachvollziehen kann. Die
Kardiomyozyten sind ab einer bestimmen OM-Konzentration nicht nur in der
Relaxationszeit verlangsamt, sondern auch prasystolisch starker vorgespannt. Eine
diastolische Dysfunktion entsteht und die Amplitude der absoluten Zellverkirzung
sinkt. Innerhalb einer Konzentrationsspanne von 1 bis 3 pM halten sich diese

systolischen Vor- und diastolischen Nachteile die Waage.

Patienten mit akuter HI sind physiologischem Stress ausgesetzt. Durch diese
endogene katecholaminerge Stimulation ist der p-adrenerge Signalweg aktiviert,
wodurch die Amplitude und Kinetik der intrazellularen Ca®*-Konzentrationen gesteigert
werden. Um diesen Zustand auf unsere in vitro Untersuchungen zu Ubertragen,
stimulierten wir die Zellen, wie zuvor bei Levo, mit Isoprenalin. Bisher ist noch keine
OM induzierte Aktivierung von adrenergen zellularen Signalwegen bekannt
(ORSTRAVIK, 2015), eine mdgliche Demaskierung ware vorstellbar. Des Weiteren
muss geprift werden, ob die diastolische Dysfunktion unter OM durch den positiv
lusitropen Effekt von Katecholaminen abgemildert werden kann. Wir konnten zeigen,
dass es zunachst zu keiner systolischen Kontraktionsverstarkung unter OM mit einer
unterschwelligen, B-adrenergen Vorstimulation (1nM Iso) kommt. Die diastolische

Verkirzung ist idem zur singularen OM Anwendung. Hier findet sich keine
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Ausléschung oder Abmilderung der diastolischen Dysfunktion. In Kombination mit
hohen Iso-Konzentrationen (30nM) verstarkt sich die systolische Sarkomerverkirzung
massiv, so auch die diastolische Verklirzung. Es ist interessant, dass unter hoher
Stressinduktion die diastolischen Defekte erst in Kombination mit OM starker
ausgepragt erscheinen. Unter hohen Iso-Konzentrationen allein zeigen die
Kardiomyozyten kein diastolisches Defizit. Zusatzlich konnten wir feststellen, dass bei
hoher Stressinduktion der Kardiomyozyten vermehrt Arrhythmien auftraten, unter
Katecholaminen in dieser verwendeten Konzentration nicht ungewdhnlich. Die Anzahl
der zellularen Extraschlage wurde allerdings durch die Hinzugabe von OM deutlich
erhoht.

Um auszuschiefen, ob eine Disbalance im Redoxhaushalt mit vermehrter ROS
Produktion ursachlich fir diese weniger forderliche Zellkinetik ist (Verstarkung der
diastolischen Dysfunktion und Entstehung von Arrhythmien), gilt es erneut einen Blick
auf die mitochondriale Energetik zu werfen. Wie bereits oben beschrieben, agiert OM
direkt an den Myofilamenten. Auf der Ebene der elektromechanischen Kopplung soll es
zu keiner Beeinflussung des Ca*-Haushaltes kommen (MALIK et al., 2011). Folglich
bleibt ein vermehrtes Antreiben des Citratzyklus in den Mitochondrien aus. Das
entscheidende Puzzleteil ist das ATP. Wirde dieses unter OM vermehrt zu ADP
umgesetzt werden und dieses fiele vermehrt an, kdme es zu der bekannten
mitochondrialen Disbalance mit Oxidation von NADH, NAD(P)H und FADH, Dies
wirde wiederum die Reduktion der antioxidativen Kapazitat der Kardiomyozyten
antreiben und negative Effekte wie Arrhythmien, Remodeling, Nekrosen und Zelltod
beglnstigen. Diesen Effekt stellten wir unter OM nicht fest. Kurzgesagt verblieb der
Redoxstatus, selbst in toxischen OM-Konzentrationen, ausgeglichen und zeigte auch
keine Tendenz zur Oxidation. Ebenfalls unter unterschwelliger p-adrenerger
Kostimulation sowie unter hoher Stressinduktion war kein Effekt auf diese Parameter
zu verzeichnen. Der Effekt von Omecamtiv kann somit von dem Effekt anderer,
konventioneller Ca®*-Sensitizer abgegrenzt werden, da z. B. durch den klassischen
Sensitizer EMD-57033 eine Oxidation des Redoxstatus von NAD(P)H und FAD sowie
eine erhdhte Emission von ROS hervorgerufen wurde (unpublizierte Daten der

Arbeitsgruppe).

Im Gegensatz zu Levosimendan gibt es fir OM keine Hinweise auf eine PDES3-
inhibitorische Aktivitat. In der Gegenwart einer subtherapeutischen Konzentration von

Isoprenalin kam es zu keiner Potenzierung der Sarkomerverklirzung und auch keinem
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Anstieg der intrazellularen Ca*-Konzentration. OM allein zeigte ebenfalls keinen Effekt
auf die Ca*-Fliisse. Auch das parallel gemessene mitochondriale Membranpotential
blieb stabil. Dies weist darauf hin, dass OM keine direkten Einflisse auf die
mitochondriale Energetik hat und seine Effekte auf die Sarkomerverkirzung
ausschlielllich durch Ansetzen an den Myofilamenten und nicht adrenergen und/oder

Ca*-transportierenden Prozessen ausiibt.

Werden die Ergebnisse zusammengefasst, hat OM keine PDE-inhibitorische
Eigenschaften. Es lasst sich keine Beeinflussung des [-adrenergen Signalwegs
feststellen. Durch die ausgeglichene mitochondriale Energetik kann man schlieRen,
dass OM zwar isoliert den Kraftschlag der Myosinkdpfchen erhéht, die Konzentration
an ADP hierbei nicht ansteigt und kein Einfluss auf die Ca?-Flisse besteht. Die
therapeutische Breite ist wegen der Ausbildung einer diastolischen Dysfunktion
limitiert, da diese die Fullung des linken Ventrikels beeintrachtigt. Innerhalb der
Konzentrationsgrenzen erscheint die kardiale Arbeit effektiver. Ob absolut mehr
Sauerstoff verbraucht wird und ob mehr ROS entsteht, missen zukiinftige Studien final
aufdecken, denn in der Vergangenheit zeigten verschiedene Modelle gravierend
differente Ergebnisse. In einem post-ischamischen Schweinemodell (n=7) wurde eine
Steigerung der systolische Ejektionszeit (SET) und der Ejektionsfraktion (EF), bei
signifikant erhdhtem  Sauerstoffverbrauch der Kardiomyozyten, beobachtet
(BAKKEHAUG et al.,, 2015). In einem Hundemodell konnte kein signifikanter
Mehrumsatz von Sauerstoff gemessen werden. Die SET und das SV zeigten sich
gesteigert, mit gleichzeitig gesunkener HF und SVR, a.e. durch geringere
sympathische Aktivierung (SHEN et al., 2010).

In klinischen Anséatzen bei gesunden Probanden und Patienten mit stabiler HI zeigten
sich oben genannte Effekte (SET, SV, EF Steigerung und gesunkene HF) weniger
ausgepragt (CLELAND et al.,, 2011a). In Gruppen mit hohen verabreichten OM-
Konzentrationen von 1200 ng/ ml, jenseits der therapeutischen Breite von 100-500 ng/
ml, wurden pektanginédse Beschwerden, EKG-Veranderungen und Troponin-
Erhéhungen beobachtet. Dies wurde auf eine exzessiv gesteigerte SET, verlangerte
Systole und deutlich verkirzte Diastole und damit Abnahme der Koronarperfusion
zurtickgefuhrt (CLELAND et al., 2011b; TEERLINK et al., 2011). Neuere Studien
steuerten fortan OM-Konzentrationen < 1000 ng/ ml an. Bei Patienten mit akuter HI
und LVEF < 40% zeigte sich in der ATOMIC-HF Studie keine Verbesserung der

Dyspnoe, aulRer in Gruppen, die eine héhere Dosierung erhielten. Auch hier wurde die
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SET verlangert. Die HF zeigte sich leicht gesunken und der systolische Blutdruck
erhdht (TEERLINK et al.,, 2016a). In der oralen Anwendung bei chronischer HI
(COSMIC-HF), zeigte OM Uber 20 Wochen ein sicheres Anwendungsprofil und eine
Senkung des NT-ProBNP bei leicht verbesserter SET, SV und HF-Senkung, was auf
eine geringere endogene sympathische Aktivierung hindeutet. Es traten unabhangig
von der OM-Plasmakonzentration leichte Troponin | Anstiege auf (TEERLINK et al.,
2016c¢). Um dies zu komplettieren, wurden in der GALACTIC-HF Studie 8000 Patienten
mit HFrEF eingeschlossen. Hier zeigte sich ein besserer Nutzen fur ein recht
eingeschranktes Patientenkollektiv mit fortgeschrittener HFrEF und niedriger LVEF, wo
OM die kardiovaskulare Sterblichkeit und Hospitalisierungsrate signifikant reduzierte.
Genauer nachzulesen ist dies im Abschnitt 2.3.3 Omecamtiv Mecarbil (TEERLINK et

al., 2020). Die Zulassung der Substanz zur Therapie der Herzinsuffizienz ist beantragt.

5.3 Grenzen der Methoden

Generell ist der Ruckschluss von in vitro Untersuchungen auf die klinische Anwendung
begrenzt. Weitere Effekte von Levo, so z.B. die vasodilatative Wirkung, sind von
unserem Modell losgeldst und kénnen keinen Effekt auf die Myozyten ausiben, was
systemisch in vivo mit Vorlasterniedrigung, Mikrozirkulationsproblemen, etc. eine
Veranderung der Bedingungen darstellt. Ganzheitliche Effekte unter OM k&nnen

ebenso nicht beurteilt werden, so etwa die EF, die Schlagfrequenz, etc.

5.4 Fazit & Ausblick

Therapeutika, die Fehler im Ca?*-Haushalt im insuffizienten Herzen ausgleichen, sind,
ohne Aktivierung der -adrenergen Signalwege, vielversprechende
Forschungsansatze. Sie verhindern zum einen bioenergetische Defizite mit einer
mdglichen Exazerbation einer diastolischen Dysfunktion (wie ausgeldst durch pure
Ca*-Sensitizer) und zum anderen Langzeiteffekte wie kardiales Remodeling. Die
Entwicklung direkter Aktivatoren der sarkomerischen Motorproteine ist ein schnell
wachsendes Feld und sollte idealerweise Lésungen therapeutischer Probleme bringen
(MAACK et al., 2018). Die Substanz Nitroxyl (HNO) zum Beispiel wird von der NO-
Synthase unter oxidativem/ nitrosativem Stress synthetisiert. Sie hat keinen Einfluss
auf cAMP- und cGMP-Konzentrationen und soll die Konstitution von Aktin-

Tropomyosin und den Myosin-Schwerketten verandern (PAOLOCCI et al.,, 2001;
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PAOLOCCI et al., 2003). Hierdurch erhoht sich die Ca**-Sensibilitiat der Myofilamente.
Es verandert zudem die inhibitorische Beziehung zwischen Phospholamban und der
SERCA-Pumpe. Die Ca*-Aufnahme ins SR erhéht sich. In Kardiomyozyten zeigt sich
eine Steigerung der fraktionierten Zellverkiirzung und der Ca?-Transienten, ohne die
cAMP-Konzentration zu beeinflussen (TOCCHETTI et al., 2007). Eine Substanz dieser
Gruppe ist CXL-1020. Es zeigt in Patienten mit systolischer HI eine Reduktion von LV
und RV Fullungsdriucken bei erhdhtem SV. Der SVR erscheint reduziert. Die HF wird
nicht beeinflusst (SABBAH et al., 2013). Aktuell wird die neuste Generation mit der
Substanz CXL-1427 in Phase 1 und 2 Studien getestet (NCT02157506,
NCT02819271).

Besondere Beachtung kommt den Mitochondrien als Ansatzpunkt der Untersuchungen
zu. Als Hauptakteure der oxidativen Phosphorylierung und als wichtiger Teil des
Zellmetabolismus ricken sie zunehmend ins Licht der experimentellen Forschung.
Durch ihre Mitsteuerung des Zelltods, der Neoplasieentstehung, der
Zelldifferenzierung, des Immunsystems, der Sauerstoffmessung, sowie des
Calciumhaushalts, stellen sie eine wichtige neue therapeutische Angriffsstelle dar
(SMITH et al.,, 2012). So z.B. SS-31, eine Substanz, die an Cardiolipin bindet.
Cardiolipin ist verantwortlich fir die Cristae-Formation der IMM wund eine
Zusammenlagerung der Komplexe der Atmungskette als ,Superkomplex®. Es schirmt
die Zelle so vor Schadigung durch ROS ab und erhalt die Funktion der Atmungskette
(SZETO, 2014). Es soll sogar der Entstehung von Arrhythmien, systolischer und
diastolischer HI vorbeugen und kurz- und langfristig die Pumpfunktion verbessern (DAI
et al., 2011; DAl et al., 2013; NICKEL et al., 2015; SABBAH et al., 2016). Auch andere
Substanzen scheinen durch Optimierung der mitochondrialen Energetik die kardiale
Funktion zu verbessern. So Trimetazidin, ein Hemmer der 3-Oxidation des Fettsauren-
Metabolismus. Es shiftet den Energiegewinn in Richtung Glukoseoxidation, der
weniger Sauerstoff pro ATP-Generierung erfordert. In Patienten mit ischamischer
Kardiomyopathie erhéhte es nach 15 Tagen die LVEF und nach 90 Tagen zusatzlich
den Phosphokreatin/ ATP-Quotienten, was einen Schutz des Myokards vor
hochenergetischen Phosphatlevels darstellt (FRAGASSO et al., 2003; FRAGASSO et
al., 2006). Elamipretide (auch als Bendavia oder MTP-131 bezeichnet) akkumuliert im
Mitochondrium und bindet ebenfalls an Cardiolipin. Es erhéht den ATP-Umsatz und
reduziert die Entstehung von ROS. Perhexillin, eine andere Substanz aus demselben
Formenkreis, inhibiert die Aufnahme von Fettsduren ins Mitochondrium. Es

verbesserte u.a. die Hdmodynamik, die LVEF, den maximalen Sauerstoffverbrauch,
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sowie die kardiale Funktion unter basalem und maximalem Stress (LEE et al., 2005;
BEADLE et al.,, 2015). Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht entschlisselt
(GEORGE et al.,, 2016). Auch eine Verbesserung des Eisenhaushalts soll die
mitochondrialen Funktionen bei Patienten mit HI verbessern. In insuffizienten Herzen
ist der myokardiale Eisenspeicher reduziert. Dies ist assoziiert mit geringerer
Enzymaktivitat der Citratzyklus-Dehydrogenasen, sowie mit einer geringeren
Expression von antioxidativen Enzymen (MELENOVSKY et al., 2017).

In einer Verdffentlichung von Januar 2019 werden weitere neue Errungenschaften
zusammengefasst. Sie koénnten nach weiteren klinischen Studien wertvolle

Therapeutika darstellen. Einen kurzen Uberblick bietet Tabelle 34.

Name Wirkmechanismus Phase der
klinischen
Studien

Ularitide Urodilatin Analogon; Unterstitzt die Diurese und Natriurese | Phase 3

durch Bindung an NPR-A-Rezeptor

Serelaxin | Relaxin-Familie; Stimuliert die NO-Produktion; Steigert den | Phase 3b
kardialen Auswurf bei gleichzeitiger Senkung des SVR via

RXFP-Rezeptoren (G-Protein gekoppelt)

Tolvaptan | Oraler  V2-Rezeptor  Antagonist; Unterstitzt  die | Phase 3
Wasserausscheidung ohne Erhéhung der

Elektrolytkonzentration im Urin

CT-1 Fordert vorteilhaft das reversible kardiale Remodeling -
Improves Ca2+ balance in the heart, which leads to recovery

of cardiac contraction and relaxation

SERCAZ2a | Verbessert den Ausgleich des kardialen Ca®*-Haushalts was | Phase 2

zu einer Erholung der Kontraktion und Relaxation fuhrt

Tabelle 34: Uberblick iiber neue therapeutische Methoden bei Herzinsuffizienz mit entsprechendem
Wirkmechanismus und aktuellem klinischen Entwicklungsstadium.
(MACHAJ et al., 2019)

Zukunftige Forschungen sollten auf das Zusammenspiel der elektromechanischen
Kopplung und der mitochondrialen Energetik abzielen. Bisher gibt es schon viele neue
Ansatze, die die Entwicklung weiterer Substanzen vorantreiben werden, sodass die

Therapie der akuten Herzinsuffizienz in Zukunft verbessert werden kann.
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