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1 Einleitung

Die Sepsis, eine mikrobiell hervorgerufene systemische Entziindungsreaktion, umfasst
Erkrankungen, die von einer systemischen Infektion ohne Organversagen bis hin zum septischen
Schock reichen. Bei schwerer Sepsis mit Multiorganversagen ist der kardiovaskulare Status ein
bestimmender Faktor fiir das Uberleben [Parrillo, 2003]. Eine erhohte kardiale Schlagrate stellte
sich hierbei als unabhangiger Risikofaktor fiir die Mortalitat an kardiovaskularen und septischen
Erkrankungen heraus [Kannel, 1987; Hoke et al., 2012], woraufhin die Senkung der Schlagrate
als zentrales Therapieprinzip postuliert wurde und die Suche nach geeigneten
pharmakologischen Wirkstoffen begann. Die zugrundeliegenden Pathomechanismen fir die

unter septischen Bedingungen gestérte Herzfunktion sind bisher jedoch nur wenig verstanden.

1.1 Die Schlagrate ist ein unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor
Die Schlagrate des Herzens stellt einen unabhangigen prognostischen Faktor fiir Morbiditat und
Mortalitdt bei kardiovaskularen Erkrankungen dar. Bereits 1987 konnte mithilfe der
Framingham-Studie, einer Uber drei Jahrzehnte andauernden Kohortenstudie mit 5209
Probanden, gezeigt werden, dass ein deutlicher Zusammenhang zwischen einer erhdhten
Schlagrate in korperlicher Ruhe und der Inzidenz eines Herzversagens besteht. Das Risiko eines
Herzversagens stieg unabhangig von den zugrunde liegenden Erkrankungen mit zunehmender
Schlagrate an. Beispielsweise hatten mannliche Probanden zwischen 35 und 64 Jahren mit einer
erhéhten Ruhe-Schlagrate (> 91 Schlage pro Minute [SPM]) ein bis zu 7-fach erhdhtes relatives
Risiko flir das Auftreten eines Herzversagens gegenliber Probanden mit einer niedrigen Ruhe-
Schlagrate (< 68 SPM) [Kannel, 1987]. Basierend auf den Ergebnissen der Ohasama-Studie
wurde publiziert, dass eine um 5 SPM gesteigerte Ruhe-Schlagrate mit einem Anstieg der 10-
Jahres-Mortalitat an kardiovaskuldren Erkrankungen um 17 % assoziiert ist [Hozawa et al.,
2004]. Die Bedeutung der Schlagrate fiir die Morbiditat und Mortalitdt an verschiedenen
Erkrankungen wurde in zahlreichen weiteren Studien untersucht. Diese Studien bekraftigen,
dass die kardiale Schlagrate ein starker und von anderen Risikofaktoren, z.B. arterielle
Hypertension und Alter, unabhangiger prognostischer Faktor fiir die Mortalitdt bei
kardiovaskuldaren und nicht-kardiovaskularen Erkrankungen ist [Benetos et al.,, 1999;
Seccareccia et al., 2001].

Es gibt verschiedene Faktoren, die zur Erklarung des Zusammenhangs zwischen erhéhter
Schlagrate und Risiko eines kardiovaskuldaren Todes beitragen, diesen jedoch nicht vollstandig

erklaren kdnnen. Unter anderem bewirkt die infolge einer hohen Schlagrate beschleunigte
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Herzaktion eine Steigerung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs. Gleichzeitig ist die
diastolische Perfusionszeit, in der ein Blutfluss durch die Koronararterien gegen einen relativ
niedrigen Widerstand und dariber eine Sauerstoffversorgung des Myokards stattfinden, bei
hoher Schlagrate verkiirzt. Damit wird das Auftreten einer myokardialen Ischamie beglinstigt
[Fox und Ferrari, 2011]. Weiterhin haben verschiedene experimentelle Studien gezeigt, dass mit
erhohter Schlagrate die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion und somit das Auftreten
von Atherosklerose begiinstigt wird [Nanchen et al., 2013]. Umgekehrt zeigen sich bei niedriger
Schlagrate anti-anginale und anti-ischamische Effekte.

Zusammengenommen bekraftigten diese Erkenntnisse die Annahme, dass das Risiko,
welches mit einer erhéhten Schlagrate einhergeht, nicht nur statistisch signifikant, sondern auch
klinisch relevant ist. Hierdurch wurde die Bedeutung einer medikamentdsen Schlagraten-

senkung in den Mittelpunkt des medizinischen Interesses gertickt.

1.2  Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur medikamentdsen Schlagratensenkung
Derzeit steht eine Vielzahl schlagratensenkender Wirkstoffe zur Verfligung. Die Beta-
Adrenorezeptor-Antagonisten (kurz: Betablocker) gehéren aufgrund ihrer schlagraten-
senkenden und antihypertensiven Wirkung zu den am haufigsten verordneten Medikamenten
weltweit. Sie werden unter anderem zur Behandlung einer symptomatischen Herzinsuffizienz
mit reduzierter systolischer Funktion [Barrese und Taglialatela, 2013], bei koronarer Herz-
krankheit und Zustand nach Myokardinfarkt [Kelly und Kelleher, 2000] sowie bei arterieller
Hypertonie [Reeder und Hoffmann, 2001] eingesetzt. Haufig verwendete Vertreter dieser Klasse
sind Bisoprolol und Metoprolol. Durch ihren kompetitiven Antagonismus an Beta-
Adrenorezeptoren bewirken sie eine Hemmung des sympathischen Nervensystems, woraus die
Abnahme der kardialen Schlagrate und eine Vasodilatation [Gorre und Vandekerckhove, 2010],
aber leider auch eine Vielzahl unerwiinschter Wirkungen resultieren. Dazu gehéren arterielle
Hypotension, Bradykardie [Ramahi, 2000], Verschlechterung einer bestehenden Insulinresistenz
[Fonseca et al, 2007], Hyperlipidamie [Krone und Nagele, 1988] und erektile Dysfunktion
[Weiss, 1991]. Zentrale Wirkungen wie eine Verschlechterung des Gedachtnisses und der
Konzentration, Bronchospasmen und Beglinstigung der Progression einer peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit [Lewis und Lofthouse, 1993] sowie ein Rebound-Effekt beim abrupten
Absetzen der Betablocker [Egstrup, 1988] gehdren ebenfalls zu den unerwiinschten Wirkungen.
Hieraus ergeben sich entsprechende Kontraindikationen fiir den Einsatz von Betablockern, wie
zum Beispiel Asthma bronchiale, vorbestehende Bradykardie, atrio-ventrikulare

Uberleitungsstérungen und akute Herzinsuffizienz.
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Auch andere schlagratensenkende Medikamente sind im klinischen Gebrauch. Hierzu
gehoren Kalzium-Kanal-Antagonisten, Digitalis-Praparate und Medikamente mit anderen
Wirkmechanismen (z. B. Clonidin). Gemeinsam ist diesen Wirkstoffen, dass sie keine isolierte
Schlagratensenkung bewirken, sondern Effekte auf verschiedene Zielstrukturen ausiiben und
somit unerwiinschte Wirkungen hervorrufen. Beispielsweise werden Kalzium-Kanal-
Antagonisten wie Nifedipin, Diltiazem, Verapamil und Amlodipin aufgrund ihrer schlagraten-
senkenden und vasodilatativen Wirkung zur Behandlung der arteriellen Hypertonie und
ischamischen Herzerkrankung eingesetzt. Es besteht allerdings auch eine Reihe unerwiinschter
Wirkungen wie Kopfschmerzen, Knéchelddeme, Palpitationen, Verstopfung, Flush sowie ein
gesteigertes Risiko fiir das Auftreten eines Myokardinfarkts bei Verwendung von Nifedipin in
Patienten mit Hypertonie, bei Zustand nach Myokardinfarkt oder bei Angina pectoris [Dougall
und Mclay, 1996].

Das Digitalis-Praparat Digoxin gehort zu den éltesten verwendeten kardialen
Medikamenten. Es bewirkt zusatzlich zur Schlagratensenkung eine Steigerung der Kontraktilitat
von Kardiomyozyten (positive Inotropie). Digoxin hat jedoch eine enge therapeutische Breite,
wodurch relativ schnell unerwiinschte bis toxische Effekte auftreten kénnen. Dazu zdhlen
gastrointestinale Beschwerden, Herzrhythmusstorungen, Cephalgien, Stérungen des zentralen

Nervensystems [George, 1983] und Sehstdrungen [Hobley und Lawrenson, 1991].

1.3 Der HCN-Kanal (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation
channel) ist das Schrittmacherzentrum des Herzens

Aufgrund ihrer multiplen Effekte stellen Betablocker und andere schlagratensenkende
Wirkstoffe keine hoch-selektiven Medikamente zur Behandlung von Herzerkrankungen dar. Vor
Uber vier Jahrzehnten begann daher die Suche nach einem reinen schlagratensenkenden
Medikament. Die Entdeckung des HCN-Kanals (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-
gated cation channel) bot eine neue mogliche Herangehensweise fiir die Entwicklung eines
solchen Wirkstoffs [Gauss, Seifert und Kaupp, 1998].

HCN-Kanale sind transmembranéare Proteine, die zur Familie der spannungsabhangigen
lonenkanale gehdren [Yu und Catterall, 2004]. Derzeit sind vier Isoformen der HCN-Kanile
bekannt (HCN1 bis HCN4), die im Herzen und im Nervensystem exprimiert werden [Biel et al.,
2009]. In atrialen und ventrikuldren Myozyten wurde HCN2 als hauptsichlich exprimierte
Isoform identifiziert. HCN-Kanale sind auch im kardialen Erregungsleitungssystem, einschlieBlich

des sinoatrialen Knotens, des atrioventrikuldaren Knotens und der Purkinje-Fasern, vorhanden,
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wobei HCN4 als die vorherrschende Isoform in diesen Zellen angesehen wird [Shi et al., 1999;
Dobrzynski et al., 2003].

Der von HCN-Kanalen getragene lonenstrom wird auch als ,Schrittmacher-Strom“ oder I¢
(,,funny current”) bezeichnet, da er an der Bildung der spontanen Kontraktionen von Kardio-
myozyten sowie an spontanen rhythmischen Aktivitditen von Nervenzellen beteiligt ist. Hierbei
handelt es sich um einen gerichteten, nicht-selektiven Kationen-Einwartsstrom, der haupt-
sachlich von Na*- und K*-lonen getragen wird [Biel et al., 2009]. Is wurde urspriinglich in Zellen
des sinoatrialen Knotens beschrieben, wo er die treibende elektrische Kraft bei der diastolischen
Depolarisation darstellt. Durch diese Eigenschaft von I wird ihm eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung und Regulation der kardialen Schlagrate zugeschrieben [Bucchi et al., 2012].
Weiterhin ist s an der Kontrolle der rhythmischen Aktivitat von Nervenzellen und an zahlreichen
anderen neuronalen Prozessen beteiligt, einschlieBlich der Festlegung eines
Ruhemembranpotentials, der dendritischen Integration, der synaptischen Transmission, des
motorischen Lernens, des Gedachtnisses und der Weiterleitung visueller Signale in der Retina
[Biel et al., 2009].

Im Gegensatz zur Gbrigen Herzmuskulatur ist das Ruhemembranpotential im sinoatrialen
Knoten nicht konstant. Hier finden (iber so genannte ,,Schrittmacherkanale” standig spontane
Anderungen des Membranpotentials statt, denen drei Stréme zugrundeliegen: Eine durch den
Auswartsstrom von K*-lonen bewirkte Hyperpolarisation der Zellmembran mit Potentialen
negativer als ca. -50 bis -60 mV fihrt zur Aktivierung der HCN-Kanale [DiFrancesco et al., 1986].
Infolgedessen entsteht ein einwarts gerichteter Na*-K*-Einwartsstrom (lf) GUber dem HCN-Kanal,
wodurch eine langsam fortschreitende Depolarisation der Zellmembran bewirkt wird. Die
darauffolgende Offnung spannungsabhingier Kalziumkanile bei Potentialen positiver als ca. -55
mV verstarkt die Depolarisation durch die einstrémenden Kationen (lca). Gleichzeitig 6ffnen sich
Kaliumkanale, die zu einem Auswartsstrom von K*-lonen fiihren (lk). Dies erlaubt eine
Repolarisation der Zellmembran und damit die Beendigung des Aktionspotentials [Irisawa,
Brown und Giles, 1993].

Eine weitere Besonderheit der HCN-Kanale ist, dass eine Steigerung der intrazelluldren
Konzentration des cyclischen Adenosinmonophosphats (cAMP) zur Anderung der Offnungs-
kinetik von HCN-Kandlen fihrt. Hierbei kommt es zu einer direkten, Proteinkinase A-
unabhadngigen Interaktion von cAMP mit HCN-Kandlen, die eine Verschiebung des
Aktivierungspotentials der HCN-Kanale zu weniger negativen Potentialen und somit einen
schnelleren Eintritt der spontanen Depolarisation der Zellmembran bewirkt. Der Anstieg der
intrazelluldaren cAMP-Konzentration fiihrt somit zur Beschleunigung der kardialen Schlagrate

[DiFrancesco und Tortora, 1991; DiFrancesco und Mangoni, 1994]. Dies erklart unter anderem
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die schlagratensteigernde Wirkung adrenerger Substanzen, die Uber eine Aktivierung des
sympathischen Nervensystems einen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration

hervorrufen.

1.4  Ivabradin ist ein selektiver HCN-Kanal-Inhibitor

Aufgrund ihrer bedeutenden Rolle bei der Regulation der rhythmischen Aktivitdt von kardialen
Schrittmacherzellen begann die Suche nach einem Wirkstoff, der eine selektive Hemmung der
HCN-Kanale bewirkt. Am Ende des 20. Jahrhunderts wurde eine neue pharmakologische Klasse
spezifischer schlagratensenkender Wirkstoffe entdeckt, die iber eine direkte, dosisabhangige
Hemmung des HCN-Kanals wirken [Bois et al., 1996]. Als bisher einziger Vertreter dieser
Wirkstoffgruppe hat Ivabradin alle klinischen Prifungen bestanden und ist unter dem
Handelsnamen Procoralan® erhaltlich.

Ivabradin ist der erste Wirkstoff Uberhaupt, der eine selektive Schlagratensenkung
bewirkt, ohne andere Aspekte der kardiovaskuldren Funktion zu verandern. Im Gegensatz zu
anderen schlagratensenkenden Medikamenten zeigte Ivabradin keine unerwiinschten Effekte
auf die kardiale Erregungsweiterleitung, die Kontraktilitdit der Kardiomyozyten und den
peripheren GefaBtonus [Borer, 2004; DiFrancesco und Camm, 2004]. Die durch Ivabradin
vermittelte Schlagratensenkung ist mit einer Steigerung der diastolischen Perfusionszeit
verbunden, woraus eine Senkung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs bei gleichzeitigem
Anstieg des kardialen Schlagvolumens resultiert [Ferrari, Cargnoni und Ceconi, 2006]. Die
Auswurfleistung des Herzens wird mithilfe von lvabradin sogar unter kérperlicher Belastung
beibehalten [Colin et al., 2003]. Zusatzlich wurde berichtet, dass sich Ivabradin positiv auf das
kardiale ,Remodelling” nach einem akuten Myokardinfarkt, auf die koronare Durchblutung
[Rognoni et al., 2009] sowie auf das Wachstum von Kollateralarterien und die PlaquegrofRe beim
Vorliegen einer Atherosklerose auswirkt [Baumhakel et al., 2010; Schirmer et al., 2012].

Die glinstigen Effekte von lvabradin auf Morbiditat und Mortalitdt bei kardiovaskularen
Erkrankungen konnten bereits in zahlreichen klinischen Studien nachgewiesen werden. In der
BEAUTIFUL-Studie (MorBidity-mortality EvAIUaTion of the Irinhibitor ivabradine in patients with
coronary disease and left ventricULar dysfunction) wurde der Effekt von Ivabradin auf die
Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit ischamischer Herzkrankheit und einer ventrikuldren
Dysfunktion (linksventrikuldre Ejektionsfraktion < 40 %) untersucht. Durch die Gabe von
Ivabradin bei einer Schlagrate tber 70 SPM konnte im Vergleich zur Placebo-Gruppe das
Auftreten von Myokardinfarkten um 36 % und die Erfordernis einer koronaren Revaskularisation
um 20 % reduziert werden [Danchin, 2009]. Im Rahmen der SHIFT-Studie (Systolic Heart failure

treatment with Ir inhibitor ivabradine Trial) wurden Effektivitdt und Sicherheit der Behandlung
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einer systolischen Herzinsuffizienz (linksventrikuldre Ejektions-fraktion < 35 %, Schlagrate 2
70 SPM, Sinusrhythmus) mit Ivabradin untersucht. Bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz
bewirkte Ivabradin im Vergleich zur Placebo-Gruppe eine Reduktion des relativen Risikos des
kardiovaskuldaren Todes um 22 %. Ivabradin wurde in der Regel gut toleriert. Die haufigsten
unerwinschten Wirkungen waren Bradykardien und Phosphene (d. h. voribergehende
Lichtwahrnehmungen im Sinne isolierter Aufhellungen des Gesichtsfelds). Die Ivabradin-
vermittelten Phosphene werden durch einen Kanal in der Retina, der der HCN-Familie sehr
ahnlich ist, ausgelost [Borer et al., 2014].

Aufgrund seiner in zahlreichen Studien gezeigten positiven Effekte ist Ivabradin in
Deutschland zugelassen fiir die Behandlung einer chronischen stabilen Angina pectoris von
Patienten, bei denen Betablocker kontraindiziert sind oder zu unerwiinschten Wirkungen
geflihrt haben. So kann Ivabradin unter anderem bei Patienten mit einer respiratorischen
Insuffizienz eingesetzt werden, bei denen Betablocker kontraindiziert sind [Stieber, 2008].
AulRerdem kann es bei Patienten mit einer Schlagrate iber 75 SPM bei Sinusrhythmus sowie in
Kombination mit Betablockern gegeben werden, wenn die Schlagrate durch den Einsatz von
Betablockern allein nicht ausreichend gesenkt werden konnte. Seit 2012 ist lvabradin zur
Behandlung einer chronischen Herzinsuffizienz mit systolischer Dysfunktion bei Sinusrhythmus

mit Schlagraten tiber 75 SPM zugelassen.

15 Die Regulation der kardialen Schlagrate ist bei Sepsis gestort

Sepsis ist eine mikrobiell hervorgerufene systemische Entziindungsreaktion, die eine Vielzahl an
Symptomen bis hin zum Multiorganversagen hervorrufen kann [Cohen, 2002]. Der septische
Schock stellt die schwerste Verlaufsform der Sepsis und die haufigste Todesursache bei
schwerkranken Patienten dar. Die durchschnittliche Mortalitdt bei schwerer Sepsis betragt in
Deutschland trotz antibiotischer und intensivmedizinischer Behandlung schatzungsweise 48,4 %
[Engel et al., 2007], was den groRen Stellenwert der Entwicklung geeigneter Therapiestrategien
verdeutlicht.

Bei schwerer Sepsis ist der kardiovaskuldre Status der bestimmende Faktor fiir das
Uberleben [Parrillo, 2003]. Es wurde gezeigt, dass die Regulation der Schlagrate bei der
Mehrheit kritisch kranker Patienten, die an schwerer Sepsis und septischen Schock leiden,
gestort ist. Diese Patienten zeigen sowohl eine inaddquate Tachykardie als auch eine signifikante
Reduktion der Schlagratenvariabilitat, was ebenfalls mit einer unglinstigen Prognose einhergeht
[Garrard, Kontoyannis und Piepoli, 1993]. In einer am Universitats-klinikum Halle (Saale)
durchgefiihrten prospektiven Beobachtungsstudie wurde die Schlagrate bei Patienten mit

Multiorganversagen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bestimmt. Nach 28 Tagen betrug die
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Mortalitdt 61 % bei Patienten mit einer Ausgangsschlagrate von = 90 SPM und lediglich 32 % bei
einer Schlagrate von < 90 SPM. Die adjustierte Hazard Ratio der 28-Tages-Mortalitat betrug 2,30
fiir Schlagraten = 90 SPM im Verhaltnis zu Schlagraten < 90 SPM [Hoke et al., 2012]. Patienten
mit einer niedrigeren Schlagrate in der Anfangsphase des Multiorganversagens haben somit
eine bessere Uberlebensrate als Patienten mit einer hohen Schlagrate. Eine gesteigerte
Schlagrate stellt somit einen unabhangigen Risikofaktor unter septischen Bedingungen dar.

Die kardiale Dysfunktion bei schwerer Sepsis wird unter anderem einer verdanderten
Aktivitat des sympathischen und parasympathischen Nervensystems zugeschrieben. Dennoch
sind die Mechanismen, die zu einer verringerten Schlagratenvariabilitat fihren, nicht auf das
autonome Nervensystem begrenzt. Auch die Aktivitdt von lonenkandlen an kardialen

Schrittmacherzellen kann im Rahmen einer Sepsis beeinflusst werden [Werdan et al., 2009].

1.6 Lipopolysaccharid (LPS) inhibiert die HCN-Kanal-Aktivitat

Uber die Hilfte der Sepsiserkrankungen (ca. 62 %) werden durch gramnegative Bakterien
verursacht [Vincent et al., 2009]. Lipopolysaccharid (LPS) ist Bestandteil der auReren Zellwand
gramnegativer Bakterien und wird als hauptverantwortlich fiir die Auslésung der myokardialen
Depression im Rahmen einer Sepsis angesehen [Zhang und Feng, 2010]. In Wild-Typ-Bakterien
kommen verschiedene LPS-Formen vor: S- und R-Form-LPS. Das S-Form-LPS besteht aus dem
Lipid A-Anteil, welcher fir die endotoxische Aktivitdat des Molekiils verantwortlich ist, dem Kern
und der O-Polysaccharid-Kette (O-Kette), die beim R-Form-LPS fehlt. Beide LPS-Formen sind in
der Lage, eine inflammatorische Reaktion auszulosen [Loppnow et al., 1989]. S-Form-LPS ist
Uber seine O-Kette zusatzlich in der Lage, direkt verschiedene lonenkandle in immun-
kompetenten, neuronalen und kardiovaskuldren Zellen zu beeinflussen [Blunck et al., 2001;
Wilkinson et al., 1996]. In Kooperation mit einem Grazer Forschungszentrum konnte unsere
Arbeitsgruppe zeigen, dass LPS in isolierten rechtsatrialen Myozyten die Aktivitdt des
Schrittmacherstroms It beeinflusst. Einerseits steigert LPS die Empfanglichkeit des HCN-Kanals
fiir aktivierende betaadrenerge Stimuli, die eine Steigerung der kardialen Schlagrate bewirken,
und andererseits inhibiert LPS den HCN-Kanal, was isoliert betrachtet mit einem schlagraten-
senkenden Effekt verbunden ware [Zorn-Pauly et al.,, 2007]. In weiterfiihrenden Unter-
suchungen unserer Arbeitsgruppe mit dem Julius-Bernstein-Institut fiir Physiologie in Halle
(Saale) wurde die Aktivitat verschiedener LPS-Typen auf den HCN-Kanal in HEK293-Zellen, die
mit dem HCN4-Kanal transfiziert wurden, und in Zellen des sinoatrialen Knotens von Mausen
mithilfe elektrophysiologischer Untersuchungen dargestellt. In diesen Versuchen bewirkte LPS
eine Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierungskurve des HCN-Kanals in negativere

Bereiche und reduzierte die maximale Leitfahigkeit des HCN-Kanals. Die O-Kette des S-Form-LPS
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war dabei fir die Interaktion von LPS mit den kardialen Schrittmacherkanalen unabdingbar
[Klockner et al., 2011].

Zusammengenommen stellt die Schlagrate einen unabhangigen Risikofaktor fir die
Mortalitat an kardiovaskuldaren und insbesondere septischen Erkrankungen dar, weshalb der
Senkung der kardialen Schlagrate und dem Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen
ein groller Stellenwert zukommt. Mithilfe elektrophysiologischer Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass LPS die Aktivitat des kardialen Schrittmacherstroms It beeinflusst. Dadurch
ist LPS potentiell in der Lage, die diastolische Depolarisation in Schrittmacherzellen zu
verlangsamen und so die kardiale Schlagrate und die Schlagratenvariabilitdt zu beeinflussen.
Welche tatsachlichen Konsequenzen die Interaktion von LPS mit HCN-Kanalen auf zellularer
Ebene hat, wurde bisher noch nicht untersucht. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die
Wirkung von LPS auf die Schlagrate isolierter neonataler Rattenkardiomyozyten in Gegenwart

und Abwesenheit des selektiven HCN-Kanal-Inhibitors Ivabradin untersucht.



2 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die zellularen Auswirkungen der Interaktion von LPS mit

kardialen HCN-Kandlen am Modell isolierter, spontan kontrahierender neonataler Ratten-

kardiomyozyten zu untersuchen. Hiermit sollte gezeigt werden, ob der schlagratensenkende

Effekt des selektiven HCN-Kanal-Inhibitors Ivabradin durch die Interaktion von LPS mit HCN-

Kanalen verandert wird. Diese Untersuchungen kdnnten zum Verstandnis der Rolle von LPS bei

der im Rahmen einer Sepsis gestorten kardialen Funktion beitragen und Aussagen Uber die

Effektivitat der Gabe von Ivabradin unter septischen Bedingungen ermoglichen.

Die folgenden Fragestellungen und Hypothesen basieren auf den Ergebnissen vorhergehender

Studien unserer Arbeitsgruppe:

1.

Kann LPS Uber die Hemmung der kardialen HCN-Kandle die spontane rhythmische
Aktivitat von Kardiomyozyten in vitro beeinflussen?

Bleibt der schlagratensenkende Effekt des spezifischen HCN-Kanal-Inhibitors Ivabradin
in Gegenwart von LPS erhalten?

Zeigt LPS beziglich der Beeinflussung der spontanen rhythmischen Aktivitat von
Kardiomyozyten Effekte an anderen kardialen Schrittmacherkanalen, insbesondere
Kalzium-Kanalen?

Kann ein indirekter Effekt von LPS an HCN-Kanilen iiber eine Anderung der intra-
zelluldaren cAMP-Konzentration ausgeschlossen werden?

Beeinflussen negativ chronotrope Substanzen wie Ivabradin und Nifedipin die

Produktion inflammatorischer Zytokine in Kardiomyozyten?



3 Material und Methodik

3.1 Zellkulturmaterialien, Medien, Losungen und Zusatze

Die verwendeten Substanzen und Materialien wurden von nachfolgend genannten Firmen
erworben: Escherichia coli 0111-B4 Lipopolysaccharid (LPS) (L3012), Nifedipin (N7634),
(£)-Verapamilhydrochlorid (V4629), Isoprenalin (15752), Forskolin (F6886) und IBMX stammten
von der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen). lvabradin (Procoralan®) stammte von der
SERVIER Deutschland GmbH (Miinchen). Zellfilter (PorengrofRe 70 um), 6-Loch-Platten und
175 ml-Gewebekulturflaschen stammten von BD Biosciences (Heidelberg). Die 96-Loch-Platten
stammten von TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz). Die 25 cm?- und 175 cm?-
Kulturflaschen, Petrischalen und Gewebekulturrohrchen wurden bei der Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen) erworben. Die MikroreaktionsgefdRe stammten von der Eppendorf AG
(Hamburg). Der cAMP-Assay-Kit wurde von der New England Biolabs GmbH (lpswich, England)
erworben. Von der Biochrom GmbH (Berlin) wurden RPMI-(Roswell Park Memorial Institute)-
1640-Medium (very low endotoxin), CMRL-(Connaught Medical Research Laboratories)-1415-
Trockensubstanz, Kollagenase Typ CLS Il (C 2-22), L-Glutamin (200 mM), Penicillin / Streptomycin
(10.000 IE / 10.000 pug/ml), PBS (phosphate buffered saline), Pferde-serum und fetales
Kélberserum (FKS) erworben. Von der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) stammte BSA
(bovines Serum-Albumin, A8412). Alle Gbrigen Lésungen und Chemikalien wurden bei der Serva
Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und AppliChem GmbH (Darmstadt) erworben.
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CMRL 1415-Trockensubstanz des verwendeten Zellkulturmediums

Zur Herstellung von 100 g werden benotigt:

Aminosduren .
Deoxynucleoside

1,05 g L-Alanin )
0,35 g Desoxyadenosin

17,52 g L-Arginin o
0,35 g Desoxycytidin

0,35 g L-Asparaginsaure )
0,35 g Desoxyguanosin

6,27 g L-Cystein o

3,50 mg 5-Methyl-Deoxycytidin
1,10 g L-Cystin o

0,35 g Thymidin
10,23 g L-Glutamin
0,35 g L-Glutaminsaure .

Proteine

0,60 g Glycin )

0,35 g Glutathion
1,09 g L-Histidin
0,35 g L-Hydroxyprolin

Zucker

1,82 g L-Isoleucin

17,52 g D-Galaktose
1,82 g L-Leucin

17,52 g D-Glukose
1,65 g L-Lysin
0,53 g L-Methionin Alkohole
1,12 g L-Phenylalanin 0,04 g Cholinchlorid
1,05 g L-Prolin 0,07 g I-Inosit
0,42 g L-Serin
1,68 g L-Threonin Energietréger
0,35 g L-Tryptophan 7,88 g Na-Pyruvat
1,26 g L-Tyrosin
1,61 g L-Vvalin Enzyme

0,04 g Cocarboxylase

Vitamine

0,04 g Codecarboxylase
1,75 g Ascorbinsaure

0,04 g D-Biotin

Coenzyme
18,00 mg D-Ca-Pantothenat
0,04 g FAD
0,04 g Folsaure
0,25 g NAD
pH-Indikator 0,04 g NADP
0,74 g Phenolrot-Na 0,04 g UTP
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CMRL-Grundmedium (pH = 7,4)
. 2,35 g/l CMRL 1415-Trockenmedium
e 135,00 mM Natriumchlorid / NaCl

10,00 mM  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure / HEPES
. 7,50 mM D-Glukose

. 3,50 mM Kaliumchlorid / KCI

. 1,40 mM Na;HPO4

. 1,30 mM Kalziumchlorid / CaCl

° 0,97 mM Magnesiumsulfat / MgSO,

. 0,36 mM NaH,PO,

CMRL-Wachstumsmedium (pH = 7,4)
. 80 ml CMRL-Grundmedium
e 10 ml Pferdeserum
. 10 ml Fetales Kdlberserum (FKS)

e 40 mg/l Gernebcin

Synthetisches CMRL-Medium (pH = 7,4)

Zusatz der folgenden Substanzen zum CMRL-Grundmedium:
. 25  mg/l  Albumin
o 25 mg/l Insulin
. 25 mg/l Transferrin

. 40 mg/l Gernebcin

PBS-AG1-L6sung (Phosphate buffered saline A / Glukose) (pH = 7,4)
e 137,0 mM Natriumchlorid / NaCl
o 10,6 mM Na;HPO,

50 mM D-Glukose

2,7 mM Kaliumchlorid / KCI

2,1 mM KH2P04

Trypsinierungslosung

Zusatz der folgenden Substanzen zu PBS-AG1-Losung:
e 003 % Kollagenase
e 012 % Trypsin
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Stoppl6sung zur Konzentrationsbestimmung von Interleukin-6 (IL-6)
Die folgenden Lésungen wurden zu gleichen Teilen gemischt:
e Dodecylsulfat-Natrium-Salz (100 g/I Milli-Q)

e Dimethylformamid

3.2 Isolation und Kultivierung der neonatalen Rattenkardiomyozyten (nRKM)

Zur Isolation und Anzucht der spontan kontrahierenden Rattenkardiomyozyten wurden fir
jeden Einzelversuch zwischen 50 und 70 neonatale Wistar-Ratten mit einem maximalen Alter
von drei Tagen verwendet. Eine Genehmigung zur Durchfiihrung der Organentnahme lag vor.
Die Isolation der Zellen wurde durch die medizinisch-technischen Laborassistentinnen des
Instituts flir Kardiologie durchgefiihrt und erfolgte nach der hier beschriebenen Methode
[Werdan und Erdmann, 1989]: Die Tiere wurden mittels Pinzette durch Genickbruch getotet,
anschlieRend zur Desinfektion in 70 %-prozentiges vergalltes Ethanol getaucht und an den
Extremitaten fixiert. Das Aufschneiden des Thorax mit einem Skalpell ermdéglichte die Entnahme
der noch schlagenden Herzen, die in einer auf Eis gelagerten und isotonische PBS-AG1-Losung
(pH 7,4) enthaltenden Petrischale gesammelt wurden. AnschlieRend wurden die gesammelten
Herzen mit Hilfe eines Skalpells in kleine Stiicke zerlegt, in ein Becherglas mit 10 ml
Trypsinierungslésung Gberfihrt und im Brutschrank bei 37 °C fir 15 Min. (Minuten) gerihrt, um
Einzelzellen zu erhalten. Der erste Uberstand, der einen hohen Anteil an Zellfragmenten,
Blutkdrperchen und Bindegewebszellen enthielt, wurde verworfen. Die Kardiomyozyten wurden
weitere zehn Male mit jeweils 5 ml Trypsinierungslésung fiir je 10 Min. im Brutschrank gerihrt.
Die Uberstidnde wurden in kalten Gewebekulturréhrchen, die je 2 ml CMRL-Wachstumsmedium
enthielten, gesammelt. Die zehn Gewebekulturrohrchen wurden anschlieBend 10 Min. bei
1.400 x g (Erdbeschleunigung) und Raumtemperatur zentrifugiert, die Uberstidnde verworfen,
die zurlick-gebliebenen Pellets in je 5 ml CMRL-Wachstumsmedium resuspendiert und in eine
Gewebekulturflasche Uberfihrt. Zur Trennung der Zellen von Geweberesten und Zellklumpen
wurde die Zellsuspension filtriert (PorengrofRe 70 um) und zur Entfernung der Fibroblasten 1,5
Std. (Stunden) bei 37 °C in einer 175 cm?-Kulturflasche nach dem Prinzip der ,differential
attachment technique” inkubiert [Kruse und Patterson, 1973]. Die nicht so schnell
adharierenden nRKM wurden hierdurch von den schneller adharierenden Fibroblasten getrennt
und in ein Becherglas tiberfiihrt. Die Zelldichte wurde unter Lebendzellziahlung mit Trypanblau
in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. AbschlieRend wurde die Zellsuspension in CMRL-
Wachstumsmedium in 6-Loch-Platten (3 ml) eingefiittert (1,2 x 10° Zellen/cm?). Die so isolierten

und ausgesaten nRKM wurden bei 37 °C im Brutschrank (Typ B12, Heraeus, Hanau) inkubiert.
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Die Zellen adhérierten wahrend dieser Zeit am Boden der KulturgefaBe und begannen in der
Regel innerhalb von 24 Std. spontan zu kontrahieren. Nach 24 Std. wurden die Zellkulturen
zweimal mit je 3 ml CMRL-Wachstumsmedium gewaschen, anschlieend mit serumfreiem

synthetischen CMRL-Medium versehen und weiter inkubiert.

3.3  Zusatz der Reagenzien und Schlagratenmessung

Am zweiten Tag nach der lIsolation der nRKM wurden die verschiedenen Testreagenzien
zugesetzt. Nach Uberpriifung der spontan kontrahierenden Zellkulturen im Mikroskop wurden
die Zellen zweimal mit frischem CMRL-Grundmedium (jeweils 3 ml pro Loch) unter vorsichtigem
Schwenken der 6-Loch-Platten gewaschen. AnschlieRend wurde das Medium durch
synthetisches CMRL-Medium (jeweils 1,5 ml pro Loch) ersetzt, um das Austrocknen der Zellen
zu verhindern. Die Reagenzien wurden in synthetischem CMRL-Medium vorbereitet und in die
Locher hinzugegeben, so dass sich am Ende pro Loch 3 ml Nahrmedium mit den gewlinschten
Konzentrationen der Reagenzien befanden. Es wurden folgende End-konzentrationen der
Reagenzien verwendet: Ivabradin 5 bis 25 pg/ml, Nifedipin 0,025 bis 2,5 uM, Verapamil 0,001
bis 1 uM, LPS 100 ng/ml, Isoprenalin 10 uM und Forskolin 10 uM. Generell wurden die Zellen so
behandelt, dass pro Experiment jede Bedingung in zwei Lochern der 6-Loch-Platten vertreten
war (Duplikate). In einem Experiment lagen die einzelnen Bedingungen als Triplikate vor. Das
Waschen der Zellen und die Zugabe der Reagenzien zu den nRKM erfolgten mit einem Abstand
von 30 Min. zwischen jeder 6-Loch-Platte. So wurde gewahrleistet, dass die Reagenzien bei den
anschlieRend stattfindenden Schlagraten-messungen eine vergleichbare Einwirkzeit auf die
nNRKM hatten, da fir die Bestimmung der Schlagraten pro 6-Loch-Platte ca. 30 Min. bendtigt
wurden. In der Zwischenzeit wurden die Reagenzien in einem lichtgeschitzten Raum
aufbewahrt und vor jeder Zugabe zu den nRKM im Wasserbad auf ca. 37 °C erwdarmt. Bis zum
Beginn der Schlagratenmessungen wurden die Kulturplatten erneut bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Die Schlagratenmessungen in den nRKM-Kulturen fanden 3, 24, 48 und 72 Std. nach
Zugabe der Reagenzien statt. Diese Zeitpunkte werden im Folgenden als ,Inkubationszeit”
bezeichnet. Die 6-Loch-Platten wurden nacheinander in das vorgeheizte Mikroskop gebracht, in
dem eine konstante Temperatur von 37 °C aufrechterhalten wurde. Unter Beriicksichtigung der
Lichtempfindlichkeit einzelner Substanzen fanden die Messungen in einem abgedunkelten
Raum unter groRtmoglichem Lichtausschluss statt. Zundchst wurden pro Loch sechs
Gesichtsfelder fir maximal 6 Sek. (Sekunden) betrachtet und das Schlagverhalten und Aussehen
der Zellen dokumentiert. Die Kontraktionsmessung wurde mithilfe einer am Mikroskop

angeschlossenen Kamera durchgefihrt, Gber die die Kontraktionen der nRKM mithilfe eines
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photoelektrischen Systems fiir 72 Sek. pro Messung aufgezeichnet wurden. Hierbei wurden die
Kontraktionen pro Loch in jeweils drei Bereichen gemessen, wobei zum Zwecke der
Vergleichbarkeit zunachst in jedem Loch die erste Schlagratenmessung durchgefiihrt wurde und
anschliefend in der gleichen Reihenfolge die zweite und die dritte (Abbildung 1). Durch die
speziell zu diesem Zweck vom Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung in Halle
programmierte ,LabView“-Software wurden die Kontraktionen dargestellt und die Schlagrate,
Kontraktionsamplitude und Parameter der Schlagraten-variabilitat (pNN50, RMSSD, SDNN, RR
und VK) ermittelt [Lehnich et al.,, 2001]. Alle Messungen wurden auf einem digitalen

Speichermedium aufgezeichnet.
Abbildung 1: Messreihenfolge in den 6-Loch-Platten. Spontan kontrahierende neonatale
Rattenkardiomyozyten (nRKM) wurden auf 6-Loch-Platten kultiviert. Die Kontraktionen
der nRKM wurden mithilfe eines photoelektrischen Systems fir die Dauer von
72 Sekunden pro Messung aufgezeichnet. Hierzu wurden die Kontraktionen pro Loch in
jeweils drei Bereichen gemessen. Die erste Schlagratenmessung erfolgte nacheinander in
jedem Loch einer 6-Loch-Platte (1 bis 6). Daraufhin wurden in der gleichen Reihenfolge

das zweite (7 bis 12) und anschlieRend das dritte Gesichtsfeld in allen Lochern vermessen
(13 bis 18).

3.4  Abnahme der Uberstinde und Lysierung der Kardiomyozyten

Die Uberstinde der nRKM-Kulturen wurden nach 24 und 72 Std. Inkubationszeit abgenommen.
Zum Ernten der Uberstande nach 24 Std. wurden aus den Léchern der 6-Loch-Platten je 0,5 ml
Kulturmedium in ein Eppendorf-Gefall tGberfihrt und zentrifugiert (10 Min., 500 x g, Raum-
temperatur). AnschlieRend wurden je 0,45 ml der Uberstinde unter Zusatz von 2 % BSA

(10 mg/ml) bei -20 °C eingefroren. Nach 72 Std. Inkubationszeit wurde das gesamte in den
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nRKM-Kulturen verbliebene Medium abgenommen, zentrifugiert und je 1 ml Uberstand unter
Zusatz von 2 % BSA eingefroren.

Zur Bestimmung der intrazelluldren Konzentration des cyclischen Adenosinmono-
phosphats (cCAMP) fand eine Lysierung einiger nRKM-Kulturen statt. Dabei wurden die nach der
0. g. Prozedur kultivierten nRKM am zweiten Kultivierungstag 30 Min. mit IBMX (3-Isobutyl-
1-methylxanthin, 1 mM) vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der Reagenzien.
10 Min. bzw. 24 Std. spater wurden die nRKM lysiert. Hierzu wurden die Zellen zunachst zur
Entfernung des Kulturmediums zweimal mit je 3 ml kaltem PBS gewaschen. AnschliefSend
wurden sie mit Lysepuffer (40 ul/cm?) aus dem cAMP-Assay-Kit der New England Biolabs GmbH
(Ipswich, England) 5 Min. auf Eis inkubiert, mittels Schaber vom Boden der Kulturgefalle gelost
und in vorgekiihlte Eppendorf-Gefdlle lGberfliihrt. Nach Behandlung im Ultraschallbad erfolgte
eine 10-miniitige Zentrifugation (14.000 x g, 4 °C). Die Uberstinde wurden abgenommen und

bei -20 °C eingefroren.

3.5  Bestimmung der Interleukin-6-(IL-6)-Aktivitat

Die Bestimmung der Interleukin-6-(IL-6)-Konzentration in den Uberstinden der nRKM-Kulturen
erfolgte mit Hilfe eines biologischen Testsystems. Verwendet wurden Lymphozyten einer IL-6-
abhangigen murinen B-Zell-Linie (7TD1-Zellen) [Van Snick et al., 1986]. Die 7TD1-Zellen wurden
im CO,-Brutschrank (Heraeus, Hanau) in 25 cm?Kulturflaschen inkubiert und dreimal
wochentlich subkultiviert. Dazu wurden in 8 ml RPMI-Kulturmedium (RPMI-1640 Medium + 10 %
FKS + 2 % AG [Antibiotika-L-Glutamin]) 400.000 Zellen bei zweitédgiger Kultivierungszeit bzw.
200.000 Zellen bei dreitagiger Kultivierungszeit eingefiittert. Bei jeder Subkultivierung wurden
R-Mercaptoethanol (50 uM) und IL-6 (100 pg/ml) zugesetzt.

Fiir die IL-6-Bestimmung in den nRKM-Kulturen wurden 96-Loch-Platten verwendet. In
jedes Loch wurde Verdinnungsmedium (50 ul; RPMI-1640 Medium + 2% AG + 2% FKS)
pipettiert. In die oberste Reihe der Platten wurden 17 ul Probe bzw. IL-6-Standardldsung
(10 ng/ml) hinzugefuigt und in 1:4-Verdiinnungsschritten verdiinnt. Die 7TD1-Zellen wurden
dreimal zentrifugiert (111 x g, 10 Min., 20 °C) und nach jeder Zentrifugation in IL-6-freies
Medium (RPMI-1640 Medium + 2% AG) (lberfihrt. Nach Zellzdhlung in einer Neubauer-
Zdhlkammer wurden in RPMI-1640 Medium 30.000 Zellen/ml + 2% AG + 18 % FKS +
R-Mercaptoethanol (2 pl/ml) gegeben und 50 pl dieser Zellsuspension in jedes Loch pipettiert.
Daraufhin wurden die 96-Loch-Platten fiir 72 Std. im CO,-Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurden 10 pl MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) in jedes Loch
pipettiert. Nach vierstiindiger Inkubation im CO,-Brutschrank wurde die Reaktion mit 100 pl

Stopplosung gestoppt. Zum Auflésen der entstandenen Farbkristalle wurden die Platten Gber
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Nacht auf einen Schittler (Heidolph, Titramax 1000) gestellt. Am nachsten Tag fand die
Extinktionsmessung (Tecan Spectra Fluor) bei 570 nm statt.

Die IL-6-Konzentration wurde mit Hilfe einer EDso-Analyse ermittelt. Die mittlere effektive
Dosis (EDso) bezeichnet die Konzentration einer Substanz, bei der in vitro eine halbmaximale
Aktivierung beobachtet werden kann. In den durchgefiihrten Versuchen wurden die
Extinktionsmessungen der Proben mit einem rekombinanten IL-6-Standard verglichen, der als

Grundlage zur Berechnung der IL-6-Konzentration diente.

3.6 Konzentrationsmessung des cyclischen Adenosinmonophosphats (cAMP)

Verwendet wurde ein kompetitiver cAMP-Assay-Kit der New England Biolabs GmbH (Ipswich,
England). Dazu wurden 50 ul an Meerrettichperoxidase gebundene Target-Losung in jedes Loch
einer 96-Loch-Platte pipettiert. Anschlieffend wurden jeweils 50 ul der lysierten nRKM bzw. ein
cAMP-Standard (0,3 nM bis 240 nM) dazugegeben und die Platten 3 Std. auf einem Schiittler im
Dunkeln inkubiert. Dann wurde jedes Loch viermal mit jeweils 200 ul Wasch-Puffer aus dem
cAMP-Assay-Kit gewaschen. Es wurden 100 ul Tetramethylbenzidin-Substrat-Losung in jedes
Loch pipettiert und die Platte erneut flir 30 Min. im Dunkeln bei Raum-temperatur inkubiert.

Nach Zugabe von je 100 ul Stopplosung erfolgte die Extinktionsmessung bei 450 nm.

3.7  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Statistiksoftware ,/BM SPSS
Statistics Version 19“. Insgesamt fanden zweiundzwanzig Einzelexperimente mit nRKM statt.
Aufgrund des Versuchsaufbaus sind in jedem Experiment maximal sechs bzw. bei einem
Experiment neun Schlagratenmessungen pro Bedingung erfolgt. Die Ergebnisse von mehreren
Einzelexperimenten wurden zusammengefasst und als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.
Signifikanzen zum Vergleich zweier Bedingungen wurden mit dem Mann-Whitney-Test

berechnet (Signifikanzniveau: 5 %).
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4 Ergebnisse

Lipopolysaccharide (LPS) beeinflussen im Rahmen bestimmter Erkrankungen die kardiale
Schlagrate (siehe Seite 7). Sie tun dies sowohl liber eine Beeinflussung des autonomen
Nervensystems als auch tber direkte Effekte an den HCN-Kanalen. Wie die hemmende Wirkung
von LPS auf die HCN-Kanale auf funktioneller Ebene reguliert wird, ist noch unklar. Ein Einfluss
auf die spontane rhythmische Aktivitat kultivierter Kardiomyozyten wurde bisher noch nicht
gezeigt. Daher fanden in der vorliegenden Arbeit in vitro-Schlagratenmessungen an spontan

kontrahierenden Kardiomyozyten, die von neonatalen Ratten isoliert wurden, statt.

4.1 Die Schlagrate kultivierter Kardiomyozyten lisst sich durch eine Anderung der
Kultivierungsbedingungen beeinflussen

Zunachst sollte gezeigt werden, wie sich die Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten

(nRKM) im vorliegenden Testsystem bei Variierung der Inkubationszeit und nach Zusatz

chronotroper Substanzen verandert.

4.1.1 Die Schlagrate ist abhangig von der Inkubationszeit

Um Aussagen liber mogliche Auswirkungen der Inkubationszeit auf die Schlagrate von nRKM
treffen zu koénnen, fanden Schlagratenmessungen an unbehandelten nRKM zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten (nach 3, 24, 48 und 72 Std. [Stunden]) statt. In Abbildung 2 sind die
Ergebnisse eines reprasentativen Einzelexperiments dargestellt. Hier zeigte sich bei einer
Ausgangsschlagrate von 53 +4 Schlagen pro Minute (SPM) nach 3 Std. Inkubationszeit ein
Absinken der Schlagrate mit zunehmender Inkubationszeit. Nach 24 Std. betrug die Schlagrate
50 + 2 SPM, nach 48 Std. 28 + 3 SPM und nach 72 Std. 7 £ 3 SPM.
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Abbildung 2: Die Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten sinkt mit steigender
Inkubationszeit. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten kultiviert
(1,2 x 10° Zellen/cm?). Am dritten Tag erfolgten ein Mediumwechsel von serumhaltiges
auf serumfreies synthetisches CMRL-Medium und eine Messung der Schlagraten nach 3,
24, 48 und 72 Std. (Stunden). Pro Zeitpunkt wurde die Schlagrate an sechs Messpunkten
bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus einem reprasentativen Einzel-
experiment. Die ermittelten Schlagraten wurden als Mittelwert + Standardfehler
dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (3 Std. vs.
24,48 bzw. 72 Std.; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).

Um die o. g. Daten (siehe Abbildung 2) eingehend zu analysieren, wurden die Schlagraten aus
14 Einzelexperimenten zusammengefasst (Abbildung 3). Unbehandelte nRKM kontrahierten
nach 3Std. Inkubationszeit mit einer durchschnittlichen Schlagrate von 80+ 7 SPM. Die
Schlagrate sank mit zunehmender Inkubationszeit ab auf 59 +2 SPM (nach 24 Std.), auf
46 + 4 SPM (nach 48 Std.) bzw. auf 12 +2 SPM (nach 72 Std.). Diese Daten bedeuten ein
prozentuales Absinken im Vergleich zu der nach 3 Std. gemessenen Schlagrate auf 74 %, 57 %
bzw. 15 %. Mit zunehmender Inkubationszeit ist somit in unbehandelten nRKM ein Absinken der
Schlagrate messbar. Um eine moglichst hohe Ausgangsschlagrate unbehandelter Zellen bei
geringem Standardfehler der Schlagraten, die zur gleichen Inkubationszeit gemessen wurden,

zu erreichen, wurden zukilnftige Messungen der Schlagrate hauptsdchlich nach 24 Std.

Inkubationszeit durchgefiihrt.
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Abbildung 3: Die Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten sinkt mit zunehmender
Inkubationszeit. Kultivierung und Schlagratenmessung der neonatalen Rattenkardio-
myozyten fanden wie in Abbildung 2 beschrieben statt. Die dargestellten Daten sind eine
Zusammenfassung von 14 unabhdngigen Experimenten mit unterschiedlichen
Praparationen. Dabei wurden nicht alle Zeitpunkte in allen Experimenten gemessen: es
fanden Messungen nach 3 Std. (Stunden; n = 11), nach 24 Std. (n=14), nach 48 Std. (n = 6)
und nach 72 Std. (n = 5) statt, wobei n die Anzahl der Experimente ist. Die ermittelten
Schlagraten wurden dargestellt als Mittelwert + Standardfehler. Die Signifikanzen wurden
mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (3 Std. vs. 24, 48 bzw. 72 Std.; ***, p < 0,001).
Der Mittelwert der nach 3 Std. gemessenen Schlagrate wurde als 100 % definiert. Die
anderen Angaben entsprechen dem Prozentsatz davon.

4.1.2 Die Schlagrate wird durch Zugabe positiv chronotroper Substanzen erhéht

Die Schlagrate kultivierter nRKM reduzierte sich, wie oben gezeigt (sieche Abbildung 3), in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit. Andere mogliche Einflussfaktoren, die die Schlagrate
kultivierter nRKM &ndern, sind chronotrope Substanzen. Um darzustellen, wie sich die
Schlagrate im vorliegenden Testsystem durch Zugabe positiv chronotroper Substanzen
beeinflussen ldsst, wurden die Zellen mit dem Sympathomimetikum Isoprenalin stimuliert. In
Abbildung 4 sind die Ergebnisse eines reprdsentativen Einzelexperiments dargestellt. Die
Schlagrate unbehandelter nRKM betrug nach 24 Std. Inkubationszeit 45 + 5 SPM. Die Zugabe
von Isoprenalin, einer positiv chronotropen Substanz, erhohte die Schlagrate auf 81 + 14 SPM,
was einer Steigerung der Schlagrate um 78 % im Vergleich zu unstimulierten Zellen entspricht.
Die Daten legen nahe, dass im vorliegenden Testsystem eine Anderung der Schlagrate durch die

Zugabe chronotroper Substanzen bewirkt werden kann.
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Abbildung 4: Die Schlagrate von neonatalen Rattenkardiomyozyten wird durch Zugabe
von Isoprenalin erhéht. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
kultiviert (1,2 x 10° Zellen/cm?). Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe von
Isoprenalin (Iso; 10 uM) und 24 Stunden spater wurden die Schlagraten gemessen. Pro
Bedingung wurde die Schlagrate an sechs Messpunkten bestimmt. Die ermittelten
Schlagraten wurden dargestellt als Mittelwert + Standardfehler. Die Signifikanzen wurden
mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne Iso vs. Iso 10; **, p < 0,01). Wird der
Mittelwert aus den Schlagraten der unbehandelten Zellen nach 24 Std. Inkubationszeit
(ohne Iso) als 100 % definiert, betragt der Prozentsatz der behandelten Zellen (Iso) 178 %.

4.2 Die schlagratensenkende Wirkung von LPS und lvabradin auf kultivierte nRKM

wird iiber den gleichen Weg vermittelt
Hauptverantwortlich fiir die Bildung des kardialen Schrittmacherpotentials sind HCN-Kanéle
[Bucchi et al., 2012]. In diesem Abschnitt wird untersucht, ob LPS einzeln und in Kombination
mit dem spezifischen HCN-Kanal-Inhibitor Ivabradin die Schlagrate kultivierter Kardiomyozyten
beeinflusst. Damit sollte gezeigt werden, ob LPS und Ivabradin beziiglich der Schlagraten-

senkung Uber den gleichen Weg, d. h. (iber den kardialen HCN-Kanal, wirken.

4.2.1 LPS bewirkt eine Senkung der Schlagrate

Es ist bekannt, dass LPS die Aktivitat kardialer HCN-Kanéle inhibiert [Zorn-Pauly, 2007; Klockner
et al., 2011]. Um den Einfluss von LPS auf die Schlagrate neonataler Rattenkardiomyozyten in
vitro darzustellen, erfolgten eine Zugabe von LPS (100 ng/ml) zu den Zellkulturen und eine
anschlieBende Messung der Schlagrate nach 24-stiindiger Inkubationszeit. Eine

Zusammenfassung von zehn Einzelexperimenten ist in Abbildung 5 dargestellt. Im Vergleich zu
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4 ERGEBNISSE

unbehandelten Zellen (64 + 3 SPM) reduzierte LPS die Schlagrate auf 51 + 5 SPM. LPS bewirkte

somit im vorliegenden Testsystem eine signifikante Senkung der Schlagrate um 20 %.
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Abbildung 5: LPS bewirkt nach 24 Stunden Inkubationszeit eine Senkung der Schlagrate
neonataler Rattenkardiomyozyten. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-
Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die
Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml) und 24 Stunden spater wurden die
Schlagraten gemessen. Die Schlagraten von 10 Einzelexperimenten wurden
zusammengefasst und als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen
wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne LPS vs. LPS; **, p < 0,01).

4.2.2 lvabradin bewirkt eine Senkung der Schlagrate

Bei Ivabradin handelt es sich um einen selektiven HCN-Kanal-Inhibitor, der eine Senkung der
kardialen Schlagrate im Rahmen verschiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen bewirkt
[DiFrancesco und Camm, 2004]. Um den Einfluss von Ivabradin auf die Schlagrate kultivierter
Kardiomyozyten im vorliegenden Testsystem darzustellen, wurden nach Zugabe von Ivabradin
zu den Zellkulturen die Schlagraten zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Eine
Zusammenfassung von 12 Einzelexperimenten ist in Abbildung 6 dargestellt. Wie erwartet
bewirkten die zwei Ivabradin-Konzentrationen eine Senkung der Schlagrate nach 3, 24 und
48 Std. Inkubationszeit. Die mittlere Schlagrate unbehandelter nRKM betrug nach 24 Std.
Inkubationszeit 72 + 3 SPM. Durch Zugabe von IVA 5 pug/ml wurde die Schlagrate auf 54 + 3 SPM
reduziert, durch Zugabe von IVA 25 pg/ml auf 33 + 4 SPM. Im Vergleich zum 24 Std.-Wert betrug
die mittlere Schlagrate unbehandelter nRKM nach 3 Std. Inkubationszeit 80 + 7 SPM. Diese
Schlagrate wurde durch Zugabe von IVA 5 pug/ml auf 53 + 4 SPM und durch IVA 25 pg/ml auf

24 + 2 SPM gesenkt. Nach 48 Std. zeigte sich nur noch bei Ivabradin 25 pg/ml ein negativ
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chronotroper Effekt. Es senkte die Schlagrate von 46 + 7 SPM (ohne IVA) auf 15 + 1 SPM. Nach
einer Inkubationszeit von 72 Std. wurde in keiner Bedingung eine signifikante Senkung der

Schlagrate nachgewiesen.
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Abbildung 6: Ivabradin bewirkt eine Reduktion der Schlagrate von neonatalen
Rattenkardiomyozyten. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
(1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgten die Zugabe von
Ivabradin (IVA; 5 bzw. 25 pg/ml) und eine anschlieRende Messung der Schlagrate zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 3, 24, 48 und 72 Std. [Stunden]). Dabei wurden nicht
alle Zeitpunkte bzw. Bedingungen in allen Experimenten gemessen (3 Std., n=9; 24 Std.,
n=12; 48Std.,, n = 6; 725td., n = 4, wobei n die Anzahl der Experimente ist). Die
Schlagraten aller Experimente wurden zusammengefasst und als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test
berechnet (ohne IVA vs. IVA 5 bzw. 25; n.s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***,
p <0,001).

4.2.3 Die Co-Inkubation kultivierter Kardiomyozyten mit LPS und Ivabradin bewirkt
keine additive Senkung der Schlagrate
Wie oben gezeigt (siehe Abbildung 5), lasst sich nach 24 Std. Inkubationszeit ein signifikanter
negativ chronotroper Effekt von LPS nachweisen. Es sollte nun mithilfe des spezifischen HCN-
Kanal-Inhibitors Ivabradin durch eine Kompetitionsanalyse die Hypothese tberpriift werden, ob
LPS beziglich der Schlagratensenkung mit den kardialen HCN-Kandlen interagiert. Bei
Beeinflussung der Schlagrate Uber unterschiedliche Wege wére bei Zugabe von LPS zu Ivabradin-
behandelten Zellen zu erwarten, dass sich die schlagratensenkenden Effekte beider Substanzen
addieren. Demgegentliber ware bei einer Senkung der Schlagrate lber den gleichen Weg kein

additiver Effekt beziglich der Schlagratensenkung zu erwarten.
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Um dieses Experiment durchzufiihren, fanden Schlagratenmessungen nach Zugabe von
drei lvabradin-Konzentrationen zu nRKM in Gegenwart und Abwesenheit von LPS statt. Die
Ergebnisse aus zehn Einzelexperimenten wurden zusammengefasst und in Abbildung 7
dargestellt. Unbehandelte nRKM schlugen mit einer Schlagrate von 72 + 3 SPM. Ivabradin (IVA
5, 10 bzw. 25 pg/ml) reduzierte die Schlagrate um 18 SPM, 14 SPM bzw. 35 SPM im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (Abbildung 7, schwarze Linie). LPS bewirkte eine Reduktion der
Schlagrate um 21 SPM. Bei additiver Wirkung beider Substanzen (LPS + IVA 5, 10 bzw. 25 pg/ml)
ergdbe sich somit eine errechnete Schlagratensenkung um 39 SPM, 35 SPM bzw. 56 SPM.
Tatsachlich zeigten die Daten bei Kombination von LPS mit Ivabradin eine Reduktion der
Schlagrate um 14 SPM, 13 SPM bzw. 35 SPM (Abbildung 7, rote Linie). Der schlagraten-
senkende Effekt von Ivabradin und LPS ist somit bei Kombination beider Substanzen nicht
additiv. Diese Daten legen nahe, dass LPS und Ivabradin tGiber den gleichen Weg interagieren und
die LPS-bedingte Senkung der Schlagrate moglicherweise (ber Effekte an den kardialen HCN-

Kanédlen vermittelt wird.
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Abbildung 7: Die durch kombinierte Gabe von LPS und Ivabradin bewirkte Schlagraten-
senkung in neonatalen Rattenkardiomyozyten ist nicht additiv. Neonatale Ratten-
kardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten
Kultivierungstag erfolgte die Zugabe verschiedener Ivabradin-Konzentrationen (5, 10 und
25 ug/ml) in Gegenwart und Abwesenheit von Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml). Die
Messung der Schlagrate fand 24 Stunden nach Zugabe der Substanzen statt. Bei den
dargestellten Daten handelt es sich um eine Zusammenfassung von zehn
Einzelexperimenten, wobei nicht jede Bedingung in allen Experimenten gemessen wurde.
Die Schlagraten wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen
wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne LPS vs. LPS; n.s., nicht signifikant;
*** p<0,001).

4.3 Die schlagratensenkende Wirkung von LPS und Kalzium-Kanal-Inhibitoren auf

kultivierte nRKM ist additiv
Neben den HCN-Kanilen sind auch spannungsabhangige Kalzium-Kanale an der Bildung des
kardialen Schrittmacherpotentials beteiligt. In diesem Abschnitt wird dargestellt, wie LPS einzeln
und in Kombination mit den Kalzium-Kanal-Inhibitoren Nifedipin bzw. Verapamil die Schlagrate
neonataler Rattenkardiomyozyten beeinflusst. Damit soll gezeigt werden, dass LPS die
Schlagrate nicht Uber Effekte an kardialen Kalzium-Kanadlen reduziert. Falls LPS seinen
schlagratensenkenden Effekt Gber Kalzium-Kandle vermittelt, wiirde auch hier, wie oben fir

Ivabradin gezeigt (siehe Abbildung 7), kein additiver Effekt zu messen sein.
4.3.1 Nifedipin bewirkt eine dosisabhdngige Senkung der Schlagrate

Zur Darstellung der negativ chronotropen Wirkung von Kalzium-Kanal-Inhibitoren auf neonatale

Rattenkardiomyozyten erfolgte zunachst die Zugabe von Nifedipin (Nif) zu den Zellkulturen und
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eine anschlieende Messung der Schlagrate zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Abwesenheit
von LPS. Wie in Abbildung 8 dargestellt, bewirkte die Zugabe verschiedener Nifedipin-
Konzentrationen eine dosisabhdngige Senkung der Schlagrate nach 3, 24 und 48 Std.
Inkubationszeit. Die Schlagrate unbehandelter nRKM nach 3 Std. Inkubationszeit betrug
80 + 7 SPM. Diese Schlagrate wurde durch Zugabe von Nif 0,025 uM auf 36 £ 7 SPM und durch
Nif 0,05 uM auf 2+ 1 SPM gesenkt. Durch héhere Nifedipin-Konzentrationen erfolgte eine
nahezu vollstandige Inhibition der spontanen Kontraktilitat der nRKM. Nach 24 Std. zeigte sich
eine durch Nifedipin vermittelte Schlagratensenkung von 61 + 2 SPM (ohne Nif) auf 50 + 2 SPM,
52 +2 SPM, 44 +2 SPM, 24 £ 6 SPM bzw. 6 + 1 SPM (Nif 0,025, 0,05, 0,25, 0,5 bzw. 2,5 uM).
Nach 48 Std. zeigte sich ein negativ chronotroper Effekt von Nifedipin erst ab Nif 0,5 uM. Es
erfolgte eine Schlagratensenkung von 46 + 4 SPM (ohne Nif) auf 7 £ 2 SPM bzw. 5 + 1 SPM (Nif
0,5 bzw. 2,5 uM). Nach 72 Std. Inkubationszeit wurde in keiner Bedingung eine signifikante

Senkung der Schlagrate nachgewiesen.
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Abbildung 8: Nifedipin bewirkt eine Reduktion der Schlagrate neonataler Ratten-
kardiomyozyten. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten kultiviert
(1,2 x 10° Zellen/cm?). Am dritten Kultivierungstag erfolgten die Zugabe von Nifedipin (Nif;
0,025 bis 2,5 uM) und eine anschlieBende Messung der Schlagrate zu unter-schiedlichen
Zeitpunkten (nach 3, 24, 48 und 72 Std. [Stunden]). Dabei wurden nicht alle Zeitpunkte
bzw. Bedingungen in allen Experimenten gemessen (3 Std., n=9; 24 Std., n = 12; 48 Std.,
n = 6; 72Std., n = 4, wobei n die Anzahl der Experimente ist). Die Schlagraten aller
Experimente wurden zusammengefasst und als Mittelwert + Standard-fehler dargestellt.
Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne Nif vs. Nif 0,025
bis 2,5; n.s., nicht signifikant; *, p < 0,05; ***, p < 0,001).

4.3.2 Die Co-Inkubation kultivierter Kardiomyozyten mit LPS und Nifedipin bewirkt
eine additive Senkung der Schlagrate

Wie oben gezeigt (siehe Abbildungen 5 und 8), reduzierten sowohl LPS als auch Nifedipin nach
24 Std. Inkubationszeit die Schlagrate der nRKM. Es sollte nun mit Hilfe von Nifedipin tGberprift
werden, ob LPS mit kardialen Kalzium-Kanalen interagiert. Bei Beeinflussung der Schlagrate tiber
unterschiedliche Wege (z. B. HCN- und Kalzium-Kanal) wéare bei Zugabe von LPS zu Nifedipin-
behandelten Zellen zu erwarten, dass sich die schlagratensenkenden Effekte beider Substanzen
addieren, was im Folgenden als ,,additiver Effekt” definiert ist. Demgegeniiber ware bei einer
Senkung der Schlagrate (ber den gleichen Mechanismus, z. B. wenn LPS (iber den kardialen
Kalzium-Kanal wirkt, kein additiver Effekt beziglich der Schlagratensenkung zu erwarten.

Um dieses Experiment durchzufiihren, fanden Schlagratenmessungen nach Zugabe von

drei Nifedipin-Konzentrationen zu nRKM in Gegenwart und Abwesenheit von LPS statt. Die

27



4 ERGEBNISSE

Ergebnisse aus funf Einzelexperimenten wurden zusammengefasst und in Abbildung 9
dargestellt. Unbehandelte nRKM schlugen mit einer Schlagrate von 69 + 2 SPM. Nifedipin (Nif
0,025, 0,05 bzw. 0,25 uM) reduzierte die Schlagrate um 14 SPM, 11 SPM bzw. 18 SPM im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 9, schwarze Linie). LPS bewirkte eine Reduktion
der Schlagrate um 23 SPM. Bei additiver Wirkung beider Substanzen (LPS + Nif 0,025, 0,05 bzw.
0,25 uM) ergébe sich somit eine errechnete Schlagratensenkung um 37 SPM, 34 SPM bzw.
41 SPM. Tatsachlich erreichten die Daten bei Kombination von LPS und Nifedipin annahernd
diese Reduktion der Schlagrate bzw. libertrafen sie sogar. Gemessen wurde eine Reduktion der
Schlagrate um 25 SPM, 34 SPM bzw. 57 SPM (Abbildung 9, rote Linie). Diese Daten legen nahe,
dass die Beeinflussung der Schlagrate durch LPS nicht tGber Effekte an den kardialen Kalzium-

Kanélen vermittelt wird.
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Abbildung 9: LPS und Nifedipin senken die Schlagrate in neonatalen Rattenkardio-
myozyten additiv. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten (1,2 x 10°
Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe verschiedener
Nifedipin-Konzentrationen (0,025, 0,05 und 0,25 uM) in Gegenwart und Abwesenheit von
Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml). Die Messung der Schlagrate fand 24 Stunden nach
Zugabe der Substanzen statt. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um eine
Zusammenfassung von funf Einzelexperimenten, wobei jede Bedingung in allen
Experimenten gemessen wurde. Die Schlagraten wurden als Mittelwert + Standardfehler
dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne LPS
vs. LPS; *, p < 0,05; *** p <0,001).
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4.3.3 Verapamil bewirkt eine dosisabhadngige Senkung der Schlagrate

Obwohl Nifedipin im vorliegenden Testsystem eine signifikante Schlagratensenkung von nRKM
bewirkte, ist in physiologischen Konzentrationen in vivo kein relevanter negativ chronotroper
Effekt in humanen Kardiomyozyten zu erwarten [Aoki et al., 1982]. Daher wurden analog zu den
oben beschriebenen Experimenten Versuche mit dem starker kardiotropen Kalzium-Kanal-
Inhibitor Verapamil durchgefiihrt. In Abbildung 10 sind die Ergebnisse eines reprasentativen
Einzelexperiments dargestellt. Hier zeigte sich bei einer Ausgangsschlagrate von 47 + 3 SPM in
unbehandelten Zellen durch Zugabe von Verapamil 0,01 uM eine Reduktion der Schlagrate auf
26 + 5 SPM und bei Zugabe von Verapamil 0,1 uM auf 13 + 2 SPM. Durch eine héhere Verapamil-
Konzentration erfolgte eine nahezu vollstandige Inhibition der spontanen Kontraktilitat der

NRKM.
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Abbildung 10: Verapamil bewirkt eine dosisabhdngige Reduktion der Schlagrate von
neonatalen Rattenkardiomyozyten. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf
6-Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die
Zugabe von Verapamil (Vera; 0,01, 0,1 bzw. 1 uM). Die anschlieRende Messung der
Schlagrate erfolgte 24 Stunden spater. Pro Bedingung wurde die Schlagrate an neun
Messpunkten bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus einem Einzelexperiment,
bei dem die ermittelten Schlagraten als Mittelwert + Standardfehler dargestellt wurden.
Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne Vera vs. Vera
0,01 bis 1; **, p < 0,01; *** p < 0,001).
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4.3.4 Die Co-Inkubation kultivierter Kardiomyozyten mit LPS und Verapamil bewirkt
eine additive Senkung der Schlagrate
Wie oben gezeigt (siehe Abbildungen 5 und 10), haben sowohl LPS als auch Verapamil nach
24 Std. Inkubationszeit einen negativ chronotropen Effekt auf die nRKM. Durch Kombination von
LPS mit Verapamil sollte Gberprift werden, ob LPS mit kardialen Kalzium-Kanalen interagiert.
Wie in Abbildung 11 dargestellt, schlugen unbehandelte nRKM mit einer Schlagrate von
47 + 3 SPM. Verapamil (0,01, 0,1 bzw. 1 uM) reduzierte die Schlagrate um 21, 34 bzw. 46 SPM
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Abbildung 11, schwarze Linie). LPS (100 ng/ml)
bewirkte eine Reduktion der Schlagrate um 13 SPM. Bei additiver Wirkung beider Substanzen
(LPS + Verapamil 0,01, 0,1 bzw. 1 uM) ergibt sich somit eine berechnete Schlagratensenkung um
34, 47 bzw. 59 SPM. Tatsachlich erreichten die Daten bei Kombination von LPS und Verapamil
anndhernd diese Reduktion der Schlagrate. Gemessen wurde eine Reduktion der Schlagrate um
27, 46 bzw. 47 SPM (Abbildung 11, rote Linie). Bei Kombination von LPS mit Verapamil 0,1 uM
konnte ein deutlicher additiver Effekt nachgewiesen werden. Die alleinige Zugabe von Verapamil
1 uM zu den nRKM fiihrte zu einer fast kompletten Inhibition der Kontraktilitat der nRKM. Eine
weitere Senkung der Schlagrate bei Zugabe von LPS war daher nicht moglich.
Zusammenfassend ist somit ein additiver Effekt bei Kombination von Verapamil und LPS in
der Verapamil-Konzentration, bei der die Kontraktilitdt der nRKM nach alleiniger Zugabe von
Verapamil noch nicht vollstandig blockiert war, erkennbar. Diese Daten legen nahe, dass LPS
und der Kalzium-Kanal-Inhibitor Verapamil, ebenso wie Nifedipin, nicht Gber den gleichen Weg
wirken und somit die LPS-vermittelte Senkung der kardialen Schlagrate nicht lber Effekte an

kardialen Kalzium-Kanélen verursacht wird.
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Abbildung 11: Co-Inkubation neonataler Rattenkardiomyozyten mit LPS und Verapamil
bewirkt eine additive Senkung der Schlagrate. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden
auf 6-Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte
die Zugabe verschiedener Verapamil-Konzentrationen (0,01, 0,1 und 1 uM) in Gegenwart
und Abwesenheit von Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml). Die Messung der Schlagrate
fand 24 Stunden nach Zugabe der Substanzen statt. Pro Bedingung wurde die Schlagrate
an neun Messpunkten bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus einem
Einzelexperiment, bei dem die ermittelten Schlagraten als Mittelwert + Standardfehler
dargestellt wurden. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet
(ohne LPS vs. LPS; n.s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p <0,01).

4.4 Die schlagratensenkende Wirkung von Ivabradin und Kalzium-Kanal-
Inhibitoren auf kultivierte nRKM ist additiv
Es wurde oben gezeigt, dass LPS und Ivabradin beziglich der Schlagratensenkung nicht additiv
wirkten (siehe Abbildung 7), wahrend die Kombination von LPS mit Kalzium-Kanal-Inhibitoren
zu einer additiven Senkung der Schlagrate fiihrte (siehe Abbildungen 9 und 11). Diese Daten
legten nahe, dass die schlagratensenkende Wirkung von LPS lber Effekte an den HCN-Kanélen
vermittelt wird, jedoch nicht Uber eine Interaktion von LPS mit kardialen Kalzium-Kanalen. Um
Interaktionen der oben verwendeten HCN- und Kalzium-Kanal-Inhibitoren auszuschlieRen,
erfolgten Schlagratenmessungen nach Zugabe von Nifedipin bzw. Verapamil zu Ivabradin-

behandelten Zellen.
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4.4.1 Die Co-Inkubation kultivierter Kardiomyozyten mit Ivabradin und Nifedipin
bewirkt eine additive Senkung der Schlagrate

Hier sollte Gberprift werden, ob Nifedipin und Ivabradin die Schlagrate additiv senken, d. h. in
nRKM (wie zu erwarten) iber unterschiedliche Wege agieren. Bei Beeinflussung der Schlagrate
Uber unterschiedliche Wege ware bei Zugabe von Nifedipin zu Ivabradin-behandelten Zellen
eine additive Wirkung beider Substanzen zu erwarten. Demgegeniiber ware bei einer Senkung
der Schlagrate tiber den gleichen Mechanismus, z. B. den kardialen Kalzium-Kanal, kein additiver
Effekt bezliglich der Schlagratensenkung zu erwarten.

Zur Uberpriifung der Hypothese fanden Schlagratenmessungen unter Zugabe von drei
Nifedipin-Konzentrationen zu nRKM in Gegenwart und Abwesenheit von lvabradin statt. Die
Ergebnisse aus 14 Einzelexperimenten wurden zusammengefasst und in Abbildung 12
dargestellt. Unbehandelte nRKM schlugen mit einer Schlagrate von 61 = 2 SPM. Nifedipin
(Nif 0,025, 0,05 bzw. 0,25 uM) reduzierte die Schlagrate um 11 SPM, 9 SPM bzw. 17 SPM im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 12, schwarze Linie). Ivabradin (5 pg/ml) bewirkte
eine Reduktion der Schlagrate um 15 SPM. Bei additiver Wirkung beider Substanzen (IVA
5 ug/ml + Nif 0,025, 0,05 bzw. 0,25 uM) ergabe sich somit eine errechnete Schlagratensenkung
um 26 SPM, 24 SPM bzw. 32 SPM. Tatsachlich zeigten die Daten bei Kombination von Ivabradin
und Nifedipin eine Reduktion der Schlagrate um 23 SPM, 24 SPM bzw. 39 SPM (Abbildung 12,
rote Linie). Dies entspricht einem additiven Effekt bezlglich der Schlagratensenkung. Analog
dazu reduzierte die héhere Ivabradin-Konzentration (25 pg/ml) die Schlagrate um 32 SPM. Bei
additiver Wirkung von Ivabradin und Nifedipin (IVA 25 pg/ml + Nif 0,025, 0,05 bzw. 0,25 uM)
ergabe sich eine errechnete Schlagratensenkung um 43 SPM, 41 SPM bzw. 49 SPM. Tatsachlich
zeigten die Daten bei Kombination beider Substanzen eine Reduktion der Schlagrate um 42 SPM,
41 SPM bzw. 49 SPM (Abbildung 12, blaue Linie). Somit addierten sich bei Kombination von
Nifedipin mit verschiedenen Ivabradin-Konzentrationen die schlagratensenkenden Effekte
beider Substanzen, was einer additiven Reduktion der Schlagrate entspricht. Diese Daten legen
nahe, dass die Beeinflussung der Schlagrate durch Ivabradin nicht Giber Effekte an den kardialen
Kalzium-Kanalen vermittelt wird und umgekehrt die Wirkung von Nifedipin auf die Schlagrate

nicht iber HCN-Kanale vermittelt wird.
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Abbildung 12: Ivabradin und Nifedipin senken die Schlagrate in neonatalen Ratten-
kardiomyozyten additiv. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
kultiviert (1,2 x 10°> Zellen/cm?). Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe
verschiedener Nifedipin-Konzentrationen (0,025, 0,05 und 0,25 uM) in Gegenwart und
Abwesenheit von Ivabradin (IVA; 5 bzw. 25 pug/ml). Die Messung der Schlagrate fand
24 Stunden nach Zugabe der Substanzen statt. Bei den dargestellten Daten handelt es sich
um eine Zusammenfassung von 14 Einzelexperimenten, wobei nicht jede Bedingung in
allen Experimenten gemessen wurde. Die Schlagraten wurden als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test
berechnet (ohne IVA vs. IVA 5 bzw. 25; *** p < 0,001).

4.4.2 Die Co-Inkubation kultivierter Kardiomyozyten mit Ivabradin und Verapamil
bewirkt eine additive Senkung der Schlagrate
Analog zum vorhergehenden Experiment (siehe Abbildung 12) sollte gezeigt werden, dass auch
die Kombination von lIvabradin mit dem Kalzium-Kanal-Inhibitor Verapamil eine additive
Senkung der Schlagrate bewirkt. Hierzu fanden Schlagratenmessungen nach Zugabe von vier
Verapamil-Konzentrationen zu nRKM in Gegenwart und Abwesenheit von Ivabradin statt. Die
Ergebnisse eines Einzelexperiments sind in Abbildung 13 dargestellt. Unbehandelte nRKM
schlugen mit einer Schlagrate von 27 + 3 SPM. Verapamil 0,001 puM erhohte die Schlagrate
nicht signifikant um 2 SPM. Die Ubrigen Verapamil-Konzentrationen (0,01, 0,1 bzw. 1 uM)
reduzierten die Schlagrate um 11, 6 bzw. 19 SPM im Vergleich zu unbehandelten Zellen
(Abbildung 13, schwarze Linie). Ivabradin (5 pg/ml) bewirkte eine Reduktion der Schlagrate um
3 SPM. Bei additiver Wirkung beider Substanzen (IVA + Vera 0,001, 0,01, 0,1 bzw. 1 uM) ergébe
sich somit eine errechnete Schlagratensenkung um 1, 14, 9 bzw. 22 SPM. Tatsachlich zeigten die

Daten bei Kombination von Ivabradin und Verapamil eine Reduktion der Schlagrate um 1, 14, 16
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bzw. 25 SPM (Abbildung 13, rote Linie). Somit lasst sich bei Kombination von Ivabradin mit allen
verwendeten Verapamil-Konzentrationen ein additiver Effekt bezlglich der Schlagratensenkung
nachweisen. Diese Daten verstarken die Annahme, dass Ivabradin die Schlagrate nicht liber

Effekte an kardialen Kalzium-Kanélen beeinflusst.
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Abbildung 13: Ivabradin und Verapamil senken die Schlagrate in neonatalen Ratten-
kardiomyozyten additiv. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
(1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe
verschiedener Verapamil-Konzentrationen (0,001, 0,01, 0,1 und 1 uM) in Gegenwart und
Abwesenheit von Ivabradin (IVA; 5 ug/ml). Die Messung der Schlagrate fand 24 Stunden
nach Zugabe der Substanzen statt. Pro Bedingung wurde die Schlagrate an zwolf
Messpunkten bestimmt. Die dargestellten Daten stammen aus einem Einzelexperiment,
bei dem die ermittelten Schlagraten als Mittelwert + Standardfehler dargestellt wurden.
Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne IVA vs. IVA 5;
n.s., nicht signifikant; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).

4.5 LPS, Ivabradin und Nifedipin bewirken keine Anderung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration
Es ist bekannt, dass eine Steigerung der intrazelluldaren Konzentration des cyclischen Adenosin-
monophosphats (cAMP) eine Anderung der Offnungskinetik von HCN-Kandlen bewirkt.
Hierdurch wird eine Beschleunigung der kardialen Schlagrate hervorgerufen [DiFrancesco und
Tortora, 1991; DiFrancesco und Mangoni, 1994]. Da die cAMP-Konzentration einen Einfluss auf
die Schlagrate hat, sollte im Folgenden Uberpriift werden, ob die intrazellulire cAMP-
Konzentration in den Zellkulturen die chronotropen Effekte der oben verwendeten Substanzen

hervorruft.
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Zur Durchfiihrung dieses Experiments wurden LPS, Ivabradin, Nifedipin sowie Forskolin,
letzteres ist ein direkter Stimulator der Adenylylcylase, zu den nRKM gegeben und die cAMP-
Konzentration in den Lysaten bestimmt. Eine Zusammenfassung von zwei Experimenten ist in
Abbildung 14 dargestellt. In unbehandelten Zellen wurde eine cAMP-Konzentration von
4 +1nM gemessen. Die verwendete Positivkontrolle Forskolin fihrte erwartungsgemaR zu
einer Steigerung der cAMP-Konzentration (53 + 18 nM durch Fors). Demgegeniliber bewirkte LPS
keine signifikante Anderung der cAMP-Konzentration (6 + 2 nM). Auch Nifedipin und Ivabradin
bewirkten im Vergleich zu unbehandelten Zellen keine Anderung der cAMP-Konzentration
(4 £ 1 nM durch IVA bzw. 2 + 0,3 nM durch Nif). Diese Daten bekraftigen die Hypothese, dass die
schlagratensenkenden Effekte von LPS, Ivabradin und Nifedipin nicht iber eine Anderung der

intrazellularen cAMP-Konzentration vermittelt werden.
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Abbildung 14: Die Zugabe von LPS, Ivabradin bzw. Nifedipin zu neonatalen Ratten-
kardiomyozyten bewirkt keine Anderung der intrazelluliren cAMP-Konzentration.
Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?)
kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgten die Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS;
100 ng/ml), Ivabradin (IVA; 10 ug/ml) und Nifedipin (Nif; 0,25 uM). Forskolin (Fors;
10 uM) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die Lysierung der Zellen erfolgte nach
10-mindtiger Inkubationszeit. Die Bestimmung der Konzentration des cyclischen
Adenosinmonophosphats (CAMP) der Lysate erfolgte mithilfe eines kompetitiven cAMP-
Assays. Die dargestellten Daten sind eine Zusammenfassung von zwei Experimenten,
wobei pro Bedingung die cAMP-Konzentration in acht Lysaten bestimmt wurde. Die
ermittelten cAMP-Konzentrationen wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.
Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne vs. mit Substanz;
n.s., nicht signifikant; **, p < 0,01; ***, p < 0,001).
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4.6 Eine proinflammatorische Wirkung von LPS ist in kultivierten nRKM
nachweisbar
LPS als Bestandteil der bakteriellen Zellwand initiiert eine Steigerung der Zytokinproduktion, die
sich im Korper durch inflammatorische Prozesse bemerkbar macht. Um den Einfluss von LPS auf
die Zyotkinproduktion im vorliegenden Testsystem darzustellen, wurde die IL-6-Konzentration
in den Uberstanden LPS-behandelter nRKM-Kulturen bestimmt. Die Ergebnisse eines
reprasentativen Einzelexperiments sind in Abbildung 15 dargestellt. Nach 24 Std.
Inkubationszeit wurde eine IL-6-Konzentration von 1661 *+ 432 pg/ml in unbehandelten Zellen
gemessen. Zugabe von LPS flhrte wie erwartet zu einer Steigerung der IL-6-Konzentration
(24751 £ 5517 pg/ml). Nach 72-stiindiger Inkubationszeit bewirkte LPS eine Steigerung der IL-6-
Konzentration von 2562 * 682 pg/ml in unbehandelten Zellen auf 28741 + 5351 pg/ml. Dies
entspricht einer LPS-vermittelten Steigerung der IL-6-Konzentration um ca. das 15-fache nach

24 Std. bzw. das 11-fache nach 72 Std. Inkubationszeit.
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Abbildung 15: Die Zugabe von LPS zu neonatalen Rattenkardiomyozyten steigert die
IL-6-Konzentration. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
(1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe von
Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml). Die anschlieRende Abnahme der Zelliiberstdande
erfolgte nach 24 und 72 Std. (Stunden) Inkubationszeit. Die Bestimmung der Interleukin-
6-(IL-6)-Konzentration der Uberstinde erfolgte mithilfe eines biologischen Testsystems
mit IL-6-abhadngigen murinen B-Zellen (7TD1-Zellen). Die dargestellten Daten stammen
aus einem reprasentativen Einzelexperiment, wobei pro Bedingung vier IL-6-Messungen
erfolgt sind. Die ermittelten Schlagraten wurden als Mittelwert + Standardfehler
dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne LPS
vs. LPS 100; *, p < 0,05).
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Um die o.g. Daten (siehe Abbildung 15) statistisch zu analysieren, wurden die IL-6-
Konzentrationsmessungen aus 14 Einzelexperimenten zusammengefasst und in Abbildung 16
dargestellt. Die IL-6-Konzentration unbehandelter Zellen nach 24 Std. Inkubationszeit betrug
740 £ 82 pg/ml. LPS bewirkte eine signifikante Steigerung der IL-6-Konzentration auf
6022 + 1469 pg/ml. Analog dazu fiihrte LPS nach 72 Std. Inkubationszeit zu einer Steigerung der
IL-6-Konzentration von 1076 + 135 pg/ml in unbehandelten Zellen auf 17223 + 4100 pg/ml, was

die proinflammatorische Wirkung von LPS im vorliegenden System verdeutlicht.
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Abbildung 16: Die Zugabe von LPS zu neonatalen Rattenkardiomyozyten steigert die
IL-6-Konzentration. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-Loch-Platten
(1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die Zugabe von
Lipopolysaccharid (LPS; 100 ng/ml). Die anschlieRende Abnahme der Zelliberstdnde
erfolgte nach 24 und 72 Std. (Stunden) Inkubationszeit. Die Bestimmung der Interleukin-
6-(IL-6)-Konzentration der Uberstinde erfolgte mithilfe eines biologischen Testsystems
mit IL-6-abh&dngigen murinen B-Zellen (7TD1-Zellen). Bei den dargestellten Daten handelt
es sich um eine Zusammenfassung von 14 Einzelexperimenten. Die IL-6-Konzentrationen
wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem
Mann-Whitney-Test berechnet (ohne LPS vs. LPS; ***, p < 0,001).

4.7 Ivabradin und Nifedipin haben lediglich geringfiigige antiinflammatorische

Effekte
In einer klinischen Studie wurde gezeigt, dass hohe kardiale Schlagraten mit einer erhéhten IL-6-
Konzentration im Blutplasma assoziiert sind [Whelton et al., 2014]. Um zu untersuchen, ob die
negativ chronotrope Substanz Ivabradin eine Senkung der IL-6-Konzentration der nRKM-
Kulturen bewirkt, erfolgten die Zugabe von lvabradin (5 bzw. 25 pg/ml) zu den Zellkulturen und

eine anschlieRende Bestimmung der IL-6-Konzentration nach 24 und 72 Std. Inkubationszeit.
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Eine Zusammenfassung von 14 Einzelexperimenten ist in Abbildung 17 dargestellt. Die IL-6-
Konzentration ohne lvabradin zum Zeitpunkt 24 Std. betrug 740 + 82 pg/ml. Im vorliegenden
Testsystem bewirkte lediglich IVA 25 pug/ml eine geringe Senkung der IL-6-Konzentration auf
503 + 81 pg/ml. Zum Zeitpunkt 72 Std. wurde die IL-6-Konzentration durch IVA 25 pg/ml von
1076 135 pg/ml in unbehandelten Zellen auf 553 + 142 pg/ml gesenkt, wahrend IVA 5 pg/ml
zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung der IL-6-Konzentration bewirkte. Diese Daten

weisen lediglich auf eine geringfligige antiinflammatorische Wirkung von Ivabradin hin.
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Abbildung 17: Die Zugabe von Ivabradin zu neonatalen Rattenkardiomyozyten reduziert
die IL-6-Konzentration nur geringfiigig. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-
Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die
Zugabe von Ivabradin (IVA; 5bzw. 25 pg/ml). Die anschlieBende Abnahme der
Zelliberstande erfolgte nach 24 und 72 Std. (Stunden) Inkubationszeit. Die Bestimmung
der Interleukin-6-(IL-6)-Konzentration der Uberstiande erfolgte mithilfe eines biologischen
Testsystems mit IL-6-abhdngigen murinen B-Zellen (7TD1-Zellen). Bei den dargestellten
Daten handelt es sich um eine Zusammenfassung von 14 Einzel-experimenten, wobei
nicht jede Bedingung in allen Experimenten gemessen wurde. Die IL-6-Konzentrationen
wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzen wurden mit dem
Mann-Whitney-Test berechnet (ohne IVA vs. IVA5 bzw. 25; n.s., nicht signifikant; *, p <
0,05; **, p < 0,01).

Um zu Gberprifen, ob auch andere negativ chronotrope Substanzen die Zytokinproduktion
senken, wurden die IL-6-Konzentrationen in mit Nifedipin behandelten nRKM gemessen. In der
Zusammenfassung von 14 Einzelexperimenten (Abbildung 18) bewirkte Nifedipin nach 24 Std.
Inkubationszeit nur eine geringfligige Reduktion der IL-6-Konzentration von 740 + 82 pg/ml in
unbehandelten Zellen auf 410 + 48 pg/ml bzw. 512 + 96 pg/ml (Nif 0,05 bzw. 0,25 uM). Nach

72 Std. fuhrte Nifedipin ebenfalls zu einer Reduktion der IL-6-Konzentration von
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1076 + 135 pg/ml (ohne Nif) auf 840+ 209 pg/ml, 627 +109 pg/ml, 631 +96 pg/ml bzw.
574 + 123 pg/ml (Nif 0,025, 0,05, 0,25 bzw. 2,5 uM). Demgegeniber bewirkte Nifedipin 0,5 uM
zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung der IL-6-Konzentration. Sowohl Ivabradin als
auch Nifedipin bewirkten somit lediglich eine geringfiigige Senkung der IL-6-Konzentration. Die
Fragestellung, ob eine mogliche Abhangigkeit der IL-6-Produktion von der kardialen Schlagrate
besteht, kann durch die vorliegenden Daten nicht beantwortet werden, da keine deutliche
Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit nachgewiesen werden konnte. Zur Beantwortung dieser Frage-
stellung notwendige weiterfiihrende Untersuchungen sind jedoch nicht Gegenstand der vor-

liegenden Arbeit.
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Abbildung 18: Die Zugabe von Nifedipin zu neonatalen Rattenkardiomyozyten reduziert
die IL-6-Konzentration nur geringfiigig. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden auf 6-
Loch-Platten (1,2 x 10° Zellen/cm?) kultiviert. Am dritten Kultivierungstag erfolgte die
Zugabe von Nifedipin (Nif; 0,025 bis 2,5uM). Nach 24 bzw. 72 Std. (Stunden)
Inkubationszeit wurden die Uberstinde aus den Zellkulturen abgenommen. Die
Bestimmung der Interleukin-6-(IL-6)-Konzentration der Uberstinde erfolgte mithilfe eines
biologischen Testsystems mit IL-6-abhdngigen murinen B-Zellen (7TD1-Zellen). Bei den
dargestellten Daten handelt es sich um eine Zusammenfassung von 14 Einzel-
experimenten, wobei nicht jede Bedingung in allen Experimenten gemessen wurde. Die
IL-6-Konzentrationen wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die
Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-Test berechnet (ohne Nif vs. Nif 0,025 bis
2,5; n.s., nicht signifikant; *, p < 0,05; **, p < 0,01).
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Septische Erkrankungsbilder zeichnen sich durch eine schwere inflammatorische Reaktion aus,
Uber die funktionelle Stérungen verschiedener Organsysteme ausgelost werden koénnen.
Charakteristisch ist neben einer Stérung der renalen Funktion und einer septischen Enzephalo-
pathie unter anderem auch die im klinischen Alltag meist unterschatzte Beeintrachtigung des
kardiovaskuldren Systems [Werdan et al., 2011]. Die septische kardiale Dysfunktion zeichnet
sich durch eine gestorte Regulation der Schlagrate und der Schlagratenvariabilitdt aus [Pontet
et al.,, 2003; Werdan et al., 2009]. Die Schlagrate stellt nicht nur einen unabhangigen
Risikofaktor bei kardiovaskularen Erkrankungen dar [Kannel et al., 1987; Diaz et al., 2005],
sondern ist auch von entscheidender Bedeutung fir die Prognose septischer Erkrankungen und
des septischen Multiorganversagens [Hoke et al., 2012]. In zahlreichen Studien wurde gezeigt,
dass die im Rahmen einer Sepsis auftretenden Storungen der kardialen Funktion eine hohe
prognostische Relevanz bei der Behandlung schwerkranker Patienten mit Multiorgan-versagen
haben [Schmidt et al., 2005], so dass ein Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen von

entscheidendem Interesse zu sein scheint.

5.1 Die schlagratensenkende Wirkung von LPS in vitro wird durch eine Interaktion
mit kardialen HCN-Kandlen vermittelt

Lipopolysaccharid (LPS), als integraler Bestandteil der duReren Zellmembran gramnegativer
Bakterien, gelangt im Rahmen septischer Erkrankungen in den Organismus und ist haupt-
verantwortlich fiir die toxischen Effekte gramnegativer Bakterien, indem es eine starke
inflammatorische Reaktion auslost und so Sepsis, Multiorganversagen und potentiell den Tod
herbeifiihren kann [Rietschel et al., 1994]. Die Rolle von LPS bei der Entstehung der septischen
kardialen Dysfunktion wurde bereits in zahlreichen Studien beschrieben [Shepherd,
McDonough und Burns, 1986]. Diese Studien zeigten, dass die Stérungen der kardialen Funktion
im Rahmen septischer Erkrankungen zumindest teilweise lber eine autonome Dysfunktion zu
erklaren sind. Allerdings kommt es auch zu direkten Verdnderungen der kardialen
Schrittmacherzellen [Schmidt et al., 2005; Werdan et al., 2009].

Im Herzen exprimierte HCN-Kandle haben eine Schlisselfunktion bei der Entstehung und
Regulation des kardialen Schrittmacherrhythmus, tiber den die Schlagrate der Kardiomyozyten
bestimmt wird [Ludwig et al., 1998; Ishii et al., 1999]. Kiirzlich konnte von unserer Arbeits-
gruppe in Kooperation mit einer Grazer Gruppe gezeigt werden, dass LPS mit den kardialen HCN-

Kanalen interagiert. An humanen Myozyten, die aus dem rechten Vorhof isoliert worden waren,
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5 DISKUSSION

wurde mithilfe der Patch-Clamp-Technik der (lber HCN-Kanale flieBende Schrittmacher-strom I;
gemessen. Bei der Patch-Clamp-Technik handelt es sich um eine elektrophysiologische
Untersuchung zur Messung der Strome durch einzelne lonenkanéle. Hierbei zeigte sich, dass die
Aktivitat des Schrittmacherstroms Ir durch LPS beeinflusst wird, wobei zwei verschiedene
Phanomene beobachtet werden konnten: (1) LPS steigerte die Empfindlichkeit der HCN-Kanéle
fiir betaadrenerge Stimuli, aber gleichzeitig (2) bewirkte LPS eine direkte Hemmung des tber
den HCN-Kanal flieRenden Schrittmacherstroms Iz [Zorn-Pauly, 2007]. Diese Studie betont
einerseits die Bedeutung des autonomen Nervensystems fiir die Regulation der kardialen
Schlagrate und wies andererseits erstmals auf die Moglichkeit einer direkten Interaktion von LPS
mit HCN-Kanalen hin. Beide Effekte zusammen kénnen zur klinisch beobachteten Stérung der
Schlagratenregulation und der Reduktion der Schlagratenvariabilitdit unter septischen
Bedingungen beitragen.

Weiterflihrende elektrophysiologische Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in
Kooperation mit dem Julius-Bernstein-Institut fiir Physiologie in Halle (Saale) und andere
Arbeitsgruppen bestatigten die hemmende Wirkung von LPS auf HCN-Kanale [Kléckner et al.,
2011; Klockner et al., 2014; Scheruebel et al., 2014]. In einer dieser Studien wurde der Uber
HCN-Kanale vermittelte lonenstrom Iz an durch Transfektion geziichteten HEK293-Zellen, die
den humanen HCN4-Kanal exprimieren, und an Zellen des sinoatrialen Knotens von Mausen
gemessen. Es wurde gezeigt, dass LPS die Aktivierung der HCN-Kanale verzogert, indem es die
Spannungsabhidngigkeit der Kanalaktivierung zu negativeren Werten verschiebt und die
maximale Leitfahigkeit der Kanadle reduziert. Erwdahnenswert ist, dass die LPS-Effekte auf den
Schrittmacherstrom It nur bei LPS-Typen auftreten, die eine O-Polysaccharid-Kette exprimieren.
Der proinflammatorische Lipid A-Anteil von LPS scheint hierbei nicht erforderlich zu sein, da
auch LPS ohne proinflammatorische Aktivitdt in der Lage ist, den Schrittmacher-strom I; zu
reduzieren. Eine wesentliche Voraussetzung ist das Vorhandensein einer O-Polysaccharid-Kette
[Kl6ckner et al., 2011]. Diese Ergebnisse legen eine Interaktion von LPS mit den HCN-Kanélen
ohne Erfordernis der klassischen LPS-vermittelten Signaltransduktions-wege nahe. Dadurch ist
LPS potentiell in der Lage, die kardiale Schlagrate zu senken und die Schlagratenvariabilitat zu
beeinflussen.

Welche tatsachlichen Konsequenzen die Interaktion von LPS mit HCN-Kandlen auf
zellularer Ebene hat, konnte bisher noch nicht gezeigt werden. Daher hat sich die vorliegende
Arbeit zum Ziel gesetzt, die funktionellen Auswirkungen der Interaktion von LPS mit HCN-
Kanalen bezlglich der Beeinflussung der kardialen Schlagrate in vitro darzustellen. Zu diesem
Zweck fanden Schlagratenmessungen an isolierten, spontan kontrahierenden, neonatalen

Rattenkardiomyozyten statt, nachdem diese mit LPS und dem selektiven HCN-Kanal-Inhibitor

41



5 DISKUSSION

Ivabradin inkubiert wurden. Dieses Testsystem zeichnet sich durch das Fehlen des autonomen
Nervensystems aus und kann als Modell isolierter Schrittmacherzellen betrachtet werden, da
die spontan kontrahierenden nRKM den Schrittmacherzellen im Sinusknoten in Bezug auf die
spontane Depolarisation dhnlich sind. Das autonome Nervensystem kann {ber eine Anderung
der intrazelluliren cAMP-Konzentration direkt die Offnungskinetik von HCN-Kanilen be-
einflussen und ist somit an der Regulation der Schlagrate beteiligt [DiFrancesco und Tortora,
1991]. Die Funktion des autonomen Nervensystems ist im Rahmen einer Sepsis gestort
[Schmidt, Werdan und Miiller-Werdan, 2001], sodass es an der Entstehung der septischen
kardialen Dysfunktion beteiligt ist [Zorn-Pauly, 2007]. Das Fehlen eines autonomen
Nervensystems im vorliegenden Testsystem ermdglicht es, den direkten Einfluss von LPS auf die
kardialen Schrittmacherzellen darzustellen.

Da das vorliegende Testsystem kein verbreitetes Messverfahren der kardialen Funktion
darstellt, wurde zunachst untersucht, ob und unter welchen Bedingungen sich die Schlagrate
der spontan kontrahierenden Kardiomyozyten dndern lasst. Es zeigte sich, dass die Schlagrate
der kultivierten nRKM durch eine Anderung der duBeren Bedingungen beeinflusst werden kann.
Mit zunehmender Inkubationszeit konnte eine allgemeine Senkung der Schlagrate beobachtet
werden, und zwar von 80 + 7 SPM nach 3 Std. (Stunden) auf 59 + 2, 46 + 4 bzw. 12 + 2 SPM nach
24, 48 bzw. 72 Std. Inkubationszeit. Um eine moéglichst hohe Ausgangs-schlagrate bei geringem
Standardfehler der Schlagraten, die nach gleicher Inkubationszeit gemessenen wurden, zu
gewdhrleisten, fanden alle weiteren Schlagratenmessungen haupt-sachlich nach 24 Std.
Inkubationszeit statt. Weiterhin konnte die Schlagrate durch Zugabe chronotroper Substanzen
(Isoprenalin bzw. Ivabradin) gesteigert bzw. gesenkt werden. Dies zeigt die Fahigkeit des
vorliegenden Testsystems, Veranderungen der Schlagrate kultivierter Kardiomyozyten durch
Zugabe verschiedener chronotroper Substanzen darzustellen. Daher erschien das Testsystem
zur Priifung der eingangs erwahnten Hypothesen geeignet.

Bei Ivabradin handelt es sich um einen hoch-selektiven HCN-Kanal-Inhibitor, der in
therapeutischen Konzentrationen keine unspezifischen Effekte auf andere kardiale Schritt-
macherkanéle (Kalzium- bzw. Kaliumkanale) aufweist [Bois et al., 1996]. Aufgrund dieser
Selektivitat fir den kardialen HCN-Kanal erfolgte eine Co-Inkubation der kultivierten Kardio-
myozyten mit Ivabradin und LPS. Hierdurch sollte auf zelluldrer Ebene liberprift werden, ob LPS
in der Lage ist, die HCN-Kanal-Aktivitdt zu beeinflussen. Die Daten zeigen eine signifikante
Schlagratensenkung nach alleiniger Zugabe von LPS bzw. Ivabradin zu den Kardiomyozyten.
Beide Substanzen sind somit in der Lage, die spontane rhythmische Aktivitat in isolierten
Kardiomyozyten in vitro zu beeinflussen. Bei Co-Inkubation der Zellen mit LPS und lvabradin

zeigte sich kein additiver Effekt auf die Schlagratensenkung. Dies legt nahe, dass die schlag-
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ratensenkende Wirkung beider Substanzen (LPS und Ivabradin) tiber den gleichen Weg, d. h. den
kardialen HCN-Kanal, vermittelt wird. Die Interaktion von LPS mit HCN-Kanalen konnte bereits,
wie oben beschrieben, mithilfe elektrophysiologischer Untersuchungen gezeigt werden
[Klockner et al., 2011; Scheruebel et al., 2014]. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte nicht-
additive schlagratensenkende Wirkung von LPS und Ivabradin ist Gibereinstimmend mit den o. g.
Berichten und zeigt erstmals, dass die Interaktion von LPS mit kardialen HCN-Kanalen auch auf

zelluldrer Ebene in Bezug auf die Schlagrate der Schrittmacherzellen relevant ist.

5.2 Die schlagratensenkende Wirkung von LPS auf kultivierte nRKM wird nicht
iiber eine Interaktion mit kardialen Kalzium-Kandlen vermittelt

Neben HCN-Kandlen sind auch andere lonenkanale, insbesondere spannungsabhangige
Kalzium-Kanale, an der Bildung und Regulation des kardialen Schrittmacherpotentials beteiligt
[Irisawa, Brown und Giles, 1993]. Es ist bekannt, dass LPS in der Lage ist, die Aktivitat
verschiedener lonenkanale in immunkompetenten, neuronalen und kardiovaskuldren Zellen zu
beeinflussen [Blunck et al., 2001; Wilkinson et al., 1996]. Daher sollte als nachstes gezeigt
werden, dass die schlagratensenkende Wirkung von LPS nicht tiber eine Interaktion mit anderen
kardialen lonenkanalen als den HCN-Kandlen vermittelt wird. Hierzu wurden die Kalzium-Kanal-
Inhibitoren Nifedipin und Verapamil verwendet. Nifedipin bewirkte in Abwesen-heit von LPS
eine dosisabhangige Senkung der Schlagrate, die bereits bei der niedrigsten verwendeten
Nifedipin-Konzentration (0,025 uM) sichtbar war. Im Gegensatz zur Co-Inkubation der
Kardiomyozyten mit LPS und Ivabradin addierten sich bei Kombination von LPS und Nifedipin die
schlagratensenkenden Effekte beider Substanzen. Dies legt nahe, dass LPS und Nifedipin
beziiglich der Schlagratensenkung liber unterschiedliche Wege wirken.

Verschiedene Studien belegen, dass Nifedipin in pharmakologischen Plasmakonzen-
trationen keine relevante Hemmung des kardialen Schrittmacherrhythmus bewirkt [Aoki et al.,
1982], wahrend die vasodilatatorischen Effekte von Nifedipin in diesem Konzentrationsbereich
sehr ausgepragt sind [Vasquez et al., 1988]. Dennoch konnte in der vorliegenden Studie ein
deutlicher schlagratensenkender Effekt von Nifedipin gemessen werden. Am ehesten ist dies
dadurch begriindet, dass die eingesetzten Konzentrationen oberhalb der pharmakologischen
Plasmakonzentration von Nifedipin liegen. Bei einem Molekulargewicht von 346,335 g/mol
liegen die eingesetzten Nifedipin-Konzentrationen (0,025 bis 2,5 uM) in einem Bereich von 8,65
bis 865,84 ng/ml und somit teilweise oberhalb der pharmakologischen Nifedipin-
Plasmakonzentration von ca. 30 ng/ml [Kleinbloesem et al., 1987]. Um die Aussagekraft der

oben genannten Daten zu bekraftigen, fanden Schlagratenmessungen nach Co-Inkubation der
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Kardiomyozyten mit LPS und Verapamil statt. Verapamil stellt einen Vertreter der so genannten
Phenylalkylamine dar, einer Klasse von Kalzium-Kanal-Inhibitoren, bei denen sowohl
vasodilatatorische als auch negativ chronotrope Effekte bei pharmakologischen
Plasmakonzentrationen vorliegen [Singh, Ellrodt und Peter, 1978].

Verapamil bewirkte analog zu Nifedipin eine signifikante, dosisabhangige Schlagraten-
senkung im vorliegenden Testsystem. Bei Co-Inkubation der Kardiomyozyten mit LPS und
Verapamil resultierte eine additive Senkung der Schlagrate, was bekraftigt, dass die schlag-
ratensenkende Wirkung von LPS nicht Uber eine Interaktion mit kardialen Kalzium-Kanalen

vermittelt wird. Dies entspricht den unter Einsatz von Nifedipin gefundenen Erkenntnissen.

5.3  Die schlagratensenkende Wirkung von Ivabradin auf kultivierte nRKM wird
nicht lber eine zusdtzliche Interaktion mit kardialen Kalzium-Kandlen
vermittelt

Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) bezeichnet die Konzentration eines Inhibitors,
bei der in vitro eine halbmaximale Inhibition beobachtet werden kann. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten lvabradin-Konzentrationen zwischen 5 und 25 pg/ml entsprechen einer
Stoffmenge zwischen ca. 10,7 und 53,4 uM. Dies liegt oberhalb des experimentell in humanen
Myozyten ermittelten ICso-Wertes von Ivabradin von 2,9 uM [El Chemaly et al., 2007]. Bei
Ivabradin-Konzentrationen von 10 uM konnte in elektrophysiologischen Untersuchungen
bereits eine maRige Beeinflussung anderer kardialer Schrittmacherstrome beobachtet werden
[Mangoni, Marger und Nargeot, 2006]. Um zu untersuchen, ob Ivabradin bei diesen Konzen-
trationen Effekte auf andere kardiale Schrittmacherkanéale, insbesondere Kalzium-Kanéle,
beziiglich der Schlagratensenkung im vorliegenden Testsystem ausibt, erfolgte eine Co-
Inkubation der Kardiomyozyten mit lvabradin und Nifedipin bzw. Verapamil. Die Daten zeigen
eine Addition der schlagratensenkenden Effekte von lvabradin und Nifedipin bzw. Verapamil,
was eine Beeinflussung der Schlagrate liber unterschiedliche Wege nahelegt und gegen eine
funktionelle Beeintrachtigung kardialer Kalzium-Kanale durch Ivabradin spricht. Ivabradin hat
somit in den verwendeten Konzentrationen im vorliegenden Testsystem keine relevanten
unspezifischen Effekte auf die Funktion kardialer Kalzium-Kandle.

Dieses Ergebnis ist libereinstimmend mit vorangegangenen Berichten. In der Literatur
wurde gezeigt, dass Ivabradin trotz der maRigen Effekte auf Kalzium- und Kalium-Strome an
sinoatrialen Schrittmacherzellen bei hheren Konzentrationen keinen relevanten Effekt auf die
Schrittmacheraktivitdt dieser Kandle hat. Dies konnte in zahlreichen Simulationen der Schritt-

machertatigkeit in sinoatrialen Zellen von Hasen gezeigt werden, bei denen die lvabradin-
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vermittelten miaRigen Anderungen der lonenstréme keinen Einfluss auf die Form der Aktions-

potentialwellen hatten [Mangoni, Marger und Nargeot, 2006].

5.4  Die Schlagratensenkung durch LPS, Ivabradin und Nifedipin wird nicht Gber
eine messbare Anderung der intrazelluliren cAMP-Konzentration vermittelt
Cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) agiert direkt und Proteinkinase A-unabhangig mit
HCN-Kanélen und fithrt dadurch zu einer Anderung der Offnungskinetik der HCN-Kanile. Eine
Steigerung der intrazellularen cAMP-Konzentration bewirkt Uber eine Verschiebung des
Aktivierungspotentials von HCN-Kanalen zu weniger negativen Potentialen eine Steigerung der
kardialen Schlagrate [DiFrancesco und Tortora, 1991]. Um zu verifizieren, dass die
schlagratensenkende Wirkung der verwendeten Substanzen im vorliegenden Testsystem nicht
durch eine Anderung der intrazelluliren cAMP-Konzentration vermittelt wurde, fanden
Konzentrationsmessungen von cAMP nach 10-min(tiger Inkubationszeit statt. Als Positiv-
kontrolle wurde Forskolin, ein direkter Stimulator der Adenylcyclase [Seamon und Daly, 1981],
eingesetzt. In zahlreichen Studien wurde der cAMP-steigernde Effekt von Forskolin beschrieben
[Cui und Green, 2003]. Nach Inkubation der Kardiomyozyten mit Forskolin zeigte sich
erwartungsgemall ein signifikanter Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration.
Demgegeniiber bewirkten LPS, Ivabradin und Nifedipin keine Anderung der cAMP-
Konzentration. Dies spricht gegen eine indirekte Beeinflussung der Schlagrate durch lvabradin,
Nifedipin und insbesondere LPS (iber eine Anderung der intrazelluliren cAMP-Konzentration.
Auch in der Literatur wurde bisher kein cAMP-steigernder Effekt der verwendeten
Substanzen beschrieben. Am Modell isolierter Nagetier-Adipozyten wurde der Einfluss von LPS
auf die cAMP-Produktion gemessen. Hier bewirkte LPS keine Anderung der cAMP-Konzentration
[Zu et al., 2009]. Dieses Ergebnis steht nicht im Widerspruch dazu, dass LPS eine Sensibilisierung
der HCN-Kanale fiir aktivierende betaadrenerge Stimuli bewirkt [Zorn-Pauly, 2007], da im
vorliegenden Testsystem kein autonomes Nervensystem vorhanden ist. Am Modell humaner
Lymphozyten wurde beschrieben, dass Nifedipin keinen Effekt auf die cAMP-Konzentration hat
[Hui und Yu, 1988]. Eine Anderung der cAMP-Konzentration durch Ivabradin wurde bisher in
keiner Studie gezeigt. Dies ist Gbereinstimmend mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass
die intrazelluldre cAMP-Konzentration durch LPS, Nifedipin und Ivabradin nicht signifikant

gesteigert wird.
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5.5 Die proinflammatorischen Effekte von LPS sind im vorliegenden Testsystem
mit kultivierten Kardiomyozyten vorhanden

Die Aktivitat der Schrittmacherkanale konnte indirekt ber inflammatorische Zytokine (z. B.
tumor necrosis factor alpha, TNFa; Interleukin-6, IL-6) beeinflusst werden, wie sie infolge einer
bakteriellen oder viralen Infektion gebildet werden. Es wurde gezeigt, dass Zytokine eine
zentrale Rolle bei der durch gramnegative Bakterien verursachten Sepsis spielen, u. a. indem sie
die Entwicklung einer myokardialen Dysfunktion beglinstigen [Kumar et al., 2001; Hunter und
Doddi, 2010]. Am wahrscheinlichsten sind hierfiir die Stérung der Kalzium-Homoostase und die
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) verantwortlich, wodurch zahlreiche kardiale
lonenstrome beeinflusst werden [Aoki et al., 2012; Knuefermann et al., 2004].

Laut Literatur ist LPS Uiber den Lipid A-Anteil in der Lage, eine inflammatorische Reaktion
in Monozyten-Kulturen hervorzurufen [Loppnow et al., 1989]. Da IL-6 einen entscheidenden
Faktor im Rahmen inflammatorischer Prozesse darstellt [Akira, Taga und Kishimoto, 1993],
wurde die inflammatorische Wirkung von LPS auf Kardiomyozyten in vitro in der vorliegenden
Arbeit durch eine Messung der IL-6-Konzentration abgeschéatzt. Die Daten zeigen erwartungs-
gemall eine LPS-vermittelte Steigerung der IL-6-Konzentration, was bestatigt, dass eine pro-
inflammatorische Aktivitat von LPS im vorliegenden Testsystem vorhanden ist.

Welche Rolle die durch LPS hervorgerufenen inflammatorischen Prozesse bei der
Interaktion von LPS mit HCN-Kanalen spielen, wurde kirzlich von unserer Arbeitsgruppe in
Kooperation mit dem Julius-Bernstein-Institut fiir Physiologie in Halle (Saale) gezeigt [Klockner
et al., 2014]. In dieser Studie wurde der iber HCN-Kanale vermittelte lonenstrom It an durch
Transfektion geziichteten HEK293-Zellen, die den humanen HCN2-Kanal exprimieren,
gemessen. Bei direktem Kontakt der HCN-Kandle mit LPS wurde der Schrittmacherstrom
gehemmt (,whole-cell“-Konfiguration). Demgegeniiber hatte LPS keinen Effekt auf die Kanal-
aktivitat in einer Versuchsanordnung, bei der die HCN-Kanale vor dem direkten Kontakt mit LPS
geschitzt sind (,,cell-attached“-Konfiguration). Dies demonstriert, dass LPS direkt mit dem HCN-

Kanal oder in unmittelbarer Nahe zum HCN-Kanal interagiert.

5.6 Die schlagratensenkenden Substanzen Ivabradin und Nifedipin wirken lediglich
geringfiigig antiinflammatorisch auf Kardiomyozyten in vitro

Fiir die Entwicklung der Atherosklerose sind inflammatorische Vorgédnge im Organismus von

groBer Bedeutung [Libby und Hansson, 1991; Ross, 1999; Loppnow, Werdan und Buerke,

2008]. Neben den Effekten auf die Schlagratenregulation wurde berichtet, dass Ivabradin sich

glnstig beim Vorliegen einer Atherosklerose auswirkt [Baumhakel et al., 2010; Schirmer et al.,
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2012], wobei der zugrundeliegende Mechanismus bisher noch nicht ausreichend erklart werden
konnte. Eine der Ursachen fiir die glinstigen Auswirkungen von lvabradin beim Vorliegen einer
Atherosklerose konnte der in der vorliegenden Arbeit dargestellte anti-inflammatorische Effekt
von lvabradin sein, der in einer Ivabradin-vermittelten Senkung der IL-6-Konzentration zum
Ausdruck kommt. Die Daten zeigen, dass die hochste verwendete Ivabradin-Konzentration eine
— wenn auch geringfiigige — Reduktion der IL-6-Konzentration von 740 82 pg/ml in
unbehandelten Zellen auf 503 + 81 pg/ml (IVA 25 pg/ml; p < 0,05) nach 24-stindiger
Inkubationszeit bewirkt.

In einer klinischen Studie mit Probanden ohne kardiovaskuldre Erkrankungen wurde
gezeigt, dass erhdohte Konzentrationen inflammatorischer Marker (C-reaktives Protein, IL-6 und
Fibrinogen) mit einer erhdhten kardialen Schlagrate assoziiert sind [Whelton et al., 2014].
Daraus ergibt sich die Frage, ob die in der vorliegenden Arbeit gemessene Senkung der IL-6-
Konzentration durch Ivabradin selbst oder durch die Ivabradin-bedingte Schlagratensenkung
bewirkt wurde. Die Rolle negativ chronotroper Substanzen auf die Beeinflussung
inflammatorischer Vorgange ist bisher noch nicht geklart. Daher wurden die IL-6-Konzen-
trationen nach Inkubation der Kardiomyozyten mit einer anderen negativ chronotropen
Substanz, in diesem Fall Nifedipin, gemessen. Einige Nifedipin-Konzentrationen fiihrten zu einer
signifikanten Senkung der IL-6-Konzentration. So bewirkte Nifedipin nach 24 Std.
Inkubationszeit eine geringfiigige Reduktion der IL-6-Konzentration von 740 + 82 pg/ml in
unbehandelten Zellen auf 410 + 48 pg/ml bzw. 512 + 96 pg/ml (Nif 0,05 bzw. 0,25 uM; p < 0,05).
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass sich die Senkung der kardialen Schlagrate positiv auf die
IL-6-Konzentration und moglicherweise auch auf andere inflammatorische Vorgange auswirkt.
Diese schlagratenabhangige Hemmung der Inflammation kdnnte u.a. mit der glinstigeren
Prognose einer niedrigen Schlagrate bei kritisch kranken Patienten zusammen-hangen.

Anzumerken ist, dass die durch Ivabradin und Nifedipin hervorgerufene Senkung der IL-6-
Konzentration nur sehr gering ausgepragt ist und die Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit nicht
eindeutig ist. In der Zusammenfassung mehrerer Einzelexperimente sind die IL-6-Konzen-
trationen unbehandelter und Nifedipin- bzw. Ivabradin-behandelter Zellen signifikant unter-
schiedlich. Es stellt sich jedoch die Frage, ob diese geringfligige Senkung der IL-6-Konzentration
durch negativ chronotrope Substanzen wirklich biologisch relevant ist. Auch die genauen
Mechanismen, die dem IL-6-reduzierenden Effekt von Ivabradin und Nifedipin zugrunde liegen
kénnten, wurden bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Dieses Themengebiet bietet

Anlass fir weiterfihrende Untersuchungen.

47



5 DISKUSSION

5.7 Limitationen

In der vorliegenden Arbeit wurden signifikante Unterschiede der Schlagraten unbehandelter
und LPS-behandelter Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Inkubationszeit gemessen. Eine grolSe
Anzahl an Studien hat sich ebenfalls mit den Effekten von Endotoxin auf die Schlagraten-
regulation beschaftigt [Schmidt et al., 2007; Gholami et al., 2012]. In vielen dieser in vitro-
Studien wurde der LPS-Effekt erst einige Stunden nach Zugabe von LPS beschrieben, wobei auch
eine Initiierung inflammatorischer Prozesse zur Wirkung von LPS beitragen kénnte [Fairchild,
2009]. Mithilfe des vorliegenden Testsystems kann somit nicht sicher ausge-schlossen werden,
dass die LPS-vermittelte Beeinflussung der Schlagrate lber die durch LPS angeregte Produktion
inflammatorischer Zytokine verursacht wird. Es wurde gezeigt, dass die IL-6- und TNFa-
Konzentration nach Applikation von LPS zu humanem Vollblut erst nach 4 bis 6 Std. einen Gipfel
erreichten, auf dem sich die Konzentrationen der Zytokine stabilisierten [DeForge und Remick,
1991]. Um den storenden Einfluss inflammatorischer Zytokine auf die Schlagratenregulation zu
vermeiden, sind Untersuchungen erforderlich, bei denen die kardiale Schlagrate direkt nach
Applikation von LPS bestimmt wird. Daher fanden in unserer Forschungsgruppe in vivo-Analysen
in Mausen innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe von LPS statt. Bei pharmakologischer
Blockade des autonomen Nervensystems induzierte LPS eine Bradykardie [Ebelt et al., 2014],
was gegen eine durch Inflammationsvorgange vermittelte schlagratensenkende Wirkung von
LPS spricht und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt. Die direkte Interaktion von LPS
mit HCN-Kandlen ohne Erfordernis intrazelluldrer Signalmolekiile wurde kirzlich in
elektrophysiologischen Untersuchungen von unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit dem
Julius-Bernstein-Institut flir Physiologie in Halle (Saale) bestatigt [Klockner et al., 2014]. Andere
mogliche Herangehensweisen, um auszuschlieRen, dass die LPS-vermittelte Schlagratensenkung
Uber inflammatorische Zytokine beeinflusst wird, waren eine in vitro-Schlagratenmessung nach
Co-Inkubation der Zellen mit LPS und Acetyl-salicylsaure, welche antiinflammatorisch wirkt und
u. a. die IL-6-Synthese inhibiert [Nakamura et al., 1992], oder die Verwendung von Antikorpern,
die gegen Zytokine gerichtet sind.

Die in dieser Studie erhobenen Daten wurden am Modell neonataler Rattenkardio-
myozyten erhoben, welche Unterschiede in der lonenkanalexpression und somit auch den
elektrophysiologischen Eigenschaften aufweisen kdnnten. Diese Unterschiede kdnnten das
Ergebnis der Experimente beeinflussen. Daher werden weiterflihrende klinische Studien
benotigt, um die hier gefundenen Ergebnisse zu bestatigen und tiefere Einblicke in die Effekte
von Ivabradin auf die Schlagrate unter septischen Bedingungen in vivo zu erlangen. Eine solche

klinische Studie in der Universitatsklinik Halle (Saale) untersucht zurzeit die positiven Effekte der
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durch Ivabradin vermittelten Schlagratensenkung in Patienten mit Multiorganversagen [Nuding

etal., 2011].

5.8  Ausblick

Zusammenfassend konnte mithilfe der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass die LPS-
vermittelte Blockade des Schrittmacherstroms Ir auch auf zelluldrer Ebene in Bezug auf die
Schlagrate kardialer Schrittmacherzellen von Bedeutung ist und sich in einer Senkung der
kardialen Schlagrate auswirkt. Die Wirkung von LPS auf die Schlagrate ist nicht (iber eine
Interaktion mit kardialen Kalzium-Kanilen oder eine Anderung der intrazelluliren cAMP-
Konzentration zu erklaren. Die inhibitorische Wirkung von LPS auf die Aktivitdat der HCN-Kanile
und die daraus folgenden negativ chronotropen Effekte von LPS sind in der Lage, die kardiale
Funktion zu beeintrachtigen. Diese Interaktion von LPS mit HCN-Kanélen kann als Mecha-nismus
angesehen werden, der im Zusammenspiel mit einer septischen autonomen Dys-funktion zur
veranderten Schlagratenregulation und einer klinisch relevanten Reduktion der
Schlagratenvariabilitdt bei schwerer Sepsis beitragt. Beides ist verbunden mit einer
verschlechterten Prognose in kritisch kranken Patienten. Das Verstandnis der zugrunde-
liegenden Mechanismen bei der Interaktion von LPS mit HCN-Kandlen kann somit kiinftig
bedeutsam sein fir die Verbesserung der Prognose bei schwerer Sepsis und Multiorgan-
versagen.

Eine entscheidende Konsequenz der vorliegenden Arbeit ist, dass der schlagraten-
senkende Effekt des HCN-Kanal-Inhibitors Ivabradin in Anwesenheit von LPS vermindert ist, d. h.
dass Ivabradin und LPS (iber denselben Weg wirken. Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob der
Einsatz von lvabradin zur Schlagratensenkung unter septischen Bedingungen eine geeignete
Therapiestrategie darstellt. Um die gefundenen Ergebnisse zu bestatigen und tiefere Einblicke
in die Effekte von Ivabradin auf die Schlagrate unter septischen Bedingungen in vivo zu erhalten,

werden weiterflihrende (u. a. klinische) Studien bendotigt.
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Eine erhohte kardiale Schlagrate ist ein unabhangiger Vorhersagefaktor fiir Morbiditat und
Mortalitdt, z. B. bei Herzinsuffizienz und septischer Kardiomyopathie. HCN-Kanale (hyper-
polarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channels) und spannungsabhangige
Kalziumkanale sind hauptverantwortlich fir die Bildung des kardialen Schrittmacherpotentials
im Sinusknoten. Eine erhdhte HCN-abhdngige Schlagrate kann durch Ivabradin therapiert
werden. Im Rahmen der septischen Kardiomyopathie kénnten auch Mikroorganismen oder
deren Bestandteile (z.B. Lipopolysaccharid, LPS) die Schlagrate beeinflussen. In elektro-
physiologischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass LPS mit dem HCN-Kanal interagieren kann.
Welche Konsequenzen die Interaktion von LPS mit HCN-Kanalen auf funktioneller Ebene in vitro
und in vivo hat, wurde bisher noch nicht gezeigt. Mithilfe der vorliegenden Arbeit sollte daher
untersucht werden, ob LPS liber die Hemmung der kardialen HCN-Kanile die spontane
rhythmische Aktivitat von Kardiomyozyten in vitro beeinflussen kann und ob die kardiotropen
Effekte von LPS ausschlieBlich {iber eine Interaktion mit HCN-Kandlen vermittelt werden. Um
dies darzustellen, wurden die Effekte von LPS, dem HCN-Kanal-Inhibitor Ivabradin und den
Kalzium-Kanal-Inhibitoren Nifedipin und Verapamil auf das Schlagverhalten spontan
kontrahierender, neonataler Rattenkardiomyozyten in vitro gemessen. Die LPS-induzierte
Inflammation wurde anhand der Interleukin-6-(IL-6)-Konzentration der Uberstinde dargestellt.

LPS bewirkte in vitro bei Abwesenheit eines autonomen Nervensystems eine Senkung der
Schlagrate kultivierter Kardiomyozyten. Das negativ chronotrope Ivabradin alleine reduzierte
ebenfalls die Schlagrate, jedoch zeigte sich bei Co-Inkubation der Zellen mit Ivabradin und LPS
keine additive Schlagratensenkung. Dieser Befund fiihrte zur Annahme, dass LPS und Ivabradin
Uber den gleichen Weg, d. h. Gber den HCN-Kanal, agieren. Neben den HCN-Kanalen sind auch
spannungsabhangige Kalzium-Kandle an der Bildung des kardialen Schrittmacherpotentials
beteiligt. Die Kalzium-Kanal-Inhibitoren Nifedipin und Verapamil senkten erwartungsgemaR die
Schlagrate. Durch Co-Inkubation mit LPS konnte die Schlagrate noch weiter vermindert werden
(= additive Schlagratensenkung). LPS scheint somit nicht mit den kardialen Kalzium-Kanélen zu
interagieren. Dieser Befund bekraftigt die Annahme, dass die Beeinflussung der Schlagrate
durch LPS liber spezifische Effekte an HCN-Kanédlen vermittelt wird. Um zu Gberprifen, ob es
Interaktionen zwischen den oben verwendeten HCN- und Kalzium-Kanal-Inhibitoren gibt,
erfolgte ein Zusatz von Nifedipin bzw. Verapamil zu Ivabradin-behandelten Zellen. Auch hier

zeigte sich eine additive Schlagratensenkung bei Kombination beider Substanzen. Ivabradin hat
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somit bei pharmakologischen Konzentrationen keine funktionell relevanten Effekte an Kalzium-
Kanalen und wirkt spezifisch auf HCN-Kanale.

Die Offnungskinetik der HCN-Kanile ist abhangig von der intrazelluldren Konzentration des
cyclischen Adenosinmonophosphats (cAMP). Eine erhohte cAMP-Konzentration bewirkt eine
Steigerung der kardialen Schlagrate. Um eine mogliche Beeinflussung der Schlagrate (iber eine
Anderung der intrazellulidren cAMP-Konzentration auszuschlieRen, wurde der cAMP-Gehalt der
Zellkulturen bestimmt. Die Zugabe von LPS, lvabradin und Nifedipin bewirkten keine signifikante
Anderung der cAMP-Konzentration, was gegen eine cAMP-vermittelte Schlagratensenkung
spricht. Auch eine indirekte Wirkung der verwendeten Substanzen auf die Aktivitat der
Schrittmacherkanédle durch Zytokine kdnnte moglich sein. Dies erscheint aber nicht sehr
wahrscheinlich, da z. B. die negativ chronotropen Substanzen lvabradin und Nifedipin lediglich
zu einer sehr geringfligigen Senkung der IL-6-Konzentration fiihrten. Die gezeigten in vitro-
Ergebnisse weisen also auf eine Interaktion von LPS mit den HCN-Kanalen von Kardiomyozyten
hin, die wahrscheinlich nicht durch eine Anderung des intrazelluldren cAMP-Gehalts oder der
Interleukin-6-Konzentration vermittelt wird.

Die funktionell relevante Inhibition der HCN-Kanal-Aktivitat durch LPS kann neben der
septischen autonomen Dysfunktion zur verdanderten Schlagratenregulation bei einer Sepsis
beitragen, was allerdings mit einer unglinstigen Prognose bei schwerer Sepsis einhergehen
wirde. Die hier vorgelegten und weitere Untersuchungen zum Verstandnis der zugrunde-
liegenden Mechanismen bei der Interaktion von LPS mit HCN-Kandlen kdnnten somit kiinftig
bedeutsam sein fir die Entwicklung geeigneter Therapiestrategien zur Verbesserung der

Prognose bei kritisch kranken Patienten.
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8

10.

Thesen

In Kardiomyozyten exprimierte HCN-Kanéle (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-
gated cation channels) tragen wesentlich zur Regulation des kardialen Schrittmacher-

rhythmus bei.

Im Rahmen septischer Erkrankungen kann die Regulation der Schlagrate durch bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) gestort werden. Elektrophysiologische Untersuchungen lieRen

vermuten, dass LPS direkt mit den kardialen HCN-Kanalen interagieren kann.

Die spontane rhythmische Aktivitat von isolierten Kardiomyozyten in vitro wurde durch LPS

gehemmt.

Co-Inkubation von Kardiomyozyten mit LPS und Ivabradin zeigte keine additive Senkung der
Schlagrate, was vermuten lasst, dass beide Substanzen tber den gleichen Weg, d. h. den

kardialen HCN-Kanal, wirken.

Im Gegensatz dazu lasst die additive Senkung der Schlagrate bei Co-Inkubation der
Kardiomyozyten mit LPS und Nifedipin bzw. Verapamil vermuten, dass LPS die Schlagrate

nicht Uber Effekte an kardialen Kalzium-Kanéalen beeinflusst.

Co-Inkubation der Kardiomyozyten mit lvabradin und Nifedipin bzw. Verapamil reduzierte
die Schlagrate additiv, was gegen eine unspezifische Wirkung von Ivabradin tber Kalzium-

Kanale bzw. von Nifedipin und Verapamil (iber HCN-Kanale spricht.
LPS, Ivabradin und Nifedipin bewirkten keine Anderung der cAMP-Konzentration.

Ivabradin und Nifedipin bewirkten lediglich eine geringfligige Senkung der Interleukin-6-

Konzentration in den Uberstinden der Kardiomyozyten.

Das vorliegende Testsystem weist aufgrund des Fehlens des autonomen Nervensystems auf

einen direkten Einfluss von LPS auf die HCN-Kanale hin.

Die Auswirkungen von LPS auf die Schlagratenregulation in Anwesenheit des autonomen
Nervensystems in vivo kdnnen in weiterfihrenden tierexperimentellen Studien untersucht

werden.
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