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Einleitung

1  EINLEITUNG

1.1 Nukleosiddiphosphat Kinasen

Die Nukleosiddiphosphat Kinasen (NDPKs) sind multifunktionelle Enzyme, welche ubiquitir
und damit in beinahe allen Zellen des Korpers existieren. NDPKs kommen im Zytoplasma, in
den Mitochondrien (Milon et al., 2000), in der Plasmamembran (Barraud et al., 2002) und im
Nukleolus (Kraeft et al., 1996) der Zelle vor. Somit sind sie in vielen Zellkompartimenten
enthalten. NDPKs weisen einen hetero- oder homohexameren Aufbau auf (Abbildung 1), der
sich aus den NDPK-Isoformen A-D zusammensetzt (Erent et al., 2001; Gilles et al., 1991;
Gonin et al., 1999).

Funktionell sind die NDPKs an einigen intrazelluldren Prozessen beteiligt. Aufzufiihren sind
hier die NTP-Synthese (Pedersen, 1973), die Zellproliferation und Zelldifferenzierung
(Rosengard et al., 1989), die Endozytose (Palacios et al., 2002), der vesikulére Transport des
endoplasmatischen Retikulums (Kapetanovich et al., 2005), die Apoptose (Fan et al., 2003) und
die Genregulation und Transkription (Lascu & Gonin, 2000). Sie beeinflussen ebenfalls die
Zellmotilitit und die Metastasierung von Tumorzellen (Steeg et al., 1988; Wagner & Vu, 2000).
Dabei konnte eine unterdriickende Wirkung auf die Metastasierung gezeigt werden (Fan et al.,
2003; Rosengard et al., 1989). Somit scheinen sie auch auf voneinander unabhidngigen

Prozessen in der Zelle Einfluss nehmen zu konnen.

Abbildung 1: Grafische Darstellung des homohexameren Aufbaus von NDPK-B (Dexheimer et al., 2009)
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1.1.1 Einteilung der NDPKs

Die Einteilung der im Menschen existenten NDPKSs erfolgt durch die codierenden Gene. Bisher
wurden 10 verschiedene Gene identifiziert. Die Unterscheidung der einzelnen Gene erfolgt auf
Grundlage der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen in 2 Gruppen. Zur Gruppe 1 werden
NMEI-NME4 (expressed in non-metastatic cell), auch bekannt unter NM23 (non-metastatic
clone 23), und zur Gruppe 2 NMES-NME9 zugeordnet. Die Gene der Gruppe 1 sind zu 58-88%
homolog zueinander, wihrend die Gene der Gruppe 2 nur eine Homologie von 28-45%
aufweisen. Die Homologie der beiden Gruppen zueinander betrigt nur 25-34%. Das ebenfalls
existente NME10 entspricht dem XRP2 (X-linked Renitis Pigmentosa 2) und kodiert fiir eine
verkiirzte NDPK (Boissan et al., 2009; Lacombe et al., 2000).

Die Proteine der zur Gruppe 1 gehorenden Gene (NME1-4) werden NDPK-A, NDPK-B,
NDPK-C und NDPK-D genannt. Thnen allen ist es moglich als Kinase zu fungieren (Lascu et
al., 2000). Sie weisen ein Molekulargewicht von 21 kDa auf. Am haufigsten kommen NDPK-
A und NDPK-B vor (Gilles et al., 1991), welche beide auf dem gleichen Genlocus 17q.21.3
(Baker et al., 1993) verortet sind und eine Homologie von 88% zueinander aufweisen (Stahl et
al., 1991). Auf dem Genlocus 16q13.3 (Martinez et al., 1997) liegen die Gene von NDPK-C
und NDPK-D. Sie weisen eine Homologie von ca. 55% zu NDPK-A und NDPK-B auf (Bilitou
et al., 2009). NDPK-C besitzt im Vergleich zu den anderen NDPKs eine hydrophobe N-
terminale 17 Aminosduren umfassende Doméne (Erent et al., 2001), welche dem Protein die
Bindung an Membranen ermdglicht. Uber NDPK-C vermittelt kann so auch ein Vorliegen der
anderen NDPKs oder G-Proteine an Membranen bewerkstelligt werden (Abu-Taha et al., 2017).
NDPK-D wird als eine mitochondriale Isoform gewertet (Milon et al., 2000).

Die Proteine der Gruppe 2 kénnen im Unterschied zur Gruppe 1 nicht als Kinase fungieren,
wobei hier das nm23H6 eine Ausnahme bildet und ebenfalls ubiquitér vorzukommen scheint
(Tsuiki et al., 1999). Die Bildung der anderen NDPKs der Gruppe 2 (auBBer NMEG6) geschieht

iiberwiegend im menschlichen Hoden (Lacombe et al., 2000; Munier et al., 1998).
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Abbildung 2: Stammbaum der NDPKs (Boissan et al., 2009).
Einzig die verkiirzte Isoformen nm23HS8 und XRP2 fehlen.

1.1.2  NTP/NDP-Transphosphorylase

Grundsétzlich stellt eine NTP/NDP-Transphosphorylase ein Enzym dar, welches ein v-
Phosphat von einem 5°-Nukleosidtriphosphat (NTP) auf ein 5°-Nukleosiddiphosphat (NDP)
transferieren kann. Funktionell liegt hier ein Ping-Pong-Mechanismus zugrunde (Morera et al.,
1994; Tepper et al., 1994), welcher iiber die Bildung eines phosphorylierten Histidins, hier His-
118 der NDPKs, als Zwischenstufe ablduft. Wie bereits erwdhnt sind ausschlieBBlich NDPKs
der Gruppe 1 (nm23H1-4) in der Lage, als Kinase zu fungieren (Lascu et al., 2000). Das aktive
Zentrum der NDPKs weist hierzu die charakteristische Aminosdurensequenz NXXHG/ASD
auf, welche fiir die Stabilitdt und die Kinasenfunktion entscheidend ist (Schaertl et al., 1998;
Schneider et al., 1998). Ebenfalls liegt hier das His-118 vor, an welchem die hochenergetische
Bindung des y-Phosphat gebildet und entsprechend der Kinasenfunktion anschlieBend gelost
wird. So kann das y-Phosphat auf ein anderes NDP {ibertragen werden. Prinzipiell kénnen auf
diese Weise alle vier NTPs gebildet werden: Adenosintriphosphat (ATP), Guanosintriphosphat
(GTP), Cytidintriphosphat (CTP) und Thymidintriphosphat (TTP). Die Ubertragung geschieht
vorrangig auf GDP, welches an der GaS-Untereinheit gebunden vorliegt. Das y-Phosphat wird
meistens durch ATP den NDPKSs zur Verfiigung gestellt.

Unter ATP-Verbrauch kénnen in unterschiedlichen Stoffwechselprozessen der Zelle NTPs
synthetisiert werden, beispielsweise in der DNA/RNA-Synthese, in der Kohlenhydrat-, Lipid-

und in der Proteinbiosynthese.
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1.1.3 Histidin-Kinase

Einen, der wichtigsten Bestandteile der intrazelluliren Kommunikation stellt die
Phosphorylierung von Proteinen dar. Die phosphorylierbaren Aminosduren sind: Threonin,
Serin und Histidin. Threonin und Serin weisen eine phosphorylierbare Hydroxylgruppe auf. In
intrazelluldren Signaltransduktionsprozessen einer eukaryonten Zelle werden zumeist Threonin
und Serin phosphoryliert. In prokaryonten Zellen werden die Signaltransduktionsprozesse
durch eine sehr dhnlich aufgebaute Kinasefamilie, den Histidin-Kinasen, bewerkstelligt. Jene
konnten auch in eukaryonten Zellen nachgewiesen werden. Die autophosphorylierende
Histidin-Kinase und die ,response-regulator domains*“ bilden das Zwei-Komponenten-
Signaltransduktions-System (Swanson et al., 1994). Dabei bewirkt die Histidin-Kinase die
Ubertragung eines y-Phosphats (PO4*") auf Histidin, welches durch hydrolytische Spaltung von
einem ATP bereitgestellt wird. Die ,,response-regulator domains® iibertragen dann das vy-
Phosphats (PO4*) vom Histidin auf ein Aspartat. Dies fiihrt zu Aktivierung des Systems (Alex
& Simon, 1994; Bilwes et al., 1999).

Durch die Bindung eines y-Phosphats (PO4*") werden die bereits angesprochenen Aminoséuren
(Serin, Threonin, Tyrosin) durch Phosphorylierung ihrer Hydroxylgruppe zu einem
Phosphatester. Diese Phosphatester sind im Vergleich zu dem Phosphoamid, welches durch die
Ubertragung eines y-Phosphats (PO4*") auf Histidin entsteht, wesentlich stabiler. Das instabilere
Phosphoamid weist jedoch eine energetische wesentlich héhere, kovalente Bindung auf, deren
Spaltungsenergie die Ubertragung auf ein Substrat katalysiert.

NDPKs kdénnen wie bereits beschrieben sowohl als Transphosphorylase als auch als Histidin-
Kinase fungieren (Wagner et al., 1997), welche allerdings in den in eukaryonten Zellen seltener
vorkommt (Wieland & Attwood, 2015). Beide beschriebenen Kinasefunktionen sind fiir die
hier wesentliche Aufgabe der NDPKs essenziell: Die rezeptorunabhingige Aktivierung der G-
Proteine (Cuello et al., 2003; Hippe et al., 2003) (Abbildung 3).

11
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9_ NDPK ) Ol
His-118 = @

Abbildung 3: Funktion der NDPKs
Durch die NTP/NDP-Transphosphorylase und Histidin-Kinase kann die rezeptorunabhingige Aktivierung der G-
Proteine mit Hilfe von ATP durch NDPKs bewerkstelligt werden (modifiziert nach (Hippe et al., 2003)).

Ebenfalls wurde der phosphorylierende Einfluss der NDPKs auf den Ionen-Kanal TRPVS (Cai
et al., 2014) oder den Kalium-Kanal KCNN4 nachgewiesen (Srivastava et al., 2006).

1.2 Signaltransduktion der G-Proteine im Herzen

Die Signaltransduktion der G-Proteine weist unterschiedliche Stationen auf, welche im
Weiteren erldautert werden sollen. Zunichst bindet ein extrazelluldrer Ligand an einen
entsprechenden membrangebundenen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR). Die Bindung
erfolgt gemdB des ,,Schliissel-Schloss-Prinzips®“. Nach der Bindung gibt der GPCR seine
zytosolische Bindungsstelle fiir die intrazelluldren G-Proteine frei. Die G-Proteine {ibertragen
das Signal auf second messenger, wie beispielsweise cyclic adenosine monophosphate (cAMP)
oder inisitol trisphosphate (IP3), welche sowohl den Zellstoffwechsel, die lonenkanéle und
auch die Transkription beeinflussen (Gilman, 1987; Levitzki, 1988; Pierce et al., 2002; Wieland
& Michel, 2005).

1.2.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) sind 7-Transmembranhelices, welche sich
innerhalb der Plasmamembran befinden und sowohl ein N-terminales Ende nach extrazelluldr
als auch ein C-terminales Ende nach intrazelluldr gerichtet aufweisen. Extrazelluldr befindet
sich die Bindungsstelle des Liganden, wéhrend intrazelluldr die Bindung der G-Proteine
moglich ist. Die sieben Helices sind tiber Schleifen miteinander verbunden, wobei sich drei
Schleifen extrazelluldr (ECL) und drei Schleifen intrazelluldr befinden (ICL). Funktionell kann
ein entsprechender Ligand von extrazelluldr gemiB des ,,Schliissel-Schloss-Prinzips* an den

GPCR binden und so eine Konformationsdnderung der Helices auslosen. Darauthin wird die
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zytosolische Bindungsstelle der G-Proteine freigegeben (Gether et al., 1995; Gilman, 1987).
Die Bindungsstelle fiir die Ga-Untereinheit liegt an der dritten intrazelluldiren Schleife des
GPCRs (Samama et al., 1993). Die am besten bekannten GPCRs sind die Adrenozeptoren (AR):
Die Gas und Ga; gekoppelten B-AR sowie die Gagq und Gai o- und oz-AR. Ebenfalls gut
erforscht sind die Gog gekoppelten Angiotensin-1-Rezeptoren (ATiR), die Endothelin-
Rezeptoren, die Goi-gekoppelten Adenosin-1 Rezeptoren, und die muskarinartigen
Acethylcholinrezeptoren Typ 2 (M2R) (Salazar et al., 2007).

Allein im Herzen existieren ca. 200 verschiedene GPCR-Subtypen. Die meisten verschriebenen
Medikamente fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zielen auf Adreno- und Angiotensin-1-

Rezeptoren ab (Hunt et al., 2005).
1.2.2 Heterotrimere G-Proteine

Die G-Proteine werden als heterotrimer bezeichnet, da sie aus drei verschiedenen
Untereinheiten einen Komplex bilden. Dieser besteht aus einer Go-Untereinheit (35-52kDa),
einer GB-Untereinheit (33-45kDa) und einer Gy-Untereinheit (6-10kDa) (Hamm, 1998;
Offermanns, 2003), wobei die G- und Gy-Untereinheit kovalent miteinander verbunden sind.
Sowohl die Ga- als auch die Gy-Untereinheit besitzen Lipidanker, welche ihnen die Bindung
und die Lateraldiffusion an der Plasmamembran ermoglichen.

Die Go-Untereinheit stellt funktionell eine GTPase dar und hat eine Guaninnukleotid-
Bindungsdomine (GDP/GTP). Sie hat je nach Aktivititzustand ein GDP (Guanindiphosphat),
(inaktiver Zustand) oder ein GTP (aktiver Zustand) gebunden. Unterschieden werden vier
Gruppen von Go-Untereinheiten: Gos/Goolr, Gai/Goo, Gog/Goir und Goua/Gous. Sie
unterscheiden sich in ihrem Effekt auf unterschiedliche Proteine. Beispielsweise wirkt Gas auf
die Adenylylzyklase (AC) stimulierend, wihrend Gaii inhibierend wirkt. Goyg stimuliert die
Phospholipase C (PLC) und Gauz/ Gous stimuliert die GEFs (,,guanin nucleotid exchange
factors®) kleinerer G-Proteine der Ras-Familie (Tabelle 1).

Es werden weiterhin fiinf verschiedene Isoformen der B-Untereinheit (B1-5) und 12 verschiedene
y-Untereinheiten (yi-12) unterschieden (Simon et al., 1991). Die kovalent dimerisierten 8- und
die y-Untereinheiten wirken ebenfalls auf einige Proteine. Beispielsweise dissoziieren sie nach
Aktivierung der Ga-Untereinheit und hemmen die AC (Wieland et al., 1992), desensibilisieren
die B-adrenerge Rezeptorkinase (B-ARK) (Pitcher et al., 1992), stimulieren die Phospholipase
C (PLC) (Morris & Scarlata, 1997), stimulieren die Inositoltrisphosphat-Kinase (PI3-Kinase)

und regulieren direkt die Funktion einiger Ionenkanédle. Sie hemmen auch einige
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spannungsabhiingige Ca?*-Kaniile und aktivieren den gut erforschten G-Protein-aktivierten K-
Kanal, den GIRK (,,G-protein-activated inwardly rectifying K= channel®) (Dascal, 2001)
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Auszug zur Einteilung der G-Proteine und ihre Funktionen

Untereinheit Effektoren* second messenger*
Gos/ Gotolr ACT PKA/cAMP T
Goi/ Galo ACY PKA/cAMP T
Gog/ Gouri PLC-B T IP3, DAG, PKC
Goua/ Gous RhoGEF T MLKP {
Gpy-Dimer ACY PKA/cAMP |

pPLC-p T IP3, DAG, PKC,

VDCC 4

GIRK T

PI3-Kinase T

Abkiirzungen: AC = Adenylylzyklase; cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat; DAG = Diaclglycerin; IP3 =
Inositol-1,4,5-trisphosphat; GIRK = G-protein-activated inwardly rectifying K* channel;, MLKP =
Myosinleichtketten-Phosphatase; PI3-Kinase = Phosphoinositid-3-Kinase; PKA = Proteinkinase A; PKC =
Proteinkinase C; PLC-f = Phospholipase C-f; RhoGEF = Rho guanin nucleotid exchange factors; VDCC =
Spannungsabhingiger Ca>*-Kanal (voltage-dependent Ca?*-channel) (Offermanns, 2003)

* Aufziahlung erfolgt {ibersichtshalber unvollstindig

1.2.3 Regulation der G-Proteine

Durch die Bindung eines Agonisten verdndert sich, wie bereits beschrieben, der
Konformationszustand des Rezeptors (Gether et al., 1995). Die Ga-Untereinheit kann dann mit
ihrer C-terminalen Endigung an der dritten intrazelluldren Schleife des 7-Transmembranhelix
binden (De Lean et al., 1980; Masters et al., 1986; Samama et al., 1993). Die Guaninnukleotid-
Bindungsdomine (GDP/GTP) wird aktiviert und es kommt zum Austausch des gebundenen
Guanosindiphosphats (GDP) zu einem Guanosintriphosphat (GTP) (Pierce et al., 2002; Pohl et
al., 1971). Somit kann der GPCR auch als ,,Guanosine trisphosphat Exchange Faktor (GEF)
bezeichnet werden. Die zuvor inaktive Go-Untereinheit liegt nun, GTP gebunden, aktiviert vor.
Die Aktivierung der Go-Untereinheit bewirkt ebenfalls eine Konformationsanderung, welche
zwei Effekte hervorruft. Zum einen dissoziiert die Ga-Untereinheit sowohl vom GPCR als auch
von dem PBy-Komplex ab. Des Weiteren kommt es zur Peptidexposition, welche als aktive
Domine verschiedene Effektormolekiile binden und regulieren kann. Wie bereits erwéhnt
konnen die NDPKs die G-Proteine auch rezeptorunabhingig aktivieren (Cuello et al., 2003;
Hippe et al., 2003).

Sowohl die aktivierte Ga-Untereinheiten als auch die nun freie GPy-Untereinheit konnen
second messenger und Effektorproteine unabhéngig voneinander aktivieren (Gilman, 1987;

Levitzki, 1988; Pierce et al., 2002; Wieland et al., 2005). Beispielsweise ist iiber die Ga-
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Untereinheiten die Aktivierung der AC mit Steigerung des intrazelluliren cAMP-Gehalts
moglich. Die Deaktivierung der G-Proteine erfolgt fiir die Goa-Untereinheiten durch die
Hydrolyse von GTP zu GDP. Die Ga-Untereinheit weist selbst eine intrinsische GTPase-
Aktivitéit auf, welche durch sogenannte regulators of G-proteine signaling (RGS) beschleunigt
werden kann (Neubig & Siderovski, 2002). Sie erhohen die GTPase-Aktivitdt um das 10- bis
100-fache (Watson et al., 1996). Ebenfalls beeinflusst die Konzentration von Mg?* die Aktivitit
der G-Proteine. Bei hoher Mg?" Konzentration wird der rezeptorkatalysierte GDP/GTP-
Austausch gefordert, wihrend bei niedriger Mg?* Konzentration die GTP-Hydrolyse begiinstigt
wird (Gilman, 1987). Die inaktivierte Go.-Untereinheit kann die freie GBy-Untereinheit binden,
sodass diese ebenfalls inaktiviert wird (Wieland & Chen, 1999) (Abbildung 4).

Activated receptor

Effector
regulation

Abbildung 4: Aktivierungszyklus der heterotrimeren G-Proteine (Wieland et al., 1999)
Es sind sowohl die Aktivierung der G-Proteine durch eine Rezeptoraktivierung als auch die Deaktivierung durch
den Einfluss der RGS dargestellt.

Am Beispiel des Gs-Signalwegs ist hinzuzufiigen, dass hier ein positiver
Verstiarkermechanismus existiert. Durch die Bindung eines Agonisten werden insgesamt ca.
100 zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP) Molekiile gebildet (Levitzki, 1988). Durch
den GPCR werden nach Bindung des Agonisten ca. zehn Ga-Untereinheiten aktiviert, ehe er
wieder in den inaktiven Zustand iibergeht (Tolkovsky & Levitzki, 1978a, 1978b). Ebenfalls
kann die Ga-Untereinheit mehrerer ACs aktivieren, ehe durch die GTPase-Aktivitdt das GTP
in GDP hydrolysiert wird. Die AC bildet schlieBlich das als second messenger fungierende
cAMP.
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1.2.4 Regulation der Adenylylzyklase

Die AC ist ein membransténdiges Enzym, welches unter Abspaltung eines Pyrophosphates aus
einem ATP ein cAMP bildet. Wie ihr Produkt cAMP ist die AC ubiquitér vorkommend (Ross
& Gilman, 1980).

Es sind neun Isoformen der AC in Siugetierzellen bekannt. Als Gemeinsamkeit weisen alle
Isoformen zwei transmembrandse, M| und Mz, sowie zwei zytoplasmatische Doménen, C; und
C», auf (Krupinski et al., 1989). Die Doménen C; und C> kénnen weiter in Cia und Cip, sowie
Czaund Cy unterteilt werden. Ciaund Cza sind hochkonserviert, homolog zueinander und
enthalten die katalytischen Zentren der AC (Tang & Gilman, 1995). Die Hauptregulatoren der
AC sind die G-Proteine. Hier sind vor allem Gas und Ga; zu nennen. Gas stimuliert die AC,
sodass der intrazellulire cAMP-Gehalt steigt, wihrend Goi hemmend wirkt und so den cAMP-
Gehalt senkt (Stryer & Bourne, 1986).

Um das Zusammenspiel des G-Protein-Signalwegs und der AC zu verdeutlichen, kann der

Einfluss des vegetativen Nervensystems beispielhaft angefiihrt werden (Abbildung 5).

Noradrenalin,
drenalin

Acetylcholine

Na*, K’

Abbildung 5: Einfluss des vegetativen Nervensystems auf die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion des
Herzens

Darstellung der sympatischen (Noradrenalin, Adrenalin) und parasympatischen (Acetylcholin) Einfliisse auf die
G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion am Herzen mit Regulation des cAMP-Gehalts und verdnderter PKA-
Aktivitdt. Ebenfalls erfolgt eine Beeinflussung membranstindiger Ionenkanile (Offermanns, 2003)

1.2.5 Effekte der NDPKSs auf die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion

In Kapitel 1.2.3 wurde bereits die klassische Aktivierung der G-Proteine beschrieben. Ein
Agonist bindet an einen G-Proteine-gekoppelten Rezeptor, wodurch es zum Austausch von
GDP zu GTP am heterotrimeren G-Protein-Komplex an der Ga-Untereinheit kommt.

Die NDPKs weisen zwei mogliche Funktionen auf: Zum einen ihre Transphosphorylase- und

zum anderen ihre Histidin-Kinase-Aktivitdt. In beiden Féllen wird eine rezeptorunabhéngige
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G-Proteinaktivierung beobachtet. Als Transphosphorylase ist es den NDPKs moglich, ein GDP,
welches im klassischen Signaltransduktionsweg gegen GTP ausgetauscht werden muss, zu
phosphorylieren und somit ein GTP fiir die Aktivierung des G-Proteins bereitzustellen (Hippe
etal., 2003). Als Histidin-Kinase kann NDPK-B mit der GB-Untereinheit interagieren und diese
phosphorylierend aktivieren. Auch scheint NDPK-C diese Funktion aufzuzeigen (Abu-Taha et
al., 2017). Untereinander formen sie Heterohexamere, welche mit den G-Proteinen Komplexe
bilden (Cuello et al.,, 2003). Sowohl NDPK-B als auch NDPK-C koénnen dem G-
Proteinkomplex ein benétigtes GTP bereitstellen. Der Ablauf dieser Aktivierung besteht in der
Autophosphorylierung der Histidin-Kinase an His-118, unter Spaltung von zytolsolischem ATP
zu ADP mit Ubertragung der Phosphorylgruppe (POs%). Im Folgenden wird dann die
Phosphorylgruppe auf das Histidin His-266 der GB-Untereinheit transferiert (Cuello et al.,
2003; Hippe et al., 2007; Hippe et al, 2003). Es entsteht eine hochenergetische
Phosphoamidbindung. Die GB-Untereinheit kann die Phosphorylgruppe auf ein GDP
iibertragen, welches als GTP in der Lage ist, die Ga.-Untereinheit zu binden (Wieland, 2007).
Somit wird rezeptorunabhéngig der G-Protein-Signalweg aktiviert (Abbildung 6). Da nur
NDPK-C in der Lage ist, das G-Protein zu binden, wird es zur Bindung von NDPK-B an den
G-Proteinkomplex als Co-Faktor benétigt. Des Weiteren ist NDPK-C durch die hydrophobe N-

terminale Doméne an der Plasmamembran gebunden (Abu-Taha et al., 2017).

+ GDP

AT° ADP

Abbildung 6: Aktivierung der G-Proteine durch NDPKs

Es erfolgte zunédchst die Autophosphorylierung von NDPK-B oder NDPK-C an His-118 mit nachfolgender
Ubertragung des Phosphats auf His-266 der GB-Untereinheit, welches wiederum auf ein GDP iibertragen wird und
dann als GTP an der Ga-Untereinheit bindet.

Funktionell steigern sowohl NDPK-B als auch NDPK-C das Vorliegen der G-Proteine an der
Plasmamembran (Hippe et al., 2009). Uberexprimiert erhéhen NDPK-B und NDPK-C in
Kardiomyozyten den cAMP-Gehalt (Abu-Taha et al., 2017; Hippe et al., 2007; Hippe et al.,
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2009) mit einer gleichzeitig resultierenden Steigerung der Kontraktilitdt (Abu-Taha et al.,
2017). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass ein Knockdown von NDPK-B oder
NDPK-C einen Abfall des cAMP-Gehalts, eine verminderte G-Protein-Expression und eine
Abnahme der Kontraktilitdt der Kardiomyozyten bedingt (Abu-Taha et al., 2017; Hippe et al.,
2009). Eine Validierung der Aussage in vivo konnte durch einen Knockdown in Zebrafisch-
Herzen mit kongruenter Senkung des cAMP-Gehalts und Abnahme der Kontraktilitit erreicht
werden (Abu-Taha et al., 2017; Hippe et al., 2009).

Grundsitzlich stellen die NDPKSs also in physiologischer Expression fiir viele unterschiedliche
Prozesse in der Zelle notwenige Proteine dar. So wird auch der Einfluss von NDPK-B auf das
Vorhandensein von Caveolen an der Plasmamembran diskutiert. Hier konnte ein vermindertes
Auftreten von Cavl, cin Bestandteil der Caveolen, an der Plasmamembran durch einen
Knockdown von NDPK-B in vivo bei Zebrafischen gezeigt werden. Dies bedingte auch ein

verringertes Auftreten der B-AR an der Plasmamembran (Abu-Taha et al., 2018).
1.2.6 Die Folgen kardialer Erkrankungen auf die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion

Die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion kann durch verschiedene kardiale Erkrankungen
gestort werden. Im Besonderen ist hier das Vorhofflimmern (VHF) zu nennen. Bei chronischem
VHF (cVHF) konnte ein gestorter cAMP-Gehalt aufgrund von Dysregulationen in Form einer
pathologisch gesteigerten Aktivierung des Gas-gekoppelten B-AR in den Kardiomyozyten
gezeigt werden (Voigt et al., 2012). Durch chronische Stimulation von B-AR wird eine
Desensibilisierung der Zelle gegeniiber Katecholaminen beobachtet, welche das Entstehen von
kardialer Hypertrophie, Herzinsuffizienz und Fibrose bewirken. Dieser Prozess wird auch als
katecholamin-induziertes kardiales Remodeling bezeichnet (Abu-Taha et al., 2017; Tilley &
Rockman, 2006).

Uber den Goi-gekoppelten M>R-Signalweg wurde bei cVHF eine durch die GBy-Untereinheit
vermittelte gesteigerte Aktivitdit der Ikacn Kanidle beobachtet. Dies bedingt eine
proarrhythmische Verkiirzung der Aktionspotentialdauer der Kardiomyozyten (Dobrev et al.,
2005; Voigt et al., 2014a). Die Aktivitdt der Ik ach Kanidle wird ebenfalls durch die NDPKs
gesteigert (Heidbuchel et al., 1991). Bei einer Herzinsuffizienz scheint ebenfalls ein erhohter
NDPK-Gehalt vorzuliegen, welcher allerdings iiber eine Stimulation des Gaiz-gekoppelten
Signalwegs zu einer charakteristischen Abnahme des cAMP-Gehalts und der Kontraktilitét
fihrt (Abu-Taha et al., 2017; Lutz et al., 2001).

Auch werden die von der Proteinkinase-C (PKC) gebildeten second messenger

Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) im Rahmen kardialer Erkrankungen
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diskutiert. Die Signaltransduktion erfolgt hier iber Gq-gekoppelten Rezeptoren. Das Hormon
Angiotensin II scheint bei einigen kardiovaskuldren Erkrankungen pathologisch erhdht zu sein
(Salazar et al., 2007). Es bindet den AT R, der ein Gq4-gekoppelter Rezeptor ist. Dieser wird bei
VHF ebenfalls vermehrt exprimiert. Bei cVHF konnte beobachtet werden, dass das
Angiotensin-Konversions-Enzym (ACE), welches aus Angiotensin I Angiotensin II bildet,
ebenfalls pathologisch erhoht ist. Dies zeigt zum einen profibrotische als auch
proarrhythmische Effekte, bedingt durch eine Ca?"-Dysregulation (Gassanov et al., 2006;
Goudis et al., 2012). Eine weitere Ursache fiir das Entstehen von VHF scheint eine verringerte

Deaktivierung der Ga-Untereinheit durch RGS zu sein (Opel et al., 2015).

1.3 Vorhofflimmern
1.3.1 Vorhofflimmern in der Klinik

In Deutschland stellen die Krankheiten des Kreislaufsystems mit ca. 35% fiir 2019 die
Haupttodesursache dar (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2021a). Davon betrdgt der Anteil
derer, die an Vorhofflattern und Vorhofflimmern versterben 6,3% (Statistisches Bundesamt
(Destatis), 2021b). Hier liegt das Verhiltnis von Frauen (13.368) zu Méannern (7.347) bei etwa
2:1 (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2021).

Vorhofflimmern (VHF) ist eine progressive kardiale Rhythmusstorung, die sich auf das
Vorhofmyokard bezieht. Sie ist die héufigste anhaltende Herzrhythmusstérung mit
ansteigender Privalenz und Inzidenz (Chugh et al., 2014). Das Lebenszeitrisiko belduft sich auf
ca. 33%. Die Inzidenz nimmt mit dem Alter deutlich zu, wobei Ménner etwas frither und
hiufiger betroffen sind. Die aktuelle Pravalenz wird fiir Europa mit 2-4% angegeben.
(Hindricks et al., 2021). Als wichtigste epidemiologische Risikofaktoren sind die Arterielle
Hypertonie, Adipositas, Rauchen, Diabetes mellitus und die Chronische Niereninsuffizienz zu
nennen (Virani et al., 2021). Weitere Risikofaktoren fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung
stellen die Herzinsuffizienz und das VHF selbst dar (Allessie et al., 2002).

Klinisch prisentiert sich das VHF haufig symptomarm, wobei auch Herzrasen und
Palpitationen bestehen konnen. Die durch VHF assoziierte Symptomatik sowie die
Einschrinkung der Alltagsaktivititen werden durch die EHRA-Symptomskala abgebildet
(Abbildung 7). Zu den sechs Leitsymptomen von VHF gehoren: Palpitationen, Fatigue,
Schwindel, Luftnot, Brustschmerz und Angst (Hindricks et al., 2021).
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Score Symptoms Description

1 None AF does not cause any symptoms

2a Mild Normal daily activity not affected by symptoms related to AF

2b Moderate Normal daily activity not affected by symptoms related to AF, but patient troubled by symptoms 2
3 Severe Normmal daily activity affected by symptoms related to AF <
4 Disabling Normal daily activity discontinued

Abbildung 7: EHRA-Symptomskala

Mit zunehmender Symptomschwere steigt dieser quantitativ beschreibende Score an. Abgebildet werden die
Symptomschwere sowie die Reduktion der noch mdglichen Alltagsaktivitit. Anhand dieses Scores ist es auch
mdglich, die symptomatische Behandlung von VHF auszurichten (Hindricks et al., 2021).

Hamodynamisch resultiert aus VHF ein Vorhofstillstand mit Stagnation des Blutes, welcher
eine Thrombenbildung im Vorhof begiinstigt. Diese wiederum kann, je nach Lage des
Thrombus im rechten oder linken Vorhof, zu einer embolischen Einschwemmung des
thrombotischen Materials in lebenswichtige Organe fiihren. Hier sind besonders die
Lungenembolie, der ischdmische Schlaganfall, der Mesenterialinfarkt, Infarkte von Niere und
Milz sowie der akute arterielle Verschluss der Beinarterien aufzufiihren. Ebenfalls sinkt bedingt
durch den Wegfall der Vorhofkontraktion bei Patienten mit bereits vorgeschiadigtem Myokard
das Herzminutenvolumen mit einer verminderter Herzleistung als Konsequenz (Hindricks et
al., 2021).

Rhythmologisch ist VHF den supraventrikuldren Rhythmusstérungen zuzuordnen und ist im
Elektrokardiogramm (EKG) durch fehlende p-Wellen, Flimmerwellen und unregelméfige RR-
Abstéinde (,,Arrhythmia absoluta“) charakterisiert. Ebenso kann rhythmologisch eine Einteilung
in ein typisches zumeist linksatriales und ein atypisches zumeist rechtsatriales VHF getroffen
werden (Hindricks et al., 2021).

Man unterscheidet im Wesentlichen vier verschiedene Arten von VHEF: paroxysmales,
persistierendes, langanhaltendes und permanentes VHF. Das paroxysmale VHF (pVHF) ist
tiber eine Dauer von maximal 7 Tagen charakterisiert und konvertiert in der Regel spontan
(meist bereits nach 48 Stunden) in den Sinusrhythmus zuriick. Das persistierende VHF ist iiber
eine Dauer von einer Woche bis zu einem Jahr gekennzeichnet und kann in den Sinusrhythmus
konvertiert werden. Das langanhaltende und das permanente VHF werden auch als chronisches
VHF bezeichnet (cVHF). Nur gelegentlich ldsst sich das langanhaltende VHF, welches fiir
mindestens ein Jahr besteht, in den Sinusrhythmus konvertieren. Das permanente VHF kann
dagegen nicht in den Sinusrhythmus konvertiert werden. Es ist also therapieresistent (Hindricks
etal., 2021).
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1.3.2 Molekulare Mechanismen von Vorhofflimmern

Bei VHF handelt es sich um eine supraventrikuldre Rhythmusstérung, bei welcher zwei
dominierende pathophysiologische Ursachen vermutet werden. Diese sind die ektope Aktivitit
mit spontaner Depolarisation des Vorhofmyokards und der Reentry, welcher kreisende
Erregungen darstellt. Beide resultieren aus dem pathophysiologischen Prozess des atrialen
Remodelings, welches wiederum durch elektrophysiologische und strukturelle Verdnderungen
charakterisiert ist. Diese basieren auf einem verdnderten cAMP-Gehalt und einer Ca®*-
Dysregulation. Das Remodeling ist sowohl der Ausloser als auch der Grund fiir das
Aufrechterhalten von VHF (Dobrev, 2006; Nattel et al., 2008; Wakili et al., 2011). Des
Weiteren bedingt es ein reduziertes therapeutisches Ansprechen sowie eine erhohte
Wahrscheinlichkeit fiir ein Wiederauftreten nach initial erfolgreicher Kardioversion (Hindricks

etal., 2021).
1.3.3  Atriales Aktionspotential und Ca>*-Homdostase

Bei elektrophysiologischer Betrachtung ist der Ablauf des Aktionspotentials in den
Vorhofkardiomyozyten von groBler Bedeutung. Das Ruhemembranpotential der atrialen
Kardiomyozyten liegt bei ca. —-80mV. Aufrechterhalten wird es durch das Zusammenspiel der
Na*-K*-ATPase und dem einwirts gerichteten K*-Strom des Kir (inward rectifier). Durch
einen Einstrom von Kationen iiber die gap junctions mit Uberschreiten des Schwellenpotentials
und Offnen der spannungsabhingigen Na'-Kanile kommt es zur Depolarisation der Zelle
(Bernstein & Morley, 2006). Die anschlieBende Repolarisation basiert auf einem Ausstrom von
Kalium durch die spannungsabhingigen K*-Kanéle wie den Kpr (delayed rectifier). Ausgelost
durch den Ca?"-Einstrom der spannungsabhéngigen Ca’"-Kanile wihrend der Depolarisation
Offnen sich zusdtzlich die membranstindigen Ryanodin-Rezeptor-Kanéle Typ-2 (RyR2) des
Sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Diese sind Ca?*-induzierte Ca’?*-Kanile, sodass nun
gespeichertes Ca®" aus dem SR in das Zytosol der Zelle stromt. Beides hat zur Folge, dass sich
der intrazellulire Ca?*-Gehalt erhoht. Das intrazellulire Ca®* bindet an Troponin C und
ermoglicht die Interaktion von Aktinfilament und Myosinkopf zur Kontraktion im
Querbriickenzyklus. Dieser Prozess wird auch als elektromechanische Kopplung bezeichnet.
Der beschriebene, nach intrazelluldr gerichtete, Ca%*-Strom kann fiir eine kurze Zeit den K*-
Ausstrom der Kardiomyozyten elektrisch ausgleichen. Dies bedingt die Entstehung einer fiir
Kardiomyozyten charakteristische Plateauphase im Ablauf des Aktionspotentials (Hodgkin &
Huxley, 1952). Durch den spéteren Abfall des Ca?*-Spiegels kommt es dann zur Relaxation der
Kardiomyozyten. Etwa 70% des intrazelluliren Ca®" wird durch die SR-Ca?*-ATPase 2a
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(SERCAZ2a) in das SR zuriick gepumpt und so dem Querbriickenzyklus wieder entzogen. Durch
cAMP vermittelt wird die Aktivitdt der Proteinkinase A (PKA) reguliert, welche das Protein
Phospholamban (PLB) phosphoryliert. PLB ist ein SERCA2a-Inhibitor und wird durch
Phosphorylierung inaktiviert. Die SERCA2a kann das Ca?* vermehrt zuriick in das SR pumpen.
Etwa 28% des intrazelluldren Ca?* werden gegen je drei Na™ durch den Na*-Ca?*-Austauscher
Typ-1 (NCX1) nach extrazellular gepumpt. Zu 1-2% wird das nach intrazellular gestromte Ca*
durch weitere Calcium-Transportproteine, wie die Plasmamembran-Ca?"-ATPase (PMCA) und
der Mitochondirale-Ca?*-Transporter nach extrazelluldr bzw. nach intramitochondrial beférdert
(Bers, 2000). SchlieBlich bedingt die Na*-K'-ATPase die Riickfilhrung zum
Ruhemembranpotential. Des Weiteren ist die Proteinausstattung und die Funktion der einzelnen
Proteine in den atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten verschieden. Auch sind die T-
Tubuli in der atrialen Kardiomyozyte geringer vorhanden, wobei der mitochondiale Ca**-Fluss
ausgeprigter ist. Somit unterscheidet sich also die atriale und ventrikulire Ca?*-Homdostase

(Goette et al., 2017) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zelluldrer Ca**-Fluss

Das Ca*" gelangt von extrazelluldr und aus dem SR in das Zytosol und vermittelt mit Bindung an Troponin C den
Ablauf des Querbriickenzyklusses. Durch die diastolischen Ca?*-Stréme wird der intrazelluliren Ca?"-Gehalt
reduzieren. Dies wird durch die SERCA2a, den NCX1 und die PMCA sowie auch durch mitochondriale
Transporter bewerkstelligt. Die Pfeile kennzeichnen die unterschiedliche Expression und/oder Funktion der an der
Ca?’-Homdostase beteiligten Proteine im Vergleich von atrialen (rechts) zu ventrikuldren (links) Kardiomyozyten.
CSQ, Calsequestrin Typ-2; FKPB12.6, FK506-binding protein 12.6; Ina, Na*-Kanal; Ic, 1, L-Typ Ca**-Kanal; INC,
Junctin; JPH2, Junctophilin Typ-2; MyBP-C, Myosin binding protein-C; NCX1, Na*-Ca?"-Austauscher Typ-1;
PLB, Phospholamban; RyR2, Ryanodin-Rezeptor-Kanal Typ-2; SERCA2a, SR-Ca?*-ATPase 2a; SLN, Sarcolipin;
Tnl, Troponin-I; TRD, Triadin (modifiziert nach (Goette et al., 2017)).
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1.3.4 Ca?"-Dysregulation bei VHF

In der Ca?*-Dysregulation, welche fiir die elektrophysiologischen Veridnderungen durch atriales
Remodeling verantwortliche ist, spielen lonenkanile eine maf3gebliche Rolle.
Ryanodin-Rezeptoren sind Ca?"-Kanile, welche Ca’* aus dem SR in das Zytosol der
Kardiomyozyte abgeben. Der Ryanodin-Rezeptor-Kanal Typ-1 kommt vorrangig in der
Skelettmuskulatur vor, wihrend der RyR2 eher in der Herzmuskulatur zu finden ist.
Namengebend ist das giftige Alkaloid Ryanodin der Ryania speciosa, welches die Offnung des
RyR2 bewirkt und so eine Muskelkontraktion auslésen kann. Therapeutisch spielt das
Ryanodin selbst keine Rolle. Diese RyR2 haben einen groBen Anteil an der Ca?*-Homdostase
des SRs, sowie der Zelle im Gesamten. Der schlieBlich vorliegende zytosolische Ca?*-Gehalt
wird maligeblich durch die Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 bestimmt. Auf diese nehmen
folgende Regulatorproteine Einfluss: Calsequestrin Typ-2 (CSQ2), Junctin (JNC), Junctophilin
Typ-2 (JPH2) und Triadin. CSQ?2 ist ein Ca?*-bindendes Protein, welches in den terminalen
Cisternen des SRs und als Monomer oder Dimer vorliegt. Es bindet 65 Ca?*-Ionen mit geringer
Affinitit, sodass sowohl die Bindung als auch die rasche Abgabe von Ca?" moglich ist. Durch
die CSQ-bedingte Ca’*-Bindung arbeitet die SERCA2a gegen einen geringeren
Konzentrationsgradienten an. CSQ?2 ist iiber JNC und Triadin mit dem RyR2 verbunden (Zhang
et al., 1997). So kann CSQ2 die Offenwahrscheinlichkeit von RyR2 regulieren (Gyorke et al.,
2004). Dies ist fiir die Ca?*-Freisetzung wihrend der Systole von Bedeutung (Wei et al., 2009).
Des Weiteren konnen Mutationen von CSQ2 wie auch von RyR2 Ursache von
katecholaminergen polymorphen ventrikuldren Tachykardien (CPVT) sein, welche maligne
Rhythmusstorungen auslosen (Baltogiannis et al., 2019).

Posttranslationale Modifikationen, insbesondere Phosphorylierungen, erlauben eine
Feinregulation von RyR2. Die Phosphorylierung von RyR2 erfolgt durch die PKA und die
Ca?"/Calmodulin-abhingige Proteinkinase I (CaMKII). In Abhingigkeit des cAMP-Gehalts
bewirkt die PKA eine Phosphorylierung der Phosphorylierungsstelle Ser2808 und die CaMKII
eine  Phosphorylierung von Ser2814 (Marx et al., 2000). Dies erhoht die
Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 und bedingt dadurch spontane Ca?*-Freisetzungen des SRs
(Vest et al., 2005). Dies kann auch als Ca®*-Leck bezeichnet werden kann (Dobrev & Nattel,
2008; Marx et al., 2000; Wehrens et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass eine Applikation
von CaMKII-Inhibitoren zu einer Reduktion des Ca%*-Lecks, wihrend die PKA-Inhibitoren zu
keiner nachweisbaren Reduktion fiihrten. Die CaMKII-vermittelte Ser2814-Phosphorylierung
an RyR2 scheint somit bei VHF eine grofere Bedeutung zu haben. Diese wird vor allem bei

Patienten mit cVHF beobachtet und als eine Hauptursache von spontaneous SR Ca’*-release
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events (SCaEs) angesehen (Voigt et al., 2012). Des Weiteren konnte eine intrinsische RyR2-
Dysfunktion, ausgelést durch eine Ca?’-Uberladung des SRs, bei Patienten mit pVHF
beobachtet werden. Diese intrinsische Dysfunktion beruht auf einer erhohten Proteinexpression
und einer gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 (Voigt et al., 2014Db).

AuBerdem ist neben einer intrinsischen RyR2-Dysfunktion und Phosphorylierung als Ursache
der Ca*"-Dysregulation der Einfluss der SERCA2a anzufiihren. Bei Patienten mit cVHF konnte
eine reduzierte Funktion der SERCA2a nachgewiesen werden. Daraus resultiert eine
kompensatorisch erhohte Funktion des NCX1 mit vermehrt elektrogenem Transport von Na™.
Die resultierende Potentialinderung stellt eine proarrhythmische Ursache mit Entstehung von
spaten Nachdepolarisationen (DADs) und getriggerten Aktionspotentialen dar (Dobrev et al.,
2011; Voigt et al., 2012). Hingegen zeigen Patienten mit pVHF eine erhohte (Voigt et al.,
2014b) und Patienten nach Operation am offenen Herzen und bestehendem VHF (post-
operatives VHF, poVHF) cine tendenziell erhohte Funktion von SERCA2a (Voigt et al.,
2014b). Die SERCA2a wird durch Sarcolipin und PLB, welche endogene Inhibitoren
darstellen, reguliert. Durch Phosphorylierung von PLB an der Phosphorylierungsstelle Serl16
durch die PKA und an Thr17 durch die CaMKII wird dieses inaktiviert, sodass eine enthemmte
Funktion der SERCA2a resultiert und diese mehr Ca?* in das SR pumpt (Brixius et al., 2003;
Simmerman & Jones, 1998). Mit nachfolgender Zunahme des sarkoplasmatischen Ca?*-Gehalts
erhoht sich ebenfalls der Ca?*-Leckstrom der RyR2 mit begiinstigtem Auftreten von DADs.
AuBerdem scheint eine Hyperphosphorylierung von PLB auch durch eine verminderte Aktivitit
der sarkoplasmatischen Protein-Phosphatase 1 (PP1) bedingt zu sein. Auch dies trdgt zur

Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF bei (EI-Armouche et al., 2006).
1.3.5 Regulierung von cAMP bei VHF

Der second messenger zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) scheint eine zentrale Rolle
in der Entstehung und Aufrechterhaltung von VHF einzunehmen. Durch die cAMP-abhéngige
Aktivierung der Proteinkinasen wird Einfluss auf die Ca?*"-Homdostase der Zelle sowie deren
Dysregulation genommen. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit cVHF einen erhohten
cAMP-Gehalt in den atrialen Kardiomyozyten aufweisen. Aus einem gesteigerten cAMP-
Gehalt resultiert direkt eine allosterische Aktivierung der PKA. Auferdem erfolgt eine indirekte
durch das exchange protein directly activated by cAMP 2 (Epac2) vermittelte Aktivierung der
CaMKII, nach Bindung von zwei Ca’*-Ionen (Pereira et al., 2013), mit der Folge eines
proarrhythmischen SR-Ca?*-Lecks (Voigt et al., 2012). Die Griinde fiir einen erhohten cAMP-

Gehalt in den atrialen Kardiomyozyten kénnen zum einen durch eine gesteigerte Synthese und
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zum anderen durch einen verminderten Abbau erklédrt werden. Die Synthese von cAMP erfolgt
durch die membranstindige AC, welche durch G-Proteine reguliert wird. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass im Vergleich von Patienten mit normalem Sinusrhythmus und VHF
sowohl die basale als auch die unter Stimulation mit [soprenalin gemessene Aktivitit der AC
unverandert war (Schotten et al., 2002). Eine erhohte Aktivitdt der AC ldsst sich aber auch
durch eine gesteigerte Aktivierung des G-Protein-Signalweges erkldren. Hierfiir kann sowohl
eine vermehrte Ligandenbindung an den GPCRs als auch eine rezeptorunabhéngige
Aktivierung des G-Protein-Signalwegs durch die NDPKs verantwortlich sein (Cuello et al.,
2003; Hippe et al., 2003).

Fiir einen verminderten Abbau von cAMP ist vor allem eine verminderte Aktivitit der
Phosphodiesterasen (PDEs) verantwortlich. Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse von
cAMP zu 5'-AMP. Es sind derzeit fiinf kardiale Isoformen bekannt (PDE 1-4 und PDE 8). Bei
Nagern erfiillen PDE 3 und PDE 4 den grofiten Anteil der cAMP-Umsetzung (Rochais et al.,
2006). Bei Patienten mit cVHF ist die Aktivitit der PDE 4 gemindert. Eine gleichzeitige
Hemmung der PDE 4 wihrend einer Stimulation des B-ARs hat eine proarrhythmische Wirkung
auf humanes Vorhofgewebe zur Folge (Molina et al., 2012).

Also konnen sowohl die vermehrte Bildung als auch der reduzierte Abbau von cAMP bei VHF

relevant sein.
1.3.6 Ektope Aktivitét

Die ektope Aktivitdt stellt lokalisierte elektrische Entladungen dar, welche gehduft im
Einmiindungsbereich der Pulmonalvenen in den linken Vorhof auftreten. Dies geschieht
unabhingig von der physiologisch regelméBigen Aktivierung der atrialen Kardiomyozyten
durch den Sinusknoten. Thr Entstehen ist fiir das Auftreten und Aufrechterhalten von VHF von
Bedeutung (Wakili et al., 2011). Als Ursache werden folgende Mechanismen postuliert: Ein
verdnderter cAMP-Gehalt in den atrialen Kardiomyozyten, eine Dysregulation der Ca?*-
Homdostase sowie die chronische sympathische Uberaktivierung des autonomen
Nervensystems (Chen et al., 2014; Dobrev & Wehrens, 2017; Voigt et al., 2012).

Die ektope Aktivitdt tritt auf zellulirer Ebene in Form von Nachdepolarisationen und
getriggerten Aktionspotentialen in Erscheinung. Dabei werden frithe Nachdepolarisationen
(early afterdepolarisations, EADs) mit Auftreten vor Ende der vollstindigen Repolarisation,
von den DADs unterschieden. Diese DADs sind fiir den Pathomechanismus der ektopen
Aktivitdt im Vorhofmyokard bedeutsamer. Sie stellen mit dem moglichen Auslésen von

getriggerten Aktionspotentialen eine Depolarisation der atrialen Kardiomyozyten nach
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vollstandiger Repolarisation in der Diastole dar. Im Folgenden konnen die umliegenden
Myokardzellen erregt werden, wenn sie nicht mehr refraktidr sind. Es entsteht eine
Erregungsfront, welche zur Authebung von Sinusrhythmus und VHF fiihren kann (Heijman et
al., 2014; Nattel et al., 2008; Wakili et al., 2011).

Im Weiteren ist bei Vorschédigung des Vorhofs die Entstehung von kreisenden Erregungen um
ein arrhythmogenes Substrat, ausgelost durch eine ektope Aktivitit, eine Episode von VHF

moglich (Wakili et al., 2011).
1.3.7 Reentry

Ein Reentry entsteht auf Grundlage von -elektrophysiologischen und strukturellen
Verdnderungen. Er stellt das Wiedereintreten der Erregungsfront {iber dem Vorhofmyokard in
das unter physiologischen Bedingungen eigentlich refraktire umliegende Myokard dar. Durch
das Vorliegen einer verdnderten Repolarisation, verdnderten Ausbreitungsverhdltnissen und
den funktionellen oder anatomischen Hindernissen kann eine sich selbst unterhaltende
kreisende Erregung entstehen, welche auf einer Kreisbahn kontinuierlich zirkuliert. Die
elektrophysiologischen Verdnderungen der atrialen Kardiomyozyten sind durch eine verédnderte
Funktion von lonenkandlen charakterisiert. Diese bedingt vorrangig eine verkiirzte
Aktionspotentialdauer als auch eine damit verkiirzte effektive Refraktirperiode. Dies bewirkt
eine gesteigerte Heterogenitét der Repolarisation der atrialen Kardiomyozyten und ermoglicht
eine zeitlich asynchrone Weitergabe der Erregung von Zelle zu Zelle (Van Wagoner et al.,
1999).

Unter strukturellen Verdnderungen des Vorhofs werden atriale Fibrose, gestorte Zell-Zell-
Kontakte, Vorhothypertrophie und Vorhofdilatation verstanden, welche auf Entziindungen,
Apoptosen und die hohe Frequenz bei VHF selbst zuriickzufiihren sind. Sie bedingen eine
verlangsamte Leitungsgeschwindigkeit und stellen so elektrophysiologische Hindernisse fiir
die Erregungsausbreitung iiber den Vorhofen dar (Nattel, 2017). Im Kontext der
Ursachenforschung von VHF ist die erwéhnte atriale Fibrose von grolem Interesse. Hier zeigt
sich die grole Komplexitit der Vorhofschiddigung durch entsprechende kardiovaskuldre und
metabolische Erkrankungen. Es wird beispielsweise zwischen reactive (intestinal) fibrosis und
replacement  (reparative) fibrosis unterschieden, wobei Letztere ein  groBeres
elektrophysiologisches Hindernis darstellt (Nattel, 2017). In der Entstehung von atrialer Fibrose
spielt das bereits thematisierte Angiotensin II eine grofle Rolle. Hier konnen sich neue

therapeutischen Ansétze ergeben (Nattel, 2017).

26



Einleitung

Durch genetische Pradisposition, kardiovaskuldre und metabolische Erkrankungen kénnen im
Vorhofmyokard auch lokalisierte Bereiche verkiirzter Refraktirperiode und verlangsamter
Leitungsgeschwindigkeit existieren, welche zur Ausbildung eines arrhythmogenen Substrates
fiihren konnen. Diese funktionellen Hindernisse werden durch anatomische Hindernisse
erginzt und spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung von kreisenden Erregungen (Dobrev,

2006; Nattel et al., 2008; Wakili et al., 2011).
1.3.8 NDPKs und VHF

Im Kontext der bisherigen Erkenntnisse {iber die Pathophysiologie von VHF zeigen sich fiir die
NDPKs mogliche Einfliisse auf den cAMP-Gehalt und die Ca?>*-Homdoostase. Zum einen konnte
bei cVHF ein erhohter cAMP-Gehalt mit erhdhtem SR-Ca?*-Leck nachgewiesen werden (Voigt
et al., 2012). Andererseits konnte unsere Arbeitsgruppe auch eine erhohte NDPK-Expression
bei ¢cVHF aufzeigen. Bestitigend zeigte sich in einem VHF-simulierenden Modell mit
elektrischer Stimulation von Hundekardiomyozyten eine erhohte NDPK-Expression und ein
erhdhter cAMP-Gehalt. Auch unter adenoviraler Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C
konnte ein erhdhter cAMP-Gehalt aufgezeigt werden (Abu-Taha et al., 2018; Schaefer et al.,
2017). Des Weiteren konnte unter dem Einfluss erhohter und erniedrigter NDPK-Expression
eine verstirkte bzw. abgeschwichte Kontraktion der Kardiomyozyte beobachtet werden (Abu-
Taha et al., 2017).

Bezogen auf die molekularen Mechanismen der Ca?"-Dysregulation werden durch eine
verinderte = NDPK-Expression auch eine  verdnderte  Proteinexpression  und
Proteinphosphorylierung der SR Proteine beobachtet (Voigt et al., 2012). Die konkreten
Mechanismen der Ca?"-Dysregulation sind hier unvollstéindig verstanden. Sie bedingen aber
ein erhohtes diastolischen SR-Ca’*-Leck, SCaEs und DADs sowie getriggerte
Aktionspotentiale und so ein Entstehen von ektoper Aktivitit. Eine sich daraus ableitende

proarrhythmische Wirkung erhhter NDPK-Expression muss weiter aufgeklirt werden.
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1.4  Ziel dieser Arbeit

Im Themenkomplex der molekularen Mechanismen von VHF scheint den NDPKs eine
einflussreiche Bedeutung zuzukommen. Nicht nur ihr Einfluss auf den cAMP-Gehalt selbst,
sondern auch die dadurch bedingt verinderte Proteinexpression mit Beeinflussung der Ca?*-
Homoostase der Zelle, scheinen von zentraler Bedeutung in der pathophysiologischen
Betrachtung von VHF zu sein. Auch konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden,
dass Vorhofgewebe von Patienten mit cVHF eine erhohte NDPK-B- und NDPK-C-Expression
aufweist (Abu-Taha et al., 2018).

Diese Arbeit hat zum Ziel, die mechanistische Untersuchung einer proarrhythmischen Wirkung
von NDPKSs und der Entstehung von SCaEs, DADs sowie getriggerten Aktionspotentialen zu
erginzen. Hier soll besonders die Ca?'-Dysregulation der atrialen Kardiomyozyten im
Vordergrund stehen. Auch kann Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit einer erhohten
Probenanzahl nachgegangen werden. Der Einfluss der unphysiologischen Uberexpression von
NDPK-B und NDPK-C auf die Proteine des SRs soll so verifiziert werden. Hierzu wird zur
Klarung der Fragestellungen die gut etablierte murine HL-1 Vorhofzelllinie genutzt. Die
Herunterregulierung von NDPK-B in HL-1 Zellen soll Aufschliisse iiber die Regulation der
Expression und Phosphorylierung bestimmter Proteine durch NDPK-B liefern.

Bezogen auf die Proteinexpression und Proteintranskription werden die charakteristische
Verianderung von RyR2, CSQ2, SERCA2a und PLB untersucht. Besonderes Augenmerk richtet
sich auch auf die Phosphorylierungen von RyR2 und PLB, welche bereits als eine Ursache einer
VergroBerung des SR-Ca?*-Lecks und Auftreten von SCaEs mit Entstehung von DADs bei
pVHF postuliert wurden (Dobrev et al., 2011; Voigt et al., 2014b). Zur Klérung der
grundlegenden Annahme der Bedeutung von NDPKs auf den cAMP-Gehalt wird in den
jeweiligen Versuchsansétzen der cAMP-Gehalt zur jeweiligen Kontrolle verglichen. Insgesamt
sollen die Ergebnisse die Bedeutung der NDPKs fiir proarrhythmische Verdnderungen der SR

Proteine und fiir die Ca>*-Dysregulation atrialer Kardiomyozyten aufkléren.
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Abbildung 9: Mogliche Folgen einer verinderten NDPK-Konzentration auf den cAMP-Gehalt und die Ca?*-
Homdostase in atrialen Kardiomyozyten

Zu kldren ist der Einfluss von erhohter NDPK-B- und NDPK-C-Konzentration sowie erniedrigter NDPK-B-
Konzentration auf die G-Proteingekoppelte Signaltransduktion mit folgend verdandertem cAMP-Gehalt der HL-1-
Zelle. Dadurch kann es zu Verdnderungen der Phosphorylierung von PLB und RyR2 kommen. Des Weiteren wird
die Proteinexpression der SR Proteine bestimmt.

PM, Plasmamembran; SR, Sarkoplasmatisches Retikulum; ?, fragliche Einfliisse verdnderter NDPK-
Konzentration
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Tabelle 2: Chemikalien

Substanzen Firma
Acrylamid Carl Roth
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Carl Roth
Aqua dest. Braun
Bromphenolblau Carl Roth
Cisiumchlorid (CsClz) Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Balanced Salt Solution (PBS) Invitrogen
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), high Invitrogen
glucose

Eisessig Carl Roth
Ethanol Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) Serva

Fetales Kdlberserum (FKS) Invitrogen

Gelatine

Glucose

Glycerol

Glycin

Isopropanol

L-Glutamin

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Penicillin/Streptomycin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatase Inhibitor Cocktail (PhosStop)

Polysorbat 20 (Tween 20)
Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail (Complete Mini)

Roti-Block

Salzsdure (rauchend, 37%)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris Ultrapure

Triton X-100

Trypsin

Tabelle 3: Nihrmedien fiir die Zellkultur

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
RPE
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Invitrogen
Fluka

Roche
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Roche

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
AppliChem
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Néahrmedium

Zusammensetzung

Claycomb-Komplettmedium (HL-1 Zellen)

Claycomb Medium
FKS 10% / 2%
L-Glutamin 0,002 M
Penicillin 100 U/ml
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Streptomycin 0,1 mg/ml

DMEM-Komplettmedium (HEK-293 Zellen)

Tabelle 4: Puffer und Losungen

DMEM, high glucose
FKS 10%

L-Glutamin 0,002 M
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 0,1 mg/ml
Pyruvat

Lysepuffer

Zusammensetzung

TE-Puffer

Tris 0,01 M, pH 7,4
NaCl 0,150 M

EDTA 0,001 M
PhosStop 1:10
Complete Mini 1:10
PMSF 1:1000

Triton X-100 1% (v/v)

Puffer fir Western Blott

Zusammensetzung

Trenngelpuffer

Aqua dest.
Acrylamid 30%
Tris 1,5 M, pH 8,8
SDS 10%

APS 10%
TEMED

Sammelgelpuffer

Aqua dest.
Acrylamid 30%
Tris 1 M, pH 6,8
SDS 10%

APS 10%
TEMED

6 x Laemmli

Tris 0,06 M, pH 6,8
SDS 12%

DTT 0,6 M

Glycerol 60%
Bromphenolblau 0,06%

Elektrophoresepuffer

Tris 0,025 M

Glycin 0,192 M

SDS 0,1%

ad. 1000ml Aqua dest.

Blotpufter

Tris 25 mM

Glycin 0,19 M
Methanol 20%

ad. 1000ml Aqua dest.

TBST-Puffer (pH 7,4)

Tris 0,01 M

NaCl 0,15 M

Tween 20 0,2%

ad. 1000ml Aqua dest.

Ponceau S

Ponceau S 0,2%
Eisessig 5%

Blockpuffer

TBST-Puffer
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Roti-Block 1:10

10 x VSB-Puffer (virus standard buffer) Tris 0,1 M, pH 7,4
KC10,05 M
NaCl 1,37 M

CsClz heavy Stock CsCh 21,1g
ad. 50ml 1 x VSB-Puffer
42,2% (w/w)

CsClz light Stock CsCl2 11,02¢g
ad. 50ml 1 x VSB-Puffer
22,4% (W/w)

Tabelle 5: Proteinmarker

Proteinmarker Firma
HiMark Pre-Stained Protein Standard Gibco/Invitrogen
Precison Plus Protein Dual Xtra Standard Bio-Rad

Tabelle 6: Primiirantikorper

Primérantikrper Verdiinnung fiir Firma Spezies
Western Blot

Anti-Flag 1:5000 Sigma-Aldrich Mouse
CSQ 1:2500 Thermo Scientific Rabbit
GAPDH 1:20000 HyTest Mouse
NDPK-B 1:10000 Eurogentic Rabbit
NDPK-B 1:1000 Origene Mouse
NDPK-B 1:5000 Prof. Postel* Rabbit
NDPK-C 1:10000 Eurogentic Rabbit
NDPK-C 1:1000 Prof. Lascu* Rabbit
PLB-Total 1:1000 Abcam Mouse
PLB-Serl6 1:1000 Abcam Rabbit
PLB-Ser17 1:1000 Badrilla Rabbit
RyR2-Total 1:1000 Thermo Scientific Mouse
RyR2-Ser2808 1:2000 Prof. Wehrens* Rabbit
RyR2-Ser2814 1:1000 Prof. Wehrens* Rabbit
SERCA2a 1:1000 Santa Cruz Goat

* Diese Antikorper wurden freundlicherweise von den genannten Professoren zur Verfligung gestellt.

Tabelle 7: Sekundirantikorper

Sekundirantikérper Verdiinnung fiir Firma
Western Blot

IRDye 680RD Donkey anti-Goat IgG 1:10000 Li-cor Biosciences
IRDye 680RD Goat anti-Mouse [gG 1:10000 Li-cor Biosciences
IRDye 680RD Goat anti-Rabbit IgG 1:10000 Li-cor Biosciences
IRDye 800CW Donkey anti-Goat IgG 1:10000 Li-cor Biosciences
IRDye 800CW Goat anti-Mouse IgG 1:10000 Li-cor Biosciences
IRDye 800CW Goat anti-Rabbit 1gG 1:10000 Li-cor Biosciences
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Tabelle 8: Fertigkits

Kit Firma
Cyclic AMP Competitive ELISA Kit Invitrogen
GoTaq® Probe qPCR Master Mix Promega
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
Pierce Protein BCA Assay Kit Thermo Scientific
My Budget RNA mini Kit Qiagen
RNase free DNase Set Qiagen

Tabelle 9: Geriite
Gerite Firma
COz-Inkubator Thermo Scientific
Feinwaage Santorius
Fluoreszenzmikroskop Nikon

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Gradientenmixer

Kiihlschrank (+4°C)

LifeTouch Thermal Cycler
Magnetriihrer

Microplate Reader Infinite M200 Pro
Mikroskopiekamera

Mini PROTEAN Tetra Cell
Vertikale Elektrophoreseapparatur
Mixer

Odyssey CLx Imaging System
Pallet Pestle

PicoReal 96 Real-Time PCR System (Thermocycler)

Pipetten

Pipettierhilfe (Pipetus)

Power PAC HC High-Current Power Supply
Schiittler

Sterilbank SAFE 2020
Thermomixer

Trans-Blot Turbo Blotting System
Uberkopfschiittler

Ultrazentrifuge

Ultra-Turrax

Warmeschrank

Wasserbad

Zentrifuge

Tabelle 10: Software

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Carl Roth
Liebherr

Biozym

NeoLab

Tecan
Imagingsource
Bio-Rad

Bio-Rad
Scientific Ind.
Li-cor Biosciences
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Eppendorf
Hirschmann
Bio-Rad

NeoLab

Thermo Scientific
Eppendorf
Bio-Rad

NeoLab
Beckmann Coulter
IKA-Werke
Memmert

Julabo

Thermo Scientific

Software Firma

Graph Pad Prism Version 9 GraphPad Software
Endnote X9 Clarivate Analytics
i-control-Microplate Reader Software Tecan

IC Capture Imagingsource

Image J National Institute of Health

Image Studio

Li-cor Bioscience
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Magellan Software Tecan

PicoReal Software 2.2 Thermo Scientific
Smart Servier Medical Art Servier

Windows 7 Excel Microsoft Corporation
Windows 7 Power Point Microsoft Corporation
Windows 7 Word Microsoft Corporation

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur und Probengewinnung
2.2.1.1 HL-1 Zellen

HL-1 Zellen sind immortalisierte atriale Kardiomyozyten der Maus. Sie entstammen der
Zellreihe der AT-1 Zellen, welche aus einem atrialen Tumor eines Miuseherzens gewonnen
werden konnten (Lanson et al., 1992). Auch weisen die HL-1 Zellen ein mit adulten murinen
Kardiomyozyten tibereinstimmendes Genom auf. Sie sind weiterhin in der Lage sich zu teilen.
Es handelt sich um adherente Zellen, welche auch kontrahieren konnen (Claycomb et al., 1998).
In den nachfolgend durchgefiihrten Experimenten wurde stets darauf geachtet, dass die

miteinander verglichenen Versuchsansitze aus der gleichen Zellpassage stammen.
2.2.1.2 Durchfithrung der Zellkultur

Die Zellkultur der HL-1 Zellen wurde mit Passage 92 begonnen. Der Ablauf richtet sich nach
den Angaben der Firma Sigma-Aldrich. Wesentlicher Bestandteil des Nédhrmediums ist das
Claycomb-Medium. Wie vorgegeben werden dem Claycomb-Medium zusitzlich fetales
Kilberserum (FKS, 10%), Penicillin (100U/ml), Streptomycin (0,1mg/ml), Norepinephrin
(0,1mM), L-Ascorbinsdure und L-Glutamin (200mM) hinzugesetzt. Das Wachstum der HL-1
Zellen ist auf dem Boden einer mit 10ml 0,02% Gelantine beschichteten T75-Flasche moglich.
Zusitzlich werden die Zellen bei 37°C mit 5% COz bedampft. Nach einigen Tagen im
Inkubator, mit einem Nédhrmediumswechsel nach 2 Tagen, wurden das Medium abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Da es sich um adherente Zellen handelt, kann mit Trypsin ein
Ablosen der Zellen von der Oberfliche erreicht werden. Durch die Zugabe von bovinem
Kélberserum wird das Trypsin wiederum inaktiviert. Durch 5-miniitige Zentrifugation bei 1500
Umdrehungen pro Minute (rpm) der entstandenen Zellsuspension kénnen das bovine
Kélberserum und das Trypsin von der Zellmasse getrennt werden. Die Zellen sind hier
weiterhin vital. Durch Zugabe des HL-1 Nidhrmediums kann wieder eine Zellsuspension

erreicht werden, welche auf die bereits ebenfalls mit 2,5ml 0,02% Gelantine beschichteten 6-
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well-plates gegeben wird. Auf diese Weise entstehen jetzt im wiederholten Verfahren mehrere
Zellproben, welche im weiteren Verlauf mit den unterschiedlichen Viren infiziert werden
konnen, nachdem auch hier die Zellen adhirent auf dem Boden der 6-well-plate wachsen. Die
Dichte der Zellbesiedlung sowie die Vitalitidt der HL-1 Zellen konnte durch Mikroskopie mit
einer Neubauer-Zahlkammer validiert werden. Pro einzelnes Well betrug die Zellzahl ca. 1,5 x
10%. Auch die 6-well-plates wurden ebenfalls mit Nahrmediumwechsel unter gleichen
Bedingungen inkubiert. Nach zusitzlicher Behandlung der Zellen, einer Infektion mit
Adenoviren, und anschlieender erneuter Inkubationszeit kann eine Fixierung der Zellen in
ithrem momentanen Zustand nach Waschen mit PBS durch fliissigen Stickstoff erreicht werden.

Im Anschluss erfolgt die Lyse zur endgiiltigen Gewinnung der Proben.
2.2.1.3 Gewinnung der Zelllysate

Zur Lyse der behandelten Zellen, welche durch fliissigen Stickstoff in ihrem aktuellen Zustand
fixiert wurden, musste der TE-Puffer hergestellt werden. Er besteht aus 10mM Tris mit pH 7,4,
150mM NaCl, ImM EDTA. Der fertige Lysepuffer wurde dann durch 9ml TE-Puffer mit 1ml
10% Triton-Losung sowie PhosStop, Complete Mini und 100ul PMSF hergestellt. Dieser wird
auf die gefrorenen Zellen gegeben, welche zusétzlich mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden
der 6-well-plates vollstandig geldst werden konnten. In jedes Well wurden 800ul Lyse-Puffer
gegeben. Im Anschluss wurde die Zellsuspension der einzelnen Wells in die beschrifteten
Eppendorf Tube transferiert. Zur besseren Lyse der Zellen wurden alle Zellsuspensionen auf
Eis fiir eine Stunde jede zehn Minuten gemischt. Durch anschlieBende Zentrifugation bei 4°C
und 10000g fiir 10min kommt es zur Trennung der Zellbestandteile am Boden und der
wissrigen Phase dariiber. Die wiéssrige Phase, welche die intrazelluldren Proteine der Zelle
enthélt, kann schlieBlich in ein neues Eppendorf Tube iiberfithrt werden. Damit wurde die

eigentliche Probe der vorbehandelten Zellen und ihrer Kontrollen gewonnen.
2.2.2  Die Adenoviren

Die fiir diese Arbeit genutzen Adenoviren zeigen als Gemeinsamkeit die Bildung des enhanced
green fluorescent proteins (EGFP) auf. Nach entsprechender Synthese in den infizierten Zellen
wird EGFP durch Blaulicht angeregt und unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Dies
stellt sowohl die Kontrolle iiber die erfolgreiche Infektion der HL-1-Zellen als auch eine
Maoglichkeit zur Beurteilung der Infektionsstérke dar. Des Weiteren spiegelt sich so der Einfluss
der Vireninfektion selbst nicht in den Ergebnissen wider. So konnen die Ad-EGFP-Proben als

Kontrolle fiir die weiteren Virenproben dienen. Ad-NDPK-B und Ad-flag-NDPK-C wiederum
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fiihren zu einer Uberexpression von NDPK-B bzw. NDPK-C. Das Ad-flag-NDPK-C Virus
weist als Besonderheit ein an NDPK-C gebundenes flag-fag auf, welches bei der
Proteinbestimmung den spezifischen Nachweis der Flag-Domaine erlaubt und so NDPK-C
detektiert wird. Die Bildung von EGFP, NDPK-B und NDPK-C wird durch die Einschleusung
der fiir diese Proteine codierende humane komplementidr DNS (cDNA) bewerkstelligt.

Ad-sh-NDPK-B induziert sowohl die Bildung von EGFP als auch die Bildung einer small
hairpin RNA (shRNA). Die shRNA weist eine namensgebende Haarnadelstruktur auf und ist
fiir die NDPK-B-codierende mRNA spezifisch. Durch RNA-Interferenz gelingt das
Herunterregulieren der NDPK-B-Expression. Die shRNA wird iiber das Drosha- (im Zellkern)
und Dicer-Enzym (im Zytoplasma) weiterverarbeitet und gelangt auf den RNA-induzierten
Silencing-Komplex (RISC). Es kommt zur Interaktion mit der komplementdren NDPK-B-

mRNA und im Weiteren zur Stilllegung dieses komplementiren Gens.
2.2.2.1 Amplifikation der Adenoviren

Die Amplifikation der rekombinanten Adenoviren wird nach He et al., 1998 und Luo et al.,
2007 durchgefiihrt. Es erfolgte eine getrennte Synthese der einzelnen Adenoviren. Hierfiir
werden die humanen HEK293-Zellen (Human Embryonic Kidney) genutzt. Sie sind adhaerente
Zellen und zeichnen sich durch einen hohe Proliferationsrate aus. Sie werden auf 30
Petrischalen a 15cm ausgesit. Es wird das Zellmedium DMEM-Komplettmedium verwendet.
Die Infektion mit den Adenoviren erfolgt nach Erreichen einer Zelldichte von 80-90%. Nach
drei bis fiinf Tagen kann der durch die Virusinfektion bedingte zytopathische Effekt mit Verlust
der Adhaerenz auf die HEK293-Zellen beobachtet werden. Die Adenoviren haben die Zellen
infiziert und werden von den Zellen im Zytosol gebildet. Darauffolgend werden die HEK293-
Zellen durch Resuspension abgeldst und in Eppendorf Tubes bei 360g fiir 5 min zentrifugiert.
Wihrend der Uberstand verworfen wird, werden die Pallets mit je 3ml PBS versetzt und dann
bei -20°C gelagert oder direkt weiterverwendet. Im darauffolgenden Schritt werden die
HEK?293-Zellen lysiert, damit moglichst alle Viren aus dem Zytosol der Zelle heraus gelangen.
Hierzu wird die Zellsuspension dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und wieder
aufgetaut. Durch erneute Zentrifugation bei nun 2500g tiber Smin kann der virusenthaltende
Uberstand in ein weiteres Eppendorf Tube pipettiert werden. Fiir die Gewinnung der reinen
Adenoviren muss eine CsCl>-Gradienten-Zentrifugation durchgefiihrt werden. Dazu werden
4,5ml des virusenthaltenen Uberstandes mit 4ml Light-Stock und 4,5ml Heavy-Stock in ein
Ultra Clear Rohrchen pipettiert und in der Ultrazentrifuge bei 12°C und 100000g fiir die Dauer

von 4h zentrifugiert. Die Zentrifugation bewirkt ein Auftrennen der in der Zellsuspension
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enthaltenen Makromolekiile gemdf ihrer Schwebedichte in der CsCl>-Losung. Die Adenoviren
verweilen somit in ihrer isopyknischen Zone und sind wie auch die leeren Viruskapside, welche
eine andere Schwebedichte aufweisen, durch das Ultra Cleare Rohrchen zu erkennen
(Abbildung 10). Mit einer 1ml Spritze und feiner Kaniile ist es moglich, die Adenoviren durch
die Wand des Ultra Cleare Rohrchen zu entnehmen. Es folgt die Aufbereitung der Adenoviren
durch eine Dialyse gegen den VSB-Puffer bei 4°C iiber 12-20h mit dreimaligem Wechseln des
Puffers. Hierdurch ist es moglich das restliche CsClz zu entfernen. Die anschlieBende Lagerung
der Adenovirensuspension erfolgt in VSB/Glycerol-Einfriermedium bei -20°C (He et al., 1998;
Luo et al., 2007).

Leere Viruskapside

Adenoviren

Abbildung 10: Amplifikation der Adenoviren

Nach CsCl,-Gradienten-Zentrifugation zeigen sich die cDNA- bzw. shRNA-enthaltenen Adenoviren in einer
hellen Bande, welche gut zu der Bande der leeren Viruskapside abzugrenzen ist. Diese wiederum enthalten keine
genetischen Informationen.

2.2.2.2 Validierung der Infektionseffektivitit

Im Verfahren der Infektion der HL-1 Zellen mit den rekombinant hergestellten Adenoviren
wird eine unterschiedlich Kontagiositdt der einzelnen Viren festgestellt. Alle Viren enthalten
zusétzlich die cDNA, welche fiir EGFP codiert. Nach Infektion der Zellen bilden diese das
EGFP vermehrt, welches dann die Zellen unter Blaulicht durch ein Fluoreszenzmikroskop griin

fluoreszierend erscheinen ldsst. Folglich miissen die zugegebenen Virusmengen zur
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Vergleichbarkeit der Ergebnisse ein nahezu identisches Fluoreszenzsignal erzielen. Dies erfolgt
durch visuelle Auswertung geméll der Menge an EGFP-Expression.

Die multiplicity of infection (MOI) gibt das Verhéltnis von infizierenden Einheiten zu den zu
infizierenden Einheiten an. Sie ist der Quotient aus Anzahl von Viruspartikel zu der Anzahl der
Zellen in einem Well. Die MOI fiir die HEK293-Zellen betragt 1. Fiir die Infektion einer Zelle,
wird also ein Virus bendtigt. Fiir die Bestimmung der benétigten Virusmengen wird nach 24h
bei unterschiedlichen Virusmengen von 0,0001pl bis 20ul pro Well die niedrigste Virusmenge
bestimmt, bei welcher nahezu 100% der Zellen infiziert sind. Dies wird in einem 12-well-plate
mit HEK293-Zellen (ca. 1 x 10 Zellen pro Well), die mit einer Dichte von 80-90% vorliegen,
durchgefiihrt (Abbildung 10). Hier kann die plaque forming unit (PFU) als Verhiltnis aus
Viruseinheit pro Volumeneinheit ermittelt werden. Da bei der Infektion von HL-1 Zellen eine
MOI von 150 benétig wird (Fechner et al., 2007), ergeben sich fiir die verschiedenen

amplifizierten Viren die genutzten Virusmengen (Tabelle 11).

ecl;
Slele

Abbildung 11: Pipettierschema zur Bestimmung der benétigten Virusmengen in HEK293-Zellen

2.2.2.3 Infektion der HL-1 Zellen mit den amplifizierten Adenoviren

Die auf 6-well-Plates ausgesidten HL-1 Zellen werden mit dem bereits beschriebenen
Néhrmedium fiir 48h bei 37°C unter kontinuierlicher 5%-CO>-Bedampfung inkubiert. Nach
mikroskopischer Kontrolle des Wachstums iiber das gesamte Well werden die Zellen mit den
Adenoviren infiziert. Hierzu werden die aliquotierten Viren aufgetaut und zunéchst in dem HL-

1 Zellndhrmedium gelost. Es ergeben sich nach Validierung der Infektionseffektivitdt und
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mehreren Kontrolldurchldufen die Virusmengen, welche fiir die Infektion der HL-1 Zelle
genutzt werden (Tabelle 11).

Tabelle 11: Benétigte Virusmenge fiir die jeweiligen Versuchsansétze

Virus Virusmenge pro 2ml  Inkubationsdauer FKS-Zugabe
Ad-EGFP 0,5ul 48h 10% bzw. 2%
Ad-NDPK-B 50ul 48h 10%
Ad-Flag-NDPK-C lul 48h 10%
Ad-sh-NDPK-B lul 48h 2%

Zeitgleich wird das Nahrmedium der Zellen gewechselt. Die Viren werden in 2ml Ndhrmedium
pro Well und nach festem Pipettierschema gegeben (Abbildung 12). Im Folgenden werden die
nun infizierten Zellen 48h bei 37°C unter kontinuierlicher 5%-CO2-Bedampfung inkubiert.
Durch Fluoreszenzmikroskopie kann die Infektionsrate von infizierten Zellen im Vergleich zu
nicht infizierten Zellen abgeschitzt werden. Hier ist das Ziel eine vergleichbare Infektionsrate
bei der Nutzung von verschiedenen Adenoviren von jeweils 80-100% zu erreichen. Aufgrund
der Infektion mit den Adenoviren kann eine Abldsung einiger Zellen beobachtet werden. Dies
wird als zytotoxischer Effekt bezeichnet und stellt eine Limitation fiir die zugegebene
Virusmenge dar. Durch den anschlieBenden Waschprozess gehen die abgeldsten Zellen nicht
in die Ergebnisse der nachfolgenden Proteinbestimmung ein. Nach abgeschlossenen 48h wird
mit Hilfe des Fluoreszenzmiroskops die Infektion der Zellen durch die Viren kontrolliert und
schlieBlich das Ndahrmedium entfernt. Die Wells werden mit 2,5ml vorgewarmtem 37°C PBS
einmalig gewaschen. Nach diesem Waschvorgang wird das 6-well-plate in fliissigem Stickstoff

eingefroren, um so die Zellen in ihrem aktuellen Zustand zu fixieren.
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NDPK-B

NDPK-B

OO,

\J

Abbildung 12: Pipettierschema der Virusinfektion von HL-1 Zellen mit den Adenoviren
CTL = Kontrolle; Die Kontrolle erfolgt durch die Virusinfektion mit Ad-EGFP.

2.2.3 Proteinbestimmung und Western Blot SDS-PAGE
2.2.3.1 Proteinbestimmung

Vor der Proteinbestimmung der einzelnen Lysate wird stets eine Standardkurve mit definierten
Proteinmengen erstellt. Grundlegend ist die sich hier in hdherer Verdiinnung ergebende nahezu
lineare Funktion, welche sich aus den Proteinmengen der Standards ergibt. Durch fotometrische
Bestimmung und dem Vergleich mit den Standardproben kann hier die Proteinmenge pro pl
Probe der einzelnen Lysate bestimmt werden (Magellan Software, Tecan). Es wird die
Extinktion des hier entstehenden Farbstoffes bei einer Wellenldnge von 562nm gemessen
(Microplate Reader Infinity M200 Pro, Tecan). Dieser entsteht durch die Chelatbildung der in
Reagenz A enthaltenen Bicinchoninsédure (BCA) und dem Kupfersulfat des Reagenzes B. Die
Proben, welche mit beiden Reagenzien auf eine 96 Well Microplate aufgetragen wurden,
miissen zur Gewéhrleistung einer vollstindig ablaufenen Reaktion bei 37°C fiir 30min inkubiert
werden. Beide Reagenzien entstammen dem Pierce BCA Protein Assey Kit (Thermo
Scientific). Sowohl von den Standardproben als auch von den Lysaten wird stets eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Nur eine exakte Proteinbestimmung kann exakte Ergebnisse

garantieren.
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2.2.3.2 Vorbereitung der Proben

Nach einer erfolgreichen Proteinbestimmung miissen die Lysatproben der virusinfizierten HL-
1 Zellen mit Laemmli versetzt werden. Dieser Hilfsstoff enthélt unterschiedliche Substanzen,
welche die Flusseigenschaften der aufgetragenen Proben in dem Gel des Western Blots
verbessern und auch die Ladungsfront der wandernden Proteine sichtbar macht. So ist es
moglich, den Verlust der kleineren Proteine zu verhindert, da sie somit nicht unbemerkt
vollstindig durch das Gel hindurch wandern. Die enthaltenen Substanzen weisen folgende
Eigenschaften auf: Das Glycerol bindet an die Proteine und sorgt im pH neutraleren Sammelgel
fiir einen bremsenden Effekt durch positive Ladungen. Dieser Effekt wird im alkalischen
Trenngel schlieBlich aufgehoben, da nun negative Ladungen vorherrschen. Dies fiihrt nun zu
einem scharfen Auftrennen der unterschiedlichen Proteine, bedingt durch die nun negative
Ladung von Glycerol und der GroBe der Proteine. Dithiothreitol (DTT) wirkt als
Reduktionsmittel auf die Disulfidbriicken der Proteine. Durch Reduktion werden diese
gespalten, welches die Stabilitdt der Proteine verringert und so ein Proteinwandern ermoglicht.
SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Tensid, welches an nichtkovalenten Bindungen
der Proteine bindet. So werden den Proteinen zusétzlich negative Ladungen zugefiihrt, welche
die Wanderung zum Pluspol wéhrend der Elektrophorese fordern. Des Weiteren wird so die
Quartér- und Tertidrstruktur der Proteine aufgehoben. Es resultieren linear vorliegende
Proteine. Tris Ultrapure stabilisiert als anorganischer Puffer den alkalischen pH-Wert, wodurch
das Vorliegen von positiven Ladungen verringert werden kann. Bromphenolblau zeigt als
Farbstoff und besonders kleines Molekiil die Ladungsfront bldulich geférbt an.

Einen notwendigen Schritt der Probengewinnung stellt die vollstindige Denaturierung der
Proteine dar, welche durch die Auflosung der Quartér-, Tertiér- und Sekundéirstruktur der
Proteine charakterisiert ist. Hierbei kommt es aber nicht zur Zerstorung von kovalenten
Bindungen, sodass die Primérstruktur der Proteine erhalten bleibt. Die dazu benétigte hohe
Aktivierungsenergie kann durch Erhitzen der Proben bei 95°C unter stindigem Mischen fiir 5
Minuten zugefiihrt werden. Ebenfalls unterstiitzt auch die beschriebenen SDS Wirkung eine
vollstindige Denaturierung. So erfolgt die Proteinauftrennung in der Elektrophorese
hauptséchlich in Abhidngigkeit der Proteinkettenldnge. Die Proben werden schlieflich bei -40°C
gelagert.

2.2.3.3 Gele

Die Gele, in denen die mit Laemmli versetzten Lysatproben aufgetragen werden, werden wie

folgt hergestellt: Es werden zwei Glasplatten, wovon die erste zwei seitliche Abstandshalter
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von 1,5mm tragt, gegeneinander abgedichtet. So entsteht zwischen ihnen ein Hohlraum, in den
die Polyacrylamid-Losung gefiillt wird. Die Glasplatten werden zuvor griindlich mit Wasser
und Ethanol gereinigt, um das gleichméiBige Verteilen des Gels zu gewéhrleisten. Die
Polyacrylamid Losung enthélt folgende Substanzen: Aqua dest., 30% Acrylamid (AA), Tris-
Ultrapur und 10% SDS. Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumperoxdisulfat
(APS) werden versetzt erst kurz vor dem GieBen dem Trenn- oder Sammelgelpuffer
hinzugefiigt. TEMED iibernimmt hier die Rolle des Polymerisationskatalysators wihrend APS
als Radikalbildner den Polymerisationsstarter darstellt. Die letztendliche Konzentration von
AA gibt schliellich die Konzentration des Trenngels an (6% bis 15%). Die unterschiedlichen
Konzentrationen filhren analog zur Dichte des entstechenden Trenngels zu einem
unterschiedlichen Laufverhalten der Proteine in Abhédngigkeit ihrer Grof3e. 6%-Gele weisen den
Vorteil auf, dass auch sehr grofle Proteine wie RyR2 in das Trenngel gelangen und aufgetrennt
werden. 15% Gele fiihren gegeniiber den 6%-Gelen zu einer klaren Auftrennung von sehr
kleinen Proteinen wie PLB oder NDPKs. Tris-Ultrapur ist mafigeblich fiir die Einstellung des
pH-Wertes verantwortlich. So wird das Sammelgel pH-neutral gegeniiber dem Trenngel,
welches alkalisch hergestellt wird. Grundlegend fiir die Aushéirtung der Gele ist der Ablauf der
radikalischen Polymerisation von AA mit Ausbildung von Quervernetzungen.

Zuerst erfolgt das Gieflen des Trenngels versetzt mit APS und TEMED bis ca. 2cm vor der
Glaskante des Holraumes. Zum Schutz vor Sauerstoff in der Raumluft, welcher als
Radikalféanger die Polymerisation behindern wiirde und die oberste Schicht des Trenngels
austrocknet, wird diese transient mit Isopropanol bedeckt. Da sich die beiden Substanzen nicht
mischen, entsteht eine glatte Trennschicht zum Trenngel. Nach 30 Minuten ist das Trenngel
ausgehirtet und das Isopropanol kann vorsichtig ohne Kontakt mit dem Trenngel entfernt
werden. Danach wird der angesetzte Sammelgelpuffer mit APS und TEMED versetzt und auf
das polymerisierte Trenngel bis zur Glaskante gegossen. Durch Einfiihren eines Probenkamms
mit 10 oder 15 Zinken werden spéter nach Polymerisation die Taschen zum Auftragen der
Proben geschaffen. Die Aushidrtung des Sammelgels ist ebenfalls nach 30 Minuten
abgeschlossen. Die Gele konnen schlie8lich sofort verwendet oder bei 4°C befeuchtet gelagert

werden.
2.2.3.4 Elektrophorese

In Vorbereitung zur Elektrophorese ist der Elektrophoresepuffer anzufertigen. Dieser besteht
aus 0,25M Tris-Ultrapur, 1,92M Glycin und 1% SDS. Die Gele werden in der Regel zu zweit

in eine Elektrophoresekammer eingespannt, welche dann mit dem Elektrophoresepuffer, der
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leitfahigen Fliissigkeit, befiillt wird. Nach vollstindiger Befiillung werden die Kimme aus den
Gelen entfernt, sodass keine Luftblasen in die Taschen gelangen. Dann werden in die seitlichen
Taschen die molekularen Marker definierter ProteingroBen pipettiert (DualXtra oder Hi Mark),
welche als Referenz zu den Proteinen der Proben dienen. Durch ein doppeltes Auftragen des
Markers kann eine schrige Wanderung der Proteine erkannt und in die Verwertung einflieen.
Die Proben von meist 30pug werden dann nacheinander in die einzelnen Taschen pipettiert.

Durch Anlage eines Gleichstroms wandern die negativ geladenen Proteine in Richtung der
Anode, welche den Pluspol darstellt. Durch die unterschiedliche GroBle der Proteine
resultiert eine differente Wanderungsgeschwindigkeit, sodass die kleinen Proteine gegeniiber
den groB3en wesentlich schneller wandern. Die Elektrophorese lauft unter stetiger Kiihlung mit
Eis in zwei Phase ab: Zunichst wird fiir 15 Minuten eine Spannung von 80 Volt angelegt.
Infolgedessen wandern die Proteine durch das Sammelgel (neutraler pH) bis zur Trennschicht
im Ubergang zum Trenngel. Nun wird die Spannung fiir ca. 55 Minuten auf bis zu 150 Volt

erhoht. Die Proteine trennen sich nun ihrer Gro3e nach im Trenngel auf.
2.2.3.5 Blotting

Zur Vorbereitung muss auch hier zunéchst der sogenannte Blotpuffer hergestellt werden. Dieser
besteht aus 0,025M Tris Ultrapur, 0,19M Glycin und 20% Methanol. Das Blotting bezeichnet
das Transferverfahren, welches die im Gel zur Anode gewanderten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Proteine, deren Molekiilmasse etwa 150kDa nicht
iiberschreitet, werden durch das Trans Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) durch das semi-
dry-Verfahren geblottet. Dazu werden pro Gel vier Whatman Paper und eine
Nitrozellulosemembran, auf welches das Gel gelegt wird, benétigt. Der Transfer des Gels auf
die Nitrozellulose erfolgt ohne Blasenbildung in Blotpuffer. Somit ergibt sich fiir das Blotting
die Reihenfolge von zwei Whatman Paper, Nitrozellulosemembran, Gel, zwei Whatman Paper.
Es wird eine Spannung von 25 Volt mit einer maximalen Stromstidrke von 1 A fiir 30min
angelegt. Die Proteine wandern nun seitlich aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran.

Fiir Proteine, deren Molekiilmasse grofer als 150kDa betrdgt, wird ein Nass-Transfer-
Verfahren angewendet. Hier werden die Gele mit der Nitrozellulosemembran und den vier
Whatman Papern mit zwei Schwidmmen in eine Blottingkammer eingespannt, welche dann mit
Blottpuffer gefiillt wird. Dieses Transverfahren beruht ebenfalls auf der Proteinwanderung in
Richtung der Anode und wird bei einer Stromstirke von 0,15 A {iiber ca. 19h bei 4°C
durchgefiihrt.
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2.2.3.6 Proteinnachweis

Zur quantitativen Analyse der zu untersuchenden Proteine muss die Nitrozellulosemembran
zunichst gemdfl der ProteingroBe geschnitten werden. Dies dient dazu, unspezifische
Bindungen der Antikérper zu verhindern sowie die Antikdrper sparsam einsetzen zu kdnnen.
Mit 0,1% Ponceau S in 5% Eisessig konnen die Proteine unspezifisch gebunden und als Banden
sichtbar gemacht werden. Vor der Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem ersten
Antikorper werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen durch Roti Block® nach Semi-
dry-Verfahren fiir eine Stunde und nach Nass-Transfer-Verfahren fiir vier Stunden geschwenkt.
Nachfolgend soll nun der spezifische Nachweis der einzelnen Proteine erfolgen. Dazu wird der
in TBST geldste proteinspezifische Primérantikdrper in einer bestimmten Verdiinnung (Tabelle
6) auf die Nitrozellulosemembran gegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird die
Nitrozellulosemembran mit TBST dreimal je 10min geschwenkt. Im Anschluss erfolgt fiir eine
Stunde die Inkubation mit dem fluoreszierenden antikorperspezifischen Sekundarantikorper in
einer Verdiinnung von 1:10000 (Tabelle 7). Im Anschluss wird nochmals dreimal fiir je 10
Minuten mit TBST gewaschen. Die Blots (Schnippsel der Nitrozellulosemembran) kénnen
schlieBlich durch das Odyssey CLx Imaging System (Li-cor Biosciences) mittels digitaler
Fluoreszenz gemessen werden. Hier wird die Nah-Infrarot-Fluoreszenz der Sekundérantikdrper
durch zwei Laser (700nm und 800nm) gemessen. Die Quantifizierung erfolgt durch die Image
Studio Software (Li-cor Biosciences), bei der die GAPDH als konsekutiv exprimiertes Gen

(housekeeping gene) zur relativen Quantifizierung herangezogen wird.
2.2.4 Bestimmung des mRNA-Gehalts in HL-1 Zellen

Die Bestimmung der mRNA, welche fiir die Proteine SERCA2a und RyR2 kodiert, die unter

dem Einfluss verdnderten NDPK-Konzentration stehen, verlduft in folgenden Schritten.
2.2.4.1 Isolation der mRNA

Zunéchst erfolgt die Isolation der Gesamt-RNA der infizierten HL-1 Zellen mit Hilfe des my-
Budget RNA mini Kits nach den Angaben der Herstellerfirma Qiagen. Hierzu ist eine
Reinigung der Proben nachfolgenden Schritten erforderlich: Durch das RNase free DNase Set
(Qiagen) erfolgte eine Reinigung von RNA. Die verbliebende RNA wird in 70% Ethanol
ausgefillt und tiber 2 Waschschritte weiter gereinigt. Es schliet sich eine Chromatographie an:
Die RNA-Losung stellt die stabile Phase und das RNase freie Wasser die mobile Phase (Eluent)

dar. Es ergibt sich das ausreichend gereinigte Eluat. AnschlieBend wird im Doppelansatz die
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Konzentration der Gesamt-RNA photometrisch (260 nm und 280 nm) bestimmt. Die isolierte

Gesamt-RNA, kann bei -80°C gelagert werden.
2.2.4.2 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits erfolgt nun die Synthese der
komplementédren DNA (cDNA) aus der isolierten RNA. Gemil der Anleitung des Kits wird
der zuvor hergestellte Master Mix der cDNA-Synthese (Tabelle 12) mit 1l der isolierten RNA-

Proben und RNase freiem Wasser versetzt (Gesamtvolumen: 20pul).

Tabelle 12: Master Mix fiir cDNA-Synthese

Reagenzien Volumen
10 x Reaktionspuffer 2wl

25 x ANTP Mix 0,8 ul

10 x Random Primer 2ul
MultiScribe Reverse Transkriptase Tl

Nun folgt die Umschreibung der isolierten RNA in cDNA durch eine reverse Transkriptase im
Thermocycler (PicoReal 96 Real-Time PCR System) durch ein vorgegebenes Protokoll
(Tabelle 13). Es erfolgt die Lagerung der neu synthetisierten cDNA-Proben bei -20°C.

Tabelle 13: Protokoll Thermocycler: Reverse Transkription

Temperatur und Dauer Vorgang

25°C, 10 min Anlagerung der Primer

37°C, 120 min cDNA-Synthese

85°C, 5 min Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase
4°C Abkiihlung

2.2.4.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Aus der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) kann der Gehalt der fiir die
Proteine kodierenden mRNA bestimmt werden. Die Messung erfolgt quantitativ mit Hilfe eines
Fluoreszenzfarbstoffs und der Amplifikation der neu synthetisierten cDNA in vitro. Zusétzlich
zu einer normalen PCR wird diese somit durch eine real-time Fluoreszenzmessung des
Reporterfarbstoffs erginzt. Die TeqMan Sonde (FAM), welche als Reporter bezeichnet wird,
gibt nach Lichtexposititon bestimmter Wellenldinge (A = 495 nm) das messbare
Fluoreszenzsignal (A = 520 nm) ab. Der Reporter bindet am 5°-Ende der zu amplifizierenden
cDNA. Am 3‘-Ende der cDNA bindet eine weitere nicht fluoreszierende TeqMan Sonde (NFQ),

welche als Quencher bezeichnet wird. Eine Lichtexposition fiihrt zwar zur Anregung des
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Reporters, welcher aber bei weiterhin bestehender rdumlicher Ndhe zum Quencher die Energie

an diesen abgibt. Dies wird als Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRED) bezeichnet. In

diesem Falle ist also kein Fluoreszenzsignal messbar. Bei Amplifikation durch die Polymerasen

kommt es jedoch zur Ablosung beider Sonden und somit zur Trennung von Reporter und

Quencher, sodass nun quantitativ bei Lichtexposition eine Zunahme des Fluoreszenzsignals bei

fortschreitender PCR beobachtet werden kann (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Beispielhafter Ablauf des QqPCR TagMan Genexpressionsassays

In der Durchfithrung der qPCR steht zu Beginn eine Verdiinnung der cDNA-Proben 1:5 mit

RNase-freiem Wasser. Es folgt die Verwendung des GoTaq® Probe qPCR Master Mix mit

Herstellung des Taq Man Fast Advanced Master Mix (Tabelle 14) sowie der einzelnen qPCR-

Ansitze (Tabelle 15).

Tabelle 14: Taq Man Fast Advanced Master Mix fiir gJPCR

Master Mix Zusammensetzung

10 x Reaktionspuffer
MgCl; 0,025 M
dNTPs 0,0025 M

Uracil-N-Glykosylase (UNG)
AmpliTaq Gold Polymerase 5 U/ul

RNase-freies Wasser
Tabelle 15: PCR-Ansatz

Reagenzien Volumen
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cDNA (1:5) 1l
Taq Man Fast Advanced Master Mix 10 pl
Spezifischer Primer (TagMan Probe) Tl
RNase-freies Wasser 8 ul

AnschlieBend werden die fiir die jeweiligen Proteine spezifischen Primer der Firma Thermo
Scientific zugesetzt (Tabelle 16). Die Durchfithrung der qPCR erfolgt im Doppelansatz mit
RNase-freiem Wasser als Negativkontrolle sowie nach einem festgelegten Protokoll im

Thermocycler (PicoReal 96 Real-Time PCR System) (Tabelle 17).

Tabelle 16: Spezifische Primer

Protein Gen TagMan Probe Assay-Kennung
Hydroxymethylbilane Synthase HMBS Hs00609296 gl
Beta-2-Microglobulin B2M Hs99999907 ml
Transkriptionsfaktor GATA4 GATA4 Hs00171403 ml

SERCA2a Atp2a2 MmO01201431 _ml

RyR2 RYR2 Mm00465877 ml

Tabelle 17: Protokoll Thermocycler: qPCR

Zyklen Temperatur und Dauer Vorgang
1x 50°C, 2 min UNG-Inkubation
1x 95°C, 10 min Initiale Denaturierung
45x 95°C, 15 sek Denaturierung
60°C, 45 sek Annealing und Extension
1x 60°C, 30 sek
Ix 60°C — 95°C Analyse
1x 20°C Kiihlen

2.2.4.4 Quantifizierung der gemessenen cDNA

Die Hohe des gemessenen Fluoreszenzsignals verhélt sich zur Menge des synthetisierten
Amplikons proportional und ermoglicht so Riickschliisse auf den Gehalt von mRNA der
infizierten HL-1 Zellen. Hier ist der sogenannte Cr-Wert (cycle threshold) entscheidend. Dieser
ist definiert als der Schwellenwert-Zyklus, an dem erstmalig ein signifikant erhdhtes
Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Hintergrundfluoreszenz gemessen wird. Folglich bedeutet
ein kleinerer Ct-Wert das Vorliegen einer erhéhten cDNA-Konzentration in der Probe. Die
Auswertung erfolgt in Form einer relativen Quantifizierung bezogen auf die Haushaltsgene
(housekeeping genes) HBMS, B2M und GATA4. Diese Berechnung wird nach Pfaffl
durchgefiihrt (Pfaffl et al., 2004). Folglich kann nun der durch die Virusinfektion bedingte

unterschiedliche mRNA Gehalt der einzelnen Proben vergleichend ausgewertet werden.
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2.2.5 Bestimmung des cAMP-Gehalts in den HL-1 Zellen

Das cAMP-Assay wird nach dem Protokoll des Direct cAMP Assay Kit (Enzo Life Science)
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung werden die infizierten Zellen nach regulirem Wachstum auf
den [2-well-plates fiir 30min mit dem Phosphodiesterasechemmer 1mM IBMX behandelt.
Danach werden die Zellen mit PBS zweimalig gewaschen. Die Zelllyse erfolgt hier dann mit
200pl 0,1M HCI pro Well mit einer Inkubationszeit von 10 Minuten. AnschlieBend werden die
Lysate bei 600g fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in Eppendorf Tubes iiberfiihrt
und bei 4°C gekiihlt. Damit spdter eine Normierung des cAMP-Gehaltes im Verhéltnis zur
Proteinmenge mdglich ist, erfolgt eine Proteinbestimmung der in den Ependorf Tubes
verbleibenden Pallets, welche dazu mit jeweils 100ul 0,1M NaOH (Natronlauge) versetzt und
mit dem Pierce BCA Protein Assey Kit (Thermo Scientific) nach Kapitel 3.4.1 gemessen wird.
Im Folgenden wird der non-acetylated Ansatz gemill den Vorgaben des Cyclic AMP
Competitiv ELISA Kits (Invirogen) durchgefiihrt. Hierzu wird eine vergleichende
Standardreihe von cAMP im Doppelansatz mit 200; 50; 12,5; 3,13 und 0,78pmol/ml hergestellt.
Danach werden sowohl die Standards, die Lysatproben und die Blanks auf die 8-well-strips des
cAMP-Assey Kits aufgetragen. In jedes Well der Standards und der Lysatproben werden 50l
Neutralizing Reagent, 50ul cAMP-AP Conjugate (Alkine Phophatase conjugated cAMP) und
50ul cAMP Antikorper hinzu pipettiert. Durch eine Klebefolie werden die Wells nun
verschlossen und fiir 2h auf einem Schiittler mit 500rpm inkubiert. Die Wells waren bereits
zuvor mit spezifischen Antikorpern (IgG anti-rabbit) am Boden beschichtet. Im Weiteren
werden die Wells nun geleert und dreimalig mit 400l Waschpuffer gewaschen. Zuletzt wurden
200ul pNpp Substratlésung und 50ul Stop-Losung in jedes Well gegeben.

Die Bestimmung des cAMP-Gehaltes erfolgt durch die Magellan Software mit dem Tecan bei
405nm (mit Korrektur zwischen 570 und 590nm). Der cAMP-Gehalt (pmol/ml) der Proben im

Verhiltnis zum Proteingehalt kann somit berechnet werden.
2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt durch die Software GraphPad Prism Version 9.1.2. Dabei
sind die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) der Proben angegeben. Vor der
Auswertung wurde durch den D’Agostino & Pearson Test das Vorliegen einer
Normalverteilung der Stichproben tiberpriift. Demnach erfolgte dann die Auswertung durch den
Student’s #-test. Bei gepaarten Proben wurde der paired Student’s #-test verwendet. Lag keine

Normalverteilung vor, erfolgte die Auswertung durch den Wilcoxon Test bzw. Mann-Whitney
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Test. In der Auswertung selbst wurden Werte mit p < 0,05 als statistisch signifikant angegeben

und mit * gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Validierung der Virusinfektion

Zur Erstellung der verschiedenen Versuchsansitze wurden die HL-1 Zellen mit den
verschiedenen Adenoviren infiziert. Die Infektion mit Ad-EGFP stellt die Kontrolle zu
Infektion mit Ad-NDPK-B, Ad-NDPK-C und Ad-sh-NDPK-B dar. Allen Viren ist gemein, dass
sie die cDNA zur Synthese von EGFP beinhalten. Dies dient dem Nachweis der Infektion sowie
der Validierung einer ausreichenden Infektionsrate. Unter der Einwirkung von blauem Licht
werden die Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop durch die EGFP-Expression sichtbar. Es
war moglich, eine Infektionsrate der HL-1 Zellen von 80-100% nach 48h Inkubationszeit zu
erreichen. Zunédchst wurde durch visuelle Auswertung geméal3 der Menge an EGFP-Expression
die Virusmenge bestimmt, bei der eine ausreichende Infektionsrate erreicht wurde, um die
Effekte verdnderter NDPK-Expression im Western Blot-Verfahren aufzuzeigen (Tabelle 11).
Aufgrund des toxischen Effekts der Virusinfektion ist die genutzte Virusmenge nicht
unbegrenzt steigerbar. Wurde eine zu hohe Virusmenge gewéhlt, wird nach den notwendigen
nachfolgenden Reinigungsschritten eine zu geringe Proteinmenge fiir das Western Blot-

Verfahren resultieren (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Infizierte HL-1 Zellen mit Ad-sh-NDPK-B nach 48h
Darstellung von HL-1 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop im 6-well-plate.
A: Korrekte Menge an Virus; B: Félschlich hohe Menge an Virus.

3.2 Proteinexpression von EGFP und NDPKs in HL-1 Zellen

Wichtig fiir die weitere Auswertung der nachweislichen Verdnderungen in der
Proteinausstattung und Transkription der virusinfizierten Zellen ist, dass keine Unterschiede
der Proteinzusammensetzung zwischen nicht-infizierten Zellproben und mit Ad-EGFP

infizierten Zellproben besteht. Die Einschleusung der fiir EGFP codierenden cDNA fiihrt zu
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keiner unerwarteten Zellreaktion in Form verdnderter Proteinexpression, Transkription oder
Translation, ausgenommen der Bildung von EGFP. Das Vorliegen von EGFP ist zur Kontrolle

der stattgefundenen Infektion der HL-1 Zellen essenziell und erfolgt visuell durch ein

Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 15 + 16).

100um

Abbildung 15: Nicht-infizierte vs. infizierte HL-1 Zellen

A: Darstellung von HL-1 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop im 6-well-plate. Hier ist keine Fluoreszenz bei
nicht-infizierten Zellen sichtbar. Die Zellen sind nur schwer erkennbar.

B: Darstellung von HL-1 Zellen unter dem Mikroskop im 6-well-plate mit einer Infektionsrate von 80-100% mit
Ad-NDPK-B. Es sind weiterhin intakte Zellverbiinde trotz nachweislicher Zellinfektion zu erkennen. Allerdings
zeigt sich der toxische Effekt der Adenovireninfektion in Form einiger Zellablosungen und Zellschwellung. Diese
Zellen werden durch den Waschvorgang abgelost.
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Abbildung 16: Infizierte HL-1 Zellen der verschiedenen Versuchsansitze

Darstellung von HL-1 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop im 6-well-plate mit einer Infektionsrate von 80-
100%. Gezeigt werden die verschiedenen Versuchsansitze.

A: Ad-EGFP; B: Ad-NDPK-B; C: Ad-Flag-NDPK-C; D: Ad-sh-NDPK-B

Im Hinblick auf die Untersuchung der von NDPKs beeinflusste Proteinausstattung der Zelle,

ist eine Bestitigung der durch die Infektion verdnderten NDPK-Proteinexpression notwendig.
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Hier kann nach der Virusinfektion eine signifikant erhohte Expression von NDPK-B sowie eine
signifikant erniedrigte Expression an NDPK-B in den jeweiligen Versuchsansitzen erreicht
werden (Abbildung 17). Voraussetzung hierfiir ist den Nachweis von NDPK-B und NDPK-C
im Western Blot. Ebenso wurde der Nachweis der im Western Blot nachgewiesenen Proteine
durch die jeweiligen Erst- und Zweitantikdrper etabliert, um ein einheitliches Vorgehen und
valide Ergebnisse zu ermoglichen. Hierzu wurden unterschiedliche Konzentrationen der
Erstantikorper und teilweise auch Antikoérper unterschiedlicher Hersteller getestet, um den
Nachweis der Proteinbanden zu optimieren und zu validieren (Tabelle 6).

In der Auswertung der im Western Blot bestimmten Proteinexpression der NDPKs sind
folgende Ergebnisse fiir die einzelnen Versuchsansitze festzustellen. Es zeigt sich eine um ca.
70% erhohte NDPK-B-Expression (EGFP: 1,000 = 0,047vs NDPK-B: 1,713 £ 0,151; n=8; p =
0,0026) sowie eine Erniedrigung der NDPK-B-Expression um 30% (EGFP: 1,000 + 0,06 vs sh-
NDPK-B: 0,7 £ 0,064; n=8; p = 0,0075) in den jeweiligen Versuchsansétzen.
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Abbildung 17: Nachweis der Virusinfektion im Western Blot nach genetisch verinderter NDPK-B-
Expression

Darstellung reprisentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der NDPK-Expression
(relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen Proben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im Vergleich
zur EGFP-Kontrolle, Student’s #-Test).
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Fiir den NDPK-C-Versuchsansatz zeigen sich im Western Blot deutlich erkennbare Banden mit
Nachweis des flag-tags an NDPK-C, gegeniiber dem Ausbleiben von Banden in den EGFP-
Kontrollen (Abbildung 18).

Ad- Ad-
EGFP NDPK-C
NDPK-C - 21 kDa

Flag

GAPDH | % ®uw | -37 kDa

Abbildung 18: Nachweis der Virusinfektion im Western Blot mit erh6hter NDPK-C-Expression
Darstellung représentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) mit Nachweis des flag-fags, welches an
NDPK-C gebunden vorliegt, und in der EGFP-Kontrolle nicht zu detektieren ist.

3.3 Einfluss der verdnderten NDPK-Expression auf die Proteinexpression

Die Proteinexpressionen von RyR2, CSQ2, SERCA2a und PLB wurden nach Uberexpression
von NDPK-B oder NDPK-C bzw. nach Herunterregulation von NDPK-B untersucht, um
mogliche Beitrige der NDPKs zur Ca?*-Dysregulation der atrialen Kardiomyozyten

nachzuweisen (Dobrev et al., 2011; Heijman et al., 2014).
3.3.1 Proteinexpression von RyR2

Die Darstellung der gesamten RyR2-Expression (RyR2-Total) wird im Folgenden durch die
Untersuchungen der Phosphorylierungsstellen Ser2808 und Ser2814 ergénzt. Die NDPKs
bedingen iiber einen erhohten cAMP-Spiegel eine gesteigerte Aktivierung der PKA und der
CaMKII. In 3.4 wird ebenfalls der mRNA Gehalt von RyR2 unter erhéhter NDPK-B- und
NDPK-C-Expression dargestellt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine vorrangig bei
pVHF diskutierte Ursache die intrinsische RyR2-Dysfunktion darstellt. Diese entsteht aus einer
erhohten Proteinexpression und einer gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit von RyR2 (Dobrev
et al., 2011; Voigt et al., 2014b). Hier konnte nun fiir das gesamte RyR2 eine erhdhte
Proteinexpression bei Uberexpression von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,074 vs NDPK-B: 2,629
+ 0,2388; n=8; p = 0,0001) und NDPK-C (EGFP: 1,000 + 0,04 vs NDPK-C: 1,645 + 0,103;
n=8; p = 0,0003) und eine gegensdtzlich erniedrigte Proteinexpression bei Herunterregulation
von NDPK-B (EGFP: 1,000 £ 0,145 vs sh-NDPK-B: 0,696 = 0,09; n=8; p = 0,0028) gezeigt
werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Proteinexpression der gesamten RyR2 (RyR-Total) nach genetisch verinderter NDPK-
Expression

Darstellung reprisentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der RyR2-Expression
(relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen Proben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im Vergleich
zur EGFP-Kontrolle, Student’s #-Test).

Bezogen auf die Phosphorylierung, welche an RyR2 eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit
bedingt (Vest et al., 2005; Voigt et al., 2014b; Voigt et al., 2012), zeigt sich fiir die
Phosphorylierungsstelle Ser2808 eine erhdhte Phosphorylierung unter der Uberexpression von
NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,079 vs NDPK-B: 2,386 £+ 0,212; n=8; p = 0,0078) und NDPK-C
(EGFP: 1,000 £ 0,105 vs NDPK-C: 1,556 £ 0,1519; n=8; p = 0,0076) und eine erniedrigte
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Phosphorylierung bei Herunterregulation von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,135 vs sh-NDPK-B:
0,74 £ 0,073; n=8; p = 0,0491) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Phosphorylierung von RyR2 an Ser2808 nach genetisch verinderter NDPK-Expression
Darstellung reprasentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der RyR2-Ser2808-
Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s ¢-Test).

Weiterhin konnte auch eine erhdhte Phosphorylierung an Ser2814 bei Uberexpression von
NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,083 vs NDPK-B: 2,333 + 0,297; n=8; p = 0,0009), aber keine
erhdhte Phosphorylierung bei Uberexpression von NDPK-C (EGFP: 1,000 + 0,144 vs NDPK-
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C: 1,627 £+ 0,448; n=8; p = 0,1678) nachgewiesen werden. Gegensétzlich zeigt sich auch hier
eine erniedrigte Phosphorylierung bei Herunterregulation von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,148
vs sh-NDPK-B: 0,593 £ 0,099; n=8; p = 0,033) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Phosphorylierung von RyR2 an Ser2814 nach genetisch verinderter NDPK-Expression
Darstellung reprasentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der RyR2-Ser2814-
Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).

In den zugrundeliegenden Mechanismen von DADs wird bei cVHF eine

Hyperphosphorylierung von RyR2 an Ser2814 durch die CaMKII postuliert (Voigt et al., 2012).
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass weder Ser2808 noch Ser2814 im Verhiltnis zur

gesamten RyR2-Expression eine Verdnderung durch die NDPKs aufweisen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Verhiiltnis der beiden RyR2-Phosphorylierungen an Ser2808 und Ser2814 zur gesamten
RyR2-Expression

Darstellung der Quantifizierung der RyR2-Ser2808 und RyR2-Ser2814 Phosphorylierung im Verhiltnis zur
gesamten RyR2-Expression. Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen Proben.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (Student’s #-Test).

3.3.2 Proteinexpression von CSQ2

Die Darstellung der Proteinexpression von CSQ2 wird durch das Verhéltnis der CSQ2-

Expression zur gesamten RyR2-Expression erginzt. CSQ2 moduliert die
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Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 (Gyorke et al., 2004). Dabei kann sowohl eine vermehrte
CSQ2- als auch eine geminderte CSQ2-Expression potenziell zu Rhythmusstérungen beitragen
(Terentyev et al., 2003). Hier kann nun eine erniedrigte Proteinexpression bei Uberexpression
von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,067 vs NDPK-B: 0,637 + 0,096; n=6; p = 0,0024) und NDPK-
C (EGFP: 1,000 £ 0,196 vs NDPK-C: 0,573 £ 0,117; n=8; p = 0,0314) beobachtet werden. Des
Weiteren ist das Verhiltnis von CSQ2-Expression zur gesamten RyR2-Expression sowohl bei
Uberexpression von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,286 vs NDPK-B: 0,23 + 0,071; n=8; p =
0,0313) als auch von NDPK-C (EGFP: 1,000 + 0,217 vs NDPK-C: 0,351 + 0,089; n=8; p =
0,0078) erniedrigt. Dies kdnnte auf eine quantitativ reduzierte Bindung von RyR2 mit CSQ2
unter NDPK-B- und NDPK-C-Einfluss hinweisen. Unter Herunterregulation von NDPK-B
zeigen sich sowohl von CSQ?2 selbst (EGFP: 1,000 + 0,093 vs sh-NDPK-B: 0,875 £ 0,053; n=8;
p =0,2873) als auch im Verhiltnis von CSQ2 zur gesamten RyR2-Expression (EGFP: 1,000 +
0,201 vs sh-NDPK-B: 1,201 £ 0,242; n=8; p = 0,3828) keine Veridnderungen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Proteinexpression von CSQ2 nach genetisch verinderter NDPK-Expression sowie das
Verhiltnis von CSQ2-Expression zur gesamten RyR2-Expression

Darstellung repriasentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der CSQ2-Expression
(relativ zur EGFP-Kontrolle). Ebenso wird die Quantifizierung der CSQ-Expression im Verhéltnis zur gesamten
RyR2-Expression der Probe dargestellt. Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen Proben.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im Vergleich
zur EGFP-Kontrolle, Student’s #-Test).
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3.3.3 Proteinexpression von SERCA2a

Die SERCA2a transportiert Ca?>" unter ATP-Verbrauch aus dem Zytosol in das SR. Die
Funktion der SERCA2a ist bereits bei cVHF, pVHF und poVHF untersucht worden und scheint
eine mogliche Ursache der diastolischen Ca?*-Dysregulation darzustellen (Heijman et al., 2020;
Voigt et al.,, 2014b; Voigt et al.,, 2012). Beziiglich der Proteinexpression konnte trotz
gesteigerter Funktion eine erniedrigte SERCA2a-Expression bei pVHF festgestellt werden
(Voigt etal., 2014b). Folgend zeigt sich auch in dieser Arbeit eine erniedrigte Proteinexpression
bei Uberexpression von NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,211 vs NDPK-B: 0,313 + 0,028; n=8; p =
0,0156) und NDPK-C (EGFP: 1,000 £ 0,05 vs NDPK-C: 0,6741 £ 0,096; n=7; p = 0,0348) und
ebenso eine erniedrigte Proteinexpression bei Herunterregulation von NDPK-B (EGFP: 1,000
+ 0,057 vs sh-NDPK-B: 0,7188 £ 0,057; n=8; p = 0,0007) (Abbildung 24). Dies weist auf
mogliche noch unbekannte Einfliisse der NDPKs auf die Proteintranslation der SERCA2a hin.
In 3.4 wird ebenfalls der mRNA Gehalt der SERCA2a unter erhohter NDPK-B- und NDPK-C-

Expression dargestellt.
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Abbildung 24: Proteinexpression der SERCA2a nach genetisch verinderter NDPK-Expression

Darstellung repriasentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der SERCA2a-
Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).
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3.3.4 Proteinexpression von PLB

PLB ist ein kleines Membranprotein des SRs, welches mit der SERCA2a assoziiert ist. Dabei
iibt es einen hemmenden Effekt auf die SERCA2a aus. Durch Phosphorylierung kann der
hemmende Effekt aufgehoben werden und es resultiert eine gesteigerte SERCA2a-Funktion
(Brixius et al., 2003). Bei der Proteinexpression von PLB sind die Monomere und Pentamere
getrennt zu betrachten. Auch folgt die Darstellung der untersuchten Phosphorylierungsstelle
von PLB-Monomere an Ser16 und PLB-Pentamere an Thrl7 sowie ebenfalls der Anteil der
Phosphorylierung an der jeweiligen gesamten PLB-Expression. Es zeigte sich eine erhdhte
Proteinexpression der PLB-Monomere bei Uberexpression von NDPK-B (EGFP: 1,000 +0,125
vs NDPK-B: 3,77 + 0,5521; n=8; p = 0,0017) und NDPK-C (EGFP: 1,000 £ 0,126 vs NDPK-
C: 3,634 £ 0,4254; n=8; p = 0,0003) sowie eine gegensétzlich erniedrigte Proteinexpression bei
Herunterregulierung von NDPK-B (EGFP: 1,000 £+ 0,079 vs sh-NDPK-B: 0,208 + 0,033; n=8;
p <0,0001). Eine verdnderte PLB-Pentamer-Expression ist aber in allen Versuchsansitzen nicht

zu beobachten (Abbildung 25).

62



Ergebnisse

|

=0.0078 % p=0.0772

(8) (8)
Ad-  Ad- 81 2.0
EGFP NDPK-B -
PLB- [
Total [M SN |.12kDa (5o 6 1.54
M. wE
T
PLB- <8
Total El-zs wa g3 47 I 1.0 I
P. QN
g3 .
? = - 0.59
€8 2
= ]
e Ad-EGFP 0 0.0
¢ Ad-NDPK-B PLB-Monomer-Total PLB-Pentamer-Total
| E=o.ooos*| | p=0.3125 |
(8) (8)
61 2.5+
Ad-  Ad-
. EGFP NDPK-C oL 2.0-
- we
. <2 I 159
PLB- o3
Total E-zs kDa o 8 A
al g8 ] 10{ § z ¥
SE
& g '] 0.5+
e Ad-EGFP 0- 0.0-
® Ad-Flag-NDPK-C PLB-Monomer-Total PLB-Pentamer-Total
| g<0.0001*| | p=0.3076 |
(8) (8)
1.59 1.59
Ad-  Ad-sh- -
EGFP NDPK-B o X \
PLB- uw &
[0
Total E-u kDa < 1 04 i
otal w310 § 104 § 2 -
<8
PLB- P
Total E-Zs kDa 'q'; 3
P. 2 =054 -
£ g 0.5 0.5
< &
4 g 2
e Ad-EGFP 00— 0.0+ "
¢ Ad-sh-NDPK-B PLB-Monomer-Total PLB-Pentamer-Total

Abbildung 25: Proteinexpression von PLB-Monomeren und PLB-Pentameren nach genetisch veridnderter
NDPK-Expression

Darstellung repriasentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der PLB-Monomer-
und PLB-Pentamer-Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl
der verglichenen Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen
(* p <0,05 im Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).

Des Weiteren kann eine erhhte Phosphorylierung an Ser16 bei Uberexpression von NDPK-B
(EGFP: 1,000 £ 0,027 vs NDPK-B: 2,281 + 0,1274; n=8; p < 0,0001) und NDPK-C (EGFP:
1,000 + 0,094 vs NDPK-C: 3,975 + 0,2253; n=8; p < 0,0001) sowie eine erniedrigte

Phosphorylierung bei Herunterregulation von NDPK-B (EGFP: 1,000 £ 0,043 vs sh-NDPK-B:
0,3313 £ 0,032; n=8; p <0,0001) aufgezeigt werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Phosphorylierung von PLB an Ser-16 nach genetisch verinderter NDPK-Expression

Darstellung représentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der PLB-Serl6-
Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s #-Test)
Fiir die Phosphorylierung an Thr17 zeigt sich eine Erniedrigung bei Uberexpression von
NDPK-B (EGFP: 1,000 + 0,125 vs NDPK-B: 0,719 + 0,092; n=8; p = 0,0391) aber keine
erniedrigte Phosphorylierung bei Uberexpression von NDPK-C (EGFP: 1,000 + 0,2347 vs
NDPK-C: 0,619 + 0,12; n=7; p = 0,188). Dagegen hatte die erniedrigte NDPK-B-Expression
keinen Einfluss auf die Thr17-Phosphorylierung (EGFP: 1,000 + 0,095 vs sh-NDPK-B: 0,996

+ 0,102; n=7; p = 0,9447) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Phosphorylierung von PLB an Thr-17 nach genetisch verinderter NDPK-Expression
Darstellung représentativer Western Blots (normalisiert auf GAPDH) und Quantifizierung der PLB-Thrl7-
Expression (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).

Aufgrund des erniedrigten Verhdltnisses von Serl6-Phosphorylierung zu PLB-Monomer-
Expression (EGFP: 1,000 + 0,083 vs NDPK-B: 0,6413 + 0,086; n=8; p = 0,0156) kann eine
Hypophosphorylierung  bei  Uberexpression von NDPK-B angenommen werden.
Entgegengesetzt zeigt sich eine Hyperphosphorylierung bei Herunterregulation von NDPK-B-
Expression durch das erhohte Verhéltnis von Serl6-Phosphorylierung zu PLB-Monomer-
Expression (EGFP: 1,000 £ 0,07 vs sh-NDPK-B: 1,685 £ 0,209; n=8; p = 0,0089). Die
jeweiligen Verhdltnisse von PLB-Thrl7-Phosphorylierung bei erhohter oder erniedrigter
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NDPK-B-Expression verbleiben unveriindert. Durch die Uberexpression von NDPK-C kann
ein erniedrigtes Verhiltnis von PLB-Thr17-Phosphorylierung zur PLB-Pentamer-Expression
als Hypophosphorylierung aufgezeigt werden (EGFP: 1,000 £ 0,17 vs NDPK-C: 0,597 + 0,085;
n=7; p = 0,0496). Das Verhiltnis von PLB-Serl6-Phosphorylierung zur PLB-Monomer-
Expression bei Uberexpression von NDPK-C ist unauffillig (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Verhiltnis der beiden PLB-Phosphorylierungen an Ser-16 und Thr-17 zur PLB-Monomer-
bzw. PLB-Pentamer-Expression

Darstellung der Quantifizierung der PLB-Ser16- und PLB-Thr17-Phosphorylierung im Verhéltnis zur gesamten
PLB-Monomer- bzw. PLB-Pentamer-Expression. Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der
verglichenen Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p
< 0,05 im Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).
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Bezogen auf die Funktion der SERCA2a lisst sich bei Uberexpression von NDPK-B eine
vermehrte Hemmung durch PLB diskutieren, wihrend gegensétzlich eine gesteigerte Funktion
durch die Herunterregulation von NDPK-B zu vermutet ist. Die Uberexpression von NDPK-C

fithrt wie bei Uberexpression von NDPK-B in diesem Kontext zu einer moglichen Abnahme

der SERCA2a-Funktion.
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3.4 Einfluss der verdnderten NDPK-Expression auf die Transkription

Bei Betrachtung der Transkription wurde hier der mRNA-Gehalt von RyR2 und SERCA?2a bei
Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C gemessen. Im Vergleich mit den Ergebnissen des
Western Blots zeigt sich fiir RyR2 ein kongruent erhdhter mRNA-Gehalt (EGFP: 1,000 £ 0,102
vs NDPK-B: 1,448 + 0,157; n=8; p = 0,0076) (EGFP: 1,000 = 0,113 vs NDPK-C: 1,529 £ 0,15;
n=8; p =0,0004). Wéhrend die Proteinexpression der SERCA2a im Western Blot erniedrigt ist,
zeigt sich hier ein erhohter mRNA-Gehalt (EGFP: 1,000 + 0,132 vs NDPK-B: 1,914 + 0,108;
n=8; p =0,0007) (EGFP: 1,000 £ 0,1495 vs NDPK-C: 2,471 £ 0,268; n=8; p < 0,268), welcher

wie auch bei RyR2 auf eine gesteigerte Transkription dieser Proteine hinweist (Abbildung 29).
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Abbildung 29: mRNA-Gehalt von SERCA2a und RyR2 nach genetisch verinderter NDPK-Expression
Darstellung der Quantifizierung (normalisiert auf HBMS, B2M und GATA4) des mRNA-Gehalts von SERCA2a
und RyR2 (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen
Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s ¢-Test).
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3.5 FEinfluss der verdnderten NDPK-Expression auf den cAMP-Gehalt

Wie bereits aus Daten unserer Arbeitsgruppe bekannt, fithrt sowohl eine erhohte NDPK-B- als
auch eine erhohte NDPK-C-Expression zu einem signifikanten Anstieg des intrazelluldren
cAMP-Gehalts (Abu-Taha et al., 2018). In den auf der HL-1 Zellkultur basierenden
Ergebnissen dieser Arbeit kann ein signifikant erhdhter cAMP-Gehalt bei Uberexpression von
NDPK-B (EGFP: 68,22 + 3,729 vs NDPK-B: 94,92 £ 8,949; n=7; p = 0,0146) und NDPK-C
(EGFP: 63,01 + 4,512 vs NDPK-C: 74,73 + 4,279; n=7; p = 0,008) nachgewiesen werden. Die
bisherigen Kenntnisse erweiternd kann gezeigt werden, dass bereits eine um ca. 30% erniedrigte
NDPK-B-Expression eine signifikante Senkung des cAMP-Gehalts in den atrialen
Kardiomyozyten zur Folge hat (EGFP: 77,85 * 3,718 pmol/mg vs sh-NDPK-B: 70,6 £+ 5,125
pmol/mg; n=6; p = 0,0294).
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Abbildung 30: cAMP-Gehalt nach genetisch verinderter NDPK-Expression

Darstellung der Quantifizierung des cAMP-Gehalts (pmol/mg) der Proben (relativ zur EGFP-Kontrolle). Die Zahl
in den Klammern entspricht der Anzahl der verglichenen Proben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus den
Proben und den jeweiligen Kontrollen (* p < 0,05 im Vergleich zur EGFP-Kontrolle, Student’s z-Test).
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4 DISKUSSION

VHF ist eine progressive kardiale Rhythmusstorung, die sich auf das Vorhofmyokard bezieht,
aber auch Einfluss auf die ventrikuldre Funktion nehmen kann. Sie ist die hdufigste anhaltende
Herzrhythmusstorung mit ansteigender Prévalenz und Inzidenz (Chugh et al., 2014). Die
aktuelle Pravalenz wird mit 2-4% angegeben (Hindricks et al., 2021). Aufgrund dieser hohen
aktuellen Zahlen von betroffenen Patienten, der Korrelation mit steigendem Lebensalter, der
moglichen gefahrlichen Folgeerkrankungen und im Hinblick auf den demografischen Wandel
in der Bevolkerungsstruktur kommt VHF einer bedeutenden Volkskrankheit nahe. Demnach ist
besonders die Erforschung der Grundmechanismen auf zelluldrer Ebene essenziell, um die
therapeutischen Moglichkeiten in der Zukunft zu ergéinzen und die Bestehenden zu verbessern.
NDPKs sind als Histidin-Kinasen in der Lage, den G-Proteinsignalweg rezeptorunabhingig
durch direkte Phosphorylierung zu aktivieren. Hierbei erfolgt die Interaktion im
Zusammenspiel von NDPK-B und NDPK-C beispielsweise an der Gas-Untereinheit und
bewirkt einen Anstieg des cAMP-Gehalts in Kardiomyozyten (Abu-Taha et al., 2017; Hippe et
al., 2007; Wieland, 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die NDPKs einen
essenziellen Beitrag fiir die physiologische Kontraktion ventrikuldrer Kardiomyozyten
aufweisen. Gleichzeitig korreliert eine erhohte NDPK-Expression mit einem erhdhten cAMP-
Gehalt und einer gesteigerten Kontraktion (Abu-Taha et al., 2017). Im Kontext von cVHF
zeigen Patienten einen erhohten cAMP-Gehalt in den atrialen Kardiomyozyten und eine
gesteigerte Frequenz an DADs auf. Dies konnte in einer durch cAMP vermittelten
Hyperphosphorylierung der RyR2 mit konsekutiv erhdhtem Ca?*-Leck aus dem SR begriindet
sein (Voigt et al., 2012).

Zur Untersuchung der exakten Funktion der NDPKs in atrialen Kardiomyozyten und ihrer
Bedeutung bei ¢cVHF wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Uberexpression sowie eine
Herunterregulation von NDPK-B und NDPK-C in atrialen Hundekardiomyozyten
durchgefiihrt, in welchen ein proarrhythmisch erhéhter bzw. ein erniedrigter cAMP-Gehalt
resultierte (Abu-Taha et al., 2018; Schaefer et al., 2016). Erweiternd zeigt diese Arbeit ebenfalls
einen reduzierten cAMP-Gehalt als Folge der Herunterregulation von NDPK-B auf und stellt
die damit verdnderte Expression entscheidender sarkoplasmatischer Proteine in der etablierten
murinen HL-1 Zellkultur dar. Durch dieses Modell, mit sowohl erhéhter als auch erniedrigter
zelluldrer Expression der NDPKs durch die spezifischen Viren, wird die weitere Aufdeckung
der proarrhythmischen Wirkweise wie auch die Ursache der Ca?'-Dysregulation mit

veranderter Proteinexpression in gesunden atrialen Kardiomyozyten untersucht. Die Befunde
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liefern neue Erkenntnisse beziiglich der molekularen Mechanismen von VHF und stellen die

NDPKs als eine mdgliche therapeutische Zielstruktur dar.
4.1 NDPKs beeinflussen den cAMP-Gehalt

In der Betrachtung des cAMP-Gehalts atrialer Kardiomyozyten konnten bereits einige
Mechanismen aufgedeckt werden, welche durch eine Erhohung des cAMP-Gehalts
proarrhythmische Verdnderungen in Proteinexpression und Proteinphosphorylierung bewirken.
Bei Patienten mit cVHF konnte ein erhohter cAMP-Gehalt beobachtet werden (Voigt et al.,
2012). Erweiternd konnte in atrialen Kardiomyozyten von Hunden sowohl in einem VHF-
simulierenden Modell mit elektrischer Stimulation der Kardiomyozyten als auch unter
adenoviraler Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C ein erhdhter cAMP-Gehalt
nachwiesen werden (Abu-Taha et al., 2018). Dies wurde in dieser Arbeit in atrialen
Kardiomyozyten der Maus bestitigt. Es zeigte sich ein erhohter cAMP-Gehalt um ca. 40% bei
NDPK-B und um ca. 20% bei NDPK-C. AuBlerdem zeigte sich bei Herunterregulation von
NDPK-B um ca. 30% eine Verringerung des cAMP-Gehalts um ca. 10%. Neuere unpublizierte
Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe konnten einen ebenfalls verminderten cAMP-Gehalt in
HL-1 Zellen bei erniedrigter NDPK-C-Expression aufzeigen. Aus diesen gegenldufigen
Ergebnissen nach Uber- bzw. Herunterregulation der NDPKs kann die positive Korrelation von
NDPK-Expression zum cAMP-Gehalt in atrialen Kardiomyozyte nachgewiesen und bestitigt
werden. Des Weiteren kann aus dieser Korrelation und der nachweislich erhohten NDPK-
Expression bei Patienten mit VHF angenommen werden, dass VHF sich selbst begiinstigt: ,,AF
begets AF“ (Li et al., 1999).

In der Betrachtung des gesamten G-Proteinsignalweges scheinen sich so die angenommenen
Mechanismen zu bestitigen: Die NDPKs sind in der Lage die Gas-Untereinheit
rezeptorunabhéngig zu aktivieren, die wiederum mit der AC interagiert. Genauer betrachtet ist
NDPK-C als Co-Faktor fiir NDPK-B bei Interaktion mit dem G-Proteinen essenziell und fixiert
dabei den NDPK-C/NDPK-B-Komplex mit Hilfe des Lipidankers an der Plasmamembran
(Abu-Taha et al., 2017). Es kommt also zur gesteigerten Komplexbildung und Interaktion der
NDPKs mit den G-Proteinen, wobei zusitzlich die Gos-Untereinheit auch vermehrt exprimiert
wird. Letztlich bedingt sich somit der Anstieg des cAMP-Gehalts (Abu-Taha et al., 2018).
Gleichzeitig fiihrt eine verringerte NDPK-Expression zu Reduzierung der ablaufenden
Mechanismen mit Verringerung des cAMP-Gehalts. Folglich weisen die Proteintranslation und
Proteinexpression, welche auch unter dem Einfluss eines verdanderten cAMP-Gehalts stehen,

ebenfalls gegenliufige Ergebnisse auf. Um die Rolle einer pathologischen Uberexpression der
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NDPKs weiter zu charakterisieren und den daraus resultierenden proarrhythmischen Effekt
abzuleiten, folgt die Betrachtung der Ca>*-Homdostase. Hier stellt der veridnderte cAMP-Gehalt
eine mechanistische Ursache dar: In Betrachtung der Proteinsynthese erfolgt die Bindung von
cAMP an das cAMP-response element binding protein (CREB)/CRE modulator (CREM), iiber
welches schlielich die Transkription verschiedener Proteine beeinflusst wird. Bereits in
genetisch modifizierten Méusen konnte gezeigt werden, dass eine Expression einer humanen
kardialen Isoform von CREM die Entstehung von VHF mit Vorhofhypertrophie und
Vorhofdilatation zur Folge hat (Muller et al., 2005). Dazu weist das NDPK-C-Gen eine
Bindungsstelle fiir CREBP1 auf (Martinez et al., 1997). Fiir eine genauere Betrachtung dieses
Mechanismus bezogen auf die hier thematisierten Proteine des SRs miissen weitere
Untersuchungen erfolgen.

In Rahmen dieser Arbeit resultiert aus dem erhdhten cAMP-Gehalt bei Uberexpression von
NDPK-B und NDPK-C ein erhohter mRNA-Gehalt von RyR2 und SERCA2a in den HL-1
Zellen. Vergleichend zeigt sich fiir RyR2 ebenfalls eine erhdhte Proteinexpression, wohingegen
die Proteinexpression der SERCA2a bei Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C reduziert
ist. Dies weist auf mogliche noch unbekannte Einfliisse in der Proteintranslation der SERCA2a

hin, welche in nachfolgenden Arbeiten zu kléren sind.
4.2 NDPKs beeinflussen die Ca?*"-Homdostase

Bei Ablauf des Aktionspotentials miissen die Mechanismen zur Ca?*-Freisetzung als auch zum
Ca’*-Entzug aus dem Zytosol schnell und exakt funktionieren. Als mogliche pathologische
Mechanismen dieses Systems konnen, bezogen auf VHF, folgende ausgemacht werden: Der in
der Systole von extrazelluldr einstromende Ca?'-Strom bewirkt das Freisetzen des im SR
gespeicherten Ca?* durch den RyR2. Dieses ist zum groBen Anteil an CSQ2 gebunden. In dieser
Arbeit zeigt eine Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C eine erhdhte Proteinexpression
von RyR2. In Kombination mit einer gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit und der Ca?*-
Uberladung des SRs wird von einer intrinsischen RyR2-Dysfunktion gesprochen (Voigt et al.,
2014b). Unter Beachtung der von cAMP vermittelten Phosphorylierung durch die PKA an
Ser2808 und der CaMKII an Ser2814 an RyR2 kann die postulierte Hyperphosphorylierung im
Rahmen dieser Arbeit nicht bestitigt werden. Diese wird als mogliche Ursache von SR-Ca?*-
Lecks und SCaEs bei Patienten mit cVHF angenommen (Voigt et al., 2012). Nichtsdestotrotz
nimmt die Phosphorylierung zu gleichem Anteil wie die Proteinexpression zu. Es zeigt sich
also auch absolut mehr Phosphorylierung von RyR2, sodass der Mechanismus weiterhin iiber

eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit von RyR2 zu vermehrten SR-Ca?*-Lecks und SCaEs
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beitragen kann. Unter dem Einfluss verminderter NDPK-B-Expression wird keine verdnderte
Phosphorylierungsrate von RyR2 beobachtet. Allerdings nehmen auch hier gegenteilig zur
Uberexpression die Proteinexpression sowie die Phosphorylierung zu gleichen Teilen ab.
Unpublizierte Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen bei verstirkter Herunterregulation
von NDPK-B und NDPK-C eine Hypophosphorylierung von RyR2, was die These der
potenziellen antiarrhythmischen Wirkung einer NDPK-Senkung unterstiitzt und die
proarrhythmische Wirkung von NDPK-B und NDPK-C nochmals unterstreicht. Ob daraus
folgend ein verringerter SR-Ca®"-Leck mit weniger SCaEs und ebenfalls ein geringeres
Auftreten von DADs resultiert, sollte in weiterfithrenden Untersuchungen experimentell
nachgewiesen werden.

Beziiglich des an RyR2 gebundenen CSQ2 zeigt sich in den HL-1 Zellen sowohl bei
Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C als auch bei Herunterregulation von NDPK-B eine
reduzierte CSQ2-Expression. Des Weiteren ist das Verhiltnis von CSQ2 zu RyR2 bei
Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C erniedrigt. Dabei ist zu beachten, dass CSQ2 zwar
die Offenwahrscheinlichkeit von RyR2 erhoht und so in dem Prozess einer RyR2-Dysfunktion
mitwirken konnte, allerdings nicht das gesamte CSQ2 des SRs auch an RyR2 gebunden ist (Wei
et al., 2009). Inwieweit das an RyR2 gebundene CSQ2 verdndert ist, muss in nachfolgenden
Studien {iiberpriift werden. Dennoch wurde bereits eine verminderte CSQ2-Expression als
proarrhythmische Ursache von ventrikuldren Arrhythmien postuliert (Terentyev et al., 2003)
und eine relative CSQ2-Verarmung der RyR2-Kanile bei Patienten mit pVHF nachgewiesen
(Beavers et al., 2013).

Im Rahmen der Ca?*-Homoostase dient SERCA?2a als eine Schliisselstelle fiir den Entzug des
zytosolischen Ca?* und damit der Beendigung des Querbriickenzyklusses. Da SERCA2a
physiologisch den groBten Anteil der diastolischen Ca?"-Verschiebung ausmacht (Bers, 2000),
kann eine verdnderte Funktion groBe Auswirkungen auf den Ca?*-Gehalt bewirken. Im Bezug
zur Ca?*-Dysregulation weist SERCA2a eine verringerte Funktion bei cVHF auf (Voigt et al.,
2012). Ebenfalls ist auch eine verminderte Proteinexpression erweiternd denkbar. Dies
verschiebt den Ca?"-Entzug des Zytosols auf die weiteren Ca?*-Transporter. Hier ist besonders
der elektrogene NCX1 an der Plasmamembran zu nennen, welcher nun vermehrt ein Ca®*-Ion
gegen drei Na™-Ionen tauscht und so eine Depolarisation bewirkt. Dies stellt bei Uberschreiten
des Schwellenpotentials mit Auftreten von getriggerten Aktionspotentialen einen bekannten
Pathomechanismus von VHF dar (Dobrev et al., 2011). In dieser Arbeit zeigt sich eine
reduzierte Proteinexpression der SERCA2a sowohl bei Uberexpression von NDPK-B und
NDPK-C als auch bei Herunterregulation von NDPK-B. Auch sind Verdnderungen in der
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Proteinexpression der SERCA2a-Regulatoren wie Sarcolipin und PLB denkbar, welche eine
verringerte Funktion der SERCA2a bedingen. In Betrachtung der Proteintranskription zeigt sich
in dieser Arbeit bei Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C ein gegenliufig erhdhter
mRNA-Gehalt der SERCA2a. Daher miissen, bedingt durch die Uberexpression von NDPK-B
und NDPK-C, weitere regulatorische Mechanismen existieren, welche nach gesteigerter
Transkription die Translation der SERCA2a hemmend beeinflussen. Der mRNA-Gehalt der
SERCAZ2a sollte bei Herunterregulation von NDPK-B ebenfalls untersucht werden. Dies zeigt
weiterhin auf, dass die unphysiologische Uberexpression der NDPKs eine Vielzahl von
Einfliissen und mdglichen Interaktionen mit noch unbekannten Proteinen zeigt und so eine
Herunterregulation der NDPKs zur mechanistischen Abklarung ihrer Funktionen notwendig ist.
Zum anderen wird als mechanistische Ursache des SR-Ca?-Lecks eine erhohte Ca?*-
Uberladung des SRs postuliert, welche auf einer gesteigerten Funktion der iibrigen SERCA2a
basiert. In der Regulation der SERCAZ2a ist auf die beobachteten Verdnderungen von PLB
hinzuweisen. Die hemmende Wirkung von PLB auf die SERCA2a wird durch die
inaktivierende Phosphorylierung von PLB an Serl6 durch die PKA und Thrl7 durch die
CaMKII aufgehoben. So konnte bereits gezeigt werden, dass eine Hyperphosphorylierung von
PLB zu einer gesteigerten Ca?"-Uberladung des SRs mit resultierend gesteigertem SR-Ca?'-
Leck in Kardiomyozyten fiihren kdnnte (El-Armouche et al., 2006). Dies zeigte sich auch in
den Untersuchungen zu Patienten mit pVHF (Voigt et al., 2014b). In dieser Arbeit kommt es
jedoch nach Uberexpression von NDPK-B zu einer Hypophosphorylierung von PLB an Ser16.
Entgegengesetzt zeigte sich fiir eine Herunterregulation von NDPK-B eine
Hyperphosphorylierung. Eine Uberexpression von NDPK-C zeigte keine Verinderungen bei
PLB-Ser16, wobei eine Hypophosphorylierung von PLB an Thrl7 festgestellt wurde. Bezogen
auf die Pathophysiologie von VHF wird durch die Hypophosphorylierung von PLB die
Funktion der SERCA2a gehemmt, sodass mehr Ca?* als Substrat fiir den NCX1 verbleibt und
so das Auftreten von getriggerten Aktionspotentialen in der Diastole begiinstigt werden kdnnte.
Anders wiirde eine Hyperphosphorylierung in diesem Kontext fiir eine reduzierte Hemmung
der SERCA2a sprechen, sodass weniger Ca?" iiber den NCX1 transportiert wird. Dies steht
allerdings in der gegenteiligen Annahme der VHF begiinstigenden Hyperphosphorylierung von
PLB mit erhdhter Ca?*-Uberladung des SRs und konsekutiv erhdhtem SR-Ca?*-Leck (El-
Armouche et al., 2006; Voigt et al., 2012). Ergiinzend fiir die durch Uberexpression von NDPK -
B und NDPK-C festgestellte Hypophosphorylierung von PLB ist ebenfalls eine erhohte
Funktion der Protein-Phosphatasen Typ-1 und Typ-2 (PPs) denkbar (Heijman et al., 2014).

Diese Hypothese sollte in nachfolgenden Untersuchungen {iberpriift werden.
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Der erhohte cAMP-Gehalt und die resultierenden Mechanismen der Ca?*-Dysregulation zeigen
die proarrhythmische Wirkung einer erhohten NDPK-Expression auf. So bedingt diese eine
gesteigerte Kontraktion mit erhohten Ca?*-Transienten in Kardiomyozyten (Abu-Taha et al.,
2018). Gegensitzlich zeigt der Knockdown von NDPK-B und NDPK-C in Zebrafischen und
Maiusen eine Abnahme der Kontraktion der Kardiomyozyten (Abu-Taha et al., 2017; Hippe et
al., 2009). Durch die in dieser Arbeit festgestellte Abnahme des cAMP-Gehalts bei
Herunterregulation von NDPK-B mit verringerter Proteinexpression von RyR2 und SERCA2a
sollte auch ein potenziell antiarrhythmischer Effekt einer reduzierten NDPK-B-Expression
diskutiert werden. So konnte eine pharmakologisch induzierte Reduktion von NDPK-B und
NDPK-C zur Behandlung von VHF in Betracht gezogen werden.

Des Weiteren sind bei Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C erhéhte Frequenzen von
SCaEs mit zusitzlich verringerter Latenz und ein vergrofertes SR-Ca?*-Leck zu beobachten
(Abu-Taha et al., 2018). Es zeigte sich ein vermehrtes Auftreten von DADs, welches ebenfalls
vermehrt getriggerte Aktionspotentiale bedingt. Aus diesen resultieren dann Zentren ektoper
Aktivitdt, welche sowohl das Auslosen als auch das Aufrechterhalten von VHF bedingen.
Dennoch sind NDPKs in physiologischer Expression aufgrund der vielfiltigen Interaktionen

fiir viele Signalabldufe in der Zelle essenziell (Abu-Taha et al., 2018; Heijman et al., 2014).
4.3 Klinische Relevanz der Arbeit

GemailB der aktuellen Leitlinie der European Society of Cardiology (ESC) von 2020 erfolgt die
Behandlung von VHF nach dem ABC-Schema. Dieses besteht aus einer Antikoagulation (A),
einem verbesserten Symptommanagement (B) und der Optimierung des Herz-Kreislauf-
Systems und der Komorbidititen (C). In der Behandlung der Rhythmusstérung VHF werden
aktuell zwei Therapieansédtze unterschieden. Zum einen kann in der Regel bei pVHF oder
persistentem VHF, dieses durch eine elektrische oder pharmakologische Kardioversion zuriick
in den Sinusrhythmus {iberfiihrt werden. Zum anderen erfolgt meist bei langanhaltendem oder
permanentem VHF unter Inkaufnahme der Rhythmusstdrung selbst nur eine Therapie der
assoziierten Symptomatik (Hindricks et al., 2021). In der symptomatischen Therapie von VHF
spielen vor allem B-Blocker wie Metoprolol und Bisoprolol, Calcium-Kanal-Blocker wie
Verapamil und Diltiazem, Herzglykoside wie Digoxin und Digitoxin und Natrium-Kanal-
Blocker wie Amiodaron eine entscheidende Rolle. Zur medikamentdsen Konversion von VHF
in einen Sinusthythmus konnen die Antiarrhythmika genutzt werden. Zu nennen sind
insbesondere Flecainid, Propafenon, Vernakalant und Amiodaron, welche allerdings nur mit

begrenztem Erfolg zur dauerhafte Kardioversion beitragen und zum andern mit einem erhéhten
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Risiko von ventrikuldren Rhythmusstdrungen einhergehen. Demnach ist die Entwicklung von
neuen Medikamenten mit neuen therapeutischen Ansatzpunkten essenziell (Dobrev & Nattel,
2010).

Die Behandlungen, welche VHF nicht-medikamentds dauerhaft zu therapieren versuchen,
stellen die katheterbasierten minimalinvasiven Verfahren wie beispielsweise die
Pulmonalvenenisolation dar. Hier werden die oft von den Pulmonalvenen ausgehenden Trigger
isoliert (abladiert). Dies fiihrt in vielen Féllen zu einem dauerhaft vorliegenden Sinusrhythmus
ohne erneute Vorhofflimmerepisoden.

In der Betrachtung des in dieser Arbeit thematisierten G-Protein-Signalwegs wurde zumeist der
GPCR als pharmakologisches Ziel ausgemacht. Dies liegt in der Tatsache begriindet, dass die
G-Proteine zum einen ubiquitdr vorkommen und zum anderen keine extrazelluliren Doménen
aufweisen. Im Vergleich bieten die GPCRs den Vorteil, dass sie differenziert auf
unterschiedlichen Zellen exprimiert werden. So ist beispiclsweise eine gezielte
Pharmakotherapie an den Kardiomyozyten mdglich. Bei kardiovaskuldren Erkrankungen
stellen deshalb die B-Blocker, ACE-Hemmer und ATiR-Antagonisten in der Therapie von
Herzinsuffizienz, Hypertonie und VHF wichtige therapeutische Sédulen dar (Heijman et al.,
2016).

Beziiglich der in dieser Arbeit ebenfalls festgestellten verdnderten Phosphorylierungen von
RyR2 werden bei cVHF Inhibitoren der CaMKII diskutiert, welche womdglich den spontanen
diastolischen SR-Ca?*-Leck, bedingt durch die RyR2-Dysfunktion, reduzieren konnten (Voigt
etal., 2012). In Betrachtung von pVHF ist allerdings eine Inhibition der SERCA2a von gréferer
Bedeutung, um den ursichlichen Effekt der Ca?*-Uberladung des SRs anzugehen (Voigt et al.,
2014a).

Durch die Feststellung der Beeinflussung von cAMP-Gehalt und Ca?*-Homdostase durch die
NDPKs stellen diese einen moglichen pharmakologischen Angriffspunkt dar, da sie sowohl die
Proteinausstattung als auch die Proteinphosphorylierung in der Zelle beeinflussen. Hier ist bei
verringerter NDPK-Expression iiber den reduzierten cAMP-Gehalt das seltenere Auftreten von
spontanen SR-Ca?*-Lecks mit SCaEs sowie DADs mit letztlicher Verhinderung von ektoper
Aktivitit denkbar. Nichtsdestotrotz kann eine alleinige Reduktion von NDPKs nicht das Ziel
einer moglichen pharmakologischen Behandlung darstellen. Zum einen sind NDPKs auch
potenziell in der Lage mit weiteren noch unbekannten Proteinen zu interagieren, zum anderen
sind sie grundsitzlich in zahlreichen Signalwege von physiologischer Bedeutung. Dies
erfordert also weitere Untersuchungen beziiglich noch unbekannter Proteininteraktionen und

deren Auswirkungen. SchlieBlich konnte auch gezeigt werden, dass ein Knockdown von
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NDPK-B zu einer Abnahme der Kontraktilitiat der ventrikuldren Kardiomyozyte fithrt (Hippe
et al., 2009), welches wiederum kein therapeutisches Ziel darstellt. Ergidnzend muss das
ubiquitire Vorkommen der NDPKs und das Fehlen einer extrazelluldiren Doméne angefiihrt
werden, welches die Pharmakokinetik verkompliziert. Potenzielle Inhibitoren miissten also
iiber eine lokale, beispielsweise katheterunterstiitzte, Applikation in das Vorhofmyokard
gelangen konnen.

Die NDPKs als mogliche therapeutische Ansatzpunkte miissen also weiter diskutiert und

schlieBlich auch in klinischen Studien {iberpriift werden.
4.4 Limitationen der Arbeit

Mit der Nutzung der HL-1 Zellkultur wurde ein gut etabliertes Modell fiir atriale
Kardiomyozyten verwendet. Hier lasst sich ohne den Einfluss von extrazellulirem Gewebe und
Fibroblasten, welchen eine grofle Bedeutung in Bezug auf die Pathomechanismen von VHF
zukommt (Nattel, 2017), also in Abwesenheit strukturellen Remodelings, die
Proteinausstattung der Zellen untersuchen. Ebenso kann eine ausreichende Menge an
Probenmaterial fiir aussagekriftige Ergebnisse gewonnen werden. Des Weiteren ist es moglich
nahezu jeder Zelle die genetischen Informationen iiber die NDPK-Expression mit Hilfe von
Adenoviren zu applizieren. Auch kann eine EGFP-positive Kontrolle zu den einzelnen
Versuchsansdtzen erzeugt werden, sodass die Effekte der Virusinfektion selbst in die
Ergebnisse vermindert einflieBen. Problematisch ist der zytotoxische Effekt durch die
Virusinfektion, der besonders im Ad-sh-NDPK-B-Ansatz eine Schwierigkeit darstellt. Durch
die Infektion mit den Adenoviren waren einige Zellen, welche unter dem Einfluss der shRNA
die entsprechenden Proteine im Vergleich zur Kontrolle unterschiedlich exprimierten, in Lyse
gegangen. Zeitgleich teilten sich noch nicht infizierte Zellen mit normaler Proteinausstattung
weiter. Dadurch bedingt konnte die NDPK-B-Expression trotz maximal erhohter Virusmenge
um lediglich 30% gesenkt werden. In nachfolgenden noch unpublizierten Daten unserer
Arbeitsgruppe mit einem neuen effektiveren Ad-sh-NDPK-B Virus, konnte die NDPK-B-
Expression um ca. 70% reduziert werden. Des Weiteren stellt der Ad-sh-NDPK-B Virus eine
Besonderheit dar, da die shRNA gegen die mRNA einer Ratte gerichtet ist. Mdglicherweise
konnte dies Ergebnisse mit grofleren Verdnderungen vermuten lassen. Weiterhin sind die HL-
1 Zellen immortalisierte Zellen, sodass diese Eigenschaft moglicherweise Auswirkungen auf
die Ergebnisse nehmen kdnnte. Auch handelt es sich um eine murine Zelllinie, welche zwar
nachweislich mit adulten Kardiomyozyten einer Maus verglichen werden kann (Lanson et al.,

1992), doch ist die Ubertragung der Ergebnisse auf humane Kardiomyozyten dennoch nur
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bedingt moglich. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse sollte also in humanen Zellproben

iiberpriift werden.
4.5 Schlussfolgerung

Diese Arbeit klart die mechanistischen Vorginge einer verdnderten NDPK-Expression in
Bezug auf die Ca?"-Dysregulation auf und kann im Besonderen durch die Einfliisse einer
Herunterregulation von NDPK-B die Korrelation von NDPK-Expression zum cAMP-Gehalt in
den atrialen Kardiomyozyten validieren. Erweiternd wurde der Zusammenhang einer erhohten
oder reduzierten NDPK-Expression mit einer verdnderten Proteinexpression und
Proteinphosphorylierung der Proteine des sarkoplasmatischen Retikulums erklédrt. Diese
Verdnderungen konnen als Ursachen der Entstehung von DADs und getriggerten
Aktionspotentialen angesehen werden. Letztlich konnen die Erkenntnisse aus dieser Arbeit der
zukiinftigen pharmakologischen Behandlung von VHF dienen und zur Entwicklung neuer

Antiarrhythmika beitragen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die iiber den verdnderten zyklischen Adenosinmonophosphat-Gehalt
(cAMP) proarrhythmische Wirkung der Nukleosiddiphosphat-Kinasen (NDPKs) untersucht.
Durch eine Herunterregulation von Nukleosiddiphosphat-Kinasen-B und -C (NDPK-B, NDPK-
C) resultierte auch eine Abnahme des cAMP-Gehalts. Es wurde weiterhin der
Grundmechanismus des atrialen Remodelings beziiglich der Calcium (Ca®")-Dysregulation
weiter aufgeklart. Hier zeigte sich eine durch die NDPKs bedingte proarrhythmisch verdnderte
Proteinausstattung: Die Zunahme der Ryanodin-Rezeptor-Kanile Typ-2-Expression (RyR2)
sowie die absolut erhohte Phosphorylierung von RyR2 konnten die intrinsische RyR2-
Dysfunktion mit einer gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit verstirken. So wiirden sowohl ein
erhohtes Ca?*-Leck des Sarkoplamatischen Retikulums (SR) als auch vermehrte spontaneous
SR Ca’*-release events (SCaEs) resultieren, welche spite Nachdepolarisationen (DADs) und
iiber getriggerte Aktionspotentiale ektope Aktivitit auslosen. Des Weiteren zeigte sich bei
Uberexpression von NDPK-B und NDPK-C eine verminderte SR-Ca?"-ATPase 2a-Expression
(SERCAZ2a) mit einer gleichzeitigen Hypophosphorylierung von Phospholamban (PLB). Dies
konnte den elektrogenen Ca?*-Strom iiber den Na™-Ca?"-Austauscher Typ-1 (NCX1) an der
Plasmamembran verstirken, was wiederum einen depolarisierenden Na*-Strom zur Folge hitte
und so eine diastolisch verfriihte Potentialzunahme mit mdglichem Uberschreiten des
Schwellenpotentials bedingen kdnnte. Obwohl dieser beschriebene Mechanismus in Gegensatz
zu dem postulierten spontanen SR-Ca’?-Leck, welches durch eine enthemmte SERCA2a-
Funktion mit nachfolgender Ca>"-Uberladung des SRs und so erhdhtem Ca?"-Leck-Strom durch
diec RyR2 charakterisiert ist, steht, konnten doch beide Mechanismen zu einer
proarrhythmischen diastolischen Zunahme des zelluldren Potentials fithren.

AbschlieBend stellt diese Arbeit neue Erkenntnisse iiber die proarrhythmische Wirkung von
NDPKSs und deren Einfluss auf die Ca?>*-Dysregulation im Kontext der Pathophysiologie von
Vorhofflimmern (VHF) dar. Diese positionieren die NDPKs als eine mdgliche therapeutische

Zielstruktur einer pharmakologischen Behandlung von VHF.
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7 ANHANG

7.1  Abkiirzungen

AC
ACE
Ad
ADP
AK
ATP
ATR
Ca?*
CaMKII
cAMP
cDNA
CRE
CREB
CREM
CSQ2
Cr
CTP
c¢VHF
DADs
DAG
EADs
EGFP
EHRA
ELISA
Epac2
FAM
GAPDH
GDP
GEF
GIRK
GPCR
GTP
His
IP3
JNC
JPH2
K+
kDa

M g2+
MOI
mRNA
M>R
MLKP
Na*
NCX1

Adenylatzyklase
Angiotensin-Konversions-Enzym
Adenovirus

Adenosindiphosphat

Antikorper

Adenosintriphosphat
Angiotensin-1-Rezeptor

Kalzium

Ca?*/Calmodulin-abhingige Proteinkinase I
zyklisches Adenosinmonophosphat
complementary deoxyribonucleic acid
cAMP-response element

cAMP-response element binding protein
cAMP-response element modulator
Calsequestrin-2

cycle threshold

Cytosintriphosphat

chronisches Vorhofflimmern

delayed afterdepolarisations

Diaclglycerin

early afterdepolarisations

enhanced green fluorescent protein
European Heart Rhythm Association
enzyme-linked immunoabsorbant assay
exchange protein directly activated by cAMP 2
Reporter
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

guanosin triphosphate exchange factor
G-protein-activated inwardly rectifying K™ channel
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Histidin

Inositol-1,4,5-trisphosphat

Junctin

Junctophillin Typ-2

Kalium

Kilodalton

Magnesium

multiplicity of infection

messenger ribonucleotide acid
muskarinartiger Acethylcholinrezeptor Typ-2
Myosinleichtketten-Phosphatase

Natrium

Na*-Ca?’-Austauscher Typ-1
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NDP
NDPKs
NDPK-A
NDPK-B
NDPK-C
NDPK-D
NFQ
nm23H1-9
NTP

P

PDE
PFU
PI3-Kinase
PKA
PKC
PLB
PLC-B
PM
PMCA
PPs

PP1

PP2
pVHF
gPCR
RGS
RhoGEF
RISC
rpm
RyR2
SCaEs
SEM

Ser
SERCA2a
shRNA
SR

Thr

TTP
VDCC
VHF
XRP2
a-AR
o2-AR
B-AR
B-ARK

Nukleosiddiphosphat
Nukleosiddiphosphat-Kinasen
Nukleosiddiphosphat-Kinasen-A
Nukleosiddiphosphat-Kinasen-B
Nukleosiddiphosphat-Kinasen-C
Nukleosiddiphosphat-Kinasen-D
Quencher

non metastatic clone 23 of human 1-9
Nukleosidtriphosphat

Phosphat

Phosphodiesterase

plaque forming unit
Phosphoinositid-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholamban

Phospholipase C-f3

Plasmamembran
Plasmamembran-Ca?*-ATPase
Protein-Phosphatasen
Protein-Phosphatase 1
Protein-Phosphatase 2

paroxysmales Vorhofflimmern
quantitative Polymerase-Kettenreaktion
regulators of G protein signaling
Rho guanin nucleotid exchange factors
RNA-induzierter Silencing-Komplex
rounds per minute
Ryanodin-Rezeptor-Kanile Typ-2
spontaneous SR Ca?*-release events
standard error of the mean

Serin

SR-Ca?*-ATPase 2a

small hairpin ribonucleotide acid
Sarkoplasmatisches Retikulum
Threonin

Thymidintriphosphat

Spannungsabhingiger Ca>*-Kanal (voltage-dependent Ca?*-channel)

Vorhofflimmern

X-linked Retinitis Pigmentosa 2
a-adrenerger Rezeptor
oz-adrenerger Rezeptor
[-adrenerger Rezeptor
[-adrenerge Rezeptorkinase
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