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1. Zusammenfassung

Bei chronischer Herzinsuffizienz kommt es zu einer sympathischen Aktivierung, die
eine Desensibilisierung und Herabregulation kardialer B-Adrenozeptoren (B-AR)
bedingt. Die Therapie von Patienten mit Herzinsuffizienz mit B-AR Antagonisten (-
Blockern) verbessert deren linksventrikulare (LV) Funktion und Prognose. Der (-
Blocker Metoprolol, jedoch nicht Carvedilol, fihrt zu einer Heraufregulation kardialer
B-AR. Dennoch steigert der B-AR Agonist Dobutamin das Herzzeitvolumen bei
Metoprolol- und Carvedilol-behandelten Patienten im gleichen Ausmal. Die
vorliegende Arbeit untersuchte den Mechanismus, wie Carvedilol eine
Resensibilisierung kardialer B-AR unabhangig von einer Beeinflussung der
Rezeptordichte herbeifiihrt. Die Studien wurden an isolierten rechtsatrialen Trabekeln
von Patienten durchgefihrt, die einer Herzoperation unterzogen wurden. Die
Trabekel wurden bei 37°C und 1 Hz elektrisch stimuliert und die isometrische
Kontraktionskraft gemessen. Die Zugabe kumulativer Konzentrationen des B-AR
Agonisten Noradrenalin (NA) in der Gegenwart des B,-AR selektiven Antagonisten
ICI 118.551 stellte eine B1-AR selektive Stimulation dar und induzierte mit steigender
Konzentration positiv inotrope Effekte, die jedoch in 33 von 66 Trabekeln durch eine
sekundare Abnahme dieses positiv inotropen Effektes innerhalb von etwa 15 min
gefolgt waren, wahrend in der anderen Halfte der Experimente der positiv inotrope
Effekt dauerhaft anhielt. Die sekundare Abnahme der Kontraktilitait war mit einer
Desensibilisierung der B1-AR assoziiert, was sich in einer Rechtsverschiebung der
NA ECsy Werte bestétigte. Durch Inhibition der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI13K)
oder der Phosphodiesterase 4 (PDE4) konnte die sekundédre Abnahme der
Kontraktionskraft verhindert und die Sensibilitat der 3;-AR fur NA wieder hergestellt
werden. Die kombinierte Inhibition der PI3K und PDE4 hatte keinen additiven Effekt,
was suggeriert, dass PI3K und PDE4 Teil desselben Signaltransduktionsweges sind,
die eine Desensibilisierung des p1-AR bedingen. Eine Vorinkubation der Trabekel mit
Metoprolol blockierte zwar den positiv inotropen Effekt, ohne jedoch einen Einfluss
auf die sekundare Abnahme der Kraft zu haben. Im Gegensatz dazu fuhrte eine
kurzzeitige Inkubation der Trabekel mit Carvedilol (fiur 3-5 min) zu keiner Blockade
des initial positiv inotropen Effektes, verhinderte aber die sekundéare Abnahme der
Kontraktionskraft, &hnlich den Effekten einer PDE4- oder PI3K-Inhibition.

Vergleichbare Effekte von Carvedilol wurden auch durch selektive Stimulation von (.-
4



AR durch Adrenalin in der Gegenwart des B;-AR selektiven Antagonisten CGP
207.12A beobachtet. Es lasst sich schlussfolgern, dass Carvedilol kardiale Bi- und
B2-AR durch Inhibition eines PI3K- und PDE4-abhéngigen Signalwegs
resensibilisiert. Dies kénnte den vergleichbaren Dobutamin-induzierten Anstieg des
Herzzeitvolumens bei Carvedilol- und Metoprolol-behandelten Patienten mit
Herzinsuffizienz trotz unterschiedlicher Beeinflussung der B-AR Dichte durch die
beiden Substanzen erklaren und den gunstigen Effekten von Carvedilol auf die LV

Funktion bei Patienten mit Herzinsuffizienz zugrunde liegen.

1. Summary
Mechanisms of cardiac B-adrenergic receptor
desensitization and their resensitization by B-blockers

In patients with chronic heart failure, the activation of the sympathetic nervous
system desensitizes and downregulates cardiac B-adrenergic receptors (B-AR).
Treatment of patients with heart failure with B-AR antagonists (B-blockers) improves
left ventricular (LV) function and prognosis. The pB-blocker metoprolol, but not
carvedilol upregulates cardiac B-ARs in heart failure patients. Nevertheless, the B1-
AR agonist dobutamine increases cardiac output to the same extent in metoprolol
and carvedilol treated patients. The present thesis examined the mechanisms by
which carvedilol resensitizes cardiac -ARs despite a lack of upregulation of B-AR
density. Experiments were performed on human right atrial trabeculae of patients
undergoing cardiac surgery. Trabeculae were mounted in organ baths at 37°C, were
electrically stimulated at 1 Hz, and the resultant isometric force was recorded. The
application of cumulative concentrations of noradrenaline (NA) in the presence of the
selective B2-AR blocker ICI 118.551 induced selective ;-AR stimulation and led to
positive inotropic effects after every cumulative concentration. In 33 of 66 trabeculae,
the initial positive inotropic effect was followed by a secondary decay of force within
~15 min, while in the other half of the experiments, force remained stable. The
secondary decay of force was associated with desensitization of §;-ARs, indexed by
a rightward shift in the NA ECs values. By inhibiting either phosphatidyl-inositol 3-

kinase (PI3K) or phosphodiesterase 4 (PDE4), the secondary decay of force was
5



completely prevented and the B;:-AR sensitivity to NA was restored to control levels.
The combined inhibition of PI3K and PDE4 had no additive effect, suggesting that
cardiac B1-ARs are desensitized by a signalling pathway that involves the sequential
activation of both PI3K and PDE4. Preincubation of trabeculae with metoprolol
inhibited the positive inotropic effect of NA, but did not prevent the secondary decay
of force. In contrast, short-term preincubation with carvedilol (for 3-5 min) did not
prevent the initial positive inotropic effect, but completely prevented the secondary
decay of force, comparable to the effects of PI3K- or PDE4-inhibition. Similar effects
were observed after selective ,-AR stimulation induced by adrenaline combined with
the Bi1-AR selective antagonist CGP 207.12A. We conclude that carvedilol
resensitizes cardiac B;- and B.-ARs by inhibiting a PI3K- and PDE4-dependent
signalling pathway. This could explain the similar dobutamine-induced increases in
cardiac output in carvedilol and metoprolol treated patients despite a lack of
upregulation of myocardial B;-AR density. This mechanism may underlie the

beneficial effect of carvedilol on LV function in patients with heart failure.



2. Einleitung

2.1. Herzinsuffizienz und Epidemiologie

2.1.1. Definition und Einteilung
Die WHO definiert die Herzinsuffizienz als die Unfahigkeit des Herzens, den Korper

ausreichend mit Blut und somit fir den Stoffwechsel notwendigem Sauerstoff zu
versorgen. Die Ursache hierfir ist eine kontraktile Dysfunktion des Herzens, die sich
klinisch durch den Symptomenkomplex Kurzatmigkeit, schnelle Ermudbarkeit und
Fllssigkeitsretention aul3ert.

Man unterscheidet die akute und chronische Form der Herzinsuffizienz.

Die akute Herzinsuffizienz kann sich aus einer dekompensierten chronischen
Herzinsuffizienz heraus entwickeln oder entsteht in Folge eines Herzinfarkts, einer
hypertensiven Krise (McMurray and Stewart, 2000) oder im Rahmen tachykarder
Herzrhythmusstorungen. Die haufigste Ursache der chronischen Herzinsuffizienz ist
die koronare Herzkrankheit, allein oder in Kombination mit einer arteriellen

Hypertonie.

Des Weiteren kann die chronische Herzinsuffizienz in eine systolische und eine
diastolische Herzinsuffizienz eingeteilt werden. Die Inzidenz einer systolischen
Herzinsuffizienz (HFrEF = heart failure with reduced ejection fraction), ist
vergleichbar mit der Inzidenz einer diastolischen Herzinsuffizienz, auch HFpEF
genannt (heart failure with preserved ejection fraction) (Owan et al., 2006). Von
HFpEF sind mehr Frauen, &ltere Patienten, Diabetiker und Hypertoniker betroffen.

Der HFrEF liegt in den meisten Fallen eine ischamische Genese zugrunde.

Das klinische Stadium beider Formen wird anhand des Leitsymptoms Dyspnoe
entsprechend der Klassifikation der New York Heart Association (NYHA)

abgeschatzt. Die Einteilung erfolgt in die Stadien I-1V (Tabelle 1):



Tabelle 1: Stadieneinteilung der Herzinsuffizient nach NYHA (New York Heart Association)

NYHA I Keine korperliche Einschréankung. Alltagliche korperliche Belastung
verursacht keine inadaquate Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot
oder Angina Pectoris.

NYHA Il Leichte Einschrankung der kdrperlichen Belastbarkeit. Keine Beschwerden
in Ruhe. Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris
bei alltaglicher korperlicher Belastung.

NYHA 1ll H6hergradige Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit bei
gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Erschdpfung,
Rhythmusstoérungen, Luftnot oder Angina pectoris bei geringer kérperlicher
Belastung.

NYHA IV Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitaten und in Ruhe.
Bettlagerigkeit.

Weitere maogliche Symptome sind Nykturie, Mudigkeit und Leistungsminderung.
AuRerdem sind in der klinischen Untersuchung typischerweise Odeme abhangiger
Korperpartien, Tachykardie, Hepatomegalie, hepatojugularer Reflux, Aszites,
Jugularvenenstauung, pulmonale Rasselgerausche, Kardiomegalie und ein 3.

Herzton zu beobachten (Borlaug and Paulus, 2011).

2.1.2. Epidemiologie
Die Pravalenz der Herzinsuffizienz nimmt mit steigendem Alter zu. Die Pravalenz in

der Patientengruppe < 65 Jahre liegt zwischen 0,4% bis 2%, bei Patienten = 65 Jahre
steigt sie bis auf 8% an. Zusatzlich konnte eine Zunahme der Pravalenz in den
letzten Jahrzehnten verzeichnet werden, was auf das sich erhdéhende
Durchschnittsalter der Gesellschaft zuriickzufihren ist. Die Langzeitprognose der
Herzinsuffizienz ist unguinstig und mit der von Malignomen vergleichbar (McMurray
and Stewart, 2000). Die mittlere Uberlebenszeit betragt fir Manner 1,7 und fur
Frauen 3,2 Jahre bei einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 25% fiir Manner und 38%
fur Frauen. Die Prognose ist abhangig vom Schweregrad der Erkrankung. Patienten
mit einer leichten Herzinsuffizienz (NYHA Stadium I-Il) haben eine 2-Jahres-
Uberlebensrate von 80-90%, in einem fortgeschrittenem Stadium (NYHA 1I-1V) nur
noch von 25%. Weiterhin ist die Prognose sowohl bei Frauen als auch Mannern
altersabhangig. Je alter Patienten bei Diagnosestellung sind, desto unginstiger ist
ihre Prognose (Ho et al., 1993).


http://de.wikipedia.org/wiki/Angina_Pectoris

2.2. Ursachen und Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

2.2.1. Die Ursachen
Die Ursachen einer Herzinsuffizienz sind vielfaltig. So haben beispielsweise die

Framingham-Studie (Ho et al., 1993) und auch andere Untersuchungen (Eriksson et
al., 1989; Remes et al., 1992) gezeigt, dass mehr als drei Viertel der Falle einer
Herzinsuffizienz auf einer arteriellen Hypertonie und koronarer Herzkrankheit
beruhen. Risikofaktoren sind eine verminderte Glukosetoleranz, erhfhte Plasma-
Cholesterin-Spiegel, Ubergewicht, Rauchen und eine erhthte basale Herzfrequenz
(Kannel and Cupples, 1988).

2.2.2. Neuroendokrine Aktivierung
Schon in der Frihphase der Herzinsuffizienz kommt es zu einer Aktivierung

neuroendokriner Mechanismen, die bei akutem Kreislaufversagen (d.h. in einem
Schockgeschehen) sinnvoll sein kbnnen, um den Blutdruck aufrechtzuerhalten und
eine  ausreichende Durchblutung der lebenswichtigen Organe und die damit
verbundene Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten. Doch haben diese
Kompensationsmechanismen, zu denen u. a. eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des sympathischen Nervensystems
(SNS) zahlen, im Rahmen einer chronischen Aktivierung einen ungunstigen Einflufd
auf die kardiale Funktion (Abbildung 1).

2.2.3. Das B-Adrenerge System
Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz werden erhohte Plasma-

Noradrenalinspiegel gemessen. Die Hohe der Noradrenalinspiegel korreliert dabei
umgekehrt proportional mit der Prognose der Patienten (Cohn et al., 1984).
Tatséachlich ist die chronische B-adrenerge Stimulation kausal mit dem Entstehen
einer  Herzinsuffizienz  verknupft. Eine etwa 15-fache kardiomyozytare
Uberexpression des humanen B;-Adrenozeptors (AR) fiihrte in einem transgenen
Mausmodel zunachst zu kardialer Hypertrophie und im Verlauf zu einer
linksventrikularen (LV) Dilatation und kontraktilen Dysfunktion sowie vermehrter
interstitieller Fibrose (Engelhardt et al., 1999). Diese Umbauprozesse des Myokards



bezeichnet man als ,kardiales Remodeling®“. Auf myozytarer Ebene liegen diesem
Remodeling eine kardiomyozytare Hypertrophie, Apoptose und Nekrose zugrunde.

Die Aktivierung kardialer B-AR fuhrt zur Stimulation der Adenylatzyklase tber die
Aktivierung des stimulatorischen G-Proteins (Gs). An der Adenylatzyklase wird
vermehrt zyklisches Adenosin Monophosphat (cAMP) gebildet, welches als
intrazellularer Botenstoff eine Reihe von zellularen Funktionen reguliert. Im Herzen
fuhrt es zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die wiederum diverse
Proteine phosphoryliert, die insbesondere flir die elektromechanische Kopplung
verantwortlich sind. Dazu zahlen der sarkolemmale L-Typ Ca®* Kanal, der Ryanodin-
Rezeptor, Troponin | und Phospholamban, welches die sarkoplasmatische Retikulum
(SR) Ca*" ATPase inhibiert (Bers, 2002). Somit fiihrt die Stimulation kardialer p-AR
iiber eine Steigerung des Ca?*-Einstroms tiber L-Typ Ca** Kanéle sowie eine erhéhte
Ca’* Beladung des SR zu erhohten Amplituden und beschleunigten Anstiegs- und
Abnahmegeschwindigkeiten der Ca®* Transienten, was sich in positiv inotropen und
lusitropen Effekten am Herzmuskel &ufRert. Die raumliche und zeitliche Limitierung
des cAMP Signals erfolgt durch Phosphodiesterasen (PDE). In der vorliegenden
Arbeit soll u. a. geklart werden, wie die unterschiedlichen PDE (insbesondere PDE3

und PDE4) die kardiale Kontraktilitat sowie die Sensibilitat kardialer B-AR regulieren.

Am menschlichen Herzen finden sich B;-AR, B2-AR und Bs-AR. In neueren Studien
konnte gezeigt werden, dass die langfristige Stimulation kardialer 1-AR und B,-AR
unterschiedliche Effekte auf das kardiale Remodeling haben. Die konstante
Stimulation des B;:-AR fuhrt in Kardiomyozyten unabh&ngig von der Proteinkinase A
(PKA) zu einer Aktivierung der Ca?‘/Calmodulin-abhéangigen Proteinkinase I
(CaMKIl) (Zhu et al., 2003) (Abbildung 1). Diese vermittelt im weiteren Verlauf eine
myokardiale  Hypertrophie, Fibrose, Nekrose und Apoptose. Auch die
kardiomyozytare Uberexpression von Gs (lwase et al., 1996) induziert eine
Herzinsuffizienz. Im Gegensatz dazu hatte die B,-AR Stimulation anti-apoptotische
Effekte, die durch das inhibitorische G-Protein (G;) mediiert waren (Xiao et al., 2004).
Dieses Signal wird durch die By-Untereinheiten von G; mediiert und flhrt konsekutiv
zu einer Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und somit zu einer

Phosphorylierung des anti-apoptotischen Akt (Chesley et al., 2000; Zhu et al., 2001).
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Abbildung 1: Ubersicht liber die p-adrenerge Signaltransduktion sowohl am ;- als auch am B,-AR.
NA: Noradrenalin, ADR: Adrenalin, AC: Adenylatcyclase, o, B, y: Untereinheiten des G-Proteins,
PKB: Proteinkinase B, CaMKIl: CaM-Kinase, PDE: Phosphodiesterase, PI3K: Phosphatidyl-inositol-
3-Kinase. Mod. nach Xiao et al., 2004

2.2.4. B-Blocker als therapeutisches Prinzip bei Patienten mit Herzinsuffizienz
Diese Ausfuhrungen zur Pathophysiologie der Herzinsuffizienz legen nahe, dass das

Ziel einer therapeutischen Intervention eine Unterbrechung des ,Circulus vitiosus®
sein sollte, der durch die Aktivierung der neuroendokrinen
Kompensationsmechanismen aufrechterhalten wird (Abbildung 2). In den 1980er und
1990er Jahren wurden eine Vielzahl von randomisierten, doppel-blinden und
placebokontrollierten Studien durchgefuhrt, die die Auswirkungen einer -
Blockertherapie bei herzinsuffizienten Patienten in Bezug auf Symptome, ventrikulare
Funktion und Uberleben untersuchten (zur Ubersicht siehe (Bristow, 2011). Diese
Studien wurden insbesondere mit den Substanzen Bisoprolol, Metoprolol und
Carvedilol durchgefihrt (Bisoprolol: CIBIS 1l, (1999)), (Metoprolol: HF-MERIT
(Hjalmarson et al., 2000)), (Carvedilol: COPERNICUS, (Packer et al., 2001; Packer
et al.,, 2002)). In nahezu allen Studien konnte eine Verbesserung der LV Funktion
und der Symptomatik durch diese Substanzen herbeigefihrt werden. Aul3erdem
fuhrten alle diese Substanzen zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit der

Patienten, die relative Risikoreduktion durch B-Blocker zusatzlich zur Basistherapie
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mit ACE-Hemmern und Diuretika betrug in den meisten Studien etwa 35% (Bristow,
2011). Bisoprolol und Metoprolol gelten als B;-selektive B-Blocker der zweiten
Generation, wahrend Carvedilol ein 3-Blocker der 3. Generation ist, da er zuséatzlich
zur B-Blockade noch vasodilatierende Eigenschaften besitzt. Diese werden auf die
Blockade von a-AR und/oder durch anti-oxidative Effekte der Substanz zuriickgefihrt
(Bristow, 2011; Flesch et al., 1999). Im Rahmen der COMET Studie wurden die
Effekte von Carvedilol bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz gegen die von
Metoprolol Tartrat verglichen, und tatsachlich fuhrte die Therapie mit Carvedilol zu
einer starkeren Senkung der Gesamtsterblichkeit gegentber Metoprolol (COMET,
(Poole-Wilson et al., 2003)). Hierbei muss allerdings berucksichtigt werden, dass in
der COMET Studie unretardiertes Metoprolol Tartrat verwendet wurde, welches in
der initialen MDC Studie (Waagstein et al., 1993) zu keiner Uberlebensverlangerung
bei Patienten mit Herzinsuffizienz fuhrte, wahrend Metoprolol Succinat in einer
Formulierung mit ,Zero order kinetic* (ZOK) eine 35%ige Senkung der Sterblichkeit in
der MERIT Studie herbeifiihrte (1999). Aus diesem Grunde sind die Daten der
COMET Studie umstritten, und die Leitlinien zur Therapie der Herzinsuffizienz sehen
eine Therapie mit Metoprolol Succinat gleichwertig zu der mit Carvedilol (McMurray
et al., 2012)).

| Kardiale Kontraktilitat + |

\ /
| Periphere Perfusion Jr |

v

“Viechanioman | L RAAS |
SNS | |"Withanemen | L RAAS |
\ 2 ; i/
| Vasokonstriktion | Salz- / Wasser-
Retention
Desensibilisierung *
des 3-adrenergen Druck- Volumen- . N
Systems Belastung Belastung [~ Ventrikulare
Hypertrophie
I ’,_

Abbildung 2: Circulus vitiosus der Aktivierung neuroendokriner Kompensationsmechanismen bei der
Herzinsuffizienz. SNS, sympathisches Nervensystem; RAAS, Renin-Angiotensin-Aldosteron-System;
BB, R-Blocker; ACEI, ACE-Inhibitoren.
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2.2.5. Unterschiede zwischen Metoprolol und Carvedilol
Trotz vergleichbarer Effekte dieser drei B-Blocker auf die Sterblichkeit bei Patienten

mit Herzinsuffizienz weisen diese p-Blocker grundséatzlich unterschiedliche
pharmakologische und somit auch hamodynamische Profile auf. In dieser Hinsicht
wurden insbesondere Carvedilol und Metoprolol miteinander verglichen. In der sog.
B-Blocker Umsetz Studie (B-BUMS; (Maack et al., 2001)), die in einem Uberkreuz
Format (,cross-over design®) durchgefuhrt wurde, wurde beobachtet, dass Patienten,
die von Carvedilol auf eine aquivalente Dosis von Metoprolol Succinat innerhalb
eines Tages umgesetzt wurden, diesen Wechsel deutlich schlechter vertrugen als
umgekehrt Patienten, die von Metoprolol Succcinat auf Carvedilol umgesetzt wurden.
Eine mogliche Erklarung hierfir wurde durch die spatere Beobachtung geliefert, dass
Carvedilol ein nahezu irreversibles Bindungsverhalten an kardialen B-AR aufweist, so
dass trotz Elimination von Carvedilol aus dem Plasma von gesunden Probanden
(Halbwertszeit ~5-6 Stunden) nach 44 Stunden noch immer eine partielle -Blockade
in vivo nachzuweisen war (Kindermann et al., 2004). Erste Hinweise auf dieses
irreversible Bindungsverhalten von Carvedilol, aber nicht Metoprolol, an kardialen -
AR, hatten bereits vorher Experimente an neonatalen Kardiomyozyten in vitro
geliefert (Flesch et al., 2001).

Im Rahmen der Uberkeuz-Studie an Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz
(Maack et al., 2001) wurden bei einem Teil der Patienten Dobutamin Stress-
Echokardiographien durchgefiihrt. Dobutamin ist primar ein B;-AR Agonist, verfugt
aber auch Uber B,-AR und o-AR stimulierende Eigenschaften, die sich hinsichtlich
des peripheren GefalBwiderstands weitgehend aufheben (Ruffolo, 1987). Es
dominiert daher der B;-AR vermittelte positiv inotrope und chronotrope Effekt, der
einen Anstieg des Herzzeitvolumens (HZV) mit konsekutiver reflektorischer Senkung
des endogenen Sympathikotonus nach sich zieht, was die Abnahme des peripheren
GefalRwiderstands nach Dobutamin Gabe erklart. Interessanterweise wurde bei
Patienten mit Herzinsuffizienz, die chronisch mit Carvedilol oder Metoprolol
behandelt wurden, ein identischer Anstieg des Herzzeitvolumens (HZV) um ca. 40%
nach 40 pg/kg Korpergewicht Dobutamin intravents beobachtet (Maack et al., 2001).
Wahrend dieser Anstieg des HZVs bei Metoprolol behandelten Patienten primar
durch einen Anstieg der Herzfrequenz, aber nicht des Schlagvolumens bedingt war,

so war er bei Patienten mit Carvedilol auf einen moderateren Anstieg der
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Herzfrequenz, aber auch des Schlagvolumens zurtickzufiihren. Dies suggeriert, dass
Carvedilol eher die positiv inotropen als die positiv chronotropen Effekte eines 1-AR
Agonisten in vivo verbessert. Der Mechanismus fur diese differentielle Beeinflussung

der kardialen Inotropie durch Carvedilol und Metoprolol ist bisher nicht identifiziert.

Die Tatsache, dass Dobutamin bei Carvedilol behandelten Patienten einen
identischen Anstieg des HZV im Vergleich zu Metoprolol herbeifihren konnte, ist an
sich Uberraschend. Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ist die Dichte der
kardialen Bi-AR deutlich herabreguliert (Bristow et al., 1982a), was auf eine
Phosphorylierung der Rezeptoren (durch Protein Kinase A und die B-AR Kinase) und
die konsekutive Entkopplung vom stimulatorischen G-Protein und die Sequestrierung
der Rezeptoren in ,Clathrin-gecoverten Vesikeln“ mit Internalisierung der Rezeptoren
zurUckzufiuhren ist (Maack, 2012; Naga Prasad et al., 2002; Rockman et al., 2002).
Diese Agonisten-induzierte Herabregulation kann durch orthosterische Antagonisten
(d.h., Antagonisten, die an der gleichen Bindungsstelle wie der Agonist binden und
einen kompetitiven Antagonismus mit dem Agonisten eingehen), die noch dazu einen
inversen Agonismus aufweisen (also die Fahigkeit, die endogene Aktivitat des
Rezeptors zu reduzieren), aufgehoben werden. In Ubereinstimmung mit diesem
Konzept wurde beobachtet, dass bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz, die
mit Metoprolol (einem orthosterischen, inversen Agonisten) behandelt wurden, die
herabregulierte B-AR Dichte wieder hergestellt werden konnte (Gilbert et al., 1993),
was mit einer Verbesserung der maximalen O,-Aufnahme in der Spiroergometrie und
somit der maximalen Belastungstoleranz korrelierte (White et al.,, 1995). Im
Gegensatz dazu fuhrte Carvedilol zu keiner Heraufregulation der 3-AR Dichte (Gilbert
et al., 1993) und auch zu keiner Verbesserung der maximalen O,-Aufnahme (White
et al., 1995) bei diesen Patienten, was (hinsichtlich der -AR Dichte) Ergebnisse von

in vitro Experimenten bestatigen konnten (Flesch et al., 2001).

Ob dies auf die persistierende Bindung von Carvedilol an B-AR und somit eine
Erhéhung der Dissoziationskonstante flr den Agonisten (bzw. experimentell den
Radioliganden) oder tatséachlich auf eine fehlende Heraufregulation der Rezeptoren
oder gar beides zurtckzufuhren ist, ist derzeit ungeklart. In adulten Ratten-
Kardiomyozyten wurde beobachtet, dass nach 24 Stunden Koinkubation von

Carvedilol mit dem Agonisten Isoprenalin die Effektivitat von Isoprenalin (in diesem
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Falle die maximale Zunahme der zellularen Verkurzungsfraktion in Kardiomyozyten)
bei leicht verringerter Affinitat der Rezeptoren gegenuiber Zellen, die nur mit
Isoprenalin behandelt wurden, wieder hergestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu
fuhrte die Koinkubation von Metoprolol mit Isoprenalin zu einer Rekonstitution der
Effektivitat und der Affinitat der B-AR (Flesch et al., 2001).

Diese in vitro (Flesch et al., 2001) und in vivo Daten (Maack et al., 2001) zeigen,
dass Carvedilol, obwohl es nicht in der Lage ist, die kardialen B-AR bei Patienten mit
Herzinsuffizienz wieder herauf zu regulieren (Gilbert et al., 1993), dennoch zu einer
vollstandigen Rekonstitution der kardialen Inotropie in vivo und in vitro fihren kann.
Im Sinne des konventionellen Konzeptes der B-AR Desensibilisierung ist dies jedoch
nicht ohne weiteres mit der fehlenden Rezeptor Heraufregulation vereinbar, sofern
nicht auf Post-Rezeptor Niveau eine Sensibilisierung stattfindet. Es muss daher
andere Mechanismen geben, durch die Carvedilol Kkardiale p-AR wieder

resensibilisieren kann.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist es demnach, diesen Mechanismus

weiter aufzuklaren.

2.2.6. Phosphodiesterasen
Wie bereits erwahnt, sind die Phosphodiesterasen (PDE) fir die zeitliche und

rdumliche Begrenzung des cAMP Anstiegs nach (-adrenerger Stimulation
verantwortlich. PDE sind Enzyme, die cAMP und cGMP intrazellular degradieren. Es
sind mehr als 11 Familien identifiziert worden, die allesamt eine bestimmte Struktur,
Aktivitat, Expression und Verteilung im Gewebe aufweisen. Die PDE 3, 4 und 5 sind
hierbei an speziellen Lokalisationen im Herzen und in der glatten Muskulatur der
Koronarien exprimiert und haben daher auch den grof3ten Einfluss auf die kardiale
Signaltransduktion und Effekte auf die kardiale Kontraktilitat (Rao and Xi, 2009). Sie
beeinflussen das Ausmal3, die Dauer und rdumliche Ausbreitung des Anstiegs der
lokalen PKA-Aktivitat (Leroy et al., 2008), die eine Reihe von spezifischen Substraten
phosphoryliert, die fur die Kontraktilitdt verantwortlich sind (Conti and Beavo, 2007;
Cooper, 2005; Houslay et al.,, 2007). Den PDE 3 und 4 kommt dabei die grofte

Bedeutung zu, da sie fur den Hauptteil der spezifischen Aktivitat in Herzmuskelzellen
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verantwortlich sind (Mongillo et al., 2004; Rochais et al., 2006). Besonders fir die
PDE4D Isoform wurde gezeigt, dass sie in Assoziation zum B-AR die Rezeptor
induzierte cAMP Akkumulation in kardialen Myozyten reguliert (Perry et al., 2002;
Richter et al., 2008). In neonatalen Rattenmyozyten konnte gezeigt werden, dass
sich cAMP raumlich in Mikrodoméanen anreichert und die weitere Diffusion in der

Folge durch PDE limitiert wird (Zaccolo and Pozzan, 2002).

Die Regulation der PDE selbst ist bisher nicht vollstandig aufgeklart. Die klassische
Aktivierung der PDE4 wird durch die PKA mediiert, was einem negativen Feedback
Mechanismus entspricht (Sette and Conti, 1996). Darlber hinaus weisen neuere
Daten auch auf eine Aktivierung der PDE4 durch die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3-Kinase) hin, da durch ihre Inhibition ein Anstieg in der cAMP-Konzentration
beobachtet wurde (Crackower et al., 2002). In Tiermodellen fuhrte die Inhibition der
PI3-Kinase nach Stimulation am B2-AR zu einem verstarkten adrenergen Effekt
durch die Erhéhung von cAMP, die am ehesten auf den Verlust der Funktion der
PDE4 zurlckzufuhren ist (Kerfant et al., 2007). Ob es eine direkte Interaktion der
beiden Enzyme gibt, ist bislang nicht vollstandig aufgeschlisselt. Neuere Arbeiten
zeigen dartber hinaus, ebenfalls an Rattenmyozyten, eine Interaktion zwischen
PDE4 und dem (;-AR (De Arcangelis et al., 2008). Die vorliegende Arbeit untersucht
daher, ob PDE und PI3-Kinase einen funktionellen Einfluss auf kardiale ;-AR und

B2-AR im humanen Myokard haben.

2.2.7. Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13-Kinase)
Die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase, PI3K) zahlt zur Familie der

Lipidkinasen, welche die Phosphorylierung an der D3-Position des Inositolrings von
Phosphatidylinositol katalysieren. lhre Aktivitat ist ubiquitar in eukaryontischen Zellen
nachweisbar. Es ist bereits gut untersucht, dass die Aktivierung der PI3-Kinasen
durch die Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und GPCRs zu einer Erhéhung
von Phosphatidyl-Inositol(3)-Phosphat  (PIP3) fuhrt, welches ein potentes
Signalmolekul ist, das seinerseits zur Modulation verschiedener zellularer Effekte
fuhrt, wie Dbeispielsweise Proliferation, Differenzierung, Zelladh&sion, Migration,
Organisation des Zytoskeletts, Membrantransportvorgdnge und Apoptose (Oudit and
Kassiri, 2007; Oudit et al., 2004). PI3Ka and PI3Ky sind die beiden Hauptformen, die
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in Kardiomyozyten vorkommen (Oudit and Kassiri, 2007). Wahrend die PI3Ka das
Herzwachstum beeinflusst (Luo et al., 2005) wird die kardiale Kontraktilitat durch die
die PI3Ky reguliert (Crackower et al., 2002; Kerfant et al., 2006). Diese wird nach G-
Protein-Stimulation durch die By-Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins aktiviert
(Chesley et al., 2000; Maier et al., 1999). Es wird postuliert, dass die PI3Ky die
kardiale Kontraktilitdt und die elektromechanische Kopplung durch Beeinflussung des
CAMP-Spiegels und die Phospholamban (PLN) Phosphorylierung reguliert
(Crackower et al., 2002; Kerfant et al., 2006; Patrucco et al., 2004). In friheren
Studien wurde diskutiert, dass dieser Signaltransduktionsweg allein nach Stimulation
des B.-AR ausgelost wird, der neben seinen Effekten auf cAMP und Kontraktilitat
auch Uber die Phosphorylierung von Protein Kinase B (Akt) und GSKS3p
antiapoptotische Mechanismen in der Zelle reguliert (Zhu et al.,, 2001). 2004
beschrieb die Gruppe um Xiao et al. jedoch auch die Relevanz fir den ;-AR (Leblais
et al., 2004). An Rattenkardiomyozyten kam es hier nach selektiver Stimulation des
B1-AR und nach Hemmung der PI3-Kinase mit LY294002 zu einer Verstarkung der

zellularen Verkirzungsfraktion.

Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass es ein enges
Zusammenspiel zwischen B-AR, PDEs und der PI3K gibt, deren Relevanz fur
humanes Myokard noch fast vollkommen unerforscht ist, insbesondere im Hinblick
auf die Regulation der kardialen Kontraktilitdét. Da bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz B1-AR desensibilisiert sind, spekulierten wir, dass die PI3-Kinase
und PDEs an der Desensibilisierung von Bi1-AR in menschlichem Myokard beteiligt
sein konnten. Die vorherigen Ausflihrungen kdnnten ein Beleg dafir sein, dass die
genannten Signaltransduktionswege durchaus einen Einfluss auf die Sensibilitat
kardialer B-AR fur endogene Agonisten wie Adrenalin und Noradrenalin haben

koénnten.
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Die Ziele der vorliegenden Arbeit sind daher,

1.) zu Kklaren, welche Mechanismen zur Desensibilisierung kardialer B-AR

beitragen.
2.) die Rolle der verschiedenen PDE und der PI3-Kinase zu klaren.

3.) Darliber hinaus soll geklart werden, durch welchen Mechanismus Carvedilol
zu einer Resensibilisierung des p-adrenergen Signalwegs am menschlichen
Herzen fuhrt, da dies nicht durch die Wieder-Heraufregulation kardialer 3-AR

erklarbar ist.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Materialien fur die Kontraktionskraftmessung an rechtsatrialen
Trabekeln

Die Experimente wurden an humanen rechtsatrialen Muskel-Trabekeln durchgefihrt
und die isometrische Kontraktionskraft wurde detektiert. Das Gewebe wurde von
Patienten entnommen, die im Rahmen einer Herz-Thorax-chirurgischen Operation
behandelt wurden, die den Anschluss einer Herzlungenmaschine erforderte
(insbesondere  aortokoranare  Bypass  Operation,  Aortenklappen-  bzw.
Mitralklappenoperation). Bei der Kandilierung des rechten Vorhofs wird in diesem
Zusammenhang das rechte Herzohr abgetrennt. Die Verwendung von
Patientenmaterial erfolgte nach vorheriger Genehmigung durch die Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes (Nr. 131/00).

3.1.2. Material fur die Western-Blot Analyse
Zur Detektion der Phosphorylierung von Akt wurden Western-Blot Experimente an

Trabekeln, die vorher funktionell untersucht wurden, durchgefihrt.

3.1.3. Material fuir die Bestimmung des B-AR Polymorphismus
Nach der Praparation der Herzmuskeltrabekel (s.u.) wurde das restliche Gewebe bei

-80° C schockgefroren. Aus diesem Gewebe entnahmen wir weiteres Material fur die
Genotypisierung der Rezeptor-Polymorphismen. Wir isolierten zuerst die DNA aus
dem vorliegenden Material, um anschlie3end eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
des entsprechenden Genlokus durchzufihren. Aus diesem PCR-Produkt wurde dann
anschlieBend der Polymorphismus fir den B-AR bestimmt. Dies erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Dr. P. Nidrnberger und der Mitwirkung von

Herrn Dr. M. R. Toliat (Cologne Center for Genomics, Universitat zu Koéln).
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3.1.4. Substanzen zur Kontraktionskraftmessung an rechtsatrialen Trabekeln
(Tyrode L6sung)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen:

L (+)-Ascorbinsaure, MG 176

D (+)-Glukose, MG 180

Kaliumchlorid (KCI), MG 75

Kalziumchlorid (CaCl,), MG 181

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl, x 6 H,0), MG 203
Natriumchlorid (NaCl), MG 58
Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO,4), MG 138
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), MG 84

Salzsaure (HCI), 37%, MG 36

3.1.5. Substanzen fur die Kontraktionskraftmessung an rechtsatrialen
Trabekeln

Astra Chemicals, Wedel, Deutschland:

Metoprolol, MG 684

Merck KGaA, Darmstadt, Germany:

LY294002 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride),
MG 348

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Munich, Germany

Adrenalin Hydrochlorid, MG 219

CGP 207.12A (2-Hydroxy-5-(2-hydroxy-3-(4-((1-methyl-4-trifluormethyl)-1H-
imidazol-2-yl)-phenoxy-propyl)-aminoethoxyl)-benzamid Hydrochlorid), MG
591

EHNA (erythro-9-Amino-B-hexyl-a-methyl-9H-purine-9-ethanol hydrochloride),
MG 313

Forskolin (73-Acetoxy-8,13-epoxy-1a,6,9a-trihydroxylabd-14-en-11-on), MG
411

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine), MG 222
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ICI 118.551 (erythro-(#)-1-(7-methylindan-4-yloxy)-3-isopropylaminobutan-2-ol
Hydrochlorid), MG 313

IGF 1, MG 7,6 kDa

Isoproterenol (Isoprenalin), MG 248

L-NAME, MG 270

Milrinone, MG 211

Noradrenalin, MG 169

Phenoxybenzamin, MG 340

Rolipram, MG 275

Wortmannin MG 428

3.1.6. Substanzen und Materialien zur Durchfihrung der Gelelektrophorese
und des Western-Blots

Acrylamid

Amersham Hyperfilm MP, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
Ammoniumperoxidsulat ( APS) ( HgN2OgS.), MG 228
Bromphenolblau

DC Protein Assay Reagent A, Bio-Rad, Munich, Germany

DC Protein Assay Reagent B, Bio-Rad, Munich, Germany

DCS Marker

Dithiothreitol ( DTT) ( C4H1005S,), MG 154

ECL Western Blotting Detection Reagents, Amersham, GE Healthcare
Glycerol ( C3HgO3), MG 92

Glycin ( C,HsNO,), MG 75

Methanol ( CH40), MG 32, VWR, Darmstadt, Germany

PBS

Ponceau S ( C22H16N4Nas013S,4), MG 760

Sodium Dodecyl Sulfate ( SDS) (C12H2sNa0O,4S), MG 288
Tetramethylethylendiamin ( Temed) ( CgH12N2), MG 116
TRIS-Ammonium, MG 349

TRIS-HCI, MG 156

Tween 20 ( CsgH11402), MG 1227

B-Mercaptoethanol, MG 78
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3.2. Methoden

3.2.1. Praparation rechtsatrialer Trabekel
Das Herzmuskelgewebe wurde unmittelbar nach intraoperativer Entnahme in

eisgekuhlter St. Thomas Kardioplegielosung (Natriumchlorid: 110 mmol/l;
Kaliumchlorid: 16 mmol/l; Natriumhydrogencarbonat: 10 mmol/l; Magnesiumchlorid:
16 mmol/l; Calciumchlorid: 1,2 mmol/l) ins Labor transportiert. Dort erfolgte die
Entnahme der Trabekel in 4°C kalter Tyrode. Die Tyrodelésung hatte folgende
Zusammensetzung (in mmol/l): NaCl 136.9; KCI 5.4; MgCl, 1.05; CaCl, 1.8; NaHCO3
22.6; NaH,PO, 0.42; Glukose 5.0; Ascorbinsaure 0.28; Na;EDTA 0.05. Der pH
wurde auf 7.4 eingestellt. Es wurde ausschliel3lich demineralisiertes und
bidestilliertes Wasser zur Herstellung der Tyrodel6sung verwendet. Die rechtsatrialen
Trabekel wurden so atraumatisch wie mdglich in Faserrichtung mit Pinzette und
Praparierschere aus dem umgebenden Myokard herausprapariert und von
anhaftendem Bindegewebe befreit. Sie waren ca. 4-6 mm lang und hatten einen
Durchmesser von ca. 1-2mm. Die Proben wurden dabei weder verletzt noch unter
Zug gesetzt. Fur die funktionellen Experimente wurden nur Trabekel benutzt, die

unter basalen steady-state Bedingungen mindestens 1mN Kraft entwickelten.

3.2.2. Versuchsdurchfihrung
Die Vorhoftrabekel wurden zur Messung der isometrischen Kontraktionskraft in

zweikammerige Organb&der eingebracht und dort an zwei Haken befestigt. Die
innere Kammer enthielt 50 bzw. 75 ml konstant mit Carbogen (5% CO, auf 95% O,)
begaster Tyrodelésung mit einem pH-Wert von 7.4. Die Temperatur wurde Uber die
aulRere Kammer mittels Heizthermostaten konstant bei 37°C gehalten. Die Préaparate
wurden zu Beginn des Experimentes vorgespannt, bis die entwickelte Kraft maximal
war (meist 5-7 mN). Die elektrische Stimulation erfolgte Uber zwei Platinelektroden,
als Reizgerate dienten fur die 50ml Anlage ein HSE (Hugo Sachs Electronics) Typ
216 Stimulator und fur die 75ml Anlage wurde ein computergestitztes
Stimulationsprogramm benutzt, das uUber einen ,Current Stimulator” von FMI (Fohr
Medical Instruments) Mod. STI-08 mittels eines Verstarkers von HBM (Hottinger
Baldwin Messtechnik, Germany) Mod. 226 die Trabekel stimulierte. Es wurden
Rechteckimpulse mit einer Reizdauer von 5 ms bei einer konstanten Frequenz von 1

Hz verwendet. Die von den Herzmuskeltrabekeln entwickelte isometrische
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Kontraktionskraft wurde Uber einen induktiven Kraftaufnehmer (Fa. Fleck, Mainz,
Deutschland & Fa. HBM, Hottinger Baldwin Messtechnik, Germany) gemessen. Mit
dem Computerprogramm In Vitro Dat (Version 3.1) wurden alle Daten, bis hin zur
Einzelkontraktion, festgehalten. Die Aquilibrierungszeit bis zur vollstandigen

mechanischen Stabilisierung betrug 60-90 Minuten (min).

3.2.3. Sequenzielle a- und B-Blockade
Die Trabekel wurden sequenziell sowohl am a— als auch am B-AR blockiert. Hierfur

wurde das bewahrte Protokoll von Alberto Kaumann et al. verwendet (Kaumann and
Lemoine, 1987). Hierbei wird der Trabekel zunachst fir 90 min mit
Phenoxybenzamin inkubiert, was zum einen endogene Katecholamine depletiert und
zum anderen a-AR irreversibel blockiert. Die Substanz wird anschliel3end wieder
ausgewaschen, indem man die Tyrode in dem jeweiligen Bad mehrfach wechselt.
Anschlielend wurde der B,-AR mit ICI 118.551 bzw. der B;-AR mit CGP 207.12A
selektiv blockiert (Abbildung 3). Zur Stimulation von B1-AR wurde Noradrenalin nach
vorheriger B,-AR Blockade verwendet, wahrend zur Stimulation von B,-AR Adrenalin
nach vorheriger Blockade von p:1-AR verwendet wurde. Diese Experimente wurden in
Abwesenheit und Gegenwart verschiedener PDE- und PI3K-Inhibitoren bzw. -

Blocker durchgefihrt.

Irreversible Aus- B2-AR B:1-AR
o-AR Blockade waschen Blockade Stimulation

NE 1 nM-100 uM

B1-AR Stimulation Phenoxybenzamin ICI 118.551

B1-AR Bo-AR
Blockade Stimulation

EPI 1 nM-100 uM

B2-AR Stimulation | Phenoxvbenzamin | CGP 207.12A

'
90 min 45 min

Abbildung 3: schematische Ubersicht tiber den Versuchsaufbau (nach Kaumann AJ, Lemoine
H,1987)
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3.2.4. Durchfiihrung der Western-Blot Experimente

3.2.4.1. Denaturierende diskontinuierliche Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels Gelelektrophorese in denaturierenden
Polyacrylamidgelen (SDS-Gelen) mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen. Ein
SDS-Gel besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel. Das Trenngel wurde
zuerst in eine Minigelkammer gegossen und mit Wasser Uberschichtet, um eine
scharfe Gelfront zu erhalten. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde das Wasser
abgeschuttet, das Sammelgel gegossen und ein Gelkamm eingesetzt. Vor dem
Auftragen auf das Gel wurden die Proteinproben mit 5 pl SDS-Stop-Puffer (9 Vol.
SDS-Stop-Puffer Stocklosung, 1 Vol. B-Mercaptoethanol) versetzt und fir 5 min bei
95°C gekocht und bis zum Probenauftrag auf Eis gelagert. Fur den Gellauf wurde 1x
SDS-Laufpuffer (250 mM Tris/HCL, pH 8,3 / 2,5 M Glycin / 1% SDS) verwendet.
Solange sich die Proben im Sammelgel befanden, wurde eine Spannung von 60 V
angelegt, und sobald sich die Proben im Trenngel befanden, wurde die Spannung
auf 80 V erhoht. Als Marker wurde der Prestained Protein Molecular Weight Marker
(MBI Fermentas # SM0441) verwendet.

e Zusammensetzung des 10%igen Trenngels:
4 ml H,O
3,3 ml 30% Acryl-Bisacrylamid Mix
2,5ml 1,5M Tris pH 8,8
0,01 ml 10% SDS
0,01 ml Ammonium Persulfat
0,002 ml TEMED

e Zusammensetzung des Sammelgels:
2,1 ml H,O
0,5 ml 30% Acryl-Bisacrylamid Mix
0,38 ml 1,5M Tris pH 8,8
0,003 ml 10% SDS
0,003 ml Ammonium Persulfat
0,0002 ml TEMED
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3.2.2.4. Western Blot von SDS-Gelen
Nach der Auftrennung der Proteine im SDS-Gel wurden diese im Flussigtransfer-

Verfahren in einer Blottingapparatur (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA) bei einer Stromstarke von 400 mA und einer Laufzeit von etwa 120 min auf
eine Nitrocellulose-Membran mit einer Porengrof3e von 0,45 um (Schleicher und
Schull, Dassel) Ubertragen. Fur den Transfer wurde ein ,Sandwich® luftblasenfrei aus
einem Schwamm, drei Lagen aus 3MM-Wattman-Papier, der Nitrocellulose-
Membran, dem SDS-Gel, erneut drei Lagen 3MM-Wattman-Papier und einem
Schwamm in die mit Transferpuffer beflllte Transferkammer gespannt. Die Membran

war zu der Anoden- und das SDS-Gel zu der Kathodenseite orientiert.

e Zusammensetzung des Transferpuffers:
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS (w/v)
10% Methanol (v/v)

3.2.4.3. Immunologischer Nachweis von Proteinen
Der immunologische Nachweis von Proteinen wurde exakt nach der Vorschrift von

Sigma Anti-Flag M2 Monoclonal Antibody durchgefihrt.
Es wurden folgende Antikdrper verwendet:

Priméarantikorper:
FLAG-M2: (Sigma # F3165) Dieser Primarantikérper wurde in der Verdiinnung von
1:5000 eingesetzt.

Sekundéarantikorper:
Anti-Maus 1gG ist ein polyklonaler Antikérper, der von der Firma Sigma (# A-4416)
bezogen und in einer Verdiinnung von 1:20.000 eingesetzt wurde.

Zum Nachweis des entstandenen Komplexes aus nachzuweisendem Protein,
Primar- und Sekundéarantikbrper wurde das ECLP'“S-System (Firma Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK) verwendet. Hierzu wurde 1 ml der ECLplus-
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Gebrauchslosung gleichmafig auf der Nitrocellulose-Membran verteilt und 5 min
inkubiert. Die Gebrauchslosung setzt sich wie folgt zusammen:

40 Teile Losung A + 1 Teil Losung B (ECLplus-Kit). Danach wurde die Membran mit
Whatman-3MM-Papier abgetupft und unmittelbar danach wurde die durch die
Peroxidase katalysierte Chemilumineszenz durch Auflegen eines RoOntgenfilms
detektiert.

3.3. Statistische Analyse

Die Regressionsanalyse der Kurven wurde mit dem Computerprogramm
GraphPadPrism (GraphPad Software, San Diego, California, USA) durchgefuhrt. Die
Konzentration, bei der 50% des Effektes erreicht sind (ECso) - wurden durch nicht-
lineare Regressionsanalyse bestimmt. Die Ergebnisse werden als arithmetischer
Mittelwert (MW) und dazugehériger Standardabweichung des Mittelwertes
(SEM=MW/\n) aus den jeweiligen Einzelwerten berechnet (n=Anzahl der
Experimente). Die statistische Signifikanz wurde durch ANOVA-Analyse oder t-Tests

ermittelt. Ein p-Wert <0.05 wurde als signifikant angesehen.

26



4. Ergebnisse

4.1. Vorarbeiten
In vorangegangenen Arbeiten der Gruppe wurde beobachtet, dass Carvedilol, aber

nicht Metoprolol ein irreversibles Bindungsverhalten an kardialen B-AR aufweist
(Flesch et al., 2001; Kindermann et al., 2004). Um zu testen, ob diese langsamere
Dissoziation von Carvedilol auch mit einer langsameren Kinetik der Rezeptor-
Assoziation vergesellschaftet ist, wurden isolierte humane Vorhoftrabekel mit
aufsteigenden Konzentrationen des nicht selektiven B-AR Agonisten Isoprenalin
inkubiert (Diese Experimente sind fir das Verstandnis der weiteren Experimente
wichtig und werden daher hier erlautert. Die Untersuchungen sind von Herrn Philip
Bohmer aus unserer Arbeitsgruppe und nicht von mir selbst durchgefiihrt worden).
Die Experimente wurden in der Abwesenheit und Gegenwart von &quipotenten
Konzentrationen von Carvedilol (10 nmol/L) oder Metoprolol (1 pmol/L) durchgefihrt
und mit einer Gruppe ohne B-Blocker Zugabe verglichen. Die B-Blocker wurden

hierbei 1, 30 oder 90 min vor Zugabe von Isoprenalin vorinkubiert.

4.1.1. Unterschiedliche Sensibilitat kardialer B-AR fur Isoprenalin
Isoprenalin fihrte zu einem konzentrationsabhangigen Anstieg der Kontraktionskraft

in allen Trabekeln. In der Abwesenheit von B-Blockern (Kontrollgruppe) zeigten sich
hierbei jedoch Uberraschenderweise eine deutliche Variabilitat der ECso Werte fur
Isoprenalin. Wahrend die ECsy Werte in der einen Gruppe um 20 nmol/L lagen, war
eine zweite Gruppe von Trabekeln (von anderen Patienten) deutlich desensibilisiert
gegenuber dem positiv inotropen Effekt von Isoprenalin. Die Einteilung in Trabekel
aus normal sensitivem und desensibilisiertem Vorhofmyokard erfolgte entlang des
Medians der logECsy fur Isoprenalin der Gesamtgruppe (logECso = -7.5 mol/L)
(Abbildung 4A).

27



hne R-Blocks B C D
onne [s-Blocker PN
Normale Affinitét Normale Affinitat 1
10090 Nomale Affnitat 100 O Kentrolle O Kontole Q 6.5/
W Verminderte Affinitat B Meto1min W Carve 1 min °
’\S 75 757 A Meto 30 min 75 v CarveSOmin S
S A Carve 90 min ‘; -7.04
§ 50 50 50 Q
¥ 75l
25 25 5 E 75 ohne p-blocker
9 A Met
0 — 0= 01 = 2 80 ¥ Caree
0 -10-9 -8 -7 -6 -5 -4 0 -1098-76-5+4 0 109 -8-7-65 -4 0 30 60 90
log Isoprenalin (moll) log Isoprenalin (molfl) log Isoprenalin (molfl) Prainkubationszeit (min)
E F G H
E
. _— f) a Unter Inkubation
100] Nedrige Affnita 100] (Vedrige Affniat 53 Y 100]  von Carvediol
O Kontrolle B Carve 30 min tE 1 &4 p<0.0001 O Nomale Affnitat
B Meto 30 min 75 A Carve 90 min o ‘-o‘ A 75 B Verminderte Affinitat
g-‘ 757 v Meto%0min 50’ 0
£ 50 50 E";, n 28 s 50
v 50 $ 2
25 25 = g -2
32 A
04 o= 04 o= gg 2 0 o
[} T T T T T ™ L e A e s | N T i T T T T T T T T T ™
0 -10-98-7-6-5-4 0109 87654 o 487654 0-109 87654
log Isoprenalin (moll) log Isoprenalin (mol/l) Kontrolle Iso logECsq (mollL) log Isoprenalin (molfl)

Abbildung 4: Konzentrationsabhédngige Zunahme der kardialen Kontraktilitat in menschlichen
Vorhoftrabekeln durch Isoprenalin in der Abwesenheit (Kontrolle) und Gegenwart von Carvedilol (10
nmol/L) oder Metoprolol (1 umol/L) nach 1-, 30- und (im Falle von Carvedilol) 90-minUtiger
Vorinkubation. Es ergab sich eine heterogene Sensibilitéat kardialer B-AR fir Isoprenalin. Es wurden
die Vorhofgewebe daher entlang des Medians der Isoprenalin logECso (-7.5 M) in solche mit normaler
und reduzierter Sensibilitdt eingeteilt. A: Effekt von Isoprenalin in Geweben mit normaler und
reduzierter Sensibilitat. B und C: Zeit-abhangige Antagonisierung des Isoprenalin Effektes durch
Metoprolol (B) oder Carvedilol (C) in normal affinen Vorhofgewebe. D: Isoprenalin logECsq
aufgetragen gegen die Zeit der Vorinkubation von Metoprolol oder Carvedilol. E und F: Zeit-abhangige
Beeinflussung des Isoprenalin Effektes durch Metoprolol (E) oder Carvedilol (F) in Trabekeln mit
niedriger Affinitat. G: Carvedilol-induzierte Verschiebung der Isoprenalin logECs, (nach 30 min
Vorinkubation) in Abhangigkeit der Isoprenalin logECs,. H: Effekt von Isoprenalin nach 30 min
Vorinkubation mit Carvedilol in Vorhdfen mit normaler oder reduzierter Sensibilitét kardialer B-AR fir
Isoprenalin in der jeweiligen Kontrollgruppe.

4.1.2. Carvedilol weist eine langsamere Assoziation mit B-AR auf und
resensibilisiert Trabekel aus desensibilisiertem Vorhofmyokard

In den Vorhdfen mit normaler B-AR Affinitat zeigte die Prainkubation mit Metoprolol
fuar 1 oder 30 Minuten erwartungsgemall eine sofort einsetzende
Rechtsverschiebung der Isoprenalin ECsy (Abbildung 4B), mit identischen Effekten
nach 1 oder 30 min Vorinkubation. Im Gegensatz hierzu zeigte die Prainkubation mit
Carvedilol in der gleichen Gruppe der Vorhtfe mit normaler B-AR Sensitivitat eine
zeitabhangige Rechtsverschiebung der Isoprenalin ECso (Abbildung 4C). Auffallig
war hierbei, dass die nur kurze Inkubation von Carvedilol fur eine Minute sogar eine
leichte Linksverschiebung der Isoprenalin ECsg induzierte (Abbildung 4C). Tragt man
die logeCso Werte fur Isoprenalin in der Abwesenheit und Gegenwart von Metoprolol

oder Carvedilol gegen die Zeit der Prainkubation auf, so zeigt sich deutlich die
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wesentlich langsamere Assoziations-Kinetik fur Carvedilol gegentber Metoprolol
(Abbildung 4D). In der Gruppe der Vorhotfe, die eine reduzierte B-AR Sensibilitat
gegenuber  Isoprenalin  aufwiesen, zeigte  Metoprolol  keine  weitere
Rechtsverschiebung der Isoprenalin Konzentrations-Wirkungs Kurve (Abbildung 4E).
Im Gegensatz dazu bewirkte jedoch sowohl die 30- als auch 90-minitige
Vorinkubation mit Carvedilol eine substanzielle Sensibilisierung der B-AR (Abbildung
4F). Je starker die B-AR in dem jeweiligen Gewebe desensibilisiert waren, desto
starker verschob Carvedilol die IogECs fir Isoprenalin wieder nach links zurtick
(Abbildung 4G). Auffallig war hierbei, dass nach 30 min Vorinkubation mit Carvedilol
die logECso Werte fur Isoprenalin in Vorhéfen mit normaler -AR Sensibilitat identisch
mit denen waren, in denen die B-AR in der Kontrollgruppe desensibilisiert waren
(Abbildung 4H). Diese Daten weisen darauf hin, dass Carvedilol die Ursache fir die

unterschiedliche Sensibilitat der beiden Gruppe aufheben kann.

Aus diesen Beobachtungen ergaben sich insbesondere 2 weitere Fragen, die
Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren:

1. Welche Mechanismen fiihren zu der beobachteten Desensibilisierung
kardialer B-AR?

2. Wie kann Carvedilol kardiale B-AR resensibilisieren?

4.2. Kardiale Kontraktilitat nach selektiver Stimulation von B;-AR
und B,-AR

Um diese Fragen weiter zu ergrinden, wurden f;-AR und f,-AR getrennt
voneinander untersucht. Dariber hinaus verwendeten wir fir die folgenden
Experimente die endogenen p-AR Agonisten Noradrenalin und Adrenalin,
entsprechend einem bereits etablierten Protokoll von Kaumann und Lemoine
(Kaumann and Lemoine, 1987). Hierbei werden durch Vorbehandlung der Trabekel
mit Phenoxybenzamin fir 90 min o-AR irreversibel geblockt und die endogenen
Katecholaminspeicher entleert. Anschlie3end wurden B,-AR mit ICI-118.551 geblockt
und die nicht geblockten B;-AR mit Noradrenalin stimuliert. Fur die B,-AR Stimulation
wurden zunachst pB;-AR mit CGP-207.12A geblockt und die nicht blockierten B,-AR mit

Adrenalin stimuliert (schematisch gezeigt in Abbildung 3).
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4.2.1. Biphasisches Ansprechen auf B;-AR Stimulation ist mit Rezeptor
Desensibilisierung assoziiert

Die Stimulation kardialer B;-AR fuhrte zu einer konzentrations-abhangigen Zunahme
der Kontraktilitat. In der Halfte der Falle (n=33 von n=66 Vorh&fen) kam es nach dem
initial positiv inotropen Effekt zu einer Abnahme der Kontraktionskraft, wohingegen in
der anderen Halfte der Trabekel die Kraft Gber 20 Minuten lang weitgehend konstant
blieb (Abbildung 5).

Noradrenalin (log M) 55 -5 -4.5 -4
* # kein Kontraktilitatsabfall

6 PR # —

41.7.5 # ——— ] Kontraktilitatsabfall

Abbildung 5: Verlauf der Kontraktionskraft (in mN) bei kumulativen Noradrenalin-Konzentrationen
Uber einen Zeitraum von jeweils 20 min pro Konzentration. Dargestellt ist die Gruppe von Trabekeln,
die nach dem initial positiv inotropen Effektes eine sekundare Abnahme desselben zeigten
(,Kontraktilitatsabfall*; n=33). Im Gegensatz dazu blieb in der anderen Gruppe die Kontraktilitat nach
Erreichen des Maximums weitgehend konstant (,kein Kontraktilitdtsabfall“; n=33). Die Pfeile zeigen die
Zeitpunkte der Noradrenalin Applikationen, deren Konzentrationen (in log M) darliber angezeigt sind.
Es sind von allen Experimente die ersten 20 min des Kraftverlaufs vereinheitlicht dargestellt und
gemittelt.

Die Rate des Kraftabfalls innerhalb dieses Zeitintervalls war am ehesten vergleichbar
bei den Noradrenalin Konzentrationen zwischen 0,1 bis 3 umol/L. Wir mittelten daher
die Kraftabnahmen dieser 4 Konzentrationen jeweils bei 4, 8 und 15 Minuten nach
Applikation des Agonisten in % des Maximums, um einen Konzentrations-
Ubergreifenden Parameter dieses Phanomens zu erhalten, der dann innerhalb der

verschiedenen Gruppen verglichen werden konnte (Abbildung 6A und B).
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Abbildung 6: A: Zeitlicher Verlauf der Kontraktionskraft in % des maximal erreichten Effektes nach
Zugabe einer jeweiligen Konzentration in Trabekeln mit und ohne eine Abnahme der
Kontraktionskraft (jeweils n=33 pro Gruppe) bei kumulativen Noradrenalin (NA) Konzentrationen. B:
Mittelwerte der prozentual verbliebenen Kraft 4, 8 und 15 min nach Applikation von Noradrenalin.

Es zeigte sich, dass die Trabekel, die einen biphasischen Verlauf der Kontraktilitat
mit einer deutlichen Abnahme der Kraft nach Erreichen des initialen Maximums
aufwiesen, eine Desensibilisierung gegentber Noradrenalin aufwiesen (NA logECsy:
Abfall-, -6.7+0.2 M; Abfall+, -5.8+0.1 M; p<0.0001; Abbildungen 7A und B).
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Abbildung 7: A, Konzentrations-abhéngige Zunahme des Kontraktionskraftmaximums nach Zugabe
von Noradrenalin in der Gruppe der Trabekel mit (Abfall+) und ohne sekundare Abnahme der

Kontraktionskraft nach Erreichen des Maximums (Abfall-). B, zugehorige -logECs, Konzentration in
beiden Gruppen (n=33 pro Gruppe).

Tragt man die gemittelten Kraftwerte, die nach 8 Minuten erreicht worden sind,

gegen die Noradrenalin Potenz auf, kann man eine inverse Korrelation beobachten.
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Das bedeutet, dass je starker die Noradrenalin Potenz verringert war, desto starker
war auch der Abfall der Kraft nach 8 Minuten (Abbildung 8).
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Allerdings beobachteten wir auch Trabekel, die desensibilisiert waren, ohne dass ein
Abfall der Kraft im Verlauf aufgetreten ist. Daher haben wir zusatzlich die Trabekel
aufgetrennt nach denjenigen, die eine logECso oberhalb der 25. Perzentile aufwiesen
(,normal“; Schwelle bei logECso = -6,76 mol/L) und jenen, die eine logECso unterhalb
davon aufwiesen (Abbildung 9A). In desensibilisierten Trabekeln kam es zu einer
starkeren Abnahme der Kontraktilitdt als in den Trabekeln mit normaler B;-AR
Sensibilitat fir NA (Abbildung 9B). Insgesamt waren die Ausgangskraft und die
maximal entwickelte Kraft (Effektivitdt) unter Noradrenalin nicht unterschiedlich in

beiden Gruppen (nicht gezeigt bzw. Abbildung 5).
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Abbildung 9: A: Noradrenalin —logECsq Werte von Trabekeln ober- (n=17) und unterhalb der 25.
Perzentile der Noradrenalin Sensibilitat (n=49; ,cutoff‘ bei logECsq = -6,76 mol/L). B:
Durchschnittliche Kraft (in % vom Maximum) in normal sensiblen und desensibilisierten Trabekeln
(Desens.) nach Noradrenalin Zugabe in Abhangigkeit von der Zeit (Werte wie in Abbildung 6
ermittelt). *p<0.05 und **p<0.01 und ***p<0.0001 vs. Normal.
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4.2.2. Auswertung der Patienten-Charakteristika
Um eine Erklarung fir die Desensibilisierung der B;-AR zu finden, wurden die

Patienten-Charakteristika bezlglich Geschlecht, Alter, zugrunde liegender
Erkrankung (koronare Herzkrankheit versus Herzklappen-Erkrankungen), Medikation
und linksventrikuléare Ejektionsfraktion (LVEF) naher analysiert. Weder die zugrunde
liegende Erkrankung, Geschlecht noch die LVEF standen im Zusammenhang mit
einer Desensibilisierung der B:-AR anhand der Noradrenalin ECsy Werte (Abbildung
10A-C). Teilte man nun aber die Patienten nach dem medianen Alter von 67 Jahren
in zwei Gruppen ein, so erkannte man fur die alteren Patienten einen leichten Trend

zu einer B;-AR Desensibilisierung (p=0,18; Abbildung 10D).
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Abbildung 10 A-D: Noradrenalin —logECs, Werte in Abhangigkeit von Art des operativen Eingriffs (A),
Geschlecht (B), LV -Ejektionsfraktion (EF; C) und Alter (D). In C und D wurden die kontinuierlichen
Variablen (LVEF und Alter) entlang des Medians in 2 Gruppen eingeteilt.

Die Einnahme eines ACE-Hemmers zeigte keine Korrelation mit der f;-AR
Sensibilitat (Abb. 11A). Die Einnahme von Statinen zeigte hingegen einen
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schwachen Trend zu einer geringeren ;-AR Sensibilitdt (Abb. 11B), in prinzipieller
Ubereinstimmung mit Daten, die eine Desensibilisierung von B-AR durch verringerte
Isoprenylierung und dadurch cytosolische Akkumulation der y-Untereinheiten von Gg
in vitro (Muhlhauser et al., 2006) und in vivo beobachteten (Schmechel et al., 2009).
Die Einnahme eines B-Blockers zeigte hingegen einen klaren Trend fur eine
Sensibilisierung von Bi-AR. Wir teilten diese Patienten entlang des Medians der
Dosierung des B-Blockers in solche mit einer Dosis < oder > 35% (entsprechend der
1. Quartile) der empfohlenen maximalen Tagesdosis ein. Hier zeigte sich ein Trend
zugunsten sensibilisierter Rezeptoren bei Patienten mit 3-Blocker Dosis >35% der

empfohlenen Maximaldosis (r=0,27, p=0,06; Abbildung 12).
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Abbildung 11: A: Die NA -logECsy in Abhéngigkeit der medikamentdsen Therapie mit einem ACE-
Inhibitor (ACE-l) bzw. AT1-Antagonisten (AT1-Ant.) B: NA -logeCsy in Abhéngigkeit der
medikamentdsen Therapie mit einem Statin.
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Nach Unterteilung der Gruppen in Quartile der entsprechenden empfohlenen
Tagesdosis (0%, 1-35%, 36-66%, 67-100%) zeigte sich eine dosisabhangige
Zunahme der Sensibilitdt des B:-AR: Je hoher die prozentuale Dosis des
eingenommenen [(-Blockers war, desto hoher war die Sensibilitit am (:-AR
(Abbildung 13A). Die Kombination aus Alter und B-Blocker Behandlung (jeweils
entlang des Medians) zeigte ebenfalls einen deutlichen Zusammenhang zur 1-AR
Sensibilitat: junge Patienten (<67 J.) mit B-Blocker (>35% der empfohlenen
Tagesdosis) hatten eine deutlich erhdhte Sensibilitat gegentber alten Patienten ohne
B-Blocker Therapie (Abbildung 13B).

A B

p<0.05 p=0.005

NA -logEC 5, (mol/L)

4
0 1-35 36-66 100 J, BB+ A, BB+J, BB- A, BB-
B-Blockade (%) Alter, p-Blockade

Abbildung 13: A: NA -logECs, in Abhéngigkeit der B-Blocker Dosis. B: NA -logECs, in Abhéngigkeit
der Kombination aus B-Blocker Dosis (BB+=>35% der empfohlenen Tagesdosis) und Alter des
Patienten (J=<67 J.).

4.2.3. Effekte der B,-AR Stimulation
Die Ergebnisse am B»-AR, den wir nach vorheriger Blockade des (B;-AR mit CGP-

207.12A durch Stimulation mit Adrenalin untersuchten, waren &hnlich zu denen am
B1-AR (Abbildung 14; vgl. hierzu auch Abbildung 5). Hier untersuchten wir insgesamt
Trabekel aus 75 Vorhofen, von denen 30 (ca. 40%) ebenfalls einen Abfall der Kraft
nach Erreichen des Maximums zeigten, wahrend in der Mehrzahl der Gewebe die
Kraft weitgehend konstant blieb. Bei sehr hohen Konzentrationen von Adrenalin kam
es zu einer initialen Abnahme der Kraft, die sich dann innerhalb der nachsten
Minuten wieder erholte (siehe schwarze Kurve bei log Adrenalin -4.5 M und graue
Kurve bei log Adrenalin -4.0 M). Frihere Arbeiten zeigen, dass der initial negativ
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inotrope Effekt auf eine B,-AR-mediierte, Adrenalin-spezifische Stimulation des

inhibitorischen G-Proteins zuriickzufthren ist (Heubach et al., 2004).

Adrenalin (log M) -5 -4.5 -4
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Abbildung 14: Verlauf der absoluten Kraftzunahme in mN bei kumulativen Adrenalin-
Konzentrationen Uber einen Zeitraum von jeweils 20 min pro Konzentration. Dargestellt ist eine
Gruppe von Trabekeln, die nach dem initial positiv inotropen Effekt eine sekundare Abnahme
desselben zeigten (,Kraftabfall“; n=30). Im Gegensatz dazu blieb in der anderen Gruppe (n=45) die
Kontraktilitat nach Erreichen des Maximums weitgehend konstant (kein Kraftabfall; n=45). Die Pfeile
zeigen die Zeitpunkte der Adrenalin Applikationen, deren Konzentrationen (in log M) als Zahlen
dariber angezeigt sind. Es sind von allen Experimente die ersten 20 min des Kraftverlaufs
vereinheitlicht dargestellt und gemittelt.

Im Gegensatz zu B;-AR war der sekundare Kraftabfall bei geringeren Adrenalin
Konzentrationen nicht mit einer verminderten Sensibilitat des B,-AR assoziiert
(Abbildung 15A und B; vgl. hierzu Abbildung 7A und B).
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Abbildung 15: A: Konzentrations-abhangiger Effekt von Adrenalin in der Gegenwart von CGP
207.12A (B»-AR Stimulation) auf die Kontraktionskraft (maximaler inotroper Effekt jeder Konzentration)
in Trabekeln mit und ohne sekundéren Kraftabfall. B, -logEC50 fir Adrenalin in der Gegenwart von

CGP 207.12A (B-AR Effekt) in Trabekeln mit (Abfall+) und ohne sekundare Abnahme der
Kontraktilitat (Abfall-). p=n.s.
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Es zeigte sich auch eine schwéchere Korrelation zwischen dem Abfall der Kraft nach
8 min und der Adrenalin Potenz am B,-AR im Vergleich zu den Daten am B;-AR
(Abbildung 16; vgl. Abbildung 8). Nach Einteilung der Gewebe entlang des Medians
in Gewebe mit normal sensiblen und desensibilisierte B,-AR ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Kraftverlaufs nach Erreichen des

jeweiligen Maximums nach Zugabe des Agonisten (Abbildung 17).
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Abbildung 17: A: Adrenalin —logECs, in ,normalen” (n=18) und desensibilisierten Trabekeln (n=55;
Schwelle an der 25. Perzentile, entsprechend einer -logECsq von 7.19 mol/L). B: Zeitabhangiger
Verlauf der Kontraktionskraft nach Stimulation in normalen und desensibiliserten Trabekaln nach B,-
AR Stimulation mit Adrenalin in der Gegenwart von CGP-207.12A.
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Einzig das Alter der Patienten zeigte eine schwache, aber signifikante Korrelation in
Bezug auf die Adrenalin Potenz am [(2-AR (r=0,18, p<0,05; nicht gezeigt). Alle
anderen Faktoren wie Geschlecht, Alter, zugrunde liegende Erkrankung und
Medikation schienen keinerlei Einfluss auf die B,-AR Sensibilitat zu haben.
Insbesondere die Dosierung der B-Blocker Therapie hatte, im Gegensatz zum B;-AR,
keinen Effekt auf die Sensibilitat des B,-AR (Abbildung nicht gezeigt).

4.3. Abnahme der Kontraktionskraft nach Erreichen des Maximums
ist auf Phosphodiesterasen zurtickzufihren
Es ist bekannt, dass der Anstieg der Kontraktionskraft nach $-AR Stimulation durch

den intrazellularen Botenstoff cCAMP mediiert wird. Dieser aktiviert die PKA, welche
tiber eine Phosphorylierung von L-Typ Ca®* Kanalen, Phospholamban — einem
Inhibitor der SR Ca?* ATPase — und des Ryanodin Rezeptors zu einer Zunahme der
Amplitude cytosolischer Ca*-Transienten fiihrt, was letztlich die Zunahme der
Kontraktionskraftamplitude und -geschwindigkeit bedingt. Dieses cAMP wird zeitlich
und raumlich durch verschiedene PDE in sogenannten Mikrodomanen kontrolliert,
die die Ausbreitung von cAMP auf Regionen mit diesen Zielproteinen beschrankt
(z.B. subsarkolemmal oder in der Nahe des SR). In Herzmuskelzellen spielen
insbesondere die PDE3 und PDE4 eine besondere Rolle. In verschiedenen
Zellsystemen wurden bereits transiente Anstiege von cAMP trotz fortgesetzter
Agonisten-Stimulation beobachtet, u. a. auch in neonatalen und adulten
Rattenkardiomyozyten (Nikolaev et al., 2006; Zaccolo and Pozzan, 2002). Wir
spekulierten daher, dass die Abnahme der Kraft in desensibilisierten Geweben auf
den Abbau von cAMP durch PDE zurlckzufihren ist.

Um dies zu testen, fuhrten wir Experimente in der Abwesenheit und Gegenwart
verschiedener PDE-Inhibitoren durch. Durch akute Zugabe des nicht-selektiven PDE-
Inhibitors IBMX zu einem Trabekel, bei dem nach Zugabe von 3 pmol/L Noradrenalin
die Kontraktionskraft nach dem Maximum schnell wieder abnahm, kam es zu einer
Rekonstitution der Kraftentwicklung ohne erneute Zugabe des Agonisten nach ca. 5-
7 Minuten (Abbildung 18).
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Ahnliche Effekte wurden auch mit Milrinon, einem selektiven Inhibitor der PDE3
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Durch akute Zugabe des PDE4-Inhibitors Rolipram
wurde zwar der Abfall der Kraft abrupt gestoppt, jedoch kam es nicht zu einer
Erholung des Kraftniveaus wie unter der Zugabe von IBMX oder Milrinon (Abbildung
19A).
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Abbildung 19: Original-Daten: A: Zeitabhangige Kraftentwicklung nach Zugabe von 10uM NA mit
anschlieBender Gabe von 1uM Rolipram. B: Kraftentwicklung nach kumulativer NA Gabe (1 und 3
UM) mit anschlieender Zugabe von Rolipram (1uM) und anschlieRend nochmaliger Gabe von 10uM
NA. Hierunter Auftreten einer Arrhythmie.

Nach Zugabe der nachst hoheren Noradrenalinkonzentration in der fortgesetzten
Gegenwart von Rolipram nahm die Kraft nun nicht mehr ab, es traten allerdings
gehauft Arrhythmien auf (Abbildung 19B). Wenn man Trabekel vor Zugabe des

Agonisten mit Rolipram inkubierte, konnte am B;-AR die Abnahme der Kraft nach B-
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adrenerger Stimulation vollstdndig verhindert

werden. Dies war mit einer

vollstdndigen Rekonstitution der Sensibilitat der B;-AR auf das Niveau der nicht

desensibilisierten Gewebe assoziiert (Abbildung 20A und B).
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Abbildung 20: A: Konzentrations-abhangiger Effekt von Noradrenalin in der Abwesenheit und
Gegenwart des PDE4 Inhibitors Rolipram (Roli; 100 nM) in desensibilisierten Trabekeln mit
biphasischem Kontraktionskraftverlauf (Desens; n=7) und solchen mit normaler Sensibilitdt gegeniber
Noradrenalin und monophasischem Kontraktionskraftverlauf (Kontrolle; n=9). B: -logECsq Werte fir

Noradrenalin in der Gegenwart von ICI 118.551 (3;-AR Effekt) fur dieselben Gruppen wie in A.

Im Gegensatz hierzu hatte Rolipram in den Geweben, die unter Kontrollbedingungen

eine normale Sensibilitat des B;-AR zeigten, keinerlei Effekt auf die zeitabhéngige
Kraftentwicklung oder logECso (Abbildung 20A, B; Abbildung 21).
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Abbildung 21:
Noradrenalin-induzierte
Kraftentwicklung in %  des
Maximums 8 Minuten nach
Applikation des Agonisten in
Trabekeln mit normaler Sensibilitét
gegenlber Noradrenalin (Normal)
und solchen mit Desensibilisierung
gegenuber Noradrenalin in der
Abwesenheit (Kon; Normal: n=33;
Desensibilisiert: n=33) und
Gegenwart von Inhibitoren der
PDE4 (Roli; n=9/7) PDE3 (Milri;
n=1/1) und des nicht-selektiven
PDE-Inhibitors IBMX (n=4/1).
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In Abwesenheit eines jeglichen Agonisten fuhrte Rolipram alleine jedoch zu keinem
positiv oder negativ inotropen Effekt, wahrend die Inhibition der PDE3 durch Milrinon
die basale Kraft auf 66+5% der maximal durch Isoprenalin induzierbaren Kraft
erhohte (Abbildung 22A). Inhibierte man nicht selektiv alle PDE mit IBMX, resultierte
hieraus eine Kraftsteigerung auf 81+7% der maximal durch Isoprenalin induzierbaren
Kraft (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: A: Kraftentwicklung unter Hinzugabe kumulativer Konzentrationen der PDE-Inhibitoren
Milrinon (n=6) oder Rolipram (n=8). B: Kraftentwicklung unter Hinzugabe kumulativer Konzentrationen
des unselektiven PDE-Hemmers IBMX (n=7). Alle Experimente in der Abwesenheit eines B-AR
Agonisten.

Prainkubierte man die Trabekel mit entweder Milrinone oder IBMX, kam es — in
Ubereinstimmung mit den Daten in Abbildung 22 — bereits vor der Zugabe des
Agonisten Noradrenalin zu einer Steigerung der basalen Kraft. Die Sensibilitat der 3;-
AR wurde hierdurch auf Werte, die noch Uber denen der Kontrollgruppe lagen,
erhoht. Dies galt am B;-AR fur sowohl die normal affinen als auch fir die
desensibilisierten Trabekel (Abbildung 23A und B).
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Abbildung 23: A: Konzentrations-abhangige Kontraktionskraftentwicklung in % des Maximaleffektes
in der Abwesenheit (Kontrolle; n=33) und Gegenwart des PDE3-Inhibitors Milrinon (n=6) oder des
nicht-selektiven PDE-Inhibitors IBMX (n=2) in Trabekeln mit normaler ;-AR Affinitat fur Noradrenalin
in der jeweiligen Kontrollgruppe. B, Noradrenalin (NA) —logECs, Werte fir Trabekel mit normaler
(Normal) oder reduzierter B;-AR Sensibilitat (Desens.) in der Abwesenheit (Normal: n=33; Desens.:
n=33) oder Gegenwart von Milrinon (Milri; n=6/2) bzw. IBMX (n=2/7). *p<0.05 vs. Kontrolle (Kon) im
gepaarten t-Test in Bezug auf die jeweilige Kontroll-Bedingung. Hinweis: da es sich um 2
verschiedene Kontroll-Gruppen (fir IBMX bzw. Milrinon) handelt, sind hier aus didaktischen Grinden
die Werte der Kontrollbedingung von allen Experimenten der Kontrollgruppe (n=33/33) aufgefuhrt.

Zusammengefasst bedeuten diese Ergebnisse in Bezug auf die PDE, dass in
Abwesenheit eines Agonisten die PDE3, nicht aber die PDE4, konstitutiv aktiv ist,
wohingegen durch die Stimulation des B:-AR in einem Teil der Gewebe die PDE4
aktiviert wird, welche dann die Kraftentwicklung zeitlich limitieren kann. Dies fuhrt

daruber hinaus zu einer Desensibilisierung des pi1-AR.

4.4. Die Rolle der PI3-Kinase
Es ist bekannt, dass der klassische Aktivierungsweg der PDE4 ein negativer

Feedback Mechanismus lber die Phosphorylierung durch die Proteinkinase A ist
(Sette and Conti, 1996). Neuere Daten zeigen jedoch, dass die PDE4 in Mausen
auch durch die PI13-Kinase aktiviert werden kann (Crackower et al., 2002; Kerfant et
al., 2007). Die PI3-Kinase wiederum wird Uber die By-Untereinheit des G-Proteins
nach B-adrenerger Stimulation aktiviert. Daher untersuchten wir nun, ob die PI3-
Kinase eine Rolle bei der Desensibilisierung der B-AR am menschlichen Myokard
spielt. Dafur wurden die Trabekel mit LY294002 (LY) vorinkubiert, einem Hemmer
der PI3-Kinase. Dieser hatte Effekte vergleichbar mit Rolipram: LY294002 hatte
keinen eigenen positiv inotropen Effekt (Abbildung nicht gezeigt), es resensibilisierte
desensibilisierte B;-AR und hatte in Gewebe mit normal sensiblen B-ARs keinen

Effekt (Abbildung 24A und B).
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Abbildung 24: A: A: Konzentrations-abhangiger Effekt von Noradrenalin in der Abwesenheit und
Gegenwart des PI3K Inhibitors LY294002 (LY; 5 uM) in desensibilisierten Trabekeln mit biphasischem
Kontraktionskraftverlauf (Desens; n=7) und solchen mit normaler Sensibilitdt gegentuiber Noradrenalin
und monophasischem Kontraktionskraftverlauf (Kontrolle; n=8). B: -logECsq Werte fir Noradrenalin in

der Gegenwart von ICI 118.551 (3;-AR Effekt) fur dieselben Gruppen wie in A.

Je starker der B;-AR desensibilisiert war, desto starker konnte LY diesen wieder
resensibilisieren (Abbildung 25A). Aul3erdem war auch unter LY, wie bei Rolipram,
der sekundar auftretende Kraftabfall nicht mehr vorhanden (Abbildung 25B). Die
gleichen Ergebnisse wurden auch mit Wortmannin, einem anderen, jedoch weniger

selektiven P13-Kinase Inhibitor, erhoben (nicht gezeigt).
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Abbildung 25: A: LY-induzierte Verschiebung der logECs, in Abhéangigkeit der jeweiligen
Noradrenalin logECs, (normal vs. desensibilisierte Trabekel). B: Kraftentwicklung nach 8 Minuten in
Trabekeln mit und ohne Abfall der Kontraktionskraft in Abhangigkeit der Inkubation mit LY, *p<0.0005
vs. Kontrolle.

Um einen weiteren Nachweis einer PI3-Kinase Aktivierung in menschlichem
Vorhofmyokard nach fB-adrenerger Stimulation zu erbringen, bestimmten wir die

Phosphorylierung von Akt, einem bekannten ,downstream target® der PI3-Kinase.
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Hierfur wurden Western-Blot Experimente an Trabekeln, die in den oben
aufgefuhrten Experimenten verwendet wurden, durchgefuhrt. Es wurde sowohl die
am Serinrest 473 phosphorylierte- als auch nicht-phosphorylierte Form der Akt
detektiert. Sowohl die Stimulation von ;- als auch B,-AR fihrte zur
Phosphorylierung von Akt an Ser473 (Abbildung 26). Diese konnte durch
Vorinkubation mit LY aufgehoben werden (Abbildung 26).

L-AR L-AR — Stimulation

— p-Akt (Ser473)

AR TR e e s A Kt

EPI/CGP NE/ICI Con
— + — + — LY294002

Abbildung 26: Reprasentatives Western-Blot Experiment mit Antikérpern gegen >*“*"°p-Akt (obere
Reihe) bzw. Akt Gesamtprotein (untere Reihe) nach selektiver Stimulation des (3;- oder B,-AR in der
Abwesenheit und Gegenwart von LY294002.

Diese Phosphorylierung erschien bereits 5 Minuten nach der Zugabe des Agonisten
und war meist transient (Abbildung 27). Als Positivkontrolle inkubierten wir Trabekel
in der Abwesenheit jeglicher B-AR Liganden mit Insulin-like growth factor-1 (IGF-1),
einem klassischen Aktivator der PI3-Kinase, der eine zumindest udber 30 min

anhaltende Phosphorylierung von Akt verursachte (Abbildung 27).

p-Akt (Ser 473) | S S - e

|

Akt wn p— e e .

Kon 5 15 30 5 15 30 Kon
IGF-1 (20 ng/ml) Iso (1 uM)

Ser473

Abbildung 27: Western-Blot Experiment: Zeitabh&angige p-Akt und Akt Expression nach
Hinzugabe von IGF-1 (20 ng/ml) oder Isoprenalin (Iso; 1 uM) an humanen Vorhoftrabekeln, die bei
37°C und 1 Hz elektrisch stimuliert wurden. IGF-1 hatte keinen inotropen Effekt (nicht gezeigt).
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45. Sind PISK und PDE4 Teile desselben Signaltrans-
duktionsweges?

Da unter der Hemmung der PDE4 mit Rolipram und der PI3-Kinase mit LY294002
ahnliche Effekte in Bezug auf die Sensibilisierung kardialer B;-AR zu beobachten
waren, wurden Experimente mit kombinierter Applikation von Rolipram und
LY294002 durchgefuhrt. Die kombinierte Gabe fihrte zu keiner additiven
Sensibilisierung, d. h. keiner weiteren Linksverschiebung der Noradrenalin
Konzentrations-Wirkungs Kurve am (:-AR (Abbildung 28A und B). Dies deutet darauf
hin, dass PI3-Kinase und PDE4 Teile desselben Signaltransduktionswegs sind, da

andernfalls die Koinkubation zu einem additiven Effekt hatte fihren missen.
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Abbildung 28: A: A: Konzentrations-abhéngiger Effekt von Noradrenalin in der Abwesenheit
(Kontrolle) und Gegenwart des PI3K Inhibitors LY294002 (LY; 5 uM; n=7), des PDE4-Inhibitors
Rolipram (Roli; 100 nM; n=7) sowie der kombinierten Applikation von LY und Roli (n=5) in
desensibilisierten Trabekeln mit biphasischem Kontraktionskraftverlauf. B: Verschiebeung der NA
IogECso in Abhénigkeit der Inkubation mit LY (n=11), Rolipram (n=8) und deren Kombination (n=11) in
normal sensitiven und desensibilisierten Geweben.

Um herauszufinden, ob PDEs und die PI3K auch die Sensibilitat von B,-AR sowie die
Kraftabnahme nach Erreichen des Maximums kontrollieren, fihrten wir dieselben
Experimente unter Zugabe von Adrenalin durch, nachdem wir den (;-AR mit
CGP207.12A geblockt hatten. Im Gegensatz zum B;-AR war jedoch zu beobachten,
dass B2-AR nicht durch LY und auch nur teilweise durch Rolipram resensibilisiert
wurden (Abbildung 29A). Der Abfall der Kraft im Verlauf jedoch wurde auch hier
durch beide Substanzen verhindert (Abbildung 29B). Die nichtselektive Hemmung
der PDEs durch IBMX oder auch die Hemmung der PDE3 durch Milrinon konnten
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den Abfall der Kraft ebenfalls verhindern und fihrten auch zu einer
Resensibilisierung der 32-AR (Abbildung 29A und B).

A

®

Adrenalin -logECs, (M)

£

Kon. Kon. LY Roli Milri IBMX
Normal Desensibilisiert

B 150+

100+

ul
<

Kraft nach 8 min
(% des Maximums)

O_
Kon. Kon. LY Roli Milri IBMX

Normal Desensibilisiert

Abbildung 29: A: Adrenalin logECs, in den verschiedenen Gruppen (normal vs. desensibilisiert) in
Abhangikeit der Inkubation mit LY und den verschiedenen PDE-Inhibitoren. B: Kraftentwicklung nach
8 Minuten in den verschiedenen Gruppen (normal vs. desensibilisiert) in Abhangikeit der Inkubation
mit LY und den verschiedenen PDE-Inhibitoren, *p<0.05 vs. Kontrolle (Kon).
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4.6. Der Einfluss von Carvedilol und Metoprolol auf die sekundéare

Abnahme der Kontraktionskraft sowie die Sensibilitdt kardialer B-
AR

In dem initialen Experiment (Abbildung 4) wurde beobachtet, dass Carvedilol
desensibilisierte B-AR wieder resensibilisieren konnte. Daher wurden nun
Experimente mit Noradrenalin und Adrenalin in der Abwesenheit und Gegenwart von
Metoprolol und Carvedilol durchgefiihrt. Wir setzten beide (B-Blocker in aquipotenten
Konzentrationen ein (10 nmol/L Carvedilol und 1 pmol/L Metoprolol).
Dementsprechend fuhrten Metoprolol und Carvedilol sowohl in Geweben mit und
ohne sekundare Abnahme der Kontraktionskraft zu einer vergleichbaren
Rechtsverschiebung der logECsy Werte (Abb. 32A und C). Interessanterweise wurde
durch Carvedilol, aber nicht durch Metoprolol, die sekundare Abnahme der
Kontraktionskraft komplett verhindert (Abb. 30, 31 und 32).

Noradrenalin (log mol/L)

0. -7,5‘ -7¢ -6.5‘ -3 v—5.5 #—5 ‘-4.5

Carvedilol (10 nM)
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s
T 4
E S
X
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0_

0 30 60 90 120 150 180
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Abbildung 30: Originalregistrierung eines Experimentes, bei dem der Effekt kumulativer
Konzentrationen von Noradrenalin in der Abwesenheit (Kontrolle) und Gegenwart von Carvedilol
(10 nM) auf die Kontraktionskraft zu verfolgen ist. Der sekundare Kraftabfall wird durch die
Vorinkubation mit Carvedilol aufgehalten.

Ahnliche Beobachtungen wurden in Experimenten nach Adrenalin-Stimulation von
B2-AR gemacht, in denen Carvedilol, aber nicht Metoprolol, den Abfall der Kraft nach
Adrenalin Stimulation verhindern konnte (Abbildung 32H). Die Effekte von Carvedilol
waren hierbei, abgesehen von der leichten Rechtsverschiebung der ECsy Werte
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vergleichbar mit denen einer PDE4- oder PI3K-Inhibition. Diese Daten deuten darauf
hin, dass neben seinen Eigenschaften, nach langerer Inkubationszeit B-AR zu
blockieren, Carvedilol — aber nicht Metoprolol — die Eigenschaft besitzt, einen
Signalweg, der die sequentielle Aktivierung von PI3K und PDE4 beinhaltet, zu

inhibieren. Dies trifft sowohl fur B;-AR als auch B,-AR zu.

Noradrenalin (log mol/L)
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Abbildung 31: Originalregistrierung eines Experimentes, bei dem der Effekt kumulativer
Konzentrationen von Noradrenalin in der Abwesenheit (Kontrolle) und Gegenwart von Metoprolol
(0.1 pumol/L) auf die Kontraktionskraft zu verfolgen ist. Metoprolol kann den sekundaren Kraftabfall
nicht aufhalten im Gegensatz zu Carvedilol (hierzu vgl. Abbildung 30)
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Abbildung 32: Kumulative Ergebnisse der Experimente, bei denen kumulative Konzentrationen von
Noradrenalin (+ICI1118.551) zur selektiven B;-AR Stimulation (A-D) bzw. Adrenalin (+CGP207.12A)
zur selektiven B,-AR Stimulation (E-H) in der Abwesenheit (Kontrolle) und Gegenwart von Carvedilol
(Carv; 10 nmol/L) oder Metoprolol (Meto; 100 nmol/L) appliziert wurden. Die Ergebnisse sind
unterteilt in die Vorhofe, in denen monophasische Kontraktionskraftverlaufe (A, B, E, F; linke Halfte)
oder biphasische Kontraktionskraftverlaufe mit sekundarer Abnahme der Kontraktilitait unter
Kontrollbedingungen beobachtet wurden (C, D, G, H; rechte Halfte). A, C, E und F: logECs, Werte
fur Noradrenalin in der Abwesenheit und Gegenwart der 3-Blocker. B, D, F und H: Zeitliche Verlaufe
der Kontraktionskraft in den entsprechenden Gruppen. Dargestellt sind die gemittelten Verlaufe der
Konzentrationen 0.1 — 3 pmol/L Noradrenalin, wie in Abbildung 6 dargestellt. B;-AR, keine
Kraftabnahme: Kontrolle, n=28; Carvedilol, n=4; Metoprolol, n=6; mit Kraftabnahme: Kontrolle, n=28,
Carvedilol, n=5; Metoprolol, n=3; B,-AR, keine Kraftabnahme: Kontrolle, n=11; Carvedilol, n=2;
Metoprolol, n=6; mit Kraftabnahme: Kontrolle, n=15, Carvedilol, n=6; Metoprolol, n=4. *p<0.05 vs.

Kontrolle.
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5. Diskussion

5.1. B-adrenerge Signaltransduktion

Die wichtigsten Beobachtungen der vorliegenden der Arbeit sind:

1) In menschlichem Vorhofmyokard unterliegen Kkardiale B;-AR einer
Desensibilisierung, der eine Aktivierung der PI3-Kinase und der PDE4
zugrunde liegt.

2.) Carvedilol, aber nicht Metoprolol, inhibiert diesen PI3-Kinase/PDE4-
abhangigen Signalweg und sensibilisiert hierdurch kardiale 1-AR.

3.) Carvedilol, aber nicht Metoprolol, weist eine langsame Assoziationskinetik

auf und blockiert kardiale B;-AR erst nach etwa 90 min.

Die klinische Ausgangsbeobachtung unserer Arbeit ist, dass bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz eine Herabregulation und Desensibilisierung kardialer 3-
AR auftritt (Bristow et al., 1982a), und dass die Behandlung dieser Patienten mit 3-
Blockern prinzipiell eine Resensibilisierung kardialer B-AR bewirkt. Allerdings zeigen
frihe Studien, dass Carvedilol zu keiner Heraufregulation kardialer B-AR flhrt,
wahrend die Behandlung mit Metoprolol die Dichte der kardialen B-AR wieder
rekonstituiert (Gilbert et al., 1993). In einer friheren Studie unserer Gruppe
beobachteten wir, dass bei Patienten mit Herzinsuffizienz, die mit Carvedilol oder
Metoprolol behandelt wurden, das Herzzeitvolumen durch den B;-AR Agonisten
Dobutamin in gleichem Ausmalfd (+40%) gesteigert wurde (Maack et al., 2001). Dies
weist darauf hin, dass Carvedilol zu einer Resensibilisierung kardialer 3;-AR flhrt,
die unabhéangig von der Rekonstitution der B-AR Dichte im Myokard von Statten

gehen muss.

Wegen der unzureichenden Verfugbarkeit von LV Myokard wurde die vorliegende
Studie an humanem atrialen Myokard durchgefihrt. Tatsachlich beobachteten wir bei
66 unterschiedlichen Geweben eine Heterogenitat der Sensibilitat kardialer B;-AR, die
mit dem Alter und einer begleitenden Therapie der Patienten mit [B-Blockern
assoziiert war. Aus friheren Studien an Ratten Kardiomyozyten ist bekannt, dass die

Sensibilitat kardialer B-AR im Alter abnimmt, was nicht auf eine erhdéhte Expression
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der G-Protein Rezeptor Kinase 2 (GRK2, oder auch BARK1) oder des inhibitorischen
G-Proteins zurtckzufuhren war (Xiao et al., 1998). Wichtigster Befund war hierbei
eine Herabregulation der Rezeptorendichte und eine Abnahme der Adenylatzyklasen
Aktivitat. Die Sensibilisierung des 1-AR bei Patienten, die vor Gewebeentnahme mit
B-Blockern (in unserer Studie Uberwiegend Metoprolol und Bisoprolol; kein Patient
mit Carvedilol) behandelt wurden, deckt sich prinzipiell mit der Beobachtung, dass
eine B-Blockertherapie zur Heraufregulation kardialer B-AR und einer Verbesserung
der maximalen Sauerstoffaufnahme unter Belastung fuhrt, einem Parameter, der eng
mit der kardialen 3-AR Dichte korreliert (White et al., 1995). Diese Daten legen nahe,
dass das gewahlte experimentelle System (Vorhofmyokard) wichtige
Gemeinsamkeiten mit LV Myokard aufweist und somit fir mechanistische
Untersuchungen zur Identifikation der Wirkmechanismen verschiedener p-Blocker

gut geeignet ist.

Es ist bekannt, dass an LV Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz die Dichte der
B-AR vermindert ist (Bristow et al., 1982b) und die verbleibenden Rezeptoren
hinsichtlich einer Agonistenstimulation desensibilisiert sind (Hausdorff et al., 1990).
Da das untersuchte Myokard jedoch nicht von schwer herzinsuffizienten Patienten
stammte, und auch keine Korrelation zwischen (der meist noch normalen bzw. nicht
hochgradig eingeschrankten) LVEF und der Sensibilitat kardialer p;-AR bestand,
erschien eine Herabregulation kardialer 3-AR per se keine hinreichende Erklarung fur
den dokumentierten Effekt zu sein. Daher suchten wir nach weiteren Mechanismen,

die fur die Desensibilisierung des atrialen Myokards verantwortlich sein konnten.

In unseren Experimenten beobachteten wir, dass durch die Inhibition der PDE4
und/oder der PI3-Kinase die Desensibilisierung sowie die Abnahme der
Kontraktionskraft nach Erreichen des Maximums komplett aufgehoben werden
konnte. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der sekundaren Abnahme der
Kontraktionskraft sowie der 3;-AR Desensibilisierung ein Signalweg zugrunde liegt,
der die PI3-Kinase sowie die PDE4 involviert. Da keine additive Sensibilisierung
durch die kombinierte Hemmung der PI3-Kinase und der PDE4 erreicht werden
konnte, wird geschlussfolgert, dass PI13-Kinase und PDE4 Komponenten desselben

Signalwegs sein mussen, der die Desensibilisierung kardialer g;-AR mediiert.
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Zellphysiologische Experimente zeigten bereits, dass die Aktivierung von Gpy-
Untereinheiten zu einer Stimulation der PI13-Kinase fihren kann (Naga Prasad et al.,
2001). Als wichtiges downstream Target der PI3-Kinase eignet sich die Akt-
Phosphorylierung an Serin-Rest 473 zur Abschatzung einer PI3-Kinase Aktivierung
(Xie et al.,, 2000). In unseren Herzmuskeltrabekeln kam es nach Noradrenalin-
vermittelter Stimulation von B;-AR tatséachlich zu einer transienten Zunahme der Akt-
Phosphorylierung, die durch Koinkubation mit dem PI13-Kinase Inhibitor LY komplett
inhibiert werden konnte. Bisherige Studien zeigten tUberwiegend eine Stimulation der
PI13-Kinase, die nach Aktivierung des p,-AR Uber die pBy-Untereinheiten des
inhibitorischen G-Proteins mediiert war (Jo et al., 2002). Einzig eine Studie an
Rattenkardiomyozyten suggerierte bisher, dass auch der pi-AR uUber die Py-
Untereinheiten des stimulatorischen G-Proteins die PI3-Kinase stimulieren kdnnte
(Leblais et al., 2004). Die Daten unserer Studie untermauern dieses Konzept
funktionell als auch biochemisch, insbesondere angesichts der LY-vermittelten
Inhibition der Noradrenalin-induzierten Akt-Phosphorylierung, und sind die ersten
Ergebnisse, die diese Kopplung zwischen B;-AR und PI3-Kinase am menschlichen

Myokard beschreiben.

Obwohl die Daten von (Leblais et al. 2004) auf einen Einfluss der PI3-Kinase auf die
Ca®* Transienten und Zellverkiirzung hinweisen, konnte der genaue Mechanismus in
jener Studie nicht hinreichend geklart werden. Daten von Mausen, die eine
genetische Modifikation der PI13-Kinase o oder y aufweisen, zeigten eine Regulation
von cAMP durch die PI3-Kinase y-, aber nicht a-Untereinheit (Crackower et al.,
2002). Neuere Daten dieser Gruppe zeigten in folgenden Jahren, dass diese
Regulation von cAMP durch die PDE4 mediiert wird (Kerfant et al., 2007). In Mausen
und anderen Nagetieren spielt allerdings die PDE4 quantitativ eine gréRere Rolle fir
die cAMP Regulation als im menschlichen Myokard. Dies wird u.a. dadurch
ersichtlich, dass in Mausen und Rattenkardiomyozyten die Inhibition der PDE4 mit
dem Inhibitor Rolipram in der Abwesenheit eines B;-AR Agonisten bereits einen
Anstieg der Zellverkiirzung bzw. Kontraktilitat hervorruft, und der Effekt einer
Inhibition der PDE4 mit Rolipram einen grol3eren Effekt auf die Bi-AR mediierte
Bildung von cAMP hatte als eine Inhibition von PDE3 (Nikolaev et al., 2006).
Verschiedene Daten am menschlichen Myokard, zuletzt durch Richter et al. 2011,

zeigen jedoch eine dominante Rolle der PDE3 gegenuber der PDE4 in humanem
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atrialen Myokard (Richter et al., 2011). Dies spiegelt sich in unseren Experimenten
dadurch wider, dass die Inhibition der PDE3 einen positiv inotropen Effekt auslost,
wahrend die Inhibition der PDE4 durch Rolipram keinen Einfluss auf die Kontraktilitat
hatte. Dies suggeriert, dass in der Abwesenheit eines Agonisten die PDE3, aber
nicht die PDE4, eine endogene konstitutive Aktivitat aufweist. Die PDE4 hingegen
weist in der Abwesenheit eines Agonisten keine relevante konstitutitve Aktivitat auf,
sonst hatte man nach PDE4-Inhibition bereits einen positiv inotropen Effekt erwartet.
Die Aktivierung der PDE4 erfordert nach unseren Ergbnissen eine Rezeptor-
induzierte Aktivierung. Der klassische Weg der PDE4-Aktivierung ist durch die PKA
(Sette and Conti, 1996); wenn dies der Mechanismus fur die Aktivierung in unseren
Experimenten wére, so hatte man erwarten kénnen, dass auch durch Zugabe von
Forskolin, welches unabhangig von der B-AR Aktivierung die Adenylatzyklase
aktiviert und zu einer Phosphorylierung und Aktivierung der PKA fihrt, ein
biphasischer inotroper Effekt zu beobachten gewesen ware. Dies war allerdings in
einer gr6Reren Serie von Experimenten (durch Philip B6hmer aus unserer
Arbeitsgruppe; nicht gezeigt) nicht der Fall, was eine PKA-mediierte PDE4
Aktivierung als relevanten Mechanismus in unserem System unwahrscheinlich

macht.

Um zu untersuchen, ob die Abnahme der Kontraktilitét nach Erreichen des
Maximums tatsachlich auf einen PDE-mediierten Abbau von cAMP zuriickzufiihren
ist, fuhrten wir Experimente in der Abwesenheit und Gegenwart verschiedener PDE-
Inhibitoren durch. In der Tat konnte der sekundar negativ inotrope Effekt nach
Erreichen des Maximums nach B;-AR Stimulation durch sowohl PDE3- als auch
PDE4-Inhibitoren komplett aufgehoben werden. Allerdings hatte die Inhibition der
PDE3 mit Milrinon an sich bereits in der Abwesenheit des Agonisten einen positiv
inotropen Effekt. Die Ausgangskraft der Trabekel, die einen biphasischen Verlauf
ihrer Kontraktilitat erfuhren, war allerdings identisch zu der Ausgangskraft der
Trabekel, die einen monophasischen Anstieg der Kontraktilitat hatten, und auch die
maximal entwickelte Kraft bei hohen Agonistenkonzentrationen (d.h., die Effizienz
von Noradrenalin), war nicht unterschiedlich zwischen Geweben mit mono- und
biphasischem Kontraktitlitatsverlaufen. Dartber hinaus kam es nach Inhibition der
PDE3 zu einer Resensibilisierung der B;-AR Uber das Niveau der Kontrollgruppe mit

normaler B;-AR Affinitat hinaus. Im Gegensatz dazu hatte die Inhibition der PDE4
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keinen inotropen Effekt an sich, und die B;-AR Sensibilitdt gegentber Noradrenalin
wurde auf exakt den Wert resensibilisiert, der in der (nicht desensibilisierten)
Kontrollgruppe zu finden war. Diese Daten legen nahe, dass eher eine Rezeptor-
vermittelte Aktivierung der PDE4 als die der bereits konstitutiv aktiven PDE3 die
Unterschiede zwischen den Geweben mit mono- und biphasischem
Kontraktilitatsverlauf erklaren kann. Die Tatsache, dass die Inhibition der PI3-Kinase
durch LY294002 einen identischen Effekt wir Rolipram hatte und bei gemeinsamer
Inkubation kein additiver Effekt zu verzeichnen war, lasst den Schluss zu, dass PI3-

Kinase und PDE4 Teile derselben Signalkaskade sind.

In weiteren Experimente unserer Arbeitsgruppe (Doktorarbeit Nico Wannenmacher)
fanden wir heraus, dass die Stimulation der PI3-Kinase upstream der PDE4-
Aktivierung liegen muss, da die pi-AR-mediierte Phosphorylierung der Akt (als
downstream target der PI3-Kinase) zwar mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002,
aber nicht mit dem PDE4-Inhibitor Rolipram verhindert werden konnte. Daruber
hinaus zeigten die Ergebnisse dieser experimentellen Serie, dass das Ausmal} der
basalen Akt Phosphorylierung in unterschiedlichen Geweben (als mdoglicher
Ausdruck unterschiedlicher konstitutiver PI3-Kinase Aktivitdt) einen engen
Zusammenhang mit der basalen und der maximal durch Isoprenalin-induzierten
Kraftentwicklung hatte. Diese Ergebnisse konnten die Heterogenitdt der Gewebe
hinsichtlich B;-AR Sensibilitdt und der Charakteristik des inotropen Ansprechens auf
Noradrenalin (monophasisch versus biphasisch) zumindest teilweise erklaren. Da
eine Reihe von Signalkaskaden auf die PI3-Kinase als molekulare ,Schnittstelle”
einwirken, konnte dies durch Unterschiede in verschiedenen physiologischen und
pathophysiologischen Grundbedingungen der Patienten (z.B. Inflammation,
neuroendokrine Aktivierung, unterschiedliche metabolische Situationen etc.), aber
auch die unterschiedlichen und unvorhersehbaren Einflusse verschiedener
Medikamente (Medikation der Patienten, unterschiedliche Konzentrationen und

Kombination von Narkotika, Insulin etc.) zuriickzufiihren sein.

Der beobachtete biphasische Verlauf der kardialen Kontraktilitét nach Zugabe
kumulativer Agonisten Konzentrationen war — insbesondere zu Beginn unserer
Studien 2005 - eher uUberraschend, war doch eher ein kontinuierlicher positiv

inotroper Effekt nach Agonistenzugabe der erwartete Effekt. Die Entwicklung neuerer
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Technologien (insbesondere durch die Verwendung von Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfer, kurz FRET) zur Detektion subzellularer cAMP Konzentrationen
ermdglichte in den letzten Jahren jedoch tiefere Einblicke in die Regulation
unterschiedlicher cAMP ,Pools®, die eine Erklarung flr die von uns beobachteten
Effekte auf die kardiale Kontraktilitat leisten konnten. So zeigten bereits 2002
Zaccolo & Pozzan, dass es nach anhaltender B-adrenerger Stimulation neonataler
Kardiomyozyten zu einem nur transienten Anstieg lokaler cAMP Konzentrationen
kam, deren zeitlicher Verlauf dem der Abnahme der kardialen Kontraktilitat in
unseren Studien &hnelte. In dieser Studie hemmten verschiedene PDEs die
Ausbreitung des zellularen cAMP in raumlicher und zeitlicher Weise, was den
Grundstein fiur weitere Forschung zur subzellularen cAMP Regulation in sog.
Mikrodoméanen legte (Zaccolo and Pozzan, 2002). Eine neuere Studie von (De
Arcangelis et al. 2010) bestatigte diese Beobachtung an neonatalen Kardiomyozyten
und machte dartber hinaus die Beobachtung, dass entsprechend auch die Aktivitéat
der PKA, welche durch cAMP phosphoryliert und aktiviert wird, trotz anhaltender
Gegenwart des Agonisten am Rezeptor ebenfalls nur transient ansteigt (De
Arcangelis et al., 2010). Weiterhin beobachteten sie, dass dieser transiente Anstieg
von cAMP bei submaximalen Agonisten Konzentrationen am starksten ausgepragt
war, wahrend bei héheren Agonisten Konzentrationen die cAMP Konzentration und
PKA Aktivitat anhaltend erhoht blieb, ohne nach Erreichen des Maximums wieder
abzunehmen. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen, dass auch die
Kontraktionskraft in  humanen atrialen Trabekeln bei hoéheren Agonisten
Konzentrationen von Noradrenalin auch in der Gruppe erhoht blieb, die bei
submaximalen Konzentrationen des Agonisten noch einen biphasischen Verlauf

gezeigt hatten.

Als Erklarung fur dieses Phanomen zeigten Arcangelis et al. (2010), dass die PDE4
mit dem B;-AR in einem Komplex, der auch die Adenylat Zyklase (AC) beinhaltet,
assoziiert ist. Diese enge rdumliche Assoziation von (:-AR, PDE4 und AC wuirde
demnach eine Limitation der subsarkolemmalen cAMP Ausbreitung nach B;-AR-
induzierter AC Stimulation bedeuten. Interessanterweise kommt es bei hdheren
Agonisten-Konzentrationen zu einer Dissoziation der PDE4 aus dem Komplex mit ;-
AR und AC, was das Anhalten der hohen cAMP Konzentrationen und PKA Aktivitat

erklaren konnte (De Arcangelis et al., 2010). Dieses Konzept wurde auf
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biochemischer Ebene bereits 2 Jahre zuvor durch Richter et al. beschrieben (Richter
et al., 2008).

Der Komplex aus B:-AR/AC/PDE4 ist in der Zellmembran lokalisiert, in der
insbesondere der L-Typ Ca®* Kanal zum Ca?* Einstrom uber die Zellmembran zur
Regulation der Inotropie beitragt. In einer aktuellen Studie wurde dariber hinaus
beobachtet, dass sowohl PDE4D als auch PDE4B mit dem L-Typ Ca** Kanal
assoziiert sind, dass dieser allerdings primar durch PDE4B und weniger durch
PDE4D reguliert wird (Leroy et al., 2011). Es ist somit zu vermuten, dass der
Komplex aus B;-AR, AC und PDE4 Uber die (lokale) PKA auch einen wichtigen
Einfluss auf den L-Typ Ca®* Kanal und somit den Ca** Einstrom in die Zelle hat.
Neben dieser subsarkolemmalen cAMP Mikrodoméne existieren dartber hinaus
auch cAMP Mikrodoméanen im Bereich der Ryanodin Rezeptoren und der SR Ca*'-
ATPase/Phospholamban am SR, welche nach L-Typ Ca?* Kanal vermittelter
Triggerung des RyR eine noch groRere Ca** Ausschiittung mediieren. Durch die
dreidimensionale Durchspannung von ventrikularen Kardiomyozyten durch T-Tubuli
gelangt bei einem Aktionspotenzial der Ca* Einstrom tber L-Typ Ca?* Kanéle auch
weit ,in das Innere* der Zelle zu den Dyaden (aus RyR und L-Typ Ca*" Kanal), was
einen homogenen Ca®" Transienten in der ganzen Zelle auslést. Im Gegensatz dazu
haben atriale Kardiomyozyten ein wesentlich rudimentarer ausgebildetes T-tubulares
Netzwerk, so dass wahrend des Aktionspotenzials nur ein subsarkolemmaler Ca?*
Transient auftritt (Mackenzie et al., 2004). Die zentripetale Propagation dieses
subsarkolemmalen Ca** Transienten wird hierbei durch eine raumliche Barriere aus
SR und Mitochondrien limitiert, die das anflutende Ca®* wieder aufnehmen und an
der Diffusion ins Zellinnere hindern; erst bei f-adrenerger Stimulation tberkommt der
subsarkolemmale (L-Typ Ca®" Kanal getriggerte) Ca®" Transient diese raumliche
Barriere, was zur zentripetalen Ausbreitung desselben und somit zur ,Rekrutierung®
zentral gelegener Myofilamente zur Kontraktion der Zelle fuhrt (Mackenzie et al.,
2004).

Da unsere funktionellen Experimente ausschlie3lich an atrialem Myokard
durchgefuhrt wurden, konnte somit die Regulation subsarkolemmaler cAMP pools
bzw. L-Typ Ca*" Kanal Aktivitaten einen wesentlich htheren Anteil an der globalen
Kontraktilitdat einzelner Herzmuskelzellen haben, als dies in ventrikularen
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Kardiomyozyten der Fall wére, in denen 70% des Ca?* Transienten durch
Freisetzung aus dem SR beigetragen werden (und bei B-adrenerger Stimulation ein
sogar noch hoherer Anteil), doch die SR-assoziierten Ca?* transportierenden
Systeme durch einen anderen cAMP pool reguliert werden. Eine Beobachtung
unserer Studien unterstiitzt die Uberlegung, dass in unserem System die Rezeptor-
induzierte Aktivierung der PDE4 eher die subsarkolemmalen (also L-Typ Ca®" Kanal
vermittelten) als die SR-assoziierten Prozesse reguliert: Die Noradrenalin-induzierte
Zunahme der Kontraktilitstt war stets mit einer Beschleunigung der
Anstiegsgeschwindigkeit der Kontraktion, aber auch einer Beschleunigung der
Relaxation assoziiert. Letztere wird insbesondere durch SERCA-mediierte Ca**
Aufnahme ins SR kontrolliert. Obwohl es in den Trabekeln mit biphasischem
Kontraktionsverlauf zu einer (PDE4-abhéngigen) Abnahme der Amplitude der
Kontraktion kam, so nahm die Relaxationsgeschwindigkeit nicht ab (Daten nicht
gezeigt). Dies weist darauf hin, dass zwar die in atrialen Myozyten maf3gebenden L-
Typ Ca?* Kanal Strome durch PDE4 reguliert werden, aber weniger die SR-
assoziierten RyR und Phospholamban, da ansonsten auch eine Verlangsamung der
Relaxation beobachtet worden ware. Diese Zusammenhange sollten jedoch durch
Bestimmung der Phospholamban Phosphorylierung bzw. durch Bestimmung von L-

Typ Ca?*" Kanal Strémen in zukiinftigen Studien untermauert werden.

Zusammenfassend postulieren wir daher auf der Basis der Daten der vorliegenden
Arbeit sowie der beschriebenen Studien, dass in humanem atrialen Myokard die
Stimulation des B;-AR zu einer Gg,-mediierten Stimulation der AC fiihrt, was zunachst
den Anstieg von cAMP mit resultierender Aktivierung der PKA mediiert, und letztlich
zu einem Anstieg der zytosolischen Ca** Transienten und der kardialen Kontraktilitat
fuhrt. Gleichzeitig wird jedoch Uber die Stimulation des B;-AR, vermutlich Uber die
Vermittlung durch Gg, Komplexe, die PI3-Kinase aktiviert, die dann wiederum zu
einer Aktivierung der PDE4 flihrt, die mit dem B;-AR assoziiert ist. Hierdurch kommt
es zur zweizeitigen Abnahme der subsarkolemmalen cAMP Spiegel und einer
Abnahme der Kontraktilitat (Abbildung 33A).

Bei hoheren Agonisten Konzentrationen dissoziiert die PI3K-aktivierte PDE4 vom B;-
AR ab, wodurch es zu einer anhaltenden Erhéhung der subsarkolemmalen cAMP

Konzentrationen und hierdurch auch der Kontraktilitat kommt (siehe Abbildung 33B).
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der B;-AR Aktivierung und der Einfluss von Metoprolol
und Carvedilol auf diese Aktivierung in Kardiomyozyten, basierend auf den Ergebnissen dieser
Arbeit und anderer Arbeiten. A, Geringe bis mittlere Norepinephrin (NE) Konzentrationen fihren
Uber G, zu einer Stimulation der Adenylatzyklase und hiertiber zu einer Zunahme von cAMP, PKA
Aktivitat und Kontraktilitit. Gleichzeitig flhren die Ggs, Untereinheiten zu einer Aktivierung der PI3-
Kinase, wodurch zum einen Akt phosphoryliert wird, zum anderen aber auch die PDE4. Diese mit
dem B;-AR assoziierte PDE4 hydrolysiert nun zunehmend cAMP, was zu einer zweizeitigen
Abnahme der subsarkolemmalen cAMP Spiegel fuhrt, was (insbes. bei atrialen Kardiomyozyten) zu
einer Abnahme des positiv inotropen Effektes fiihrt. B, bei hohen Noradrenalin Konzentrationen
(100 uM) kommt es zu einer Dissoziation der PDE4 von B;-AR, was zu einer verringerten Hydrolyse
subsarkolemmaler cAMP Spiegel und somit zu einem anhaltenden positiv inotropen Effekt fuhrt. C,
Das Binden von Metoprolol an kardiale B;-AR fuhrt Uber kompetitiven Antagonismus eine
Rechtsverschiebung der Noradrenalin Effekte aus, ohne jedoch die Gg-abhéngige PDE4
Aktivierung bzw. PDE4-Dissoziation vom B;-AR zu beeinflussen. D, im Gegensatz dazu bindet
Carvedilol nicht an die orthostherische, sondern eher an eine allosterische Bindungsstelle des
Rezeptors, was eine frihere Dissoziation der PDE4 vom B;-AR (bei geringeren Noradrenalin
Konzentrationen) herbeifiihrt und somit schon im physiologischen Agonisten-Bereich zu einer
Verringerung der PDE4-abhéngigen Hydrolyse von subsarkolemmalem cAMP und somit ein
Anhalten der Kontraktionskraft verantwortet.
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5.2. Effekte von Carvedilol und Metoprolol auf den PI3-Kinase und
PDE4-abhangigen Signalweg
In unseren initialen Experimenten beobachteten wir, dass Carvedilol eine wesentlich

langsamere Assoziationskinetik zum B-AR besitzt als Metoprolol, da Carvedilol erst
nach 90 min Vorinkubation eine volle B-Blockade entfaltete. Im Gegensatz dazu
blockierte Metoprolol bereits nach wenigen Minuten die kardialen B-AR. Dies ist in
Ubereinstimmung mit friheren Daten unserer Arbeitsgruppe (Kindermann et al.,
2004), in denen wir auch eine nahezu irreversible Dissoziationskinetik von Carvedilol
am B-AR beobachteten, die sich auch klinisch durch anhaltende -Blockade selbst 44
h nach Absetzen der Medikation in gesunden Probanden bemerkbar machte (auch
nach kompletter Elimination von Carvedilol aus dem Plasma bei einer Halbwertszeit
von 5.5 h). Interessanterweise beobachteten wir, dass nur wenige Minuten der
Prainkubation mit Carvedilol selbst in Gewebe mit normal sensitiven B-AR eine

leichte Linksverschiebung der Isoprenalin Konzentrations-Wirkungskurve hervorrief,

was noch wesentlich starker in Gewebe mit desensibilisierten B-AR ausgepragt war.
Im Gegensatz dazu kam es nach Vorinkubation mit Metoprolol immer zu einer
Rechtsverschiebung der logECsp in Geweben mit normal sensiblen B-AR, im Sinne
eines kompetitiven Antagonismus, wahrend in Geweben mit desensibilisierten B-AR
zumindest keine Linksverschiebung, sondern eher eine Rechtsverschiebung auftrat
(siehe Abbildung 33).

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Ursache fur diese
Resensibilisierung durch Carvedilol zu untersuchen. Hierfir wurden die Protokolle
mit selektiver Aktivierung von B;-AR und B>-AR durch Noradrenalin und Adrenalin
durchgefiihrt. Am B;-AR beobachteten wir, dass in etwa der Haélfte der Gewebe ein
biphasischer inotroper Effekt auftrat, mit einer Abnahme der Kontraktilitdt nach
Erreichen des initialen Maximums, wahrend in der anderen Halfte der Gewebe die
Kontraktionskraft nach Erreichen des Maximums weitgehend konstant blieb.
Gewebe, in denen ein biphasischer Kontraktionskraftverlauf auftrat, hatten ein
desensibilisiertes Ansprechen der B;-AR auf Noradrenalin. Das Ausmal3 des
sekundar negativ inotropen Effektes war mit dem Ausmalf’ der Desensibilisierung der
Bi-AR assoziiert. Dies weist darauf hin, dass die sekundare Abnahme der
Kontraktionskraft ein Prozess sein konnte, der gleichzeitig auch zur
Desensibilisierung des B;-AR beitragen kdonnte. Wie oben bereits erlautert, fihrten wir

59



die sekundare Abnahme der Kraft auf eine PI3-Kinase-vermittelte Aktivierung der
(unter basalen Bedingungen nicht aktiven) PDE4 zurlick. Daten anderer Gruppen
weisen darauf hin, dass die PDE4 mit dem B;-AR assoziiert ist und bei geringen
Agonisten Konzentrationen den subsarkolemmalen Anstieg von cAMP réaumlich und
zeitlich eingrenzt (De Arcangelis et al.,, 2010). Erst bei sehr hohen Agonisten
Konzentrationen dissoziiert die PDE4 vom B;-AR und lasst eine anhaltende Erh6hung
von cAMP und eine anhaltende Aktivierung der PKA zu (De Arcangelis et al., 2010;
Richter et al., 2008). Interessanterweise wurde durch Carvedilol die sekundare
Abnahme der Kontraktionskraft sowohl am B;-AR als auch am B,-AR aufgehoben,
wahrend Metoprolol lediglich zu einer Rechtsverschiebung des Noradrenalin Effektes
fuhrte und den biphasischen Kontraktionskraftverlauf nicht beeinflusste. Wir
spekulierten daher, dass die Resensibilisierung kardialer B-AR durch Carvedilol auf
eine Beeinflussung des PI3-Kinase/PDE4-abhéngigen Signalweges zuruckzufuhren
ist. Um dies mechanistisch zu klaren, fihrte unsere Arbeitsgruppe noch weitere
Experimente durch, die nicht durch mich selber durchgefiihrt wurden, deren
Ergebnisse aber hier zum Verstandnis der durch mich durchgefiihrten funktionellen

Experimente diskutiert werden sollen.

5.2.1. Inhibiert Carvedilol die By-Untereinheiten von Gs und somit die PI3K-
Aktivierung?

Zunachst  spekulierten  wir, dass
Carvedilol durch seine Assoziation mit
dem pB-AR die Dissoziation der Py-
Untereinheiten nach Agonisten-
Stimulation des Rezeptors unterbinden

bzw. deren vermutete Aktivierung der

Contractility PI3-Kinase verhindern kénnte (Abbildung

34). Um dies zu testen, fuhrten wir

Abbildung 34: Inhibiert Carvedilol die By-
Untereinheiten von Gs und somit die PI3K-

Aktivierung? Trabekeln durch, die mit Isoprenalin in

Experimente an isolierten atrialen

der Gegenwart des B,-AR Antagonisten
ICI 118.551 (zur selektiven B;-AR Stimulation) fur 15 min inkubiert wurden. Dies
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erfolgte in der Abwesenheit und Gegenwart von Carvedilol, LY294002 (PI13-Kinase
Inhibitor), und Rolipram (PDE4-Inhibitor). Die Trabekel wurden nach 15 min
schockgefroren und die Phosphorylierung von Akt als wichtigem downstream Target

der P13-Kinase analysiert (Western-Blot).

Es zeigte sich, dass durch B;-AR Stimulation die Phosphorylierung von Akt zunahm,
was einer Aktivierung der P13-Kinase entspricht. Dies wurde durch Vorinkubation mit
LY294002, aber nicht Rolipram verhindert, was darauf hinweist, dass die PDE4
downstream der PI3-Kinase liegt. Auch die Vorinkubation mit Carvedilol verhinderte
die Akt-Phosphorylierung nicht, was zum einen zeigt, dass (in Ubereinstimmung mit
den Kontraktilititsdaten) die B;-AR Stimulation als solche und die downstream
gelegene PI3-Kinase Aktivierung nicht verhindert wird. Weiterhin lasst dies jedoch
auch den Schluss zu, dass Carvedilol nicht die vermutete By-Dissoziation und

hierdurch vermutlich vermittelte PI3-Kinase Aktivierung verhindert

5.2.2. Inhibiert Carvedilol die BARK-assoziierte PI3-Kinase Aktivitat?
Naga Prasad et al. beobachteten,

dass nach B-AR Stimulation die G-
Protein  gekoppelte  Rezeptor
Kinase 2 (GRK2; Synonym B-AR
Kinase 1, BARK1) mit der PI3-
Kinase assoziiert ist, gemeinsam
zum B-AR transloziert und hier
eine Phosphorylierung des

Rezeptors  bewirkt, die zur

Contractility homologen Desensibilisierung und
Sequestration des Rezeptors fuhrt

Abbildung 35: Inhibiert Carvedilol die BARK-
assoziierte P13-Kinase Aktivitat? (Naga Prasad et al, 2001)
(Abbildung 35). In Mausen wurde
beobachtet, dass es nach in vivo Applikation von Isoprenalin zu einer initialen
Zunahme der Kontraktilitat (+dP/dtmax) und Relaxationsgeschwindigkeit (-dP/dtmax)
kam, die dann innerhalb von 20 min wieder fast komplett riicklaufig war. Dieser

biphasische Verlauf der B-AR vermittelten Inotropie ahnelt stark den von uns
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beobachten Verlaufen in desensibilisierten Trabekeln, was Auspragung und Kinetik
des Effektes anbelangt. Interessanterweise wurde in diesen Studien durch
Kardiomyozyten-spezifische Deletion der GRK2 (BARK1) die sekundare Abnahme
der Kontraktilitat deutlich abgeschwacht, was darauf hinweist, dass der GRK2 eine
wichtige Rolle bei dieser sekundaren Kontraktionskraftabnahme zukommt. Da wir
keinen Effekt von Carvedilol auf die PI13-Kinase-vermittelte Phosphorylierung von Akt
beobachteten, spekulierten wir daher, dass Carvedilol stattdessen die BARK1-
assoziierte PI13-Kinase Aktivitat beeinflussen bzw. reduzieren kdnnte. In Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Naga Prasad (Cleveland, Ohio, USA; Doktorarbeit Nico
Wannenmacher) fihrten wir daher Experimente durch, bei denen in isolierten und
Langendorff-perfundierten Rattenherzen Isoprenalin fir 15 min in der Abwesenheit
und Gegenwart von Carvedilol, Metoprolol, LY294002 und Rolipram appliziert wurde
und anschlieRend das Gewebe fur die Bestimmung der BARK1-assoziierten PI3-
Kinase Aktivitat verarbeitet wurde. Es zeigte sich, dass durch die Vorinkubation mit
LY294002, aber nicht durch Carvedilol, die BARK1-assoziierte PI3-Kinase Aktivitat
verringert werden konnte. Dies zeigt, dass Carvedilol keinen Einfluss auf diesen
Signalweg nimmt und daher dies auch nicht die Erklarung fir die Resensibilisierung
kardialer B;-AR durch Carvedilol ist.

5.2.3. Inhibiert Carvedilol direkt die PDE4?
Eine weitere Moglichkeit wére die

direkte Inhibition der PDE4-Aktivitat
durch Carvedilol. Um dies zu testen,
kooperierte unsere Gruppe mit Erik
Qvigstad (Universitat Osilo,
Norwegen), der an humanem atrialen
Myokard die Aktivitat der PDEZ2,
PDE3 und PDE4 in der Abwesenheit
und Gegenwart von Carvedilol

Abbildung 36: Inhibiert Carvedilol direkt die PDE4? )
untersuchte. In Ubereinstimmung mit

unseren funktionellen Daten und biochemischen Daten von Richter et al. (2010)
beobachteten diese, dass die PDE3 den hdchsten Beitrag zur Gesamt-PDE-Aktivitat

in menschlichem Myokard zukommt, im Gegensatz zu Maus- oder Rattenmyokard, in
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dem die PDE4 die dominierende Rolle spielt (Nikolaev et al., 2006). Dartber hinaus
konnte beobachtet werden, dass Carvedilol weder die PDE2, PDE3 noch die PDE4
inhibierte. Somit schied auch die Mdglichkeit aus, dass Carvedilol durch direkte
Inhibition der PDE4 den beobachteten funktionellen Effekt der Resensibilisierung

bewerkstelligte.

5.2.4. Carvedilol erleichtert die Dissoziation der PDE4 vom ;-AR
Nach dem Erscheinen der Arbeit von Richter et al. (2008), in dem die Assoziation der

PDE4 mit dem B;-AR sowie deren Dissoziation bei hohen Agonisten Konzentrationen
gezeigt wurde, und insbesondere nach dem Erscheinen der Arbeit von De Arcangelis
et al. (2010), in dem die funktionelle Relevanz dieses Phanomens flr
subsarkolemmale cAMP Konzentrationen und PKA-Aktivitdt beschrieben wurde,
spekulierten wir, dass Carvedilol diese Assoziation zwischen B;-AR und PDE4
beeinflussen konnte. In Kooperation mit Wito Richter und Marco Conti (University of
California San Francisco, USA) wurden daher Co-Immunoprazipitations-Experimente
durchgeflhrt, in denen der Einfluss von Carvedilol auf die Assoziation zwischen ;-
AR und PDE4 untersucht wurden. Es zeigte sich, dass eine mittlere Konzentration
des Agonisten Noradrenalin (1 pumol/L) alleine — in Ubereinstimmung mit seinen
friher publizierten Daten (Richter et al., 2008) — noch zu keiner Dissoziation der
PDE4 vom B;-AR fuhrte, was in der Arbeit von (De Arcangelis et al., 2010) mit einem
biphasischem Verlauf der cAMP Konzentrationen und PKA-Aktivierung assoziiert
war. Im Gegensatz dazu kam es nach sehr hoher Agonisten-Konzentration (100
pumol/L Noradrenalin) zu einer weitgehenden Dissoziation der PDE4 vom (;-AR, was
in der Arbeit von De Arcangelis et al. (2010) mit einem anhaltenden Anstieg der
CAMP Spiegel und PKA-Aktivitat assoziiert war. Durch kurze Vorinkubation mit
Carvedilol (10 nmol/L, gleiche Konzentration wie in den funktionellen Studien der
vorliegenden Studie) fir 2 min kam es interessanterweise schon bei einer
Noradrenalin-Konzentration von 1 umol/L zu einer substantiellen Dissoziation der
PDE4 vom B;-AR, deren Ausmald mit der Dissoziation bei 100 pumol/L Noradrenalin
alleine vergleichbar war. Dies zeigt, dass Carvedilol die Dissoziation der PDE4 vom
B1-AR bei mittleren (und vermutlich auch geringen) Noradrenalin Konzentrationen

beginstigt, was eine Erklarung fir die Beobachtung liefern kdnnte, dass bereits bei
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mittleren und geringen Noradrenalinkonzentrationen die Kontraktionskraft nach

Erreichen des Maximums nicht wieder (PDE4-vermittelt) abnimmt (Abbildung 33D).

5.2.5. Carvedilol potenziert den B-AR Agonisten-induzierten Anstieg des
subsarkolemmalen cAMP

Um zu untersuchen, ob die durch Carvedilol begunstigte Dissoziation der PDE4 vom
B1-AR auch tatséchlich einen Einfluss auf subsarkolemmale cAMP Konzentrationen
hat, untersuchten wir in Kooperation mit Rodolphe Fischmeister (INSERM,
Chatenay-Malabry, Frankreich) adulte Rattenkardiomyozyten, die durch adenoviralen
Gentransfer mit dem cyclic nucleotide gated (CNG) Kanal infiziert waren. Dieser
Kanal ist in Schrittmacherzellen des Herzens fiur die langsame Depolarisation
verantwortlich, reguliert cAMP-abhangig die Herzfrequenz und ist die Zielstrutkur
einer Therapie mit Ivabradin. Der Strom dieses Kanals (Icng) dient daher in infizierten
adulten Kardiomyozyten, in denen er normalerweise nicht relevant exprimiert wird,
der Detektion subsarkolemmalen cAMPs (siehe hierzu auch (Abi-Gerges et al.,
2009)). In diesen Experimenten wurde beobachtet, dass durch den PDE4-Inhibitor
Rolipram der Anstieg des subsarkolemmalen cAMPs bei zwei geringen bis
mittelnohen Agonisten Konzentrationen (3 und 10 nmol/L Isoprenalin) deutlich
potenziert wurde, und dariber hinaus eine nach Erreichen des Maximums
eintretende Reduktion der cAMP Konzentrationen komplett verhindert wurde.
Tatsachlich hatte eine 2-minltige Vorinkubation mit Carvedilol (10 nmol/L) einen
identischen Effekt wie Rolipram, d.h., der Anstieg der subsarkolemmalen cAMP
Konzentrationen wurde nicht nur potenziert, sondern auch die Abnahme nach
Erreichen des Maximums komplett verhindert. Im Gegensatz dazu blockierte eine
aguipotente Konzentration von Metoprolol komplett den B;-AR induzierten Anstieg
von cAMP. Diese Daten weisen darauf hin, dass Carvedilol, aber nicht Metoprolol,
durch das Erleichtern der Dissoziation der PDE4 vom B;-AR den Anstieg der
subsarkolemmalen cAMP  Konzentrationen bei submaximalen Agonisten-
Konzentrationen potenziert und dessen PDE4-vermittelte Reduktion verhindern kann
(Abbildung 33D). Da diese Effekte nicht durch Blockade der orthosterischen
Bindungsstelle fur Agonisten erklarbar ist (weil er zu einem Zeitpunkt auftritt, bevor (-
AR durch Carvedilol blockiert sind), handelt es sich hierbei a.e. um einen
allosterischen Effekt. Die Daten stellen eine Erklarung fur unsere Beobachtung dar,

dass durch Carvedilol die sekundare Abnahme der Kontraktionskraft nach
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Noradrenalin-vermittelter Zunahme der Kontraktilitat verhindert wird und gleichzeitig
eine Resensibilisierung der desensibilisierten B-adrenergen Signaltransduktion in
menschlichem atrialen Myokard verursacht wird. Im Gegensatz dazu verhindert
Metoprolol durch Binden an die orthosterische Bindungsstelle im kompetitiven
Antagonisumus mit dem Agonisten dessen eigentliche Aktivierung des Rezeptors
und die dahinter geschaltete Signalkaskade, ohne jedoch auf die B;-AR/PDE4
direkten Interaktion Einfluss zu nehmen (Abbildung 33C).

5.2.6. Sind die Ergebnisse auch auf linksventrikulares Myokard tGbertragbar?
Um zu untersuchen, ob die Beobachtungen an humanem atrialen Myokard auch auf

linksventrikulares Myokard Ubertragbar sind, haben wir isolierte linksventrikulare
Trabekel eines Patienten mit chronischer terminaler Herzinsuffizienz mit kumulativen
Noradrenalin Konzentrationen in der Abwesenheit und Gegenwart von Carvedilol,
Metoprolol und dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 inkubiert (Experiment von Philip
Bohmer). Am Ende aller Experimente wurde die extrazellulare [Ca®*] von 1.8 auf 15
mmol/L erhéht, um die maximal zu erzielende Kontraktilitdt in jedem Trabekel
gesondert zu analysieren. Es zeigte sich, dass unter Kontrollbedingungen die
Effektivitat von Noradrenalin auf ~60% des maximalen Ca** Effektes reduziert war, in
Ubereinstimmung mit friheren Daten an menschlichem insuffizienten
linksventrikularem Myokard. Durch Vorinkubation mit Metoprolol kam es lediglich zu
einer Rechtsverschiebung der Noradrenalin Konzentrations-Wirkungskurve im Sinne
eines kompetitiven Antagonismus, ohne dass die Effektivitat von Noradrenalin sich
verbesserte. Im Gegensatz dazu fuhrte die Vorinkubation mit LY294002 zu einer
Wiederherstellung der Noradrenalin Effektivitat auf annahernd 100% des Ca*
Effektes ohne eine Beeinflussung der Noradrenalin Potenz. Das gleiche Ergebnis
wurde nach 5-minttiger Vorinkubation mit Carvedilol erzielt: die Noradrenalin
Effektivitat wurde normalisiert, ohne dabei zu einer Rechtsverschiebung der
Noradrenalin Affinitat zu fuhren. Obwohl wir dieses Experiment aufgrund der in
Homburg mittlerweile nicht mehr durchgeflhrten Herztransplantationen nur einmal
durchfihren konnten, so zeigt dieses Ergebnis dennoch, dass der in atrialem
Myokard beobachtete resensibilisierende Effekt von Carvedilol auf f;-AR durchaus
auch auf LV Myokard tbertragen werden konnte. Dies wird durch unsere Ergebnisse

an LV Rattenkardiomyozyten unterstitzt, in denen Carvedilol — prinzipiell in
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Ubereinstimmung mit dem Ergebnis in humanem LV Myokard — zu einer
verbesserten Effektivitdt von Isoprenalin  hinsichtlich der Erhoéhung der

subsarkolemmalen cAMP Konzentrationen gefuhrt hatte.

Die Ergebnisse stellen somit eine Erklarung fur die Beobachtung dar, dass die
Behandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz mit Carvedilol zu einer vergleichbaren
Sensibilisierung der kardialen B;-AR wie Metoprolol fiihrt, obwohl Carvedilol zu keiner
Erhéhung der B;-AR Dichte fuhrt (Gilbert et al., 1993; Maack et al., 2001).
Interessanterweise wird in der Gegenwart von Carvedilol das Herzzeitvolumen (HZV)
durch eine Kombination aus gesteigerter Herzfrequenz und Schlagvolumen
gesteigert, wahrend in Metoprolol-behandelten Patienten der Anstieg des HZV nur
durch den Anstieg der Herzfrequenz bewerkstelligt wurde. Dies konnte eine
besonders effiziente Art der HZV-Erhéhung in der Gegenwart von Carvedilol
bedeuten. Da mittlerweile sowohl fur Metoprolol als auch Carvedilol die klinische
Effektivitat bei Patienten mit Herzinsuffizienz in einer Reihe von klinischen Studien
gesichert wurde (insbesondere Verlangerung des Uberlebens, Verbesserung der LV
Funktion und Symptomatik), und trotz des Ergebnisses der COMET Studie kein
gesicherter Vorteil der einen Uber die andere Substanz existiert, so helfen unsere
Ergebnisse, die Mechanismen der B;-AR Desensibilisierung besser zu verstehen.
Darlber hinaus entlarven wir einen bisher nicht bekannten allosterischen Effekt von
Carvedilol, da dieser nicht durch Bindung von Carvedilol an die orthosterische
Bindungsstelle fur Agonisten und Antagonisten erklarbar ist (sonst hatte man einen
kompetitiven Antagonismus erwartet). Die Daten unterstitzen die frihere Hypothese
unserer Arbeitsgruppe, dass Carvedilol einen Teil seiner Effekte tiber das Binden an
eine andere Bindungsstelle des Rezeptors bewirkt (Kindermann et al., 2004), was

einem allosterischen Effekt entspricht.
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