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Zusammenfassung 

Einfluss des Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX1)-Antagonisten SEA0400 auf Kal-

zium-Handling und Arrhythmogenese in Abhängigkeit vom NCX1-Expressionsni-

veau: Studien an isolierten Kardiomyozyten aus NCX1-Überexpressor- und -Knock-

out-Mausmodellen  

Bastian Klemens Bauer 

Der Na+/Ca2+-Austauscher (NCX1) wird als Ziel in der pharmakologischen Therapie von 

Herzrhythmusstörungen diskutiert. SEA0400 ist ein synthetischer NCX1-Inhibitor und 

konnte in Tiermodellen ein antiarrhythmisches Potential entfalten. Unklar ist jedoch inwie-

weit das veränderte NCX1-Expressionsniveau, das bei Vorhofflimmern und bei Herzinsuf-

fizienz erhöht ist, die Wirkung von SEA0400 beeinflusst. Diese Fragestellung wurde an iso-

lierten Herzmuskelzellen von NCX1-Überexpressor(OE)- und NCX1-Knockout(KO)-Maus-

modellen untersucht. 

SEA0400 verminderte in allen Genotypen die NCX1-Aktivität. Die Beladung des sarkoplas-

matischen Retikulums stieg in allen Genotypen gleichsinnig an, resultierte aber nur in den 

zugehörigen Wildtypen (WTOE, WTKO) und im KO, nicht jedoch im OE in einem positiv inot-

ropen Effekt. SEA0400 reduzierte die Häufigkeit von spontanen Kalziumfreisetzungen als 

Maß für Proarrhythmie im OE. In WTOE, WTKO und insbesondere im KO stiegen die 

proarrhythmischen Ca2+ Freisetzungen jedoch an und es wurden vermehrt Hyperkontrakti-

onen mit konsekutivem Ca2+-induzierten Zelltod beobachtet.  

Es liegt somit nahe, dass die proarrhythmische und inotrope Wirkung von SEA0400 abhän-

gig vom NCX1-Expressionsniveau ist. Zur Entfaltung eines antiarrhythmischen Effekts 

pharmakologischer NCX1-Inhibition scheint ein Mindestexpressionsniveau von NCX1 nötig 

zu sein. Bei einer Expression unterhalb dieser Schwelle könnte eine Inhibition hingegen 

Herzrhythmusstörungen begünstigen.  
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1. Einleitung  

1.1 Klinische Relevanz von Herzrhythmusstörungen  

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind nach jüngsten Angaben der WHO weltweit nach wie 

vor eine der häufigsten Todesursachen (Mendis and World Health Organization 2014), 

insbesondere in Ländern mit hohem Pro-Kopf-Einkommen. In den USA sind 31,9% der 

jährlich beinahe 2,5 Millionen Todesfälle auf kardiovaskuläre Ursachen zurückzuführen 

(Go et al. 2014), wobei bis zu 63% davon durch einen plötzlichen Herztod bedingt sind 

(Zheng et al. 2001) (zur Übersicht siehe (Myerburg et al. 1993)). In bis zu 84% gehen 

dem plötzlichen Herztod ventrikuläre Tachykardien (VT), Kammerflimmern und Torsade-

de-Pointes-Tachykardien voraus (Bayés de Luna et al. 1989; Koplan and Stevenson 

2009) (zur Übersicht siehe (Pugsley 2002)), so dass Arrhythmien eine erhebliche Be-

deutung an der Gesamtmortalität zufällt. 2001 ging die „American Heart Association“ von 

500.000 Arrhythmie-bedingten Todesfällen aus (zur Übersicht siehe (Pugsley 2002)). In 

einem Großteil der Fälle von plötzlichem Herztod liegen strukturelle Herzveränderungen, 

wie insbesondere die Koronare Herzkrankheit (KHK), aber auch Kardiomyopathien, an-

geborene Herzfehler, Klappenvitien und Kanalopathien vor (Zipes et al. 2006). Das rela-

tive Risiko einen plötzlichen Herztod zu erleiden, ist bei präsenter struktureller Herzer-

krankung um das 7-fache erhöht. Nach einem Herzinfarkt steigt das Risiko um den Fak-

tor 16, bei Patienten mit Herzinsuffizienz sogar um den Faktor 26 (Rea et al. 2004). Die 

epidemiologische Bedeutung der erhöhten Vulnerabilität gegenüber Arrhythmie beding-

ten Todesfällen in diesem Kollektiv wird auch durch Prävalenz und Inzidenz der Herzin-

suffizienz deutlich: bei jährlich 550.000 neuen Diagnosen leiden derzeit 4,9 Millionen 

Menschen in den USA an einer Herzinsuffizienz (Bonow et al. 2005). Die häufigste Herz-

rhythmusstörung ist das Vorhofflimmern (Chugh et al. 2014). Bei einer Prävalenz von bis 

zu 2% stellt Vorhofflimmern einen bedeutenden epidemiologischen Faktor dar, wobei 

Menschen zwischen 75 und 85 Jahren am häufigsten betroffen sind (Camm et al. 2012). 

Vorhofflimmern geht mit einem fünffach erhöhten Risiko für das Auftreten eines Schlag-

anfalls und einem dreifach erhöhten Risiko für das Auftreten einer Herzinsuffizienz ein-

her - konsekutiv ist die Hospitalisierungs- und Sterberate bei Patienten mit Vorhofflim-

mern erhöht (Camm et al. 2012). 
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1.2 Antiarrhythmische Therapie 

Antiarrhythmika werden nach Vaughan-Williams anhand ihrer Zielstrukturen in vier Klas-

sen eingeteilt (zur Übersicht siehe (Williams 1984)). Sie besitzen unterschiedliche Wirk-

profile und elektrophysiologische Eigenschaften, in denen sie jedoch teilweise Überlap-

pungen zeigen (zur Übersicht siehe (Williams 1984; Harrison 1985)).  

a) Klasse I-Antiarrhythmika  

Atriale und ventrikuläre Kardiomyozyten werden durch einen schnellen Natrium(Na+)-

Einwärtsstrom depolarisiert in dessen Folge sich das Herz kontrahiert. Klasse I-Antiar-

rhythmika inhibieren diesen schnellen Na+-Einwärtsstrom. Die Na+-Kanalblockade kann 

eine Na+-Kanalreaktivierung bei Nachdepolarisationen verhindern und elektrische Auto-

matie unterdrücken. Zudem können kreisförmige Erregungen (Re-Entry) durch eine re-

duzierte Erregungsleitungsgeschwindigkeit im funktionellen Synzytium des Herzmuskels 

unterbrochen werden (zur Übersicht siehe (Capucci et al. 1998)). 

Anhand ihrer elektrophysiologischer Eigenschaften und ihres Bindungsverhaltens wer-

den Klasse I-Antiarrhythmika weiter in die Subgruppen IA. B und C unterteilt. Für Vertre-

ter der Klasse IA (Chinidin, Ajmalin und Prajmalin) und IB (Lidocain) existieren heute nur 

noch wenige Indikationen (Rolf et al. 2003; Blomström-Lundqvist et al. 2003; Mok et al. 

2004; Zipes et al. 2006). Zur Klasse IC gehören die beiden Pharmaka Flecainid und 

Propafenon. Beide Substanzen werden zur Kardioversion und Rezidivprophylaxe von 

Vorhofflimmern bei Patienten ohne strukturelle Herzerkrankung eingesetzt (IA), wobei 

sowohl der intravenöse als auch der orale Einsatz nach dem „Pill in the Pocket“ Konzept 

möglich ist (Camm et al. 2012). Generell haben sich die Indikationen für Klasse I-Antiar-

rhythmika vor allem durch die CAST-I- und CAST-II-Studie deutlich eingeschränkt. Nach 

Myokardinfarkt zeigte sich unter Therapie mit Flecainid, Encainid und Moricizin eine er-

höhte Sterblichkeit (The Cardiac Arrhythmia Suppression Trial (CAST) Investigators 

1989; The Cardiac Arrhythmia Suppression Trial II Investigators 1992).  

b) Klasse II-Antiarrhythmika 

β-Blocker bilden die Klasse II der Antiarrhythmika. Indem sie kompetitiv adrenerge Sub-

stanzen an β-Rezeptoren inhibieren, wirken sie kardial negativ inotrop, chronotrop und 

dromotrop und reduzieren Automatie-Mechanismen. Es kommt zu einem verminderten 

myokardialen Sauerstoffbedarf bei erhöhtem Sauerstoffangebot. Auf zellulärer Ebene 

wirken β-Blocker einer zum Beispiel durch Herzinsuffizienz bedingten gesteigerten sym-
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pathischen Aktivität entgegen und reduzieren die durch den kardialen Ryanodin-Rezep-

tor (RyR2) vermittelte spontane Kalzium(Ca2+)-Freisetzung (sCR) aus dem sarkoplas-

matischen Retikulum (SR) (zur Übersicht siehe (Wehrens and Marks 2004)). 

c) Klasse III-Antiarrhythmika 

Zu den Klasse III-Antiarrhythmika gehören Amiodaron, Sotalol und Dronedaron. Sie in-

hibieren vor allem den schnellen Kalium(K+)-Ausstrom in der Repolarisationsphase (IKr) 

und verlängern dadurch die QT-Zeit. Eine Verlängerung der QT-Zeit geht mit einer ver-

minderten Heterogenität der AP-Dauer einher, wodurch Arrhythmien unterbunden wer-

den können (Singh and Williams 1970). Konsekutiv besteht jedoch die Gefahr der Ent-

stehung von Torsade-de-Pointes-Tachykardien (zur Übersicht siehe (Steinbeck 1992)). 

Sotalol hat neben der Inhibition verschiedener repolarisierender K+-Ströme auch β-blo-

ckierende Eigenschaften (zur Übersicht siehe (Hohnloser and Woosley 1994)). Als wich-

tigster Vertreter der Klasse III-Antiarrhythmika weist Amiodaron Eigenschaften aller vier 

Vaughan-Williams Klassen sowie pleiotrope Effekte auf eine Vielzahl von Ionenkanalpo-

pulationen auf und gilt daher als „multi-channel-Blocker“ (zur Übersicht siehe (Singh et 

al. 1989; Podrid 1995)).  

Neben der antiarrhythmischen Wirksamkeit von Amiodaron wurden jedoch auch zahlrei-

che unerwünschte Arzneimittelnebenwirkungen beschrieben (Goldschlager et al. 2007). 

Nach ersten, vielversprechenden klinischen Studien (Touboul 2003; Singh et al. 2007; 

Davy et al. 2008; Hohnloser et al. 2009) konnte überraschenderweise für das nebenwir-

kungsärmere Dronedaron in der PALLAS-Studie eine Übersterblichkeit bei symptomati-

scher Herzinsuffizienz gezeigt werden (Køber et al. 2008; Connolly et al. 2011), infolge-

dessen die Indikation für Dronedaron eingeschränkt wurde (Camm et al. 2012).  

d) Klasse IV-Antiarrhythmika 

Die Klasse IV der Antiarrhythmika besteht aus den Ca2+-Antagonisten. Die Hemmung 

von L-Typ Ca2+-Kanälen ist bei Nifedipin vornehmlich auf die glatte Gefäßmuskulatur 

beschränkt. Diltiazem und insbesondere Verapamil wirken hauptsächlich am Sinuskno-

ten, Atrioventrikular(AV)-Knoten und dem Myokard. Dementsprechend resultiert ein ne-

gativ chronotroper, dromotroper und inotroper Effekt sowie eine gering ausgeprägte ar-

terielle Vasodilatation (zur Übersicht siehe (Abernethy and Schwartz 1999)).  

Trotz einer Vielzahl von Optionen in der medikamentösen Therapie von Herzrhythmus-

störungen ist das Verhältnis von arrhythmiebedingten Todesfällen seit 1970 konstant 
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(zur Übersicht siehe (Pugsley 2002)). Antiarrhythmika erreichen sowohl bei lebensbe-

drohlichen, ventrikulären Rhythmusstörungen, als auch bei nicht unmittelbar lebensbe-

drohlichen, supraventrikulären Rhythmusstörungen nicht die Zuverlässigkeit von implan-

tierbaren Kardioverter-Defibrillatoren (ICD) und Katheterablationen (Moss et al. 1996; 

Buxton et al. 1999; Moss et al. 2002; Blomström-Lundqvist et al. 2003; Zipes et al. 2006; 

Camm et al. 2012). Da diese Verfahren jedoch kostenintensiv und komplikationsbehaftet 

sind (zur Übersicht siehe (Neyt et al. 2013; Brüggenjürgen et al. 2013; Gialama et al. 

2014)), sowie häufig durch eine antiarrhythmische Pharmakotherapie ergänzt werden 

(Pacifico et al. 1999; Kettering et al. 2002), ist die Weiterentwicklung von Antiarrhythmika 

unerlässlich (zur Übersicht siehe (Roden 2003; Saksena and Madan 2003)). 

 

1.3 Erregungs-Kontraktions-Kopplung  

1.3.1 Das kardiale Aktionspotential (AP)  

Die Erregungs-Kontraktions-Kopplung in ihrer Gesamtheit beschreibt nach Bers den Zu-

sammenhang der kardialen, elektrischen Erregung und der mechanischen Arbeit des 

kontraktilen Herzens (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). Die Prozesse der Erregungs-

Kontraktions-Kopplung in ventrikulären Kardiomyozyten sind in (Abb. 1) dargestellt.  

Die Aktivierung spezialisierter Schrittmacherzellen des Herzens wird durch das spezifi-

sche Reizleitungssystem vom Sinusknoten, über Vorhöfe und AV-Knoten, bis in die 

Ventrikel über Gap Junctions von Zelle zu Zelle geleitet (zur Übersicht siehe (Boyett 

2009). In Abhängigkeit von der Herzregion und der dort vorherrschenden Expression 

von Ionenkanälen ergibt sich ein topographisch, in seiner zeitlichen Dynamik leicht vari-

ierendes Aktionspotential (AP) (zur Übersicht siehe (Nerbonne and Guo 2002; Nerbonne 

and Kass 2005)). Die spannungsabhängige Aktivierung von einwärtsrichtenden Na+-Ka-

nälen führt zu einem steilen Aufstrich des Ruhemembranpotentials (Phase 0 des AP). 

Durch Inaktivierung der Na+-Kanäle bei positiveren Membranpotentialen und transienter 

Aktivierung eines spannungsabhängigen K+-Auswärtsstroms (Ito) wird eine kurze Repo-

larisation erzeugt (Phase 1), der sich die Plateauphase anschließt (Phase 2). Der Ca2+-

Einwärtsstrom (ICa) der Plateauphase wird hauptsächlich durch spannungsabhängige, 

einwärtsrichtende L-Typ Ca2+-Kanäle getragen, die zwischen -40 und -30 mV öffnen (zur 

Übersicht siehe (Coraboeuf and Nargeot 1993)). Die anhaltende Depolarisation der Pla-

teauphase führt zur Öffnung verzögerter, spannungsabhängiger, auswärtsrichtender K+-

Kanäle, was letztendlich zur vollständigen Repolarisation auf das Niveau des Ruhe-
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Abb. 1: Die Ionenre-

gulation in ventriku-

lären Kardiomyozy-

ten 

membranpotential führt. Im Gegensatz zu den Na+- und Ca2+-Strömen gibt es verschie-

dene spannungsabhängige (z.B. IKr(rapid), IKs(slow)) und nicht-spannungsabhängige K+-

Ströme (IK1), deren Expression in Abhängigkeit zur Spezies variiert (zur Übersicht siehe 

(Nerbonne and Kass 2005)). Bei Deaktivierung der L-Typ Ca2+-Kanäle übernimmt der 

auswärts gerichtete K+-Strom die Überhand und die Repolarisation wird eingeleitet 

(Phase 3). Die Inaktivierung erfolgt sowohl spannungs- als auch Ca2+-abhängig (zur 

Übersicht siehe (Coraboeuf and Nargeot 1993)). Die Ca2+-Abhängigkeit wird durch Bin-

dung von Ca2+ an Calmodulin vermittelt (Peterson et al. 1999), es resultiert ein negativer 

Feedback-Mechanismus. 

 

 

1.3.2 Ca2+-Homöostase während der Erregungs-Kontraktions-Kopplung  

Während des Aktionspotentials kommt es durch die Aktivierung von ICa durch Bindung 

von Ca2+ an den Ryanodinrezeptor (RyR2) zu einer Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung 

aus dem SR (Fabiato 1983). L-Typ Ca2+-Kanäle und RyR2 liegen im Abstand von 10-15 

nm im sogenannten dyadischen Spalt unmittelbar beieinander und bilden funktionelle 

Abb. 1: Die Ionenregulation in ventrikulären Kardiomyozyten 
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Einheiten. Diese topographische Nähe ist wahrscheinlich eine Voraussetzung für die 

enge funktionelle Kopplung beider Proteine (zur Übersicht siehe (Louch et al. 2010)). 

Das aus dem SR freigesetzte Ca2+ bindet an den Ca2+-Rezeptor Troponin C, der neben 

Troponin I und T dem Troponin-Heterotrimer angehört. Durch die Bindung wird über die 

kontraktilen Myofilamente Aktin und Tropomyosin die kardiale Kontraktion eingeleitet 

(zur Übersicht siehe (Solaro and Rarick 1998)). Die Höhe der Amplitude des aus der SR-

Freisetzung entstehenden systolischen Ca2+-Transienten beeinflusst in einem nicht-line-

aren Zusammenhang maßgeblich die Kontraktionskraft der Kardiomyozyten (zur Über-

sicht siehe (Solaro and Rarick 1998; Bers 2002)). Somit kann die Kalzitropie - reguliert 

durch das Ausmaß des aus dem SR-freigesetzten Ca2+ und der Höhe des Ca2+-Tran-

sienten – als ein indirekter Parameter für die Kontraktionskraft, also die Inotropie des 

Herzens herangezogen werden (zur Übersicht siehe (Blaustein and Lederer 1999)).  

 

1.3.3 Die kardiale Ca2+-Elimination  

Zur Aufrechterhaltung der Ca2+-Homöostase muss, neben der oben beschriebenen Re-

polarisation des kardialen Aktionspotentials, die Ca2+-Freisetzung aus dem SR terminiert 

und das zytosolisch akkumulierte Ca2+ entfernt werden. Damit die Zelle weder Ca2+ ver-

liert noch akkumuliert, muss die Eliminationskapazität identisch dem Ca2+-Eintritt in das 

Zytosol sein. Damit Ca2+ von Troponin C dissoziieren und die Myofilamente relaxieren 

können, ist es essentiell, dass das zytosolische Ca2+ auf weniger als 200nmol/L gesenkt 

wird (zur Übersicht siehe (Barry and Bridge 1993)). Es stehen verschiedene Elimina-

tions-Mechanismen zur Verfügung, deren quantitativer Beitrag spezies-abhängig vari-

iert. Die sarkoendoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase (SERCA) befördert Ca2+ gegen 

einen Konzentrationsgradienten Adenosintriphosphat (ATP) abhängig in das SR zurück, 

während NCX1 am Ende der Systole ein Ca2+-Ion gegen drei Na+-Ionen nach extrazel-

lulär schleust. Auf die spezifische Funktionsweise von NCX wird in den folgenden Kapi-

teln eingegangen. Zwei weitere alternative Mechanismen zur Ca2+-Elimination sind die 

Plasmamembran-Ca2+-ATPase (PMCA), welche Ca2+ ATP-abhängig aus dem Zytosol in 

den Extrazellulärraum befördert und die mitochondriale Ca2+-ATPase (MCU), welche 

eine Wiederaufnahme von Ca2+ in die Mitochondrien gewährleistet. Genau wie die MCU 

hat auch die PMCA nur einen geringen quantitativen Einfluss auf die Ca2+-Eliminations-

kapazität. In ventrikulären Kardiomyozyten von Kaninchen wird die Ca2+-Elimination zu 

70% von SERCA, zu 28% von NCX1 und nur zu jeweils 1% von der Plasmamembran-

Ca2+-ATPase (PMCA) und der Mitochondrialen-Ca2+-ATPase (MCU) getragen (Bers et 
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al. 1996). Ein ähnliches Bild findet sich bei humanen ventrikulären Myozyten (zur Über-

sicht siehe (Bers 2002)). Bei Ratten trägt die SERCA 92%, NCX1 lediglich 7%, PMCA 

und MCU 1% zur Ca2+-Depletion des Zytosols bei (Bassani et al. 1994a). Bei Mäusen 

findet sich entsprechend eine Aufteilung von 90%, 9% und 1% (Li et al. 1998).  

 

1.4 Der kardiale Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX1) 

1.4.1 NCX1 - Molekulare Struktur  

1988 gelang es das NCX1-Protein zu isolieren und anhand von einem 120 kDa (Kilodal-

ton) und einem daraus proteolytisch entstehenden 70 kDa großem Protein darzustellen. 

Mit Hilfe der aufgereinigten Proteine konnte ein polyklonaler NCX1-Antikörper generiert 

werden (Philipson et al. 1988), der zwei Jahre darauf zur Identifikation von cDNA (kom-

plementäre DNA) verwendet wurde. Zur Klonierung von NCX1 wurde aus der cDNA, 

cRNA (komplementäre RNA) synthetisiert und in Oozyten injiziert, die daraufhin NCX1 

exprimierten (Nicoll et al. 1990). Experimentelle Analysen weisen darauf hin, dass NCX1 

aus 9 Transmembran-Segmenten (TMS) besteht (Nicoll et al. 1999; Iwamoto et al. 2000), 

wobei es jüngst Hinweise gab, die von einer NCX1-Topologie mit 10 TMSs ausgehen 

(Sääf et al. 2001; Ren and Philipson 2013). 

In der Mitte des Moleküls befinden sich die beiden homologen, repetitiven Sequenzen 

α1 und α2, die jeweils ca. 40 Basenpaare lang sind. α1 befindet sich im Bereich der 

TMSs 2 und 3, α2 im Bereich von TMS 7 und 8. Beide sind an der Ausbildung von 4 

Kationen-Bindungsstellen beteiligt, wobei eine Bindungsstelle spezifisch für Ca2+ ist und 

die anderen drei mit hoher Wahrscheinlichkeit Na+ binden (Liao et al. 2012). Zwischen 

dem 5. und 6. TMS ist ein 550 Basenpaare-großer intrazellulärer Bereich lokalisiert (zur 

Übersicht siehe (Philipson and Nicoll 2000)), an dessen Beginn die Calmodulin ähnliche, 

autoregulative „XIP“-Einheit (exchanger inhibitory peptide) lokalisiert ist (Li et al. 1991), 

die wahrscheinlich für die Autoregulation von NCX1 durch Na+ und Ca2+ notwendig ist 

(Matsuoka et al. 1993). Auf der intrazellulären Schleife konnten die allosterischen Ca2+-

Bindungs-Domänen CBD1 (Levitsky et al. 1994) und CBD2 (Hilge et al. 2006) identifiziert 

werden, bei denen es sich um weitere autoregulatorische Einheiten handelt. Eine hohe 

Ca2+-Konzentration resultiert in einer gesteigerten NCX1-Aktivität, indem Ca2+ an die 

CBDs bindet. Umgekehrt wird NCX1 durch hohes [Na+]i inhibiert. Eine Na+-abhängige 

NCX1-Inaktivierung tritt jedoch erst deutlich oberhalb (>30 mM) der physiologischen 

Konzentration auf (Despa and Bers 2013). Weitere inhibitorische Modulationsfaktoren 
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der NCX1-Aktivität sind unter anderem ein niedriger pH im Sinne einer Azidose (Philip-

son et al. 1982) und eine Erschöpfung der ATP-Konzentration (Haworth et al. 1987).  

 

1.4.2 NCX1 - Funktion 

Um die Ca2+-Homöostase zu wahren, ist es essentiell, dass während des Kontraktions-

zyklus Ca2+ weder verloren geht noch akkumulieren kann. Dadurch, dass NCX1 die glei-

che Menge Ca2+, das durch die L-Typ Ca2+-Kanäle ins Zytosol gelangt, im Austausch 

gegen Na+ nach extrazellulär transportiert, wird das Ca2+-Gleichgewicht in der Waage 

gehalten (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). Die heute gängige Auffassung geht von ei-

nem NCX1-Forward- und -Reverse-Mode aus. Das heißt dem Natrium-Kalzium-Austau-

scher wird je nach Modus eine Ca2+-Influx- bzw. eine Ca2+-Efflux-Funktion zugeschrie-

ben (Mullins 1977; Mullins 1981). Mit einem thermodynamischen Ansatz wurde 1984 

eine Stöchiometrie von 3 Na+- zu 1 Ca2+-Ionen angenommen (Reeves and Hale 1984), 

die durch andere Arbeitsgruppen bestätigt werden konnte (Liu and Xuan 1986; Axelsen 

and Bassingthwaighte 1988; Crespo et al. 1990). Entsprechend eines Austausches von 

3 Na+- für 1 Ca2+-Ion gelangt also, je nach Funktionsmodus, beim NCX1-Forward-/-Re-

verse-Mode jeweils eine positive Nettoladung nach intra-/extrazellulär. Die Triebkraft für 

den NCX1-Extrusionsmodus, bei dem Ca2+ entgegen seines elektrochemischem Gradi-

enten in das extrazelluläre Kompartiment transportiert wird, resultiert neben dem jeweils 

einwärtsgerichteten elektrischen, vor allem aus dem chemischen Gradienten für Na+. 

Dieser Austausch von Na+- und Ca2+-Ionen wird indirekt durch die primär-aktive Na+/K+-

ATPase (NKA) ermöglicht, so dass die NCX1-Aktivität ein sekundär-aktiver Prozess ist 

(zur Übersicht siehe (Bögeholz et al. 2012)). Indem die NKA gegen den bestehenden 

Konzentrationsgradienten 3 Na+-Ionen über die Zellmembran nach extra- und zwei K+-

Ionen nach intrazellulär befördert, leistet sie einen essentiellen Beitrag zur Aufrechter-

haltung des Na+-Konzentrationsgradienten und folglich auch des Ruhemembranpotenti-

als. Während das Ruhemembranpotential für die Entstehung und Fortleitung von Akti-

onspotentialen, und damit für die kardiale Erregungs-Kontraktions-Kopplung unerläss-

lich ist, spielt der Konzentrationsgradient für Na+ und K+ zwischen extra- und intrazellu-

lärem Kompartiment eine wichtige Rolle in der Ionen-Homöostase, der Regulierung des 

Zellvolumens und der Funktion von sekundär aktiven Transportern. Die benötigte Ener-

gie für den primär-aktiven Transportprozess wird durch Hydrolyse von einem Molekül 

ATP bereitgestellt (zur Übersicht siehe (Glitsch 2001)).  
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Die Annahme, dass der NCX1-Funktionsmodus sich umkehren kann, wird durch folgen-

des mathematisches Modell veranschaulicht (Mullins 1979). Die elektrochemische Trieb-

kraft (A) wird durch die freie Energie der elektrochemischen Gradienten für Na+ und Ca2+ 

(ΔµNa und ΔµCa) bestimmt, wobei;  

A=3ΔµNa-1ΔµCa (1) 

Übersteigt die einwärtsgerichtete Triebkraft für 3 Na+-Ionen die für 1 Ca2+-Ion, wird Ca2+ 

im Austausch für Na+ aus der Zelle befördert. Verringert sich vice versa ΔµNa im Vergleich 

zu ΔµCa, folgt ein Ca2+-Influx und ein Na+-Efflux. Gleichung (1) kann auch als; 

A=3ENa-2ECa-Em (2) 

ausgedrückt werden. ENa und ECa sind die Gleichgewichtspotentiale für Na+ und Ca2+, Em 

das Membranpotential. Befindet sich die elektrochemische Triebkraft im Gleichgewicht 

(A=0), entspricht das Umkehrpotential dem Membranpotential, das im Fall von NCX1 

identisch mit dem Gleichgewichtspotential (Eeq; ca. -40 mV) ist; (zur Übersicht siehe 

(Barry and Bridge 1993)). 

Eeq=3ENa-2ECa (3) 

Wenn das Membranpotential nun niedriger als das NCX1-Umkehrpotential ist, arbeitet 

der spannungsabhängige NCX1 (Kimura et al. 1986) im Forward-Mode (Ca2+-Extrusion). 

Ist das Membranpotential positiver wird der Reverse-Mode aktiviert (zur Übersicht siehe 

(Barry and Bridge 1993)). Während des kardialen Aktionspotentials verändert sich das 

NCX1-Äquilibriumspotential durch den Na+- und Ca2+-Einstrom sowie den Spannungs-

verlauf dynamisch (Abb. 2) (zur Übersicht siehe (Bers 2002)).  

Ob der NCX1-Reverse-Mode, also der Einstrom von Ca2+ über NCX1 im Austausch ge-

gen 3 Na+-Ionen unter physiologischen Bedingungen vorkommt und – wenn ja – welche 

Relevanz er hat, ist bisher nicht abschließend geklärt. In Patch-Clamp-Experimenten 

konnten einige Autoren lediglich einen vernachlässigbar kleinen Einfluss des NCX1-Re-

verse Modes auf die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung feststellen (Sipido et al. 1997; We-

ber et al. 2002). Demgegenüber konnte gezeigt werden, dass der NCX1-Reverse-Mode 

einen Beitrag zur Ca2+-Freisetzung aus dem SR leistet (Wasserstrom and Vites 1996; 

Neco et al. 2010). In neueren Arbeiten konnte ein Einfluss des Na+-Einstroms (INa) auf 

die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung gezeigt werden, der allerdings in einem homozy-

goten NCX1-KO-Mausmodell nicht reproduzierbar war (Larbig et al. 2010). Dieser Be-

fund legt nahe, dass der NCX1-Reverse-Mode eine wichtige Rolle in der Ca2+-induzier-

ten Ca2+-Freisetzung spielt (Larbig et al. 2010).  
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1.4.3 NCX1 - Pathophysiologie  

Eine erhöhte NCX1-Aktivität wird mit Herzrhythmusstörungen in Verbindung gebracht. 

Der klassische NCX1-vermittelte Pathomechanismus beruht dabei auf der Entstehung 

von späten Nachrepolarisationen (delayed afterdepolarization = DAD). Kommt es wäh-

rend der elektrischen Diastole zu einer spontanen Ca2+-Freisetzung aus dem SR, wird 

das Membranpotential durch die einsetzende Ca2+-Extrusion des NCX1-Forward-Mode 

passager positiver, und eine DAD bildet sich aus. Überschreitet diese dabei die Schwelle 

zur Reaktivierung spannungsabhängiger Na+- oder Ca2+-Kanäle, so wird ein spontanes 

Aktionspotential ausgelöst (Pogwizd et al. 1999; Pott et al. 2012) (zur Übersicht siehe 

(January and Fozzard 1988; Sipido et al. 2007)). Neben DADs werden auch frühe Nach-

depolarisationen (early afterdepolarizations = EAD) beschrieben. Es wird angenommen, 

dass diese während der Repolarisationsphase des Aktionspotentials durch eine spon-

tane Reaktivierung von L-Typ-Ca2+-Kanälen mit erneuter Depolarisierung der Zellmemb-

ran entstehen (zur Übersicht siehe (January and Fozzard 1988)). Neben den L-Typ Ca2+-

Kanälen ist auch NCX1 in der Lage, das Membranpotential während der Repolarisation 

zu positiveren Werten zu verschieben. Bei Reaktivierung der L-Typ-Ca2+-Kanäle mit fol-

Abb. 2: Darstellung des NCX1-Äquilibriumspotentials (Eeq). Zu Beginn des Aktionspoten-

tials ist Em negativer als Eeq, sodass eine Ca2+-Extrusion durch den NCX1-Forward-Mode er-

folgt. Im Laufe des Aktionspotentials überschreitet Em Eeq, NCX1 arbeitet kurzzeitig im Re-

verse-Mode (gelbe Fläche), bevor es im Laufe der Repolarisation erneut zu einem Wechsel 

des NCX1-Funktionsmodus kommt. Eeq ändert sich während des kardialen Aktionspotentials 

dynamisch, da sich Em sowie die zytosolische Ca2+- und Na+-Konzentration (ECa und ENa) än-

dern. (Modifiziert aus Bers 2002) 

Abb. 2: 
 Da
rstellung des 
NCX1-Äqui-
libriumspo-
tentials 
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gender Ca2+-induzierter Ca2+-Freisetzung verstärkt der NCX1-Forward-Mode den Ein-

wärtsstrom. Neben dieser unterstützenden Funktion von NCX1 bei der EAD-Genese ist 

es auch möglich, dass eine spontane Ca2+-Freisetzung primär den NCX1-Forward-Mode 

aktiviert. Dadurch wird die Repolarisation verzögert und die Wahrscheinlichkeit für eine 

Reaktivierung der L-Typ-Ca2+-Kanäle, die den Membranpotential-Aufstrich des EADs 

unterstützen können, steigt (Weiss et al. 2010). Generell gilt: je länger die Plateauphase 

des Aktionspotentials anhält, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit dass die L-Typ Ca2+-

Kanäle oder Na+-Kanäle reaktivieren und ein EAD auslösen (Kupersmith and Hoff 1985) 

(zur Übersicht siehe (January and Fozzard 1988)).  

Sowohl bei herzinsuffizienten Patienten als auch beim Vorhofflimmern ist die NCX1-Pro-

teinexpression erhöht. Somit könnte NCX bei diesen Krankheitsbildern bzgl. der 

Proarrhythmie eine besondere Rolle spielen (Hasenfuss 1998; Voigt et al. 2012). Auch 

in humanen Proben herzinsuffizienter Patienten wurde eine erhöhte NCX1-Expression 

(Studer et al. 1994; Flesch et al. 1996) und -Aktivität festgestellt (Reinecke et al. 1996). 

Bei der Herzinsuffizienz gleichen sich die quantitativen und relativen Beiträge von 

SERCA und NCX1 zur zytosolischen Ca2+-Elimination an, so dass in der Konsequenz 

Ca2+ vermehrt nach extrazellulär transportiert wird (O’Rourke et al. 1999; Pieske et al. 

1999) (zur Übersicht siehe (Bers and Despa 2006)). Die beschriebenen elektrophysiolo-

gischen Veränderungen begünstigen eine Depletion des SR Ca2+-Gehalts und reduzie-

ren somit das für die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung zur Verfügung stehende Ca2+. 

Konsekutiv kommt es zur systolischen Dysfunktion und Pumpschwäche (zur Übersicht 

siehe (Bers and Despa 2006)). Letztendlich ist jedoch unklar, ob die in der Herzinsuffizi-

enz beobachtete NCX1-Expressionserhöhung Ursache oder Auswirkung der Herzinsuf-

fizienz ist. Dementsprechend ist denkbar, dass sich die NCX1-Expression im Rahmen 

einer Adaptation erhöht, um einer zytosolischen Ca2+-Überladung entgegenzusteuern. 

Eine hohe intrazelluläre Ca2+-Konzentration könnte zudem den Ca2+-induzierten auto-

inhibitorischen Effekt auf RyR2 steigern (Sham et al. 1998) und somit die Ca2+-induzierte 

Ca2+-Freisetzung aus dem SR weiter reduzieren sowie die systolische Dysfunktion ver-

stärken.  

Neben der Herzinsuffizienz und der Arrhythmie wird NCX1 auch als Vermittler des is-

chämischen Myokarduntergangs diskutiert. Bei der Ischämie fallen durch anaerobe Gly-

kolyse und ATP-Verbrauch vermehrt H+-Ionen an, die einen verstärkten Na+-Influx durch 

den Na+/H+-Antiporter bewirken. Die erhöhte zytosolische Na+-Konzentration kann durch 

die Ischämie bedingte Inhibition der Na+/K+-ATPase nicht korrigiert werden, so dass der 

NCX1-Reverse-Mode begünstigt wird, wodurch es zu einem massenhaften Einstrom von 
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Ca2+ in die Herzmuskelzelle mit nachfolgender Hyperkontraktion und Zelltod kommt. 

Dementsprechend wurde bei myokardialer Ischämie in einem Mausmodell mit gesteiger-

ter NCX1-Expression eine verminderte Kontraktilität und Bereitstellung von Energieme-

taboliten wie ATP beobachtet (Cross et al. 1998). 

 

1.4.4 NCX1 - Mausmodelle  

1.4.4.1 Das NCX1-Überexpressor-Mausmodell  

Als erstes transgenes Modell wurde ein heterozygotes NCX1-Überexpressor-Mausmo-

dell etabliert (Adachi-Akahane et al. 1997). Im Folgenden werden die Voruntersuchun-

gen zu dem in dieser Studie verwendeten homozygoten NCX1-Überexpressor(OE)-

Mausmodell beschrieben, das eine mehr als 3-fache NCX1-Aktivität aufweist (Reuter et 

al. 2004; Roos et al. 2007). 

Bis zu einem Alter von <12,5 Wochen ließen sich keine pathologischen Veränderungen 

an diesen Tieren zeigen. Echokardiographisch stellten sich Herzfunktion und -morpho-

logie unverändert dar. Es zeigte sich eine diskrete, jedoch nicht signifikante Verdickung 

des diastolischen Durchmessers des interventrikulären Septums und der posterioren 

Wand. Auch das Verhältnis zwischen Herz- zu Körpergewicht und die Zellkapazität als 

Hypertrophiemarker waren im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp (WTOE) nicht 

signifikant verändert. Es konnten keine Herzinsuffizienz-spezifischen Expressionsverän-

derungen von Schlüsselproteinen der Ca2+-Homöostase festgestellt werden. Lediglich 

der RyR2 und der phosphorylierte RyR2 wiesen erhöhte Expressions-Level auf. Zwi-

schen OE und WTOE bestand kein Unterschied in der diastolischen Ca2+-Konzentration, 

der systolischen Ca2+-Amplitude und der SR Ca2+-Beladung (Pott et al. 2012).  

Vorangegangene Untersuchungen zur Ca2+-Homöostase im OE zeigten, kompensato-

risch zum gesteigerten NCX1-vermittelten Ca2+-Efflux, einen verstärkten Ca2+-Influx 

durch verzögerte Inaktivierung von ICa. Durch Entfernung des zytosolischen und des SR 

Ca2+ durch Applikation des Ca2+-Chelators BAPTA wurde dieser Effekt aufgehoben (Pott 

et al. 2007a). Entsprechend scheint die, im OE auftretende, verzögerte Inaktivierung der 

L-Typ Ca2+-Kanäle, Ca2+-abhängig zu sein. Es wurde geschlussfolgert, dass durch die 

verstärkte Ca2+-Extrusion die submembranöse Ca2+-Konzentration im dyadischen Spalt 

reduziert ist und sich somit die auto-inhibitorische Ca2+-induzierte ICa-Inaktivierung ver-

zögert. Demnach passt sich die Ca2+-Aufnahme der Herzmuskelzelle an die gesteigerte 
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NCX1-vermittelte Ca2+-Extrusion an. Darüber hinaus wurde im OE eine verlängerte Ak-

tionspotentialdauer festgestellt, die am ehesten durch den verstärkten depolarisierenden 

Einwärtsstrom des NCX1-Forward-Mode während der Repolarisation bedingt ist (Pott et 

al. 2007a). Die bei der Herzinsuffizienz häufig beobachtete Reduktion auswärts gerich-

teter K+-Ströme (Beuckelmann et al. 1993) lag im OE nicht vor (Pott et al. 2012). Auf 

Ganzherz-Ebene spiegelten sich diese Befunde im Elektrokardiogramm (EKG) in einer 

Verlängerung der QT-Dauer wieder (Pott et al. 2012).  

Das homozygote NCX1-Überexpressor-Mausmodel wurde auch hinsichtlich einer mög-

lichen Proarrhythmie untersucht (Pott et al. 2012). In Einzelzell-Untersuchungen isolier-

ter, ventrikulärer Herzmuskelzellen bestand kein Unterschied in der Anzahl der sponta-

nen Ca2+-Freisetzungen pro Zelle zwischen den Genotypen. Allerdings war die Fraktion 

der Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen im OE gegenüber dem WTOE erhöht. Als 

mögliche Erklärung wurde ein verstärktes SR Ca2+-Leck durch die erhöhte Expression 

von RyR2 und phosphoryliertem RyR2 im OE angeführt. Zudem ergaben sich Anhalts-

punkte dafür, dass bei erhöhter NCX1-Aktivität spontane Ca2+-Freisetzungen vermehrt 

in spontane Aktionspotentiale übersetzt werden. Im Vergleich zum WTOE traten im OE 

zudem häufiger EADs auf, die am ehesten durch die Verlängerung des Aktionspotentials 

bedingt wurden. Mechanistisch gründet sich das verlängerte Aktionspotential auf der 

verzögerten ICa-Inaktivierung und der gesteigerten NCX1-Aktivität. Entsprechend dieser 

zellphysiologischen Befunde zeigten sich in einem Langendorff-Setup vermehrt ventri-

kuläre Arrhythmien auf Ganzherzebene (Pott et al. 2012).  

Im Alter von 4 Monaten wurden im OE Zeichen einer kardialen Hypertrophie beschrie-

ben. Sowohl das Verhältnis von Herzgewicht zu Körpergewicht und Tibia-Länge, als 

auch die Zellkapazität waren erhöht. Für einen gegebenen ICa zeigte sich eine reduzierte 

Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung und damit eine Beeinträchtigung der Erregungs-Kon-

traktions-Kopplung. Zudem waren Mäuse mit einer NCX1-Überexpression eher prädis-

poniert eine Herzinsuffizienz zu erleiden als ihre korrespondierenden Wildtypen (Reuter 

et al. 2004; Roos et al. 2007). 

 

1.4.4.2 Das NCX1-Knockout-Mausmodell 

Das heterozygote Knockout(KO)-Mausmodell weist eine um 50% reduzierte NCX1-Ex-

pression auf (Jordan et al. 2010). Die kardialen Funktionsparameter stellten sich echo-

kardiographisch bis zu einem Alter von 18 Monaten unauffällig dar und waren identisch 

mit denen des korrespondierenden Wildtyp (WTKO). Bei gleichem Körpergewicht waren 
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im KO der Durchmesser des interventrikulären Septums und die linksventrikuläre Masse 

vermindert, was sich auch in einem reduzierten Verhältnis von Herzgewicht zu Tibia-

Länge wiederspiegelte (Jordan et al. 2010). Diese Befunde waren jedoch nicht mit mor-

phologischen Veränderungen im Sinne einer Herzinsuffizienz assoziiert. Zudem konnte 

eine zelluläre Hypertrophie bei identischer Zellkapazität zwischen KO und WTKO ausge-

schlossen werden. In Western Blot Experimenten wurde, wie bereits vorbeschrieben, 

eine reduzierte NCX1-Expression bestimmt, wobei die Expression anderer Schlüssel-

Proteine des Ca2+-Haushalts durch die modifizierte NCX1-Aktivität unbeeinflusst blieb 

(Bögeholz et al. 2015). In Koffeinstößen konnte die verminderte Ca2+-Extrusionskapazi-

tät des KO verifiziert werden, während die SR Ca2+-Beladung unverändert war. Auch die 

diastolischen und systolischen Ca2+-Level stellten sich zwischen den Genotypen iden-

tisch dar (Bögeholz et al. 2015). Die ICa-Amplitude stellte sich im KO bei unveränderter 

Inaktivierungs-Kinetik der L-Typ Ca2+-Kanäle genau wie die Aktionspotentialdauer ver-

mindert dar. Die auswärtsgerichteten K+-Ströme waren leicht reduziert und können somit 

die verkürzte Aktionspotential-Dauer nicht erklären. Dementsprechend scheint die ver-

kürzte Repolarisation vorwiegend aus einem verminderten depolarisierenden NCX1- 

und L-Typ Ca2+-Kanal-Einwärtsstrom zu resultieren. Die Ca2+-Influx-Kapazität verändert 

sich gleichsinnig mit der reduzierten Ca2+-Efflux-Kapazität des KO und beugt somit einer 

zytosolischen und SR Ca2+-Überladung vor. Als Erklärungsmodell kommt – analog zum 

NCX1-Überexpressor-Mausmodell – erneut die veränderte Ca2+-Dynamik im dyadischen 

Spalt in Betracht, wobei die verminderte NCX1 Ca2+-Extrusion eine erhöhte submemb-

ranöse Ca2+-Konzentration und damit eine vermehrte Ca2+-abhängige Inhibition der 

Funktion der L-Typ Ca2+-Kanäle bedingt (Pott et al. 2007b, Bögeholz et al. 2015). 

Ebenso wie im NCX1-Überexpressor-Mausmodell wurde auch im heterozygoten Knock-

out das Arrhythmie-Verhalten untersucht: Zwischen KO und WTKO gab es keinen Unter-

schied hinsichtlich des Auftretens von spontanen Ca2+-Freisetzungen in isolierten Kardi-

omyozyten. Während die Häufigkeit von DADs/Zelle zwischen den Genotypen gleich 

war, zeigte sich die Amplitude der DADs im KO – bei verlängerter Dauer – reduziert. 

Dabei wurden die DADs im KO deutlich seltener in spontane Aktionspotentiale übersetzt, 

wodurch auch das Auftreten von spontanen Aktionspotentialen/Zelle reduziert war. Die 

Autoren diskutierten, dass eine gegebene spontane Ca2+-Freisetzung im Vergleich zum 

WTKO einen, durch den NCX1-Forward-Mode vermittelten, reduzierten Einwärtsstrom 

generiert. Die dadurch verminderte Amplitude des DAD würde das für ein spontanes 

Aktionspotential erforderliche Schwellenpotential stochastisch weniger häufig über-

schreiten. EADs fanden sich demgegenüber fast ausnahmslos im WTKO. Die verminderte 



 
 

15 
 

Zahl von EADs/Zelle im KO ist vor allem durch die verkürzte Dauer des Aktionspotenti-

als, das wiederum durch die reduzierten ICa und INCX1 bedingt ist, zu erklären. Zusam-

menfassend schützt die isolierte Modifikation des NCX1-Levels im KO vor Proarrhyth-

mie. Komplementär zur NCX1-Überexpression scheint eine reduzierte NCX1-Expres-

sion einen protektiven Effekt hinsichtlich arrhythmischer Ereignisse zu haben (Bögeholz 

et al. 2015).  

 

1.5 SEA0400  

1.5.1 SEA0400 und andere NCX-Inhibitoren  

Bi- und Trivalente Kationen, Dichlorobezamil, Bepridil und einige Peptide sind dafür be-

kannt die NCX1-Funktion unspezifisch blockieren zu können (zur Übersicht siehe 

(Matsuda et al. 1997; Shigekawa and Iwamoto 2001)). Das Peptid XIP ist ein spezifischer 

NCX-Inhibitor mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von 1,5 μM. XIP 

scheint jedoch nicht durch die Zellmembran permeiren zu können (Li et al. 1991). Anders 

KB-R7943, ein Benzyloxyphenyl-Derivat, das den NCX-Reverse-Mode mit einer IC50 von 

1,2-2,4 μM hemmt. Während andere Ionen-Transporter wie der Na+/H+-Antiporter, die 

Na+/K+-ATPase und der Ca2+-ATPase bei 10 μM nicht und der NCX-Forward-Mode erst 

bei einer IC50 von > 30 μM inhibiert werden (Iwamoto et al. 1996), blockt KB-R7943 in 

niedrigen Konzentrationen auch ICa, INa und IK1 (Watano et al. 1996; Matsuda et al. 2001). 

Das Benzyloxyphenyl-Derivat SN-6 weist eine mit KB-R7943 vergleichbare inhibitori-

sche Potenz für NCX1 (IC50=2,9 μM) auf, ist jedoch spezifischer (Iwamoto et al. 2004a). 

Der zurzeit potenteste NCX-Inhibitor ist SEA0400 (2-[4-[(2,5-difluorophenyl)me-

thoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline). Genau wie KB-R7943 und SN-6 ist das 2001 syntheti-

sierte SEA0400 ein Benzyloxyphenyl-Derivat (zur Übersicht siehe (Iwamoto 2004)), dass 

jedoch mit einer IC50 von 5-33 nM für den NCX-Reverse-Mode eine wesentlich höhere 

inhibitorische Potenz aufweist (Matsuda et al. 2001). Durch die Alkylgruppe ist der Trans-

port durch Membranen im Vergleich zu KB-R7943, das eine Thioharnstoff-Gruppe be-

sitzt, erschwert (Abb. 3) (Birinyi et al. 2005).  

Während SEA0400 (Iwamoto et al. 2004b) und SN-6 (Iwamoto et al. 2004a) vor allem 

NCX1 inhibieren, weist KB-R7943 (Iwamoto et al. 2001) eine höhere Potenz für die 

NCX3-Isoform auf. Je nach Gewebe und NCX-Expression ist somit eine selektive Hem-

mung der vorliegenden Isoform möglich. Jüngst wurde mit ORM-10103 ein neuer NCX-

Inhibitor beschrieben, der IC50-Werte von 780 nM und 960 nM für den NCX-Forward- 

und -Reverse-Mode aufweist. ORM-10103 ist, abgesehen von einer leichten Reduktion 
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der auswärtsgerichteten K+-Ströme, hochspezifisch für NCX und zeigte in ersten Versu-

chen einen antiarrhythmischen Effekt (Jost et al. 2013; Terracciano and Hancox 2013).  

 

1.5.2 SEA0400 – Wirkmechanismus  

Die NCX1-Aktivität wird, neben dem Membranpotential, durch die intrazelluläre Na+- und 

Ca2+-Konzentration moduliert. Dabei werden zwei voneinander unabhängige Zustände 

unterschieden, der I1- und der I2-Inaktivierungs-Status. Der I1-Inaktivierungs-Status ist 

Na+-abhängig, wobei hohe Na+-Konzentrationen NCX in einen inaktiven Zustand verset-

zen. Zusätzlich wird der I1-Inaktivierungs-Status durch Ca2+ moduliert, indem bei stei-

gende Ca2+-Konzentrationen eine Erholung aus dem I1-Inaktivierungs-Status gefördert 

wird. Der I2-Inaktivierungs-Status ist ausschließlich Ca2+-abhängig und liegt bei niedrigen 

Ca2+-Konzentrationen vor. Sobald Ca2+ ansteigt, wird der inaktive I2-Status aufgehoben 

Abb. 3: Strukturformeln SEA0400, KB-R7943, SN-6 

 
Abb. 3:  Strukturformeln SEA0400, KB-R7943, SN-6 
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(Hilgemann et al. 1992). Die I1-Inaktivierungs-Kinetik scheint im Gegensatz zur Ca2+-

abhängigen I2-Inaktivierung, mit der NCX-inhibitorischen Wirkung der Benzyloxyphenyl-

Derivate assoziiert zu sein. Wird sowohl die I1- als auch die I2-Regulation durch Proteo-

lyse mit α-Chymotrypsin ausgeschaltet, verbleibt NCX im aktiven Zustand und die Sen-

sitivität für SEA0400 wird drastisch reduziert (Lee et al. 2004). Während jedoch kein 

Unterschied in der inhibitorischen Potenz von SEA0400 zwischen einem NCX-Wildtyp 

und einem NCX mit supprimierter I2-Inaktivierung beobachtet werden konnte (Bouchard 

et al. 2004), zeigte sich durch genetische Veränderungen der XIP-Region, dass eine 

Elimination des I1-Inaktivierungs-Status mit einer reduzierten und eine beschleunigte I1-

Inaktivierungs-Kinetik mit einer erhöhten Sensitivität für die NCX-Inhibition einhergeht 

(Iwamoto et al. 2004b; Iwamoto et al. 2004a). Zudem führte eine 4-fache Reduktion der 

zytosolischen Na+-Konzentration zu einer 10-fach verminderten NCX-Inhibition. Folglich 

ist die NCX-inhibitorische Potenz von SEA0400 von der zytosolischen Na+-Konzentra-

tion abhängig (Lee et al. 2004). Demnach scheint es plausibel, dass die Benzyloxyphe-

nyl-Derivate NCX im I1-Inaktivierungs-Status stabilisieren. Zudem ist es im Sinne eines 

therapeutischen Regimes denkbar, dass die gesteigerte Potenz von SEA0400 bei er-

höhten zytosolischen Na+-Konzentrationen einen protektiven Effekt bei Ischämien ent-

faltet (Bouchard et al. 2004).  

In zahlreichen Studien konnte eine selektive inhibitorische Potenz von XIP, KB-R7943, 

SN-6 und SEA0400 auf den NCX-Reverse-Mode gezeigt werden, wobei dieses Thema 

kontrovers diskutiert wird und der zugrundeliegende Mechanismus noch ungeklärt ist (Li 

et al. 1991; Iwamoto et al. 2002; Lee et al. 2004; Ozdemir et al. 2008). KB-R7943 und 

SEA0400 bilden inaktive Komplexe bevorzugt mit bestimmten NCX-Konformationen. Die 

Enzym-Inhibitor-Komplexe stehen dabei weder für den NCX-Reverse- noch für den -

Forward-Mode zur Verfügung. Das Verhältnis der verschiedenen NCX-Konformationen 

und damit die inhibitorische Potenz ist wiederum von den vorherrschenden Ionenverhält-

nissen abhängig. Zum Beispiel ist die Na+-abhängige I1-Inaktivierung charakteristisch für 

den NCX-Reverse-Mode mit einer hohen zytosolischen Na+-Konzentration, während der 

I1-Zustand beim NCX-Einwärtsstrom gänzlich abwesend ist. Entsprechend wäre die in-

hibitorische Potenz für den NCX-Reverse-Mode größer als für den -Forward-Mode, 

wenn SEA0400 bevorzugt den I1-Inaktiverungs-Status bindet (Lee et al. 2004). Diese 

scheinbare, ionenabhängige Präferenz der Benzyloxyphenyl-Derivate für den NCX-Re-

verse-Mode bringt bei Ischämie – neben der damit verbundenen SEA0400-induzierten, 

pharmakokinetischen Protektion bei hohen zytosolischen Na+-Konzentrationen – die the-

rapeutische Implikation mit sich, dass die bevorzugte NCX-Reverse-Mode Hemmung 
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einer diastolischen Ca2+-Überladung vorgebeugt und somit der Ischämie-Reperfusions-

Schaden reduziert wird (Matsuda et al. 2001). Gegen eine selektiven Inhibition der NCX-

Operations-Modi sprechen Studien von Kimura, Tanaka und Ozdemir mit KB-R7943 

(Kimura et al. 1999) und SEA0400 (Tanaka et al. 2002; Ozdemir et al. 2008). Es konnte 

gezeigt werden, dass SEA0400 den NCX1-Reverse-Mode nur geringfügig stärker inhi-

biert als den NCX1-Forward-Mode. Dieser Effekt kam etwas ausgeprägter in Maus- als 

in Schweine-Kardiomyozyten zum Tragen. Auch eine Erhöhung der Na+-Konzentration 

führte nur zu einer geringfügigen Veränderung der Potenz des NCX1-Blocks und nach 

Applikation von Nifedepin, Ryanodin und Thapsigargin ergab die Messung der isolierten 

NCX1-abhängigen Ca2+-In- und -Efflux-Raten keine spezifische Präferenz von SEA0400 

für einen der beiden NCX1-Funktionsmodi. Unter physiologischen Bedingungen wurde 

sogar eine stärkere Inhibition des einwärtsrichtenden INCX1 (Faktor 3) durch SEA0400 als 

für den auswärtsgerichteten INCX1 (Faktor 2) berichtet. Diese Befunde sprechen gegen 

eine selektive Hemmung des NCX1-Reverse-Mode, insbesondere während der norma-

len Erregungs-Kontraktions-Kopplung (Ozdemir et al. 2008).  

Gleichwohl schließt diese Erkenntnis einen reduzierten Ischämie-Reperfusions-Scha-

den durch SEA0400 nicht aus. Der mit der hohen zytosolischen Na+-Konzentration as-

soziierte, verstärkte Ca2+-Influx würde nach wie vor durch SEA0400 inhibiert werden. 

Gegebenenfalls liegt zudem, unter den speziellen pathologischen Bedingungen, auch 

eine spezifischere Inhibition des NCX1-Reverse-Mode vor. Des Weiteren könnte eine 

durch Ca2+-Überladung induzierte Proarrhythmie (Nagy et al. 2004) immer noch durch 

die Inhibition des NCX1-Reverse-Mode reduziert werden. Die Inhibition des NCX1-For-

ward-Mode (Ozdemir et al. 2008) würde einen reduzierten Einwärtsstrom mit sich brin-

gen und könnte daher ebenfalls einen antiarrhythmischen Effekt besitzen. Zusammen-

fassend ist somit nach bisherigem Kenntnisstand der Forschung keine endgültige Aus-

sage über eine SEA0400-inhibitorische Präferenz für einen NCX1-Operationsmodus 

möglich. 

  

1.5.3 SEA0400 – Wirkprofil  

In Zellen des zentralen Nervensystem der Ratte beträgt die IC50 für die Na+-abhängige 

Ca2+-Aufnahme 5 bis 33 nM (Matsuda et al. 2001), in kardialen Hunde-Membranvesikeln 

90 nM und in Ratten-Kardiomyozyten 92 nM (Takahashi et al. 2003). Für den NCX1-

generierten Einwärts- und -Auswärtsstrom wurden für Meerschweinchen-Kardiomyozy-
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ten IC50-Werte von 40 und 32 nM bestimmt (Tanaka et al. 2002), für Hunde-Kardiomy-

ozyten 111 und 108 nM (Birinyi et al. 2005). In elektrophysiologischen Studien an Maus-

, Meerschweinchen-, Hunde- und Schweine-Kardiomyozyten inhibierte 1 μM SEA0400 

den NCX1-Forward-Mode um 50-82,5% und den NCX1-Reverse-Mode um 60-86,5% 

(Tanaka et al. 2002; Birinyi et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013).  

Erste Studienergebnisse zeigten, dass SEA0400 ein spezifischer NCX-Inhibitor ist. Es 

konnte kein Effekt auf den Na+/H+-Austauscher, die Na+/K+-ATPase, die Ca2+-ATPase 

und auf Na+-, K+- und Ca2+-Kanäle (Matsuda et al. 2001) sowie deren transmembranöse 

Ionenströme festgestellt werden (Tanaka et al. 2002; Nagy et al. 2004). Auch Adenosin, 

Glutamat, Bradykinin-, Leukotrien-, muskarinerge Acetylcholin- und adrenerge Rezepto-

ren sowie verschiedene Enzyme wurden durch SEA0400 nicht beeinflusst (Matsuda et 

al. 2001). Zudem hatte SEA0400 keinen Einfluss auf RyR2, SERCA und die Ca2+-Sen-

sitivität der Myofilamente (Birinyi et al. 2008). Jedoch stellten Experimente an embryo-

nalen Herzschläuchen homozygoter NCX1-Knockout-Mäuse die Selektivität von 

SEA400 für NCX1 in Frage. In völliger Abwesenheit von NCX1 durch einen kompletten 

homozygoten Knockout kam es zu einer Reduktion des Ca2+-Transienten. Da die ver-

minderte Höhe der Ca2+-Amplitude während einer Feldstimulation observiert wurde, 

schlussfolgerten die Autoren, dass SEA0400 einen in die Erregungsausbreitung invol-

vierten Ionenkanal beeinflussen muss, wobei der spezifische Mechanismus in dieser 

Studie nicht weiterführend geklärt wurde (Reuter et al. 2002a). Tatsächlich konnte in 

einigen Folgestudien gezeigt werden, dass die Applikation von SEA0400 mit einer Re-

duktion von ICa einhergeht. In Hunde-Kardiomyozyten wurde ICa mit einer IC50 von 3,6 

μM inhibiert (Birinyi et al. 2005) und die Applikation von 1 μM SEA0400 reduzierte ICa um 

25-33% in Maus-, Hunde- und Schweine-Kardiomyozyten (Ozdemir et al. 2008; Bour-

gonje et al. 2013), nicht aber in weiteren Studien an Meerschweinchen- und Hunde-Kar-

diomyozyten (Tanaka et al. 2002; Nagy et al. 2004).  

 

1.5.4 SEA0400 – Kalzitropie und Inotropie  

Der Einfluss der dualen Inhibition von NCX1 und L-Typ Ca2+-Kanälen durch SEA0400 

auf den systolischen Ca2+-Transienten und die Inotropie wurde in mehreren Studien un-

tersucht. 1 μM SEA0400 erhöhte, durch den verminderte Ca2+-Efflux, signifikant die di-

astolische Ca2+-Konzentration (Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013). Die gleiche 

Konzentration hatte keinen Effekt auf die Amplitude des Ca2+-Transienten in isolierten 

Kardiomyozyten des Hundes (Nagy et al. 2004; Bourgonje et al. 2013), sowie auf das 
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inotrope Verhalten von Herzmuskelfasern des Meerschweinchens (Tanaka et al. 2007) 

und von Langendorff-perfundierten Kaninchen-Herzen (Farkas et al. 2008). Demgegen-

über stellte sich in Langendorff-Experimenten an Ratten-Herzen eine positive Inotropie 

dar (Farkas et al. 2008) und die Applikation von 1 μM SEA0400 führte in Maus- und 

Schweine-Kardiomyozyten zu einer Zunahme der Amplitude des Ca2+-Transienten und 

der Kontraktionskraft (Tanaka et al. 2005; Ozdemir et al. 2008). Bei, durch Koffeinstoß-

Experimente quantifizierter, weiter bestehender NCX1-Inhibition konnte der Anstieg des 

Ca2+-Transienten jedoch genauso wenig wie die erhöhte SR Ca2+-Beladung in einem 

Mausmodell mit Herzinsuffizienz repliziert werden (Ozdemir et al. 2008). Die strukturel-

len und molekularen Alterationen dieses Herzinsuffizienz-Mausmodells gehen mit einer 

verminderten Aufnahmekapazität des SR und einem vermehrten SR Ca2+-Leck in Folge 

erhöhter RyR2-Phosphorylierung einher, was die ausbleibende positive Kalzitropie er-

klärt (Antoons et al. 2006). Auch in einem Hundemodell mit chronischem atrioventrikulä-

rem Block und erhaltener linksventrikulärer Funktion blieb ein Anstieg der Ca2+-

Amplitude aus. Die in diesem Modell vorliegende Herzmuskelhypertrophie ging, genau 

wie die Herzinsuffizienz, mit einem elektrischen Remodeling einher, welches den aus-

bleibenden Effekt erklären könnte (Bourgonje et al. 2013). Bourgonje et al. spekulierten 

außerdem, dass SEA0400 durch die NCX1-Inhibition und die folglich reduzierte Ca2+-

Extrusion, zusätzlich eine verstärkte Ca2+-abhängige Inaktivierung der L-Typ Ca2+-Ka-

näle herbeiführt. Dieser Mechanismus würde die ICa-Inhibition und damit die negativ in-

otrope Teilkomponente von SEA0400 verstärken und könnte insbesondere bei hohen 

Herzfrequenzen einer zytosolischen Ca2+-Überladung vorbeugen. Die Differenzierung in 

die negativ inotrope ICa-abhängige und die positiv inotrope NCX1-abhängige Kompo-

nente konnte durch eine schnellere Reversibilität des L-Typ Ca2+-Kanal-Blocks gezeigt 

werden (Ozdemir et al. 2008). Nach erlöschen dieses Gegenpols kam es zu einem, 

durch die NCX1-Inhibition getragenen, Anstieg der Ca2+-Amplitude (Bourgonje et al. 

2013). SEA0400 scheint insbesondere in Mäusen und Ratten eine positive Inotropie und 

Erhöhung des systolischen Ca2+-Transienten zu bewirken. Es wurde postuliert, dass 

SEA0400 den Anstieg des Ca2+-Transienten insbesondere in Spezies mit kurzer AP-

Dauer und hohen zytosolischen Na+-Konzentration vermitteln würde, da NCX1 unter die-

sen Bedingungen vor allem im Forward-Mode operiert (Tanaka et al. 2005; Tanaka et 

al. 2007; Farkas et al. 2008). Dieser würde unter dem Einfluss von SEA0400 inhibiert 

werden und somit zu einer vermehrten Ca2+-Akkumulation führen. Dazu passt, dass der 

Anteil von NCX1 an der Ca2+-Extrusion in Ratten und Mäusen deutlich geringer ist als in 

anderen Spezies (zur Übersicht siehe (Bers 2002)) und eine Inhibition somit stärker in 
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die Ca2+-Homöostase eingreifen könnte. Die These, dass die in Mäusen erhöhte zytoso-

lische Na+-Konzentration zu einer verstärkten Blockade des NCX1-Reverse-Mode mit 

vermindertem Ca2+-Transienten führen würde, konnte nicht bestätigt werden (Ozdemir 

et al. 2008). Ozdemir et al. konnten keinen Spezies abhängigen Unterschied der 

SEA0400 Wirkung zwischen Mäusen und Schweinen beobachten.  

Während Ca2+-Antagonisten wegen ihrer negativen inotropen Effekte bei Herzinsuffizi-

enz kontraindiziert sind, führte die Gabe von SEA0400 zu keiner Beeinträchtigung der 

Hämodynamik. In Hunden ließ eine Dosis von 0,4 bis 0,8 mg/kg SEA0400 den systoli-

schen linksventrikulären Druck unbeeinflusst, wohingegen er durch 0,3 mg/kg Verapamil 

um 15 mmHg reduzierte wurde. Beide Medikamente wiesen in der applizierten Dosis 

einen therapeutischen antiarrhythmischen Effekt auf (Bourgonje et al. 2013). Des Wei-

teren hatte 1 mg/kg SEA0400 keinen Einfluss auf Herzfrequenz, Blutdruck und EKG-

Parameter, lediglich die QRS-Dauer wurde geringfügig um 2 ms verlängert (Nagasawa 

et al. 2005).  

 

1.5.5 SEA0400 – Ischämie  

In Studien zum Ischämie-Reperfusions-Schaden konnte SEA0400 durch die NCX1-Inhi-

bition einen protektiven Effekt entfalten. Die Applikation von 3 mg/kg SEA0400 reduzierte 

in Ratten das Infarktvolumen nach zerebraler Ischämie genauso, wie einem Funktions-

verlust nach renaler Ischämie entgegengewirkt werden konnte. Die korrespondierenden 

in-Vitro-Experimente zeigten eine verminderte Ca2+-Überladung in Astrozyten und Tubu-

luszellen (Matsuda et al. 2001; Ogata et al. 2003). In Langendorff-perfundierten Kanin-

chen-Herzen verringerte 1 μM SEA0400 bei erhaltenem linksventrikulären Druck die In-

farktgröße um 75% (Magee et al. 2003). Zudem verbesserte sich, wie in Ratten-Herzen, 

die postischämische kardiale Funktion (Takahashi et al. 2003). Echokardiographisch 

wurde ein verminderter Verlust der Ejektionsfraktion und eine geringere Zunahme des 

linksventrikulären-enddiastolischen Durchmessers und Volumens registriert (Yoshiyama 

et al. 2004).  

 

1.5.6 SEA0400 – Arrhythmie  

In einem Hundemodell wurde in vivo ein antiarrhythmischer Effekt von SEA0400 bei 

Ouabain-induzierten Arrhythmien beobachtet, wohingegen im selben Modell SEA0400 

nicht vor Ischämie-induzierten Arrhythmien schützen konnte (Nagasawa et al. 2005). In-



 
 

22 
 

Vitro konnte der antiarrhythmische Effekt bei Ouabain-induzierten Arrhythmie an isolier-

ten Meerschweinchen-Papillarmuskeln reproduziert werden (Tanaka et al. 2007). Bei 

Ouabain handelt es sich um ein Digitalis-Glykosid, welches die zytosolische Na+-Kon-

zentration erhöht und somit den NCX1-Reverse-Mode verstärkt und den Forward-Mode 

hemmt, wodurch die zelluläre Ca2+-Beladung steigt. Die resultierende spontane Ca2+-

Aktivität und die positive Inotropie wurden dabei von SEA0400 reduziert, was eine 

NCX1-Abhängigkeit des Ouabain-Effekts nahelegt (Tanaka et al. 2007). Es ist denkbar, 

dass SEA0400 zum einen durch Inhibition des NCX1-Reverse-Mode die SR Ca2+-Bela-

dung und damit die Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 vermindert und zum anderen die 

Übersetzung von spontanen Ca2+-Freisetzungen in DADs durch den NCX1-Forward-

Mode unterbindet. Tatsächlich wurde die DAD-Inzidenz und -Amplitude, genau wie die 

EAD-Amplitude, bei Anwendung von 1 μM SEA0400 in Dofetilid-induzierten Arrhythmien 

an Papillarmuskeln und Purkinjefasern von Hunden vermindert (Nagy et al. 2004). 

Dofetilid verlängert die AP-Dauer, was mit einem erweiterten Fenster für die EAD-Ent-

stehung einhergeht. Dofetilid induzierte Arrhythmien konnten in Hunden des Weiteren 

durch SEA0400 und Verapamil unterdrückt werden. Es kam zu einer Abnahme der Re-

polarisationszeitvariabilität, sowie zu einer Reduktion der EADs und Torsade-de-Poin-

tes-Tachykardien. SEA0400 bewirkte außerdem eine Verkürzung der Aktionspotential-

dauer (Bourgonje et al. 2013). Bereits in früheren Studien konnte dieser antiarrhythmi-

sche Effekt für Verapamil gezeigt werden (Oros et al. 2010), so dass Bourgonje et al. die 

Wirkung vor allem auf die L-Typ Ca2+-Kanal-Inhibition zurückführten. Die durch Vera-

pamil verminderte Variabilität der Repolarisationszeit und der reduzierte ICa während der 

Plateauphase würden demnach die EAD-Häufigkeit verringern. Die beobachtete Verkür-

zung der AP-Dauer spiegelt jedoch vor allem die Inhibition des NCX1-Einwärtsstroms in 

der späten Plateauphase (Tanaka et al. 2005) wieder und könnte somit den protektiven 

Beitrag einer NCX1-Antagonisierung erklären. Diesem möglichen Mechanismus ent-

sprechend unterdrückte SEA0400 in einer Konzentration von 2 μM in Kaninchen-Kardi-

omyozyten EADs und zusätzlich auch spontane Ca2+-Freisetzungen bei einem lediglich 

um 15% nicht signifikant reduzierten ICa (Zhao et al. 2012), was für eine Beteiligung von 

NCX1 an der Arrhythmie-Genese spricht. Genauso konnte 1 μM SEA0400 in Hunde-

Kardiomyozyten bei β-adrenerge Stimulation und Inhibition von IKs eine Verlängerung 

der AP-Dauer rückgängig machen, sowie die EAD-Frequenz vermindern (Johnson et al. 

2010). In Langendorff-perfundierten, AV-Knoten ablatierten Kaninchen-Herzen redu-

zierte 1 μM SEA0400 ebenfalls die monophasische AP-Dauer und das Auftreten von 

EADs und Torsade-de-Pointes-Tachykardien unter Sotalol (Milberg et al. 2008), nicht 
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aber unter Dofetilid-Applikation (Farkas et al. 2009). Der womöglich maßgebliche Unter-

schied zwischen diesen beiden Studien war, dass Milberg et al. ein Protokoll mit zusätz-

lichen Stimulationen der Herzen durchführten, während die Herzen bei Farkas et al. aus-

schließlich mit ihrer intrinsischen Frequenz schlugen. Der protektive Effekt von SEA0400 

bei durch Sotalol induzierten Arrhythmien konnte auch bei Tachykardie induzierter chro-

nischer Herzinsuffizienz in Kaninchen reproduziert werden (Milberg et al. 2012). In Rat-

ten supprimierte 1 mg/kg SEA0400 außerdem effektiv VTs und reduzierte die Gesamt-

mortalität in einem Ischämie-Reperfusions-Modell. Zusätzlich wurde die Häufigkeit des 

Ca2+-induzierten Zelltod vermindert (Takahashi et al. 2003). Keinen Effekt, weder in-Vivo 

noch in-Vitro, hatte SEA0400, im Gegensatz zu KB-R7943, bei Aconitin-induzierten Ar-

rhythmien in Meerschweinchen. Möglicherweise kann das weniger spezifische KB-

R7943 dem arrhythmischen Potential der Aconitin-vermittelten, verlängerten Aktivität der 

Na+-Kanäle besser entgegenwirken (Amran et al. 2004). Zusammenfassend scheint die 

duale Inhibition von NCX und L-Typ Ca2+-Kanälen durch SEA0400 in der Mehrzahl der 

publizierten Studien an Tiermodellen einen protektiven Effekt gegenüber Herzrhythmus-

störungen zu haben. Allerdings konnte dieser Effekt in einigen Studien nicht reproduziert 

werden, was möglicherweise auf Unterschiede bezüglich der Spezies, der Art des Mo-

dells, des Versuchsaufbaus und des Mechanismus der untersuchten Arrhythmien zu-

rückzuführen sein könnte. Zeichen einer hämodynamischen Kompromittierung durch 

SEA0400 wurden nicht gezeigt. Ungeachtet dessen gibt es Befunde, welche auf uner-

wünschte Nebenwirkungen von SEA0400 hindeuten: in 2 von 8 Hunden löste SEA0400 

in Kombination mit Digitalis – trotz antiarrhythmischer Protektion – einen Herzstillstand 

aus (Nagasawa et al. 2005) und nach Applikation von 1 μM SEA0400 stieg die spontane 

Ca2+-Aktivität in Maus-, nicht jedoch in Schweine-Kardiomyozyten an (Ozdemir et al. 

2008).  
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2. Zielsetzung der Arbeit  

SEA0400 hat sich in mehreren Studien an Tiermodellen als antiarrhythmisch erwiesen. 

Dennoch sind weitere Untersuchungen nötig, um die genauen Bedingungen, unter de-

nen SEA0400 einen potentiell antiarrhythmischen Effekt entfaltet zu evaluieren. 

Bisher ist der Einfluss des NCX1-inhibitorischen SEA0400 bei isoliert veränderter NCX1-

Aktivität unbekannt. Dies ist jedoch von unmittelbarer Bedeutung, da bei der Herzinsuf-

fizienz, die zu Proarrhythmien prädisponiert, und bei der häufigsten Herzrhythmusstö-

rung, dem Vorhofflimmern, eine erhöhte NCX1-Expression vorliegt. Die im Rahmen die-

ser Arbeit verwendeten OE- und KO-Mausmodelle zeigen eine chronisch adaptierte 

Ca2+-Dynamik ohne Anhalt für eine Herzinsuffizienz. Es sollen insbesondere folgende 

Fragestellungen untersucht werden:   

 

1. Welchen Einfluss hat SEA 0400 auf die NCX1-Aktivität in Gegenwart erhöhter oder 

erniedrigter NCX1-Expression?  

In zahlreichen Studien wurde der NCX1-inhibitorische Effekt von SEA0400 nachgewie-

sen (Tanaka et al. 2002; Birinyi et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013). 

Bisher ist unklar, ob die im OE und KO veränderte Ca2+-Dynamik eventuell einen Einfluss 

auf die NCX1-inhibitorische Potenz von SEA0400 hat. 

 

2. Welchen Einfluss hat SEA0400 auf die SR Ca2+-Beladung in Gegenwart erhöhter 

oder erniedrigter NCX1-Expression?  

Die Ca2+-Beladung des SR ist ein wichtiger Faktor in der Regulation der Inotropie und 

der Entstehung von Herzrhythmusstörungen. Es ist denkbar, dass der Einfluss von 

SEA0400 auf die SR Ca2+-Beladung durch das NCX1-Expressionsniveau beeinflusst 

wird. Bei der erhöhten Anzahl von NCX1-Molekülen im OE könnte die Wirkung von 

SEA0400 weniger ins Gewicht fallen, während vice versa im KO eine akute NCX1-Inhi-

bition eine Ca2+-Überladung bedingen könnte. Auch eine weniger stark ausgeprägte o-

der fehlende SR Ca2+-Beladung durch Inhibition des NCX1-Reverse-Mode ist nicht aus-

geschlossen. 

 

3. Welchen Einfluss hat SEA0400 auf die Kalzitropie als Maß für die Inotropie in Ge-

genwart erhöhter oder erniedrigter NCX1-Expression?  
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Die Kalzitropie ist von einer Reihe von Faktoren abhängig: SR Ca2+-Beladung, diastoli-

sche Ca2+-Konzentration und Höhe der Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung spielen eine 

bedeutende Rolle und können jeweils von NCX1 moduliert werden. Auch die veränderte 

Ca2+-Dynamik im OE und KO könnte einen Einfluss auf die Erregungs-Kontraktions-

Kopplung haben. Es stellt sich somit die Frage, ob die SEA0400-vermittelte NCX1-Inhi-

bition die Inotropie beeinflusst, und wenn ja, inwieweit dieser Effekt vom NCX1-Expres-

sionsniveau abhängig ist.  

 

4. Welchen Einfluss hat SEA0400 auf das Arrhythmie-Verhalten in Gegenwart erhöhter 

oder erniedrigter NCX1-Expression? 

Während der OE durch einen proarrhythmischen Phänotyp gekennzeichnet ist (Pott et 

al. 2012), ist der KO auf zellulärer Ebene vor Nachdepolarisationen geschützt (Bögeholz 

et al. 2015). Es scheint möglich, dass die akute NCX1-Inhibition in der NCX1-vermittelten 

Arrhythmie-Genese interveniert und protektiv wirkt. Andererseits könnte insbesondere 

im KO eine Ca2+-Überladung resultieren, die ein proarrhythmisches Verhalten begüns-

tigt. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Das NCX1-Überexpressor- und das NCX1-Knockout-Mausmodell 

Transgene NCX-Überexpressor-Mäuse und -Knockout-Mäuse wurden durch die Arbeits-

gruppe um K.D. Philipson (Cardiovascular Research Laboratories; David Geffen School 

of Medicine; University of California; Los Angeles; USA) zur Zucht zur Verfügung gestellt.  

Das transgene Konstrukt der Überexpressor-Mäuse besteht aus einer vom kardialen 

NCX1 des Hundes klonierten Gensequenz (3,2 Kilobasenpaare (kb)) (Nicoll et al. 1990), 

einem α-Myosin Heavy Chain Promotor (MHC-Promotor) (5,5 kb) und dem transkriptio-

nellem Terminator SV40 (1 kb), der durch Polyadenylierung zum Transkriptionsstopp 

führt. Per Mikroinjektion wurde das Konstrukt in die Keimzellen von C57B1/6xC3HF1-

Mäusen eingebracht (Adachi-Akahane et al. 1997). Durch Züchtung von heterozygoten 

Überexpressor-Mäusen wurde das in dieser Arbeit verwendete homozygote OE-Maus-

modell erzeugt (Reuter et al. 2004; Roos et al. 2007). Das homozygote OE-Mausmodell 

zeigt bei 3-fach erhöhter NCX1-Aktivität (Reuter et al. 2004; Roos et al. 2007) bis zu 

einem Lebensalter von 12,5 Wochen keine Zeichen pathologischer Auffälligkeiten oder 

einer Herzinsuffizienz (Pott et al. 2012).  

Das NCX1-Knockout(KO)-Mausmodell wurde ebenfalls durch die Arbeitsgruppe um K.D. 

Philipson erstellt. Mit Hilfe des cre/loxP Rekombination-Systems wurde das Exon 2 so-

wie die PGKneo Kassette des NCX1-Gen entfernt. Der Erfolg der Exzision wurde mittels 

Southern Blot und PCR bestätigt. Die heterozygoten NCX1-Stammzellen wurden in 

C57BL/6-Blastozysten eingebracht und anschließend in Black Swiss Mäusen gezüchtet 

(Reuter et al. 2002b). Das KO-Mausmodell hat eine 50%ige NCX1-Expression und zeigt 

ebenfalls keine Zeichen einer Herzinsuffizienz (Jordan et al. 2010). 

Die Unterhaltung der OE-und KO- Zuchten wurde in den Räumlichkeiten des Instituts für 

Pharmakologie und Toxikologie des Universitätsklinikum Münster durchgeführt. In der 

homozygoten OE-Zucht wurden jeweils Tiere des gleichen Genotyps miteinander ver-

paart. Die Validierung des Genotyps erfolgte mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion 

durch Medizinisch-technische Laborassistenten des Instituts für Pharmakologie und To-

xikologie, wobei aufgrund der homozygoten Verpaarung nicht jedes Tier genotypisiert 

wurde. In der heterozygoten KO-Zucht wurden sowohl Tiere des gleichen als auch von 

unterschiedlichen Genotypen miteinander verpaart. Die Genotypisierung erfolgte 

ebenso wie bei den OE-Mäusen durch eine Gewebeprobe (Schwanzspitze) mittels der 

Polymerase-Ketten-Reaktion. Ab einem Alter von 4 Wochen wurden die Jungtiere beider 
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Zuchten Geschlechter getrennt zu 3-4 Tieren in separaten Käfigen gehalten. Zur eindeu-

tigen Identifikation wurde jeder Maus anhand von Ohrmarkierungen, des Geschlechts, 

der Fellfarbe und des Geburtsdatums eine eindeutige Geburtennummer zugeordnet. Die 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit für Experimente verwendeten Versuchstiere hatten 

ein Alter von 8 bis 12,5 Wochen. Die Methodik der Zuchtunterhaltung und Genotypisie-

rung wurde bereits in der Vergangenheit unter anderem von unserer Arbeitsgruppe in 

dieser oder ähnlicher Form verwendet bzw. beschrieben (Pott et al. 2012, Bögeholz et 

al. 2015, Bögeholz 2015).  

 

3.2 Isolation ventrikulärer Herzmuskelzellen 

Die enzymatische Isolation Ca2+-toleranter muriner ventrikulärer Herzmuskelzellen er-

folgte in modifizierter Form nach Mitra und Morad (Mitra and Morad 1985) und wird im 

Folgenden beschrieben.  

 

3.2.1 Euthanasie der Versuchstiere 

Die Euthanasie erfolgte mittels inhalativer Kohlenstoffdioxid-Narkose. Auf einen voraus-

gehenden Einsatz von Sedativa wurde verzichtet, da eine Reduktion des Stresslevels 

der Versuchstiere durch diese Substanzen nicht gezeigt werden konnte (zur Übersicht 

siehe (Conlee et al. 2005)). Das Versuchstier wurde in einen zuvor gesäuberten, luft-

dichtverschließbaren Plexiglas-Käfig mit konnektierter Kohlenstoffdioxid(CO2)-Einleitung 

gesetzt. Der Einfluss der CO2-Flussrate auf das Stresslevel von Versuchstieren ist nicht 

abschließend geklärt (zur Übersicht siehe (Conlee et al. 2005)). Wir konnten unter den 

gegebenen Versuchsbedingungen eine Reduktion von Lokomotorik, Defäkation und 

Miktion bei langsamer CO2-Zufuhr (0,1 mbar) beobachten. Nach terminaler Schnappat-

mung und Miktion kam es zum Tod des Versuchstieres.  

 

3.2.2 Herzexplantation und -präparation 

Das euthanasierte Versuchstier wurde am Präparationsarbeitsplatz in Rückenlage mit 

Leukosilk®-Klebestreifen (BSN Medical GmbH) fixiert und das thorakoabdominale Fell 

mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Beginnend mit einer Schnittinzision kaudal des Ster-

nums wurde das thorakale Fell entfernt. Anschließend erfolgte durch eine Inzision direkt 
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unterhalb des Proc. xiphoideus die Eröffnung des Situs. Nach einer subcostalen Schnitt-

führung von medial nach lateral wurde das Diaphragma zertrennt, der ventrale knö-

cherne Thorax beidseits lateral weiter eröffnet und nach kranial aufgeklappt. Unter Sicht 

auf das Mediastinum und die lateral anliegenden Pleurahöhlen wurde das Herz freigelegt 

und mit Hilfe einer Kniepinzette (World Precision Instruments) kranial seiner Basis am 

oberen Gefäßpol gegriffen und aus dem Mediastinum nach ventral mobilisiert. Die Ge-

fäße wurden 2-3 mm distal der Aortenklappen abgesetzt und das Herz in eine Pet-

rischale mit Perfusionspuffer (Tab. 1) überführt, um das kavitäre Blut durch leichtes 

Schwenken soweit wie möglich auszuwaschen. (Abb. 4) 

 

 

3.2.3 Herzperfusion und Isolation ventrikulärer Herzmuskelzellen 

In einer weiteren mit Perfusionspuffer gefüllten Petrischale wurde die Aorta mit Hilfe von 

zwei Kniepinzetten gegriffen. Ohne die Taschenklappen der Aorta zu perforieren wurde 

diese auf eine Kanüle (21 Gauge) gezogen, die auf einer 1 ml Spritze (B Braun) aufsaß 

und 0,9 ml Perfusionspuffer sowie 0,1 ml Heparin (500 IE; Ratiopharm®) enthielt. Die 

Befestigung der Aorta erfolgte mit einem Seidenfaden in einer sich 1 mm oberhalb des 

Abb. 4: Arbeitsplatz Herzexplantation Abb. 4:  Arbeitsplatz Herz-
explantation  
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Kanülen-Endes befindlichen Nut. Bei korrekter Platzierung der Kanüle distal der Aorten-

klappe führte das langsame Anspritzen von 0,3-0,5 ml, genauso wie die folgende Perfu-

sion, durch den retrograden Fluss zum Verschluss der aortalen Taschenklappen und 

zum Strom des heparinisierten Perfusionspuffers durch die Koronargefäße, die darauf-

hin abblassten. Kanüle und Herz wurden anschließend von der Spritze diskonnektiert 

und an einen Langendorff-Perfusor angebracht, der mit einem auf 37,1°C eingestellten 

Wärmebad (Haake Fisons DC3) verbunden war, um eine konstante Temperatur zu ge-

währleisten (Abb. 5). Das Herz wurde für 1 min mit heparinisierten (14,3 IE/ml) Perfusi-

onspuffer perfundiert, um weiteres kavitäres und koronares Blut auszuwaschen. An-

schließend wurde das Herz für 5:50-6:10 min mit einer Verdaulösung (Tab. 2) mit „Col-

lagenase type 2 / 240 U/mg“ (Worthington Biochemical Corp.) und „Protease from strep-

tomyces griseus type XIV / 7,3 U/mg“ (Sigma-Aldrich Co.) perfundiert, um die extrazel-

lulären Matrix abzubauen und die Herzmuskelzellen aus ihrem Verband zu lösen. Die 

Perfusion und der Verdauprozess wurden durch vorsichtige Massage des Myokards mit 

einer Kniepinzette von Herzbasis Richtung Herzspitze unterstützt. Der Langendorff-Per-

fusor wurde mit einer konstanten Flussgeschwindigkeit von 2,5 ml/min betrieben (Isma-

tec®), um schwankende Flussvolumina, zu vermeiden. 

 
Abb. 5: Langendorff-Perfusor Abb. 5: Langendorff-Perfusor 
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Die Kanüle wurde anschließend samt Herz vom Langendorff-Perfusor diskonnektiert. Im 

Sinne einer Oberflächenvergrößerung wurde das Herz von der Spitze her mit mehreren 

Inzisionen Richtung Herzbasis eröffnet, die Vorhöfe auf Höhe der Klappenebene abge-

setzt und das ventrikuläre Gewebe anschließend in eine Petrischale mit Perfusionspuffer 

und Serum des Neugeborenen Kalbs überführt (Stopp-I-Lösung) (Tab. 3). Das gestei-

gerte Angebot an Proteinen aus dem Serum des Neugeborenen Kalbs reduziert durch 

eine kompetitive Inhibition die proteolytischen Aktivität der im Herzgewebe verbliebenen 

Verdaulösung und präserviert somit die gewonnenen vitalen Herzmuskelzellen. Das Epi-

kard wurde mit einer Kniepinzette vorsichtig mechanisch disseziert und das ventrikuläre 

Gewebe in der Stopp-I-Lösung geschwenkt, um einzelne Herzmuskelzellen aus dem 

Synzytium der Herzmuskulatur zu lösen. Die Zellsuspension wurde durch einen Nylon-

filter in ein 50 ml Falcon überführt. Zur Reduktion des mechanischen Stresses auf die 

Herzmuskelzellen wurde die natürliche Sedimentation der Zentrifugation vorgezogen. 

Nach 15 min wurden 2,5 ml des Überstandes abgenommen und 7,5 ml der Stopp-II-

Lösung (Tab. 4) hinzugefügt.   

Perfusionspuffer 

Reagenz Endkonzentration in mM 

Natriumchlorid (NaCl) 113 

Kaliumchlorid (KCl) 4,7 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,6 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) x 2 H2O 0,6 

Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4-7H2O) 1,2 

Natrium-Bikarbonat (NaHCO3) 12 

Kalium-Bikarbonat (KHCO3) 10 

Taurin 30 

HEPES 10 

Glukose ( C6H12O6) 11,1 

Auf 245 ml Aqua bidest + 5 ml 500 mM 2,3-Butanedione monoxime (BDM) 

pH = 7,43 

Tab. 1:  Perfusionspuffer 
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Verdaulösung 

Reagenz Menge 

Perfusionspuffer 25 ml 

Kalziumdichlorid (CaCl2) 31,2 µl 

Collagenase type 2 / 240 U/mg* 19,8 µg 

Protease from streptomyces griseus type XIV / 5,2 U/mg* 1,8 µg 

Collagenase type 2 / 190 U/mg** 26 µg 

Protease from streptomyces griseus type XIV / 7,3 U/mg** 1,2 µg 

*bis 12/2012 **seit 12/2012 

Tab. 2: Verdaulösung 

Stopp-I-Lösung 

Reagenz Menge 

Perfusionspuffer 9 ml 

Serum des neugeborenen Kalbs 1 ml 

Kalziumdichlorid (CaCl2) 10mM 12,5 µl 

Tab. 3:  Stopp-I-Lösung 

Stopp-II-Lösung 

Reagenz Menge 

Perfusionspuffer 28,5 ml 

Serum des neugeborenen Kalbs 1,5 ml 

Kalziumdichlorid (CaCl2) 10mM 37,5 µl 

Tab. 4:  Stopp-II-Lösung 

 

3.2.4 Schrittweise Erhöhung der Ca2+-Konzentration 

Für die folgenden Untersuchungen der isolierten ventrikulären Herzmuskelzellen war es 

essentiell, deren Kontraktilität durch Anheben des extrazellulären Ca2+ auf ein physiolo-

gisches Level wiederherzustellen. Um dies schonend zu erreichen und hyperkontraktili-
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tät oder irreguläre Kontraktionen zu vermeiden, wurde die extrazelluläre Ca2+-Konzent-

ration nach folgendem Protokoll schrittweise angehoben (Tab. 5). Die zeitweilige Lage-

rung der Zellen bis zum unmittelbar folgenden Beginn der Ca2+-Epifluoreszenz-Messun-

gen erfolgte in Lagerlösung (Tab. 6). 

Zeit in min Menge in µl [CaCl2] in mM Endkonzentration in µM 

0 50 10 62 

3 50 10 112 

6 100 10 209 

9 30 100 501 

12 50 100 985 

Tab. 5:  Schrittweise Erhöhung der Ca2+-Konzentration 

Lagerlösung 

Reagenz Endkonzentration in mM 

Natriumchlorid (NaCl) 52,5 

Kaliumchlorid (KCl) 4,8 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1,2 

Magnesiumsulfat (MgSO4) 1,2 

Glukose (C6H12O6) 11,1 

Saccharose (C12H22O11) 145 

Kalziumdichlorid (CaCl2) 0,2 

HEPES 10 

Tab. 6: Lagerlösung 

Die Methodik der Euthanasie, der Herzexplantation, der Zellisolation und Asservierung 

der Zellen inklusive der verwendeten Lösungen wurde bereits in der Vergangenheit unter 

anderem von unserer Arbeitsgruppe in dieser oder ähnlicher Form verwendet bzw. be-

schrieben (Pott et al. 2012, Bögeholz et al. 2015, Bögeholz 2015). 
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3.3 Planimetrische Vermessung der Zellgröße   

Zur Evaluation einer möglichen zellulären Hypertrophie wurden isolierte ventrikuläre My-

ozyten zur zweidimensionalen, planimetrischen Vermessung in eine Zellkammer über-

führt. Mit Hilfe einer an einem Nikon eclipse TI-RCP Mikroskop konnektierten CoolSNAP 

HQ2 CCD Kamera (Photometrics) wurden hochauflösende Aufnahmen (1394 x 1040 

Pixel) angefertigt, die anschließend mit der Bildbearbeitungssoftware NIS-Elements AR 

v. 4.10 (Nikon GmbH) vermessen wurden. Dabei wurde die Zellfläche (µm2) in Relation 

zur Pixelgröße bestimmt. Die planimetrische Vermessung der Zellgröße im Rahmen ei-

ner Hypertrophie-Bestimmung ist ein etabliertes Verfahren (Neef et al. 2010).  

 

3.4 Kalzium-Imaging 

3.4.1 Ca2+-sensitive Fluoreszenz-Farbstoffe  

Für die Ca2+-Epifluoreszenz-Messung wurden die Ca2+-sensitiven Farbstoffe Fluo-4 Ace-

toxymethyl (Fluo-4 AM; InvitrogenTM; Life Technologies) (Tab. 7) und Indo-1 Acetoxyme-

thyl (Indo-1 AM; Invitrogen; Life Technologies) (Tab. 8) eingesetzt. Fluo-4 AM und Indo-

1 AM sind Ca2+-Chelatoren, die in ihrer Ca2+-gebundenen Form als Fluoreszenz-Marker 

fungieren. Die Veresterung mit der Acetoxymethyl-Gruppe erhöht die Lipophilie des Mo-

leküls, sodass es durch die Zellmembran in das kardiomyozytäre Zytosol permeiren 

kann. Die Lipophilie wird weiter durch das nicht-ionisierende Pluronic® F-127 (Invitro-

gen; Life Technologies) (Tab. 9) gesteigert. Im Zytosol wird die Acetoxymethyl-Gruppe 

durch unspezifische Esterasen hydrolysiert, dabei geht das Molekül in einen geladenen 

Zustand über und verliert seine Lipophilie, wodurch die Fluoreszenz-Farbstoffe wesent-

lich langsamer durch Membranen permeiren können und im Zytosol verbleiben (Invitro-

genTM, Life Technologies 2010).  

Fluo-4 AM 

Reagenz Menge 

Fluo-4 AM (Invitrogen, Life Technologies) 50 µg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 45,6 µl 

Lagerung bei -20°C 

Tab. 7:  Fluo-4 AM 
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Indo-1 AM 

Reagenz Menge 

Indo-1 AM (Invitrogen, Life Technologies) 1 mg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 990 µl 

Lagerung bei -20°C 

Tab. 8:  Indo-1 AM 

Pluronic®-Lösung 

Reagenz Menge 

Pluronic® F-127 (Invitrogen; Life Technologies) 50 mg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 200 µl 

Tab. 9: Pluronic®-Lösung   

Fluo-4 AM weist im Gegensatz zu Fluo-3 AM anstelle von zwei Chlor- zwei Fluoratome 

auf, wodurch die spezifische Fluoreszenz-Emission bei 522 nm durch Exzitation von 488 

nm doppelt so hoch ist. Bei Applikation geringerer Konzentrationen von Fluo-4 AM kann 

eine ebenso hohe Fluoreszenz-Intensität wie unter Fluo-3 AM erzielt werden, wodurch 

es zu einer Reduktion der toxischen Nebenprodukte Formaldehyd und Essigsäure 

kommt. Durch Verwendung von 488 nm und nicht der für Fluo-4 AM spezifischen Exzi-

tationswellenlänge von 494 nm wird sowohl die Phototoxizität, als auch das Photob-

leaching vermindert (Gee et al. 2000). Fluo-4 AM ist ein nicht-ratiometrischer Farbstoff, 

der im Gegensatz zu ratiometrischen Farbstoffen wie Indo-1 AM keine direkte Aussage 

zur absoluten Ca2+-Konzentration zulässt. Durch die hohe spezifische Fluoreszenz-

Emission und den besseren Kontrastumfang von Fluo-4 AM eignet es sich vor allem für 

qualitative Aussagen und kann für relative Änderungen der Ca2+-Konzentration einge-

setzt werden, die als F/F0 (Quotient aus der systolischen und diastolischen Fluoreszenz-

Emission) angegeben werden. So können, eine unveränderte Zellgröße und fehlender 

Anhalt für eine Hypertrophie vorausgesetzt, Datensätze von verschiedenen Zellen auch 

hinsichtlich der relativen Kalziumkonzentration miteinander verglichen werden.  

Die Verwendung von Zweikanalfarbstoffen wie Indo-1 AM lässt auch direkte Vergleiche 

der Ca2+-Konzentration zwischen verschiedenen Zellen zu. Indo-1 AM wird üblicher-

weise mit Wellenlängen um 340 nm angeregt. Die Emissions-Maxima liegen je nach 
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Publikation bei ca. 405 nm für die Ca2+-gebundene und 475 nm für die Ca2+-ungebun-

dene Form. Konsekutiv erhöht sich bei elevierter zytosolischer Ca2+-Konzentration die 

Emission bei 405 nm und verringert sich bei 475 nm (Bootman et al. 2013). Der Quotient  

Indo-1 Ratio=
Ca

2+
-gebundene Indo-1 Emission (405 nm)

Ca
2+

-ungebundene Indo-1 Emission (475 nm)
 

stellt ein direktes Maß für die Ca2+-Konzentration dar. Ratiometrische Farbstoffe werden 

durch Bildung des Quotienten nicht durch mögliche Beladungsunterschiede oder Unter-

schiede in der Zellgröße beeinflusst, weisen jedoch einen geringeren Kontrastumfang 

auf (Bootman et al. 2013).  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Exzitationswellenlänge von 365 nm, die we-

niger zytotoxisch erschien, und Emissionswellenlängen von 405 und 495 nm verwendet. 

 

3.4.2 Ca2+-Epifluoreszenz-Messung  

Die mit Fluo-4 AM (Tab. 10) bzw. Indo-1 AM Lösungsansatz (Tab. 11) inkubierten Kar-

diomyozyten wurden in eine Messkammer überführt, an deren Seiten je eine Anode und 

eine Kathode eingebracht sind (Abb. 6).  

 
Abb. 6: Messkammer Abb. 6:  Messkammer 
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Bei der Auswahl der Zellen für die verschiedenen Messungen wurde darauf geachtet, 

dass eine intakte Struktur (Querstreifung, rechteckige Form) und Funktion (gleichmä-

ßige, geordnete Kontraktion) vorlag. Messungen einer Experimentenreihe wurden in ei-

nem möglichst kurzen Zeitfenster fertiggestellt, um die Wirkung nicht beeinflussbarer 

Variablen wie z.B. Temperaturschwankungen zu minimieren, wobei die Raumtemperatur 

jeweils 21±2°C betrug. Zudem erfolgten die Experimente der Mausmodelle und ihrer 

korrespondierenden Wildtypen stets alternierend. 

Fluo-4 AM Lösungsansatz 

Reagenz Menge 

Lagerlösung 500 µl 

Pluronic 10 µl 

Fluo-4 AM 2 µl 

50 µl Zellsuspension + 50 µl Fluo-4 AM Lösungsansatz für 10 min bei Raumtempera-

tur und unter Lichtausschluss inkubieren 

Tab. 10:  Fluo-4 AM Lösungsansatz 

Indo-1 AM Lösungsansatz 

Reagenz Menge 

Lagerlösung 250 µl 

Pluronic 10 µl 

Indo-1 AM 12,5 µl 

50 µl Zellsuspension + 12,5 µl Indo-1 AM Lösungsansatz für 10 min bei Raumtempe-

ratur und unter Lichtausschluss inkubieren 

Tab. 11:  Indo-1 AM Lösungsansatz 

Durch einen Stimulator (Stimulator CS Type 223; Hugo Sachs Elektronik Harvard Appa-

ratus) wurden unter Kontrolle der Computer-Software Clampex (Vers. 8.2.0.232; Axon 

Instruments) biphasische Feldstimuli appliziert (47,8 mV; je 5 ms pro Polarität und 5 µs 

zwischen den Polaritäten), die zu einer Depolarisation und Kontraktion der Kardiomy-

ozyten-Zellmembran führten. Die Messkammer war über einen Polyethylen-Schlauch 

und eingebrachter Flusskontrolle (PHTM) mit einer langsamen Perfusion – bestehend aus 
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einer 50 ml Perfusor-Spritze (B Braun), die auf einer Hahnbank (Discofix; B Braun) an-

gebracht war - verbunden. Neben dem Hauptkompartiment der Messkammer mit Elekt-

roden und Zulauf der langsamen Perfusion befand sich, durch eine Kunststoff-Lamina 

abgegrenzt, ein Nebenkompartiment. Nach Überschreiten des maximalen Füllungsvolu-

mens der Hauptkammer von 1 ml floss die Flüssigkeit in die Nebenkammer und wurde 

durch eine Pumpe (P-1; Pharmacia Biotech) abgesaugt. Nach einer zweiminütigen Se-

dimentationsphase der in der Messkammer eingebrachten Zellsuspension, wurde die 

mit Tyrode (Extrazelluläre Messlösung) (Tab. 12) befüllte langsame Perfusion einge-

schaltet (1,5 ml/min). Die am Kammerboden liegenden Kardiomyozyten wurden umspült, 

um die extrazelluläre Farbstoffhaltige Lösung auszuwaschen (5 min). Anschließend 

wurde die Feldstimulation eingeschaltet.  

Tab. 12:  Tyrode 

Zwischen dem Deckglas der Messkammer und dem Objektiv wurde Immersionsöl (Im-

mersolTM; 518 F; Zeiss) aufgetragen, um die Lichtrefraktion zu minimieren und einen 

optimalen Strahlengang zu gewährleisten. Änderungen der zytosolischen Ca2+-Konzent-

ration wurden wie im Vorangehenden beschrieben durch die Ca2+-sensitiven Farbstoffe 

Fluo-4 AM bzw. Indo-1 AM registriert. Beide wurden jeweils durch das Licht einer Xenon 

Kurzbogenlampe (Ushio Inc.) angeregt. Zur spektralen Isolierung der spezifischen Exzi-

tationswellenlänge von Fluo-4 AM (488 nm) und Indo-1 AM (365 nm) wurde ein vorge-

schalteter Monochromator (S/N 1962; Photon Technology International) entsprechend 

Tyrode 

Reagenz Endkonzentration in mM 

Natriumchlorid (NaCl) 140 

Kaliumchlorid (KCl) 5,8 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,5 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) x 2 H2O 0,4 

Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4-7H2O) 0,9 

HEPES 10 

Glukose (C6H12O6) 11,1 

Kalziumdichlorid (CaCl2) 2 

pH 7,3 
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konfiguriert. Ein dichroitischer Spiegel koppelte das anregende Licht in den Strahlen-

gang des Objektives ein und leitete es von unten zur Messkammer, wodurch in den mit 

dem jeweiligen Farbstoff beladenen Kardiomyozyten Fluoreszenz-Licht hervorgerufen 

wurde. Der davon im Objektiv gesammelte Anteil wurde erneut zum dichroitischen Spie-

gel geleitet, der das jetzt längerwellige Fluoreszenz-Licht nicht reflektierte, sondern 

durchließ. Eine eingebrachte ladungsträgergekoppelte Kamera (CCD) (TK-C1380; JVC) 

übertrug den zentrierten Bildausschnitt auf einen externen Monitor (PVM-97; Sony).  

Bei Verwendung von Fluo-4 AM amplifizierte ein einzelnes Photomultiplikations-Detekti-

ons-System (Photon Technology International) die Fluoreszenz-Emission bei 522 nm. 

Indo-1 AM erforderte den Einsatz eines weiteren dichroitischen Spiegels, der die beiden 

Emissionswellenlängen von 405 und 495 nm separierte und anschließend, getrennt von 

jeweils einem Photomultiplikations-Detektions-System, weiter prozessierte. Das Signal 

wurde durch einen Analog-Digital-Wandler (Computer Interface, Photon Technology In-

ternational) digitalisiert und in die PC-Software Felix (Version 1.42b; Photon Technology 

International) eingespeist, mit der auch die Auswertung der Ca2+-Epifluoreszenz-Mes-

sung erfolgte (Abb. 7).  

 
Abb. 7: Arbeitsplatz Ca2+-Epifluoreszenz Abb. 7:  Ar-

beitsplatz 
Ca2+-Epifluo-
reszenz  
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3.4.3 Schnelle Perfusion und Pharmaka-Applikation  

Um die Wirkung der in dieser Arbeit verwendeten Pharmaka auf isolierte Kardiomyozy-

ten zu evaluieren, bedurfte es einer raschen und zeitlich exakt abgestimmten Applika-

tion. Einem Mikromanipulator (Narishige Japan), der in allen drei Raumebenen beweg-

lich ist, wurde eine 3-läufige Glaskapillare (Warner Instruments) aufgesetzt. Unter mik-

roskopischer Sichtkontrolle wurde selbige exakt positioniert, um einen schnellen lamina-

ren Strom um die Zelle zu erzeugen. Die Glaskapillare war mittels Polyethylenschlauch 

an einem Verteiler konnektiert (Perfusion Manifold, Warner Instruments), der Zulauf aus 

bis zu 6 Spritzen (BD) erhält, die auf einem höhenjustierbaren Spritzenhalter (Warner 

Instruments) installiert wurden. Die Spritzen wurden manuell durch ein Ventil (Discofix®; 

B Braun) geöffnet. Der durch die Schwerkraft angetriebene Fluss ermöglicht eine Appli-

kation mit einer Latenz von 2-3s (Abb. 8), wobei darauf zu achten galt, die schnelle Per-

fusion in unmittelbarer Nähe der Zelle zu positionieren, um eine laminare Strömung mit 

möglichst hoher Strömungsgeschwindigkeit zu erzeugen.  

 

Die schnelle Perfusion wurde zur Applikation von SEA0400 (Tab. 13), sowie für Koffein-

stoß-Experimente verwendet. Für SEA0400 wurden Konzentrationen von 0,3 µmol/l bis 

3 µmol/l gewählt, die sich in initialen Dosisfindungsversuchen als geeignet erwiesen hat-

ten. Auch andere Arbeitsgruppen verwendeten in zellphysiologischen Studien mit 

SEA0400 ebenfalls Konzentrationen in diesem Bereich (Magee et al. 2003; Nagy et al. 

2004; Tanaka et al. 2005; Birinyi et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Milberg et al. 2008; 

Farkas et al. 2009; Johnson et al. 2010; Milberg et al. 2012; Zhao et al. 2012; Bourgonje 

et al. 2013).  

Abb. 8: Mikromanipulator mit schneller Perfusion Abb. 8:  Mikroma-
nipulator mit schnel-
ler Perfusion 
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1mM SEA0400-Lösungsansatz  

Reagenz Menge 

SEA0400 (C21H19F2NO3) 3,71 mg  

Tyrode 10 ml 

1mM SEA040- Lösungsansatz + Tyrode 

Endkonzentration Verdünnung 

3 µM SEA0400-Lösung 

1 µM SEA0400-Lösung 

0,3 µM SEA0400-Lösung 

3:1000 

1:1000 

3:10.000 

Tab. 13:  SEA0400-Lösungsansatz 

Die in diesem Abschnitt (Kapitel 3.4, Seite 33) beschriebene Methodik inklusive der ver-

wendeten Lösungen wurde bereits in der Vergangenheit unter anderem von unserer Ar-

beitsgruppe in dieser oder ähnlicher Form verwendet bzw. beschrieben (Pott et al. 2012, 

Bögeholz et al. 2015, Bögeholz 2015).  

 

3.5 Statistische Analyse 

Für die statische Auswertung wurden der Student’s t-Test und der Fisher-Test verwen-

det. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert  Standardfehler (SEM) angegeben. Ein p-Wert 

von < 0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet.  
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Abb. 9:
 Ver
messung der 
Zellgröße 

4. Ergebnisse 

4.1 Vermessung der Zellgröße  

Die planimetrische Vermessung der Zellgröße ergab keine Unterschiede zwischen OE 

und WTOE (Zellgröße in µm²; WTOE: 2872±92, n=100; OE: 2866±89, n=100; p=0,9608 

WTOE v. OE) sowie zwischen KO und WTKO (WTKO: 2878±84, n=150; KO: 2809±87, 

n=100; p=0,5802 WTKO vs. KO) (Abb. 9), so dass sich kein Anhalt für eine zelluläre Hy-

pertrophie ergab.  

 

A 

 

A 

Abb. 9: Vermessung der Zell-

größe. a Mikroskopische Dar-

stellung isolierter ventrikulärer 

Kardiomyozyten von OE, KO 

und deren korrespondierenden 

Wildtypen. b Quantifizierung 

der planimetrischen Vermes-

sung der Zellgröße.  

 

B 
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4.2 Bestimmung der NXC1-Aktivität und der SR Ca2+-Beladung in Ab- und An-

wesenheit von SEA0400  

4.2.1 Protokoll und Vorversuche zur Bestimmung der NCX1-Aktivität und 

SR Ca2+-Beladung 

Mit Hilfe von Koffeinstoß-Experimenten wurde die NCX1-Aktivität sowie die Ca2+-Bela-

dung des SR bestimmt. Die Aufbereitung und Einbringung isolierter Ca2+-toleranter Kar-

diomyozyten in die Ca2+-Epifluoreszenz-Messung erfolgte wie beschrieben und unter 

Rücksicht der aufgeführten Gütekriterien (siehe Kapitel 3.4.2, Seite 35). Unter Verwen-

dung von Fluo-4 AM wurde der gemessene Ca2+-Transient als F/F0 angegeben und auf 

die basale Ca2+-Konzentration der jeweiligen Zelle normalisiert. Zu Beginn des Protokolls 

wurden die Zellen 60 s mit einer Frequenz von 1 Hz feldstimuliert, um anhand der sys-

tolischen und diastolischen Ca2+-Konzentrationen noch einmal visuell zu verifizieren, ob 

eine balancierte Ca2+-Homöostase vorlag. Es folgte eine 10-sekündige Phase ohne 

Feldstimulation, um eine vollständige Ca2+-Beladung des SR zu gewährleisten. Traten 

in dieser Phase spontane Ca2+-Freisetzungen auf, wurde der Versuch abgebrochen, da 

durch eine solche partielle SR Ca2+-Depletion keine einheitliche und vollständige SR 

Ca2+-Beladung für den Koffeinstoß gewährleistet werden konnte. Im Anschluss wurde 

die Zelle 60 s mit 10 mM Koffein (Tab. 14) superperfundiert.  

100mM Koffein-Lösungsansatz  

Reagenz Menge 

Koffein-Pulver (C8H10N4O2) (Sigma-Aldrich) 970,95 mg 

Tyrode 50 ml 

10mM Koffein-Lösung, 1:10 Verdünnung mit Tyrode 

Tab. 14:  Koffein-Lösungsansatz 

Koffein bindet an den kardialen sarkoplasmatischen Ryanodin-Rezeptor (RyR2) und 

führt dadurch zu einer maximalen, anhaltenden Ca2+-Freisetzung des SR, so dass der 

in der Epifluoreszenz aufgezeichnete Ca2+-Transient in seiner Amplitude mit der Bela-

dung des SR korreliert (zur Übersicht siehe (Fabiato and Fabiato 1977)). Die gleichzei-

tige funktionelle Hemmung der SERCA durch die persistierende Ca2+-Freisetzung über 

den Ryanodin-Rezeptor (Weber and Herz 1968) führt zu einer hauptsächlich von NCX1-

getragenen Extrusion von Ca2+ in den extrazellulären Raum (Bassani et al. 1994b). Die 
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Abfallkinetik des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten korreliert daher mit der NCX1-Ak-

tivität (Bassani et al. 1994b). Die NCX1-Aktivität wurde durch die Dauer bis zum Errei-

chen der halbmaximalen Amplitude quantifiziert (T50).  

Um einen verfälschenden, sogenannten „run-down“ Effekt, also eine Abschwächung der 

Ca2+-Freisetzung durch repetitive Koffeinapplikation an einer Zelle auszuschließen, 

wurde im Rahmen von Vorexperimenten, ohne Gabe von SEA0400, ein zweiter Koffein-

stoß an derselben Zelle durchgeführt. Dabei beobachteten wir, dass die NCX1-Aktivität 

im Sinne eines „run-down“ Effekts reduziert wurde. Folglich wurde die Basalbedingung 

des Experiments (Koffeinstoß ohne SEA0400) und die experimentelle Intervention (Kof-

feinstoß in Gegenwart von SEA0400) an zwei verschiedenen Zellen durchgeführt. 1 µM 

SEA0400 wurde für eine Dauer von 5 min vor Beginn des Koffeinstoßes und auch wäh-

rend der Koffeinexposition mit Hilfe der schnellen Perfusion appliziert.  

Der Einsatz von Einkanalfarbstoffen wie Fluo-4 AM, die Fluoreszenz proportional zur 

absoluten Menge an Ca2+ emittieren, muss hier abgewogen werden, da Unterschiede in 

der Beladungszeit oder der Zellgröße, z.B. im Rahmen einer Hypertrophie, zu falschen 

Ergebnissen führen können. Ratiometrische Farbstoffe wie Indo-1 AM werden nicht 

durch diese Faktoren beeinflusst, zeigten aber in Vorexperimenten andere Nachteile bei 

der Messung von Koffeinstößen. Dabei kam es nach der Applikation von Koffein und der 

folgenden Ca2+-Freisetzung aus dem SR unter Indo-1 AM häufig zur Ausbildung eines 

Plateaus auf Höhe der maximalen Ca2+-Konzentration, was die Bestimmung der T50 un-

möglich machte. Dieses Phänomen beruht wahrscheinlich auf einer Fluoreszenzlö-

schung durch direkte Interaktion von Indo-1 AM und Koffein (O’Neill et al. 1990). In der 

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass keine Unterschiede der Zellgröße vor-

liegen (siehe Kapitel 4.1, Seite 41). In weiteren Experimenten zeigte sich, dass das OE- 

und das KO-Mausmodell echokardiographisch keine Zeichen einer Herzhypertrophie, 

keine Unterschiede in der Zellkapazität, sowie der Zellgröße aufwiesen und die Koffein-

induzierten Ca2+-Amplitude im KO und WTKO bei Verwendung von Indo-1 AM identisch 

war (Jordan et al. 2010; Pott et al. 2012, Bögeholz et al. 2015). Auch andere Arbeits-

gruppen verwendeten zur Bestimmung des SR Ca2+-Gehalts Einkanalfarbstoffe wie 

Fluo-3 AM (Neef et al. 2010; Voigt et al. 2012). Daher wurde mit Hilfe von Fluo-4 AM bei 

identischer Beladungszeit der isolierten Myozyten die Ca2+-Beladung des SR auch zwi-

schen verschiedenen Zellen verglichen.  
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4.2.2 Ergebnisse zur Bestimmung der NCX1-Aktivität 

Zur besseren Visualisierung der T50 wurden die Koffein-induzierten Ca2+-Amplituden auf 

die Amplitude der jeweiligen basalen Wildtyp Messung normalisiert (Abb. 10). Der OE 

zeigte, wie bereits von unserer Arbeitsgruppe vorbeschrieben (Pott et al. 2012), eine 

akzelerierte Abfallkinetik der Koffein-induzierten Ca2+-Amplitude im Vergleich zum WTOE 

(T50 Basal; WTOE: 2,01±0,12 s, n=42; OE: 1,23±0,20 s, n=37; p=0,0013 WTOE vs. OE). 

Vice versa ist die T50 des KO gegenüber dem WTKO verlangsamt (T50 Basal; WTKO: 

2,08±0,16 s, n=24; KO: 3,26±0,20 s, n=26; p<0,0001 WTKO vs. KO). 

 

Abb. 10: Einfluss von SEA0400 auf die NCX1-Aktivität. a und b Repräsentative Darstellung 

von Koffein-induzierten Fluo-4 AM F/F0 Ca2+-Transienten in Ab- und Anwesenheit von 1 µM 

SEA0400 im OE, KO und deren korrespondierenden Wildtypen. Die Transienten wurden je-

weils auf den basalen Koffeinstoß des entsprechenden Wildtyps normalisiert. c Quantifizie-

rung der T50 in Ab- und Anwesenheit von 1 µM SEA0400.  

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal; ✝=p<0.05 OE/KO vs. WTOE/KO 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

 

A        B 

C Abb. 10:  Einfluss von SEA0400 auf die 
NCX1-Aktivität 
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Zusätzlich zu den basalen Koffeinstoß-Experimenten wurden Messungen mit Zusatz von 

1 µM SEA0400 durchgeführt. SEA0400 reduzierte die NCX1-Aktivität signifikant in allen 

Genotypen (T50 unter 1 µM SEA0400; WTOE: 4,07±0,37 s, n=25, p<0,0001 vs. Basal; 

OE: 2,89±0,42 s, n=21, p=0,0002 vs. Basal; WTKO: 4,31±0,43 s, n=24, p<0,0001 vs. 

Basal; KO: 5,79±0,39 s, n=24, p<0,0001 vs. Basal). Der intergenotypische Unterschied 

der T50 unter SEA0400 deckt sich mit den Befunden der basalen Koffeinstoß-Experi-

mente und ist sowohl im Vergleich von OE und WTOE (p=0,0386), als auch zwischen KO 

und WTKO (p=0,0155) signifikant. Die relative NCX1-Inhibition von SEA0400 fiel am 

stärksten im OE- und am schwächsten im KO-Mausmodell aus (OE: +134%; WTOE: 

+102%; WTKO: +108%; KO: +78%). 

 

4.2.3 Ergebnisse zur Bestimmung der SR Ca2+-Beladung  

Die Messung der SR Ca2+-Beladung anhand der Amplitude des Koffein-induzierten Ca2+-

Transienten (Abb. 11) erbrachte unter basalen experimentellen Bedingungen keinen Un-

terschied zwischen den Genotypen (Fluo-4 AM F/F0 des Koffein-induzierten Ca2+-Tran-

sienten Basal; WTOE: 3,47±0,13, n=42; OE: 3,60±0,11, n=37; p=0,4633 WTOE vs. OE 

und WTKO: 3,43±0,17, n=24; KO: 3,74±0,12, n=26; p=0,1451 WTKO vs. KO). Die durch 

die Fluo-4 AM Fluoreszenz dargestellte identische SR Ca2+-Beladung zwischen den Ge-

notypen unter basalen Bedingungen ist konsistent mit Vorbefunden zu der mit Indo-1 

AM dargestellten SR Ca2+-Beladung im KO (Bögeholz et al. 2015). 

In Gegenwart von 1 µM SEA0400 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der SR Ca2+-Be-

ladung in allen Genotypen (Fluo-4 AM F/F0 des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten mit 

1 µM SEA0400; WTOE: 4,37±0,16, n=25, p<0,0001 vs. Basal; OE: 4,62±0,16, n=21, 

p<0,0001 vs. Basal; WTKO: 4,61±0,16, n=24, p<0,0001 vs. Basal; KO: 4,76±0,14, n=24; 

p<0,0001 vs. Basal). Es bestand kein Unterschied der SR Ca2+-Beladung zwischen OE 

und WTOE (p=0,2739) sowie zwischen KO und WTKO (p=0,4717). Somit führte SEA0400 

zu einem ähnlich ausgeprägten Anstieg der Beladung des SR in allen Genotypen. 



 
 

46 
 

 

 

4.3 Bestimmung der Kalzitropie in Ab- und Anwesenheit von SEA0400 

4.3.1 Protokoll zur Bestimmung der Kalzitropie 

Im Folgenden wurde das systolische Ca2+-Level in allen vier Genotypen in Ab- und An-

wesenheit von SEA0400 in Form einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve bestimmt. Dazu 

wurden isolierte Kardiomyozyten mit Indo-1 AM beladen und mit einer Frequenz von 1 
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Abb. 11: Einfluss von SEA0400 auf die SR Ca2+-Beladung. a und b Repräsentative Dar-

stellung von Koffein-induzierten Fluo-4 AM F/F0 Ca2+-Transienten in Ab- und Anwesenheit 

von 1 µM SEA0400 im OE, KO und deren korrespondierenden Wildtypen. c Quantifizierung 

der SR Ca2+-Beladung in Ab- und Anwesenheit von 1 µM SEA0400. 

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal 

Abb. 11:  Einfluss von SEA0400 auf die SR 
Ca2+-Beladung 
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Hz feldstimuliert, bis das diastolische und das systolische Ca2+-Level einen Steady State 

erreichte. Zellen, die keinen Steady State erreichten, bzw. stark schwankende Ca2+-

Transienten zeigten, wurden außer Betracht gelassen, da davon ausgegangen werden 

muss, dass bei nicht balancierter Ca2+-Dynamik keine physiologische Ca2+-Homöostase 

vorliegt, was möglicherweise auf Zellschäden durch die enzymatische Isolation zurück-

zuführen wäre. Gleiches galt für Zellen, die vor Beginn der Messung spontane Ca2+-

Freisetzungen aufwiesen. Generell wurde bei der Auswahl der Zellen darauf geachtet, 

dass die Gütekriterien erfüllt waren (siehe Kapitel 3.4.2, Seite 35). Die Zellen waren fest 

auf dem Deckglas fixiert, um dem laminaren Strom der schnellen Perfusion zu widerste-

hen. Sobald sich mehr als eine Zelle im Fluoreszenz-Fokus befand, wurde das Experi-

ment abgebrochen, da unter diesen Bedingungen keine Aussage über die einzelne Zelle 

getroffen werden kann. Die Gütekriterien waren bei sämtlichen in dieser Arbeit durchge-

führten Experimente zwischen den Genotypen nicht unterschiedlich und wurden vor und 

nach jeder Messung überprüft.  

Durch ein standardisiertes Protokoll wurde die Wirkung von SEA0400 auf die Kalzitropie 

untersucht. Das Pharmakon wurde mit Hilfe der schnellen Perfusion eingebracht. Bei 

einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz wurden pro Zelle die Ca2+-Level unter basalen Be-

dingungen, sowie unter 0,3 µM, 1 µM und 3 µM SEA0400 für je 4 Minuten aufgezeichnet 

und ausgewertet. Im Anschluss an die 1 Hz Stimulation erfolgte während jeder Konzent-

rationsstufe die Applikation von 20 Feldstimuli mit einer Frequenz von 0,125 Hz, während 

derer die Proarrhythmie evaluiert wurde (siehe Kapitel 4.4, Seite 50). Die systolische 

Kalzitropie bzw. der gemessene Ca2+-Transient wurde als Quotient aus der Ca2+-gebun-

denen und der Ca2+-ungebundenen Indo-1-Konformation gebildet und entweder als ab-

solute oder als relative zytosolische Ca2+-Konzentrationsänderung in Bezug zur basalen 

Ca2+-Konzentration der jeweiligen Zelle angegeben. Die Kalzitropie ist nicht mit der Inot-

ropie gleichzusetzen, da keine Aussagen zur Kontraktionskraft erhoben werden. Sie ist 

jedoch neben der Ca2+-Sensitivierung und -Desensitivierung ein Modulator der Inotropie 

(zur Übersicht siehe (Klinke et al. 2005)).  

 

4.3.2 Ergebnisse zur Bestimmung der Kalzitropie  

Bei einer Konzentration von 3 µM zeigten die Kardiomyozyten eine vermehrte Hyper-

kontraktilität mit Zelltod, weswegen diese Konzentration nicht in die Auswertung des sys-

tolischen Ca2+-Levels einging.  
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Unter basalen Bedingungen stellte sich im OE ein signifikant größerer Ca2+-Transient als 

im WTOE dar (systolische Kalzitropie Basal; WTOE: 0,086±0,008, n=27; OE: 0,134±0,012, 
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Abb. 12: Einfluss von SEA0400 auf die systolische Kalzitropie I. Repräsentative Darstel-

lung der Indo-1 AM Fluoreszenz bei 1 Hz Feldstimulation unter basalen Bedingungen und 1 

µM SEA0400 in a OE, b KO und deren korrespondierenden Wildtypen.  

Abb. 12:  Einfluss von SEA0400 auf die 
systolische Kalzitropie I 
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n=27; p=0,0012 WTOE vs. OE). Dieser Befund divergiert von Vorbefunden unserer Ar-

beitsgruppe, in denen eine identische Kalzitropie zwischen OE und WTOE gezeigt wurde 

(Pott et al. 2012). Im KO und WTKO bestand kein Unterschied in der gemessenen Ca2+-

Amplitude (systolische Kalzitropie Basal; WTKO: 0,317±0,019, n=19; KO: 0,339±0,027, 

n=19; p=0,5103 WTKO vs. KO) (Abb. 12).  

 

Die systolische Kalzitropie erhöhte sich unter SEA0400 konzentrationsabhängig im 

WTOE, KO und WTKO (relativer Anstieg der systolischen Kalzitropie unter SEA0400 in % 

vs. Basal; 0,3 µM: WTOE: 117±4, n=27, p=0,0003 vs. Basal; WTKO: 121±2, n=18, 

p<0,0001 vs. Basal; KO: 120±3, n=19, p<0,0001 vs. Basal; 1 µM: WTOE: 138±5, n=23, 

p<0,0001 vs. Basal; WTKO: 126±6, n=16, p=0,0005 vs. Basal; KO: 141±13, n=9, 
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Abb. 13: Einfluss von SEA0400 auf die systolische Kalzitropie II. Quantifizierung des 

relativen Anstiegs der systolischen Kalzitropie unter Einfluss von 0,3 µM und 1 µM SEA0400 

im Vergleich zur Abwesenheit von SEA0400 in a OE, b KO und deren korrespondierenden 

Wildtypen.  

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal; ✝=p<0.05 OE vs. WTOE 
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 Abb. 13:
 Einflus
s von SEA0400 
auf die 
systolische 
Kalzitropie II 
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p=0,0134 vs. Basal), nicht jedoch im OE (relativer Anstieg der systolischen Kalzitropie 

unter SEA0400 in % vs. Basal; 0,3 µM: OE: 106±4, n=27, p=0,0904 vs. Basal; 1 µM: OE: 

99±5, n=23, p=0,7969 vs. Basal) (Abb. 13). Der relative Anstieg des Ca2+-Transienten 

war zwischen KO und korrespondierendem WTKO bei 0,3 µM (p=0,7874) und 1 µM 

SEA0400 nicht unterschiedlich (p=0,2639). Im Vergleich von OE und WTOE zeigte sich 

jedoch bei 0,3 µM (p=0,0485) und 1 µM SEA0400 (p<0,0001) ein deutlicher Unterschied, 

da eine positive Kalzitropie nur im WTOE zu beobachten war.  

 

4.4 Bestimmung der Proarrhythmie in Ab- und Anwesenheit von SEA0400 

4.4.1 Protokoll zur Bestimmung der Proarrhythmie  

Die Ca2+-Epifluoreszenz-Messung ermöglicht die Aufzeichnung von spontanen Ca2+-

Freisetzungen (sCR), welche durch vorzeitige Kontraktionen entstehen und somit ein 

Maß für die zelluläre Arrhythmie darstellen. Zum Erfassung möglicher anti- oder 

proarrhythmische Eigenschaften von SEA0400 wurden isolierte Kardiomyozyten einem 

Protokoll mit abrupten Wechseln der Stimulationsfrequenz unterzogen, um spontane 

Ca2+-Freisetzungen zu provozieren. Eine spontane Ca2+-Freisetzung wurde als jeder 

nicht feldstimulierte Aufstrich der Ca2+-Konzentration über das diastolische Ca2+-Level 

definiert. Pro Zelle wurde das Protokoll jeweils unter basalen Bedingungen und anschlie-

ßend in Gegenwart von 0,3 µM, 1 µM und 3 µM SEA0400 wiederholt. Die Messung 

wurde mit dem Ca2+-sensitiven Farbstoff Indo-1 AM durchgeführt. Jede Zelle wurde je-

weils 4 min mit 1 Hz feldstimuliert, gefolgt von 20 Feldstimuli mit 0,125 Hz. Die Auswer-

tung von spontanen Ca2+-Freisetzungen erfolgte während der Stimulation mit 0,125 Hz. 

Die spontanen Ca2+-Freisetzungen wurden für jede experimentelle Bedingungen über 

das Protokoll ausgezählt und auf sämtliche gemessenen Zellen eines Genotyps gemittelt 

(sCRs/Zelle). Unter 3 µM SEA0400 traten zunehmend anhaltende Hyperkontraktionen 

mit Zelltod auf, die keine verlässliche Auswertung spontaner Ca2+-Freisetzungen erlaub-

ten. 

 

4.4.2 Ergebnisse zur Bestimmung der Proarrhythmie  

In Abwesenheit von SEA0400 traten im OE signifikant mehr spontane Ca2+-Freisetzun-

gen auf als im WTOE (sCRs/Zelle Basal; WTOE: 0,1±0,1, n=27; OE: 12,5±3,8, n=27; 

p=0,0020 WTOE vs. OE) (Abb. 14).  
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Der KO zeigte tendenziell, nicht jedoch signifikant weniger spontane Ca2+-Freisetzungen 

als der WTKO (sCRs/Zelle Basal; WTKO: 1,3±1,0, n=19; KO: 0,2±0,2, n=19; p=0,2867 

WTKO vs. KO) (Abb. 15). 

A 

 

A 

B Abb. 14: Einfluss von SEA0400 

auf die sCRs/Zelle in OE. a Re-

präsentative Darstellung von Indo-

1 AM Ca2+-Transienten in Ab- und 

Anwesenheit von 1 µM SEA0400 

im OE während Stimulation mit 

0,125 Hz. Pfeile markieren spon-

tane, „stim“ feldstimulierte Tran-

sienten. b Quantifizierung der Häu-

figkeit von sCRs/Zelle in Ab- und 

Anwesenheit von 1 µM SEA0400.  

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal 

✝=p<0.05 KO vs. WTKO 

Abb. 14:  Einfluss von SEA0400 auf 
die sCRs/Zelle im OE 
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Die Fraktion der Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen war im OE signifikant erhöht 

und im KO tendenziell, aber nicht signifikant verringert (Fraktion der Zellen mit sCRs 

Basal; WTOE: 7%, n=27; OE: 63%, n=27; p<0,001 WTOE vs. OE; WTKO: 21%, n=19; KO: 

5%, n=19; p=0,34 WTKO vs. KO) (Abb. 16). Diese Befunde sind konsistent mit Vorarbei-

ten unserer Arbeitsgruppe (Pott et al. 2012, Bögeholz et al. 2015).  
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Abb. 15: Einfluss von SEA0400 

auf die sCRs/Zelle in KO. a Re-

präsentative Darstellung von Indo-

1 AM Ca2+-Transienten in Ab- und 

Anwesenheit von 1 µM SEA0400 

im KO während Stimulation mit 

0,125 Hz. Pfeile markieren spon-

tane, „stim“ feldstimulierte Tran-

sienten. b Quantifizierung der 

Häufigkeit von sCRs/Zelle in Ab- 

und Anwesenheit von 1 µM 

SEA0400.  

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal  

Abb. 15:  Einfluss von SEA0400 auf 
die sCRs/Zelle im KO 
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1 µM SEA0400 führte zu einer Reduktion der spontanen Ca2+-Freisetzungen im OE 

(sCRs/Zelle; 0,3 µM: OE: 8,3±2,0, n=27, p=0,2488 vs. Basal; 1 µM: OE: 3,7±1,0, n=23, 

p=0,0165 vs. Basal). Im WTOE zeigte sich hingegen eine Zunahme der spontanen Ca2+-

Freisetzungen (sCRs/Zelle; 0,3 µM: WTOE: 0,7±0,4, n=27, p=0,1612 vs. Basal; 1 µM: 

WTOE: 2,4±0,8, n=22, p=0,0123 vs. Basal) (Abb. 14). Im Vergleich zwischen den Geno-

typen stellten sich im OE unter 0,3 µM SEA0400 noch signifikant mehr spontane Ca2+-

Freisetzungen als im WTOE dar (p=0,0003), während unter 1 µM SEA0400 kein Unter-

schied zwischen den Genotypen observiert wurde (p=0,3346).  

Im KO und im korrespondierenden WTKO zeigte sich ebenfalls eine signifikante Zunahme 

der Ca2+-Freisetzungen durch SEA0400 (sCRs/Zelle; 0,3 µM: WTKO: 3,4±1,2, n=18, 

p=0,0118 vs. Basal; KO: 6,1±1,9, n=19, p=0,0077 vs. Basal; 1 µM: WTKO: 8,8±1,9, n=17, 

p=0,0003 vs. Basal; KO: 5,5±2,2, n=8, p=0,0418 vs. Basal) (Abb. 15). Keine Differenz 

bestand zwischen KO und dessen korrespondierendem WTKO bei 0,3 µM (p=0,2486) 

und 1 µM SEA0400 (p=0,3057).  

Die Fraktion derjenigen Zellen, die spontane Ca2+-Freisetzungen aufwiesen, stieg im 

WTOE, WTKO und KO unter Applikation von SEA signifikant an (Fraktion der Zellen mit 

sCRs unter SEA0400; 0,3 µM: WTOE: 19%, n=27, p=0,420 vs. Basal; WTKO: 44%, n=18, 

p=0,170 vs. Basal; KO: 63%, n=19, p<0,001 vs. Basal; 1 µM: WTOE: 41%, n=22, p=0,007 

vs. Basal; WTKO: 71%, n=17, p=0,006 vs. Basal; KO: 88%, n=8, p<0,001 vs. Basal) (Abb. 

16). Im OE blieb der Anteil der Zellen, die spontane Ca2+-Freisetzungen zeigten unver-

ändert (Fraktion der Zellen mit sCRs unter SEA0400; 0,3 µM: OE: 78%, n=27, p=0,372 

vs. Basal; 1 µM: OE: 61%, n=23, p=1,000 vs. Basal). 

Besonders drastisch fiel der proarrhythmische Effekt von 1 µM SEA0400 im KO aus. Die 

Häufigkeit von spontanen Ca2+-Freisetzungen pro Zelle (26,1-fach) und die Fraktion der 

Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen (16,6-fach) stiegen deutlich stärker an als im 

WTOE (16,3-fach und 5,5-fach) und im WTKO (6,7-fach und 3,4-fach). 
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Die Applikation von SEA0400 führte insbesondere bei höheren Dosen in einigen Zellen 

zu Hyperkontraktionen mit anschließendem videooptisch beobachtetem Zelltod. Nach 

einem Ca2+-Aufstrich in der Indo-1 AM Fluoreszenz, im Sinne eines feldstimulierten Ca2+-

Transienten oder einer spontanen Ca2+-Freisetzung, kam es dabei nicht zum Absinken 

der Ca2+-Konzentration auf das diastolische Niveau, sondern zu erneuten Ca2+-Konzent-

rationserhöhungen mit einer Oszillationsfigur (Abb. 17). Dieses Phänomen wurde be-

sonders häufig im KO beobachtet (Auftreten von anhaltenden Ca2+-Hyperkontraktionen 

mit Zelltod unter SEA0400 in % der Zellen: 1 µM: WTOE: 15%, n=27; OE: 15%, n=27; 

WTKO: 11%, n=19; KO: 56%, n=18; 3 µM: WTOE: 37%, n=27; OE: 26%, n=27; WTKO: 

53%, n=17; KO: 89%, n=18). Das Vorkommen von Zellen mit anhaltenden Hyperkon-

traktionen und Zelltod war zwischen OE und WTOE weder bei 1 µM (p=1,000) noch bei 3 
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Abb. 16: Einfluss von SEA0400 

auf die Fraktion der Zellen mit 

sCRs. Quantifizierung der Frak-

tion der Zellen mit sCRs in Ab- und 

Anwesenheit von 1 µM SEA0400 

in a OE, b KO und deren korres-

pondierenden Wildtypen. 

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal 

✝=p<0.05 OE vs. WTOE 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

B 

Abb. 16: Einfluss 
von SEA0400 auf 
die Fraktion der 
Zellen mit sCRs 
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µM SEA0400 (p=0,559) signifikant unterschiedlich, jedoch im KO gegenüber dem WTKO 

signifikant erhöht (1 µM SEA0400: p=0,005; 3 µM SEA0400: p=0,027).  

 

In den Koffeinstoß-Experimenten (siehe Kapitel 4.2, Seite 42) wurde in einigen Zellen 

das Auftreten von einem oder multiplen Wiederaufstrichen im abfallenden Schenkel der 

Koffein-induzierten Ca2+-Amplitude beobachtet (Abb. 18). Diese Oszillationen traten be-

sonders häufig und ausgeprägt im OE auf. Während keine einzige Oszillation im KO 

beobachtet wurde, stellten sich diese auch in einigen Zellen des WTOE und WTKO dar. 

Hier wurde jedoch im Gegensatz zum OE zumeist nur ein singulärer, wesentlich kleinerer 

Wiederaufstrich der Fluo-4 AM Fluoreszenz beobachtet (Auftreten von Oszillationen im 

abfallenden Schenkel des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten in % der Zellen Basal: 

Abb. 17: SEA0400 und Ca2+-

Hyperkontraktionen. a Reprä-

sentatives Indo-1 AM Ca2+-Tra-

cing mit einer beginnenden Ca2+-

Hyperkontraktion im KO unter 3 

µM SEA0400. b Quantifizierung 

der Fraktion der Zellen, welche 

unter 3 µM SEA0400 Ca2+-Hy-

perkontraktionen aufwiesen.  

✝=p<0.05 KO vs. WTKO 
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Abb. 17: SEA0400 und Ca2+-Hy-
perkontraktionen 
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WTOE: 14%, n=42; OE: 65%, n=37; p<0,001 WTOE vs. OE; WTKO: 13%, n=24; KO: 0%, 

n=26; p=0,103 WTKO vs. KO). Unter 1 µM SEA0400 sank die Fraktion der Zellen mit 

Oszillationen im OE auf 33% (p=0,029). In den beiden Wildtypen und im KO wurde das 

Auftreten von Oszillationen durch 1 µM SEA0400 nicht signifikant beeinflusst (WTOE: 

24%, n=25, p=0,341 vs. Basal; WTKO: 0%, n=24, p=0,234 vs. Basal; KO: 4%, n=24, 

p=0,480 vs. Basal). 

 

 

 

  

Abb. 18: Koffein-induzierte Ca2+-Transienten und Oszillationen. a Repräsentative Fluo-

4 AM F/F0 Koffein-induzierte Ca2+-Transienten mit Oszillationen während der NCX1-getrage-

nen Abfallkinetik der Ca2+-Konzentration im OE unter basalen Bedingungen und ohne Oszil-

lationen in Gegenwart von 1 µM SEA0400. b Quantifizierung der Fraktion der Zellen im OE, 

die Wiederaufstriche zeigten, in Ab- und Anwesenheit von 1 µM SEA0400.  

*=p<0.05 SEA0400 vs. Basal 
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B Abb. 18:  Koffein-indu-
zierte Ca2+-Transienten 
und Oszillationen 
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5. Diskussion  

In dieser Arbeit wurden die Effekte von SEA0400 auf die Kalzitropie und die Arrhyth-

mogenese in Abhängigkeit zur NCX1-Expression untersucht. NCX1 gilt als vielverspre-

chendes therapeutisches Ziel in der pharmakologischen Behandlung von Herzrhythmus-

störungen. Da Veränderungen der NCX1-Expression bei Herzinsuffizienz- und Vorhof-

flimmer-Patienten bekannt sind, sind diese Beobachtungen von unmittelbarer Relevanz 

für einen möglichen zukünftigen Einsatz von NCX1-Antagonisten in der Behandlung von 

Herzrhythmusstörungen.  

 

5.1 Der Einfluss von SEA0400 auf die NCX1-Aktivität in Gegenwart erhöhter 

und erniedrigter NCX1-Expression 

Die Beantwortung der Frage, ob SEA0400 tatsächlich einen hemmenden Effekt auf die 

NCX1-Aktivität hat, und wenn ja, ob dieser in allen Genotypen zu beobachten ist, ist eine 

Grundvoraussetzung für die Interpretation der in der vorliegenden Arbeit ebenfalls un-

tersuchten Effekte von SEA0400 auf die Arrhythmogenese und die Kalzitropie.  

Die unter basalen Bedingungen gesteigerte bzw. verminderte NCX1-Aktivität im OE (Ad-

achi-Akahane et al. 1997; Reuter et al. 2004; Roos et al. 2007; Pott et al. 2012) und KO 

(Jordan et al. 2010, Bögeholz et al. 2015) konnte durch die entsprechend akzelerierte 

bzw. prolongierte Abfallkinetik des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten in der vorliegen-

den Arbeit bestätigt werden (siehe Abb. 10, Seite 44). Ebenfalls wurde der NCX1-inhibi-

torische Effekt von SEA0400 auf den NCX1-Forward-Mode (Tanaka et al. 2002; Birinyi 

et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013) durch Applikation von 1 µM in 

Koffeinstoß-Experimenten bestätigt. Erstmals beschreibt die vorliegende Arbeit somit, 

dass der hemmende Effekt von SEA0400 sowohl bei erhöhter NCX1-Expression im OE, 

als auch bei erniedrigter NCX1-Expression im KO zu beobachten war. Diese Befunde 

sind von Relevanz, da Herzrhythmusstörungen z.B. bei Herzinsuffizienz- oder Vorhof-

flimmer-Patienten mit einer veränderten NCX1-Expression vergesellschaftet sind. Die in 

dieser Arbeit erhobenen Daten legen somit nahe, dass SEA0400 seine inhibitorische 

Wirkung auf den NCX1-Forward-Mode – und damit eine potentiell therapeutische Wir-

kung – auch bei veränderter NCX1-Expression entfaltet.  

Wie auch unter basalen Bedingungen zeigte sich in Gegenwart von SEA0400 im OE 

eine trotz Hemmung verbleibende stärkere NCX1-Forward-Mode-Aktivität als im korres-
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pondierenden WTOE. Genauso war die Aktivität im KO im Vergleich zu dessen korres-

pondierenden WTKO auch unter SEA0400 geringer. Somit scheint SEA0400 zwar in 

sämtlichen Genotypen die NCX1-Forward-Mode-Aktivität herabzusetzen, die genoty-

pisch festgelegten Unterschiede in der NCX1-Aktivität aber nicht aufzuheben (siehe Abb. 

10, Seite 44). Dennoch fiel die relative NCX1-Inhibition von SEA0400 am stärksten im 

OE- und am schwächsten im KO-Mausmodell aus (siehe 4.2.2, Seite 44). Einige Arbeits-

gruppen konnten zeigen, dass SEA0400 NCX1 vornehmlich im Na+-abhängigen I1-Inak-

tivierungsstatus inhibiert (Iwamoto et al. 2004b) und dass die NCX1-inhibitorische Po-

tenz von SEA0400 gleichsinnig mit der zytosolischen Na+-Konzentration steigt (Lee et 

al. 2004). Während der NCX1-vermittelten Ca2+-Extrusion wird ein Ca2+-Ion nach extra- 

und drei Na+-Ionen nach intrazellulär transportiert. Unter dieser Annahme ist es also 

denkbar, dass bei erhöhter NCX1-Expression eine gesteigerte zytosolische oder sub-

membranöse Na+-Akkumulation resultiert, durch die NCX1 eher in den I1-Inaktivierungs-

status versetzt wird. Demzufolge könnte die NCX1-inhibitorische Potenz von SEA0400 

bei erhöhter NCX1-Expression, wie beobachtet, steigen und vice versa bei verminderter 

NCX1-Expression sinken. Zur Überprüfung dieser Hypothese sind weitere Studien nötig, 

die den Einfluss veränderter NCX1-Aktivität auf die zytosolische Na+-Konzentration mit 

Hilfe von Na+-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoffen prüfen.  

 

5.2 Der Einfluss von SEA0400 auf die SR Ca2+-Beladung in Gegenwart erhöh-

ter und erniedrigter NCX1-Expression 

Eine der wichtigsten Determinanten der Amplitude des systolischen Ca2+-Transienten 

und damit der Inotropie ist die Ca2+-Beladung des SR (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). 

Zur Interpretation der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Effekte von SEA0400 auf 

den systolischen Ca2+-Transienten ist es essentiell die Wirkung von SEA0400 auf den 

Füllungsgrad des SR zu bestimmen. Die Erhebung der SR Ca2+-Beladung erfolgte eben-

falls in Koffeinstoß-Experimenten mit Hilfe des Einkanalfarbstoffes Fluo-4 AM, wobei die 

Amplitude des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten als Maß für die Beladung des SR 

verwendet wurde. Wie bereits erwähnt, wurde Fluo-4 AM unter den gegebenen, zwi-

schen den Genotypen identischen experimentellen Bedingungen verwendet (siehe Ka-

pitel 4.2.1, Seite 42). Zur methodischen Validierung der Versuchsreihe wurde die Zell-

größe ventrikulärer Myozyten planimetrisch vermessen, wobei sich keine Unterschiede 

zwischen den Genotypen zeigten (siehe Abb. 9, Seite 41). Weiterhin konnte in Vorarbei-

ten (Pott et al. 2012, Bögeholz et al. 2015) keine Hinweise auf eine zelluläre Hypertrophie 
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gezeigt werden. Unter diesen Bedingungen ist der Direktvergleich der Transientenam-

plituden auch unter Verwendung eines nicht-ratiometrischen Farbstoffes zwischen ver-

schiedenen Zellen möglich, da Unterschiede aufgrund der Zellgröße unwahrscheinlich 

erscheinen. 

Unter basalen Bedingungen stellte sich im OE und KO, sowie deren korrespondierenden 

Wildtypen kein Unterschied in der SR Ca2+-Beladung dar. Diese Befunde stimmen mit 

Vorarbeiten an den KO und OE Modellen überein (Pott et al. 2012, Bögeholz et al. 2015). 

In allen Genotypen stieg die SR Ca2+-Beladung bei Applikation von 1 µM SEA0400 in 

gleichem Maße an (siehe Abb. 11, Seite 46).  

Durch die Betrachtung der SR Ca2+-Beladung unter basalen Bedingungen und 

SEA0400-Applikation wird der Unterschied zwischen einer chronischen und einer akuten 

NCX1-Modifikation deutlich. Die chronische Veränderung der NCX1-Expression durch 

genetische Manipulation führt zu einer Anpassung der Ca2+-Aufnahme über den L-Typ-

Ca2+-Einstrom (ICa). Die Aktivität von Ica ist im OE-Modell erhöht, um einen Ca2+-Verlust 

durch die vermehrt NCX1-getragene Ca2+-Extrusion auszugleichen (Pott et al. 2007a; 

Pott et al. 2012). Umgekehrt ist die ICa-Aktivität im KO verringert, um eine Ca2+-Überla-

dung durch die verminderte Ca2+-Extrusion auszugleichen (Pott et al. 2007b, Bögeholz 

et al. 2015). In den genetischen NCX1 OE- und KO-Modellen wird somit mittelfristig eine 

Ca2+-Überladung oder -Depletion des SR vermieden. Demgegenüber scheint die, in die-

ser Arbeit untersuchte, akute Inhibition des NCX1-Forward-Mode durch SEA0400 einen 

Anstieg der SR Ca2+-Beladung hervorzurufen. Offensichtlich ist unter diesen Bedingun-

gen der transmembranöse Ca2+-Influx größer als der Ca2+-Efflux, was zu einer vermehr-

ten Ca2+-Wiederaufnahme durch die SERCA führen könnte und so die gesteigerte SR 

Ca2+-Beladung erklärt.  

Eine weitere Implikation dieses Befundes ist, dass die Relevanz der NCX1-Forward-

Mode-Inhibition auf den Ca2+-Haushalt unter den gegebenen Bedingungen größer zu 

sein scheint, als die des NCX1-Reverse-Mode, der – wenn durch SEA0400 gehemmt – 

einer Ca2+-Akkumulation entgegenwirken würde. Andere Arbeitsgruppen konnten 

ebenso eine Erhöhung der SR Ca2+-Beladung durch SEA0400 zeigen, wobei dieser Ef-

fekt interessanterweise nicht in einem murinen Herzinsuffizienzmodel zum Tragen kam 

(Ozdemir et al. 2008). Als Grund wurde in diesem Fall das durch gesteigerte RyR2-

Phosphorylierung bedingte Ca2+-Leck und eine verminderte Aufnahmekapazität des SR 

für Ca2+ angeführt. Auch der OE weist eine erhöhte Expression von RyR2 und phospho-

ryliertem RyR2 auf (Pott et al. 2012). Es wäre demnach denkbar, dass das SR einer 
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gesteigerten Ca2+-Dynamik unterliegt und weniger effektiv mit Ca2+ beladen werden 

kann. Jedoch bieten dafür weder die basalen noch die Koffeinstoß-Experimente mit Zu-

gabe von SEA0400 in der vorliegenden Arbeit einen Anhaltspunkt. 

 

5.3 Der Einfluss von SEA0400 auf die Amplitude des systolischen Ca2+-Tran-

sienten in Gegenwart erhöhter und erniedrigter NCX1-Expression 

Um den Effekt von SEA0400 auf die myokardiale Inotropie zu untersuchen, wurden Ca2+-

Transienten mit Hilfe des Ca2+-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoffes Indo-1 AM aufge-

zeichnet. Die Amplitude des systolischen Ca2+-Transienten ist ein indirekter Parameter 

für die Inotropie. Es konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme der Amplitude des Ca2+-

Transienten auch die Kontraktilität von Herzmuskelzellen zunimmt (zur Übersicht siehe 

(Blaustein and Lederer 1999; Klinke et al. 2005)). 

a) Zunahme der Amplitude des systolischen Ca2+-Transienten durch SEA0400 in 

Wildtyp- und KO-Zellen 

SEA0400 führte in Zellen beider Wildtyp-Populationen und in KO-Zellen zu einer gestei-

gerten Amplitude des systolischen Ca2+-Transienten (siehe Abb. 12, Seite 48 und Abb. 

13, Seite 49). Diese Befunde lassen sich durch die erhöhte SR Ca2+-Beladung im WTOE, 

KO und WTKO und einer damit gesteigerten Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung erklären 

(siehe Abb. 11, Seite 46).  

SEA0400 besitzt über die Inhibition des NCX1-Forward-Mode eine Digitalis ähnliche Wir-

kung. Digitalis-Glykoside wirken allerdings über eine Hemmung der Na+/K+-ATPase, die 

zu einer zytosolischen Na+-Akkumulation führt und damit den NCX1-Forward-Mode in-

hibiert (Allen et al. 1971). Hierdurch kommt es zu einer verminderten Ca2+-Extrusion und 

einer vermehrten Ca2+-Beladung des SR. Diese Mechanismen sind für die Wirkung von 

Digitalis-Glykosiden experimentell nachvollzogen worden (Vemuri et al. 1989; Reuter et 

al. 2002b; Altamirano et al. 2006), wenn auch weiterhin NCX1-Unabhängige Mechanis-

men diskutiert werden (Besch and Watanabe 1978; McGarry et al. 1995; Santana et al. 

1998; Sagawa et al. 2002; Nishio et al. 2002; Liu et al. 2010). 

Die vorliegende Arbeit legt somit nahe, dass bei normaler NCX1-Expression, sowie im 

KO mit verminderter NCX1-Expression mit einem positiv inotropen Effekt zu rechnen ist. 

Vorangehende Studien mit positiv inotropem Effekt (Tanaka et al. 2005; Farkas et al. 

2008; Ozdemir et al. 2008) stehen Ergebnisse mit neutralem Einfluss gegenüber (Nagy 

et al. 2004; Tanaka et al. 2007; Farkas et al. 2008; Bourgonje et al. 2013) (siehe 1.5.4, 
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Seite 19). Diese Diskrepanzen sind durch eine Vielzahl von Faktoren erklärbar, die 

hauptsächlich aus verschiedenen Versuchsaufbauten resultieren. Die Studien verwen-

den unterschiedliche Tiermodelle und Protokolle. Es wurden je nach Arbeit Ganzherz-

Experimente mit Hilfe eines Langendorff-Setups (Farkas et al. 2008), Einzelzell-Experi-

mente (Nagy et al. 2004; Tanaka et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013) 

oder Untersuchungen an Herzmuskelfasern durchgeführt (Tanaka et al. 2007), die je-

weils verschiedene Parameter beurteilten. Zudem ist in Abhängigkeit zur Spezies der 

Anteil von NCX1 an der Ca2+-Elimination unterschiedlich ausgeprägt. In ventrikulären 

Kaninchen-Kardiomyozyten wird die Ca2+-Elimination zu 70% von SERCA und zu 28% 

von NCX1 getragen, während die mitochondriale Ca2+-ATPase und die Plasmamemb-

ran-Ca2+-ATPase nur einen geringen Anteil beitragen (Bers et al. 1996). Ähnliche Ergeb-

nisse liegen für Hunde, Meerschweinchen und Menschen vor (zur Übersicht siehe (Bers 

2002)). Im Gegensatz dazu ist NCX1 zu lediglich 7% bei Ratten (Bassani et al. 1994a) 

und zu 9% bei Mäusen an der Ca2+-Elimination aus dem Zytosol beteiligt (Li et al. 1998), 

wobei der Anteil der SERCA höher liegt. Entsprechend dieser Befunde ist es möglich, 

dass die SEA0400 vermittelte Inhibition der Ca2+-Transport Kapazität nach Extrazellulär 

Spezies-abhängig unterschiedlich stark auf den myozytären Ca2+-Haushalt wirkt. Bisher 

konnte für SEA0400 ein positiv inotroper Effekt in Maus-, Ratten- und Schweine-Modell 

nachgewiesen werden (Tanaka et al. 2005; Farkas et al. 2008; Ozdemir et al. 2008), 

nicht jedoch in Kaninchen-, Meerschweinchen- und Hunde-Modell (Nagy et al. 2004; 

Tanaka et al. 2007; Farkas et al. 2008; Bourgonje et al. 2013). Neben der abweichenden 

myozytären Ca2+-Dynamik gibt es zwischen den Spezies zudem zahlreiche Unter-

schiede in der Proteinexpression, den kardialen Kontraktionseigenschaften, der Herzfre-

quenzreserve und der Anpassung an pathologische Geschehnisse, die ohne weiteres 

keine einwandfreie, Spezies-übergreifende Translation zulassen (zur Übersicht siehe 

(Milani-Nejad and Janssen 2014)). Neben den Spezies-abhängigen Unterschieden in 

der Ausprägung und der Anpassung an kardial-pathologische Prozesse können chroni-

sche Herzerkrankungen zudem die Wirkung von Medikamenten beeinflussen. Im Fall 

von SEA0400 wurde beobachtet, dass eine positive Inotropie in einem herzinsuffizienten 

Maus-Modell im Vergleich mit einem Wildtyp ausblieb (Ozdemir et al. 2008).  

Der Hauptbefund dieser Studien und auch der vorliegenden Arbeit scheint jedoch zu 

sein, dass unter jeglichen experimentellen Bedingungen kein Anhalt für einen negativ 

inotropen Effekt erhoben werden konnte. Für den möglichen Einsatz von SEA0400 in 
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einem zukünftigen Patientenkollektiv ist dies von unmittelbarer Bedeutung, da ein nega-

tiv inotroper Effekt den Einsatz von SEA0400 als potentielles Antiarrhythmikum ein-

schränken würde.  

b) Fehlender Effekt von SEA0400 auf die Amplitude des systolischen Ca2+-Tran-

sienten in OE 

Anders als in den beiden Wildtypen und im KO zeigte sich im OE kein Anstieg der Tran-

sientenamplitude durch SEA0400 (siehe Abb. 12, Seite 48 und Abb. 13, Seite 49). Ob-

wohl SEA0400 in allen Genotypen eine erhöhte SR Ca2+-Beladung bedingte (siehe Abb. 

11, Seite 46), kann dies offensichtlich nur in den Wildtypen und im KO, nicht aber im OE 

in eine gesteigerte Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung übersetzt werden. Angesichts der 

auch im OE unter SEA0400 zunehmenden SR Ca2+-Beladung scheint dieser Befund 

unerwartet. Eine mögliche Erklärung könnte die vermehrte spontane Ca2+-Freisetzung 

aus dem SR sein, welche im OE ausgeprägter ist als im WTOE (Pott et al. 2012) (siehe 

Abb. 14, Seite 51). Allerdings müsste dieses Argument auch für die basale Versuchsbe-

dingung – also die Abwesenheit von SEA0400 – gelten, was in der vorliegenden Arbeit 

offensichtlich nicht der Fall ist. Eine mögliche Erklärung für das Ausbleiben eines positiv 

kalzitropen Effektes im OE könnte sein, dass die vermehrte Anzahl der in der Membran 

exprimierten NCX1-Moleküle eine geringere Sättigung durch SEA0400 nach sich zieht. 

Während also in den Wildtypen und im KO die reduzierte Anzahl der NCX1-Moleküle 

durch SEA0400 relativ stärker gesättigt wird und somit zu einem ausgeprägten Effekt 

führt, könnte dies im OE nicht der Fall sein, da auch nach Bindung von SEA0400 an 

NCX1 genug ungebundene NCX1-Moleküle verbleiben, so dass der Effekt von SEA0400 

vermindert wird. Dem steht jedoch entgegen, dass ein signifikanter Effekt von SEA0400 

sowohl auf die SR Ca2+-Beladung als auch auf die Proarrhythmie gemessen wurde. So-

mit sind weiterführende Studien nötig, um zu klären warum SEA0400 im OE im Gegen-

satz zu den Modellen mit verringerter oder normaler NCX1-Expression keinen positiv 

kalzitropen Effekt hat.  

c) Die Amplitude des systolischen Ca2+-Transienten in Abwesenheit von SEA0400 

im OE 

Als unerwarteter Nebenbefund zeigte sich die Amplitude des Ca2+-Transienten unter Ba-

salbedingungen im OE signifikant größer als im WTOE (siehe Kapitel 4.3.2, Seite 47). 

Dies steht im Gegensatz zu Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe in denen kein Unter-

schied zwischen OE und WTOE (Pott et al. 2012) gezeigt werden konnte. Reuter et al. 
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zeigten zudem eine reduzierte Ca2+-Amplitude im OE (Reuter et al. 2004). Mögliche 

Gründe für die abweichenden Ergebnisse könnten sein, dass Pott et al. ein anderes Sti-

mulationsprotokoll verwendeten. Die von Reuter et al. gemessene verringerte Amplitude 

des Ca2+-Transienten im OE lässt sich durch das vorangeschrittene Alter der Tiere (3,5 

Monate) im Vergleich zum Alter der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tiere (<12 

Wochen) erklären. OE-Mäuse in einem Alter von 3,5 Monaten weisen, anders als die in 

dieser und einer der vorangehenden Arbeiten verwendeten Tiere (Pott et al. 2012), eine 

Hypertrophie des Myokards mit verminderter Effektivität der Erregungs-Kontraktions-

Kopplung auf (Reuter et al. 2004). 

Einer der Hauptfaktoren der Höhe der Ca2+-Transientenamplitude ist die SR Ca2+-Bela-

dung (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). Die unter basalen Bedingungen identische SR 

Ca2+-Beladung zwischen OE und WTOE erklärt somit nicht die höhere Amplitude des 

Ca2+Transienten im OE. Eine alternative Erklärung könnte sein, dass die Fraktion des 

Ca2+ das in der Systole freigesetzt wird, im OE größer ist als im WTOE. Neben der SR 

Ca2+-Beladung wird die Menge der Ca2+-induzierten Ca2+-Freisetzung auch durch das 

zytosolische „Trigger“-Ca2+ beeinflusst, das an RyR2 bindet (zur Übersicht siehe (Fabi-

ato 1983)). Einige Arbeiten konnten zeigen, dass je höher die Konzentration des „Trig-

ger“-Ca2+ ist, desto größer ist die Fraktion des aus dem SR freigesetzten Ca2+ (Bassani 

et al. 1995; Shannon et al. 2000). Vorangegangene Studien haben im OE einen adaptiv 

gesteigerten ICa gezeigt, der einen Anpassungsmechanismus darstellt. Einem Ca2+-Ver-

lust der Zelle wird somit durch eine vermehrte Ca2+-Aufnahme entgegengewirkt (Pott et 

al. 2007a; Pott et al. 2012). Die unmittelbare Co-Lokalisation von L-Typ Ca2+-Kanälen 

und RyR2 im dyadischen Spalt (Lederer et al. 1990) könnte im OE mit seinem amplifi-

zierten ICa mehr „Trigger“-Ca2+ zur Verfügung stellen, wodurch sich die Fraktion des aus 

dem SR freigesetzten Ca2+ erhöhen würde. Dies könnte die in der vorliegenden Arbeit 

unter Basalbedingungen gemessene Erhöhung der systolischen Transientenamplitude 

erklären. Andererseits gibt es auch Hinweise darauf, dass eine erhöhte NCX1-Expres-

sion zu einer Verminderung der Ca2+-Konzentration im dyadischen Spalt führt (Pott et al. 

2007a; Pott et al. 2012), was dieser Hypothese entgegenstehen würde. Zudem sollte bei 

Gültigkeit dieser Hypothese ein ähnlicher – komplementärer Effekt – im KO zu beobach-

ten sein, was in der vorliegenden Arbeit nicht der Fall ist.  

Zukünftige Studien sind nötig um diese in den vorangehenden Arbeiten dokumentierten 

Widersprüche aufzulösen und die genannte Hypothese zu testen.  
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5.4 Der Einfluss von SEA0400 auf das Arrhythmie-Verhalten in Gegenwart er-

höhter und erniedrigter NCX1-Expression 

Zur Beurteilung der Wirkung von SEA0400 auf die Arrhythmogenese wurde die Häufig-

keit von spontanen Ca2+-Freisetzungen unter basalen Bedingungen und SEA0400 ge-

messen. Spontane Ca2+-Freisetzungen gelten als das funktionelle Substrat für Nachde-

polarisationen des zellulären Aktionspotentials, welche wiederum Herzrhythmusstörun-

gen induzieren (Pogwizd et al. 1999; Pott et al. 2012) (zur Übersicht siehe (January and 

Fozzard 1988; Sipido et al. 2007)). 

a) Wirkung von SEA0400 auf die Proarrhythmie in Zellen von OE-Mäusen 

Im OE zeigten unter basalen Bedingungen mehr Zellen spontane Ca2+-Freisetzungen 

und die Häufigkeit von spontanen Ca2+-Freisetzungen pro Zelle war im Vergleich zum 

WTOE gesteigert (siehe Abb. 14, Seite 51 und Abb. 16, Seite 54). Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe stützen den Befund einer gesteigerten Fraktion von Zellen mit spontanen 

Ca2+-Freisetzungen (Pott et al. 2012), wohingegen in Pott et al. eine unveränderte Häu-

figkeit von spontanen Ca2+-Freisetzungen pro Zelle beschrieben wurde. Dieser Unter-

schied lässt sich möglicherweise durch ein in der vorliegenden Arbeit andersartiges Sti-

mulationsprotokoll erklären.  

In der vorliegenden Arbeit wurde im OE eine signifikante Reduktion der spontanen Ca2+-

Freisetzungen pro Zelle (siehe Abb. 14, Seite 51) und der Koffein-induzierten Oszillatio-

nen durch SEA0400 (siehe Abb. 18, Seite 56) beobachtet. Dieser als antiarrhythmischer 

Effekt zu interpretierende Mechanismus durch SEA0400 wurde auch durch Studien an-

derer Arbeitsgruppen bestätigt. (Nagy et al. 2004; Nagasawa et al. 2005; Tanaka et al. 

2007; Milberg et al. 2008; Johnson et al. 2010; Milberg et al. 2012; Zhao et al. 2012; 

Bourgonje et al. 2013). Lediglich Ozdemir et al. beschrieben eine gesteigerte Ca2+-Akti-

vität in Maus-Kardiomyozyten (Ozdemir et al. 2008).  

Spontane Ca2+-Freisetzungen gelten als proarrhythmisches Substrat. Dabei aktiviert die 

kurzzeitig gesteigerte zytosolische Ca2+-Konzentration den NCX1-Forward-Mode, der 

Ca2+ nach extrazellulär transportiert und einen Einwärtsstrom generiert. Dieser Einwärts-

strom bedingt eine temporäre Nachdepolarisation des Ruhepotentials, so dass eine so-

genannte „delayed Afterdepolarization“ (DAD) entsteht. Überschreitet die Membrande-

polarisation dabei einen kritischen Schwellenwert, wird durch Reaktivierung von Na+- 

und Ca2+-Kanälen nach einem alles oder nichts Prinzip ein spontanes Aktionspotential 

ausgelöst, das sich ebenfalls als spontane Ca2+-Freisetzung abbildet (Pogwizd et al. 
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1999; Pott et al. 2012) (zur Übersicht siehe (January and Fozzard 1988; Sipido et al. 

2007)). Dies resultiert in getriggerter Aktivität, die für ektope ventrikuläre Tachykardien 

verantwortlich ist, aber auch in Form von Extrasystolen Reentry-Tachykardien induzie-

ren kann (zur Übersicht siehe (Janse 2004)). In Anbetracht dieser mechanistischen Hy-

pothese zur Entstehung von Nachdepolarisationen scheint der Befund einer Hemmung 

von spontanen Ca2+-Freisetzungen im OE einen plausiblen antiarrhythmischen Effekt 

von SEA0400 abzubilden. 

Das Phänomen der Oszillationen im Koffein-induzierten Ca2+-Transienten stellte sich 

vornehmlich im OE dar, während es nicht im KO observiert wurde. Zudem war die Os-

zillations-Amplitude und -Dauer im OE unter basalen Bedingungen deutlich ausgepräg-

ter als in den anderen Genotypen, in denen lediglich singuläre Wiederaufstriche der 

Ca2+-Konzentration im abfallenden Schenkel des Koffeinstoßes aufgezeichnet wurde. 

Während der Koffein-Applikation wird die Ca2+-Elimination beinahe ausschließlich durch 

NCX1 getragen. Der NCX1-Forward-Mode führt dabei zu einer Na+-Akkumulation und 

generiert einen depolarisierenden Einwärtsstrom, der neben dem NCX1-Reverse-Mode 

auch die L-Typ Ca2+-Kanäle spannungsabhängig reaktiveren könnte. In der Folge würde 

Ca2+ wieder nach intrazellulär gelangen und die kurzfristigen Wiederaufstriche im Kof-

fein-induzierten Ca2+-Transienten bedingen. Im OE ist sowohl die NCX1- als auch die L-

Typ Ca2+-Kanal-Aktivität gesteigert, was die in Zahl und Form ausgeprägteren Oszillati-

onen erklären könnte. Ein umgekehrtes Bild stellt sich im KO dar. Ähnliche Befunde wur-

den in Patch-Clamp-Versuchen observiert (Reuter et al. 2004). Depolarisierende Span-

nungskommandos führten im OE zu einer oszillierenden Ca2+-Konzentration, die durch 

den NCX1-Inhibitor Nickel unterdrückt wurden. Die Autoren vermuteten, dass der NCX1-

Reverse-Mode eine SR Ca2+-Überladung induziert, die die repetitiven Ca2+-Freisetzun-

gen bedingt. Da während Koffein-Applikation das SR als funktionelles Ca2+-Reservoir 

ausgeschaltet ist, scheint unter unseren Versuchsbedingungen der transmembranöse 

Ca2+-Transport die Ursache der Oszillationen zu sein. Da in beiden Szenarien das Auf-

treten von Oszillationen durch die NCX1-Inhibition verringert wurde und der WTOE, WTKO 

und KO signifikant seltener betroffen waren, ist ein NCX1-abhängiger Mechanismus 

wahrscheinlich.  

b) Proarrhythmischer Effekt von SEA0400 in Wildtyp- und KO-Tieren 

Unter basalen Bedingungen war im KO sowohl die Häufigkeit von spontanen Ca2+-Frei-

setzungen pro Zelle, als auch die Fraktion der Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen 

tendenziell, aber nicht signifikant niedriger als im WTKO
 (siehe Abb. 15, Seite 52 und Abb. 
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16, Seite 54). Diese Befunde decken sich mit einer vorangegangenen Arbeit (Bögeholz 

et al. 2015). 

Im Gegensatz zu dem im OE beobachteten protektiven Effekt, induzierte SEA0400 im 

KO und in den beiden Wildtyp-Populationen keine weitere Verminderung der spontanen 

Ca2+-Freisetzungen. Im Gegenteil: Sowohl die Häufigkeit der spontanen Ca2+-Freiset-

zungen, als auch die Fraktion der Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen nahm zu. 

Zudem stieg im KO die Anzahl der Zellen, die unter SEA0400 Hyperkontraktionen mit 

folgendem Zelltod aufwiesen gegenüber dem OE deutlich an (siehe Abb. 17, Seite 55). 

Ebenso wurden in den beiden Wildtypen mehr Zellen mit Hyperkontraktionen nach Ap-

plikation von SEA0400 beobachtet als im OE – wenn auch weniger als im KO. Diese 

Befunde sind angesichts der Rolle von NCX1 in der Entstehung von Herzrhythmusstö-

rungen und der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde im OE überraschend. Es 

stellt sich die Frage, warum SEA0400 in Wildtyp- und KO-Zellen – also in Gegenwart 

normaler bzw. verminderter NCX1-Expression – einen proarrhythmischen Effekt indu-

ziert.  

Der supprimierende Effekt von SEA0400 auf NCX1 wirkt unter diesen Bedingungen of-

fenbar nicht mehr protektiv, sondern die akute Inhibition vielmehr schädigend. Ähnliche 

Resultate beobachteten Ozdemir et al. Nach Applikation von SEA0400 kam es, anders 

als in Schweine-Kardiomyozyten, in einem Mausmodell zu einer erhöhten spontanen 

Ca2+-Aktivität (Ozdemir et al. 2008). In dieser Studie wurde, genau wie im KO und den 

Wildtyp-Mausmodellen der vorliegenden Arbeit, eine gesteigerte SR Ca2+-Beladung ge-

messen. Die Autoren führten die erhöhte spontane Ca2+-Aktivität auf die durch SEA0400 

induzierte SR Ca2+-Akkumulation zurück. Es ist bekannt, dass eine ausgeprägtere SR 

Ca2+-Beladung die Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 steigert (Lukyanenko et al. 1996) 

und diese zunehmende Ca2+-Sensitivität in spontane Ca2+-Freisetzungen übersetzt wird 

(Wier and Blatter 1991; Williams et al. 1992) (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). Demnach 

scheint es plausibel, dass der Befund einer erhöhten Anfälligkeit für spontane Ca2+-Frei-

setzungen im KO, WTKO und WTOE auf der SR Ca2+-Akkumulation durch SEA0400 be-

ruht.  

Allerdings steigt die SR Ca2+-Beladung auch im OE an, in dem SEA0400 jedoch einen 

antiarrhythmischen Effekt entfaltete. Trotz einer gesteigerten SR Ca2+-Beladung sank 

die Häufigkeit von spontanen Ca2+-Freisetzungen. Am ehesten gründen sich diese Be-

funde auf der unterschiedlichen NCX1-Aktivität der Genotypen. Betrachtet man die in 

den Koffeinstößen gemessene Ca2+-Extrusionskapazität, also die Aktivität des NCX1-
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Forward-Modes, aller vier Genotypen unter SEA0400, so fällt auf, dass diese in den bei-

den Wildtypen und im KO auf ein Niveau sank, das deutlich geringer war als im KO unter 

Basalbedingungen, also in Abwesenheit von SEA0400. In diesen drei Mausmodellen mit 

unveränderter bzw. reduzierter NCX1-Expression resultierte ein proarrhythmisches Ver-

halten. Auffällig ist, dass die spontanen Ca2+-Freisetzungen pro Zelle und die Fraktion 

der Zellen mit spontanen Ca2+-Freisetzungen, relativ gesehen, am stärksten im KO an-

stiegen, der unter SEA0400 die geringste NCX1-Aktivität aufwies. Auch die Ca2+-Extru-

sionskapazität des OE wurde durch SEA0400 reduziert. Dennoch war von allen vier un-

tersuchten Mauspopulationen die unter SEA0400 gemessene residuale Ca2+-Extrusion 

im OE immer noch am größten. Wie bereits diskutiert, verschiebt sich durch SEA0400 

das Ca2+-Gleichgewicht in Richtung Ca2+-Influx. Ein suffizienter Ca2+-Efflux ist jedoch für 

die myozytäre Ca2+-Homöostase essentiell. Im WTOE, WTKO und noch stärker im KO 

könnte sich daher durch die Applikation von SEA0400 eine nicht zu korrigierende Ca2+-

Akkumulation entwickeln. Eine übermäßige Ca2+-Akkumulation kann über eine gestei-

gerte SR Ca2+-Beladung hinaus auch das diastolischen Ca2+-Niveau oder die Ca2+-Kon-

zentration im dyadischen Spalt erhöhen. Dementsprechend könnte, im Sinne eines ver-

mehrten „Trigger“-Ca2+, die Offenwahrscheinlichkeit der RyR2 erhöht und eine Steige-

rung der spontanen Ca2+-Freisetzungen ausgelöst werden. Im OE hingegen, indem eine 

größere Ca2+-Extrusionskapazität in Gegenwart von SEA0400 verbleibt, scheint dieser 

Mechanismus nicht zum Tragen zu kommen.  

Das vermehrte Vorkommen von Hyperkontraktionen mit Zelltod im KO unter 1 µM und 3 

µM SEA0400 stützt diese Hypothese ebenfalls. Die videooptisch beobachteten Hyper-

kontraktionen gingen mit einem oszillierenden Verlauf der ansteigenden Ca2+-Konzent-

ration einher. Die betroffenen KO-Zellen schienen somit unter SEA0400 nicht in der Lage 

Ca2+ suffizient aus dem Zytosol zu entfernen und das diastolische Ca2+-Niveau wieder-

herzustellen. Daraus resultierten ungeordnete Kontraktionen durch repetitive Ca2+-Kon-

zentrations-Schwankungen und letztlich der Ca2+-induzierte Zelltod. Dieses Phänomen 

trat signifikant häufiger im KO auf, der unter SEA0400 die geringste NCX1-Aktivität und 

damit Ca2+-Extrusionskapazität aufwies. Vice versa war die Neigung zu Hyperkontrakti-

onen unter SEA0400 am schwächsten im OE ausgeprägt.  

Die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten legen nahe, dass die Substanz 

SEA0400 nicht vorbehaltlos als antiarrhythmisch betrachtet werden kann. Vielmehr las-

sen unsere Ergebnisse vermuten, dass ein antiarrhythmischer Effekt von SEA0400 ein 

Mindestniveau an NCX1-Expression voraussetzt. Es zeigt sich weiterhin, dass bei zu 

geringer NCX-Expression ein proarrhythmischer Effekt aufzutreten scheint.  
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Die Tatsache, dass dieser proarrhythmische Effekt auch bei normalem NCX1-Expressi-

onsniveau in den beiden Wildtyp-Populationen beobachtet wurde, scheint zunächst im 

Widerspruch zu vorpublizierten Studien zu stehen, die einen neutralen oder antiarrhyth-

mischen Effekt von SEA0400 in verschiedenen Wildtyp-Tieren zeigten. Allerdings han-

delt es sich bei diesen Studien nahezu ausschließlich um Experimente an höheren Säu-

getieren (Nagy et al. 2004; Nagasawa et al. 2005; Milberg et al. 2008; Johnson et al. 

2010; Milberg et al. 2012; Zhao et al. 2012; Bourgonje et al. 2013). Lediglich eine Studie 

verwendete ebenfalls ein Mausmodell, in dem – wie auch in der vorliegenden Arbeit – 

eine gesteigerte Ca2+-Aktivität beobachtet wurde (Ozdemir et al. 2008). Die Ursachen 

der beobachteten unterschiedlichen Arrhythmie-Wirkungen von SEA0400 zwischen 

Mäusen und höheren Säugetieren könnten in deren Ca2+-Dynamik liegen. Wie bereits 

beschrieben (siehe 1.3.3, Seite 6 und 5.3, Seite 60) ist der Beitrag von NCX1 und 

SERCA zur Ca2+-Elimination aus dem Zytosol zwischen den Spezies unterschiedlich 

ausgeprägt (zur Übersicht siehe (Bers 2002)). Der geringere Anteil von NCX1 an der 

Ca2+-Elimination legt nahe, dass in Mäusen bereits unter Normalbedingungen eine nur 

geringe NCX1-Aktivität besteht. Eine Hemmung der NCX1-Aktivität könnte folglich eher 

zu einer intrazellulären Ca2+-Überladung führen als in höheren Säugetieren mit einer 

größeren Extrusions-„Reservekapazität“. 

 

5.5 Limitationen der vorliegenden Arbeit 

a) Spezifität von SEA0400 

Zu dem hier gezeigten Effekt von SEA0400 im OE bleibt einschränkend festzuhalten, 

dass SEA0400 kein absolut spezifischer NCX1-Inhibitor ist (Reuter et al. 2002a). Ver-

schiedene Arbeitsgruppen zeigten, eine zusätzliche Reduktion von ICa durch SEA0400 

(Birinyi et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013), die für sich bereits einen 

antiarrhythmischen Effekt hervorrufen könnte (Bourgonje et al. 2013). Obwohl die in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentrationen allenfalls eine geringe ICa-Inhibition 

bewirken (Birinyi et al. 2005; Ozdemir et al. 2008; Bourgonje et al. 2013), ist ein konta-

minierender Einfluss nicht auszuschließen. Dieser mögliche pleiotrope Effekt wird in der 

Literatur jedoch als geringer bewertet als die NCX1-Inhibition (Birinyi et al. 2005; Ozde-

mir et al. 2008; Zhao et al. 2012; Bourgonje et al. 2013). Zudem zeigte sich in der hier 

vorliegenden Arbeit keine Reduktion systolischen Ca2+-Transienten durch SEA0400, so 

dass die NCX1-Forward-Mode-Inhibition als relevanter einzustufen ist als die ICa-Inhibi-

tion.  
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b) Einfluss von spontanen Ca2+-Freisetzungen auf das Membranpotential 

In der vorliegenden Studie wurden keine Messungen des Membranpotentials durchge-

führt. Somit verbleibt eine Rest-Unsicherheit, ob die in dieser Studie beobachteten pro- 

bzw. antiarrhythmischen Effekte von SEA0400 tatsächlich einen Einfluss auf das Auftre-

ten von Nachdepolarisation, spontanen Aktionspotentialen oder Rhythmusstörungen auf 

Ganzherzebene haben. Da die hier erfassten spontanen Ca2+-Freisetzungen als funkti-

onelles Substrat für die Entstehungen von Nachdepolarisationen bzw. als Ausdruck von 

spontanen Aktionspotentialen mit geordneter, vorzeitiger Ca2+-Freisetzung gelten, ist 

dies jedoch anzunehmen (Pogwizd et al. 1999; Pott et al. 2012) (zur Übersicht siehe 

(January and Fozzard 1988; Sipido et al. 2007)). Zukünftige Studien, die den Effekt von 

SEA0400 auf das Membranpotential bzw. Rhythmusstörungen des ganzen Herzens an 

Mäusen mit veränderter NCX1-Expression erfassen, sind nötig, um dies abschließend 

zu klären.  

c) Übertragbarkeit der Befunde auf andere Proarrhythmie-Modelle und die 

menschliche Herzmuskelphysiologie 

Weiterhin ist die klinisch-translationale Übertragbarkeit der in dieser Arbeit erhobenen 

Befunde nicht uneingeschränkt und unkritisch möglich, da Unterschiede bezüglich der 

zellulären Elektrophysiologie und der Herzmuskelphysiologie im Gesamten zwischen 

Mensch und Maus bestehen. Die myokardiale Elektrophysiologie des Menschen unter-

scheidet sich von dem der Maus, u.a. durch ein deutlich längeres Aktionspotential (zur 

Übersicht (Nerbonne 2004; Milani-Nejad and Janssen 2014)). Auch bei anderen höheren 

Säugetieren findet sich diese Befundkonstellation. Im Hund- und Kaninchenmodell sind 

dem Menschen ähnlichere elektrophysiologische Eigenschaften zu finden als in der 

Maus (zur Übersicht (Milani-Nejad and Janssen 2014)). Weitere Unterschiede bestehen, 

wie bereits erörtert, in der Ca2+-Dynamik zwischen Maus und höheren Säugetieren 

(siehe 1.3.3, Seite 6; 5.3, Seite 60 und 5.4, Seite 64). Dennoch ist die spezifische Funk-

tion und die Membranbiophysik von NCX1 in den genannten Spezies vergleichbar (Bers 

2002), so dass auch in höheren Säugetieren eine Abhängigkeit der inotropen und ar-

rhythmogenen Wirkung von SEA0400 durch die NCX1-Expression zu erwarten ist. 

Bei der Interpretation der in dieser Arbeit erhobenen Befunde ist zu beachten, dass die 

verwendeten Mausmodelle einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund besitzen. 

So findet sich im OE und WTOE der genetische Hintergrund C57BL/6, im KO und WTKO 

der gemischte Hintergrund C57BL/6 bzw. CD1. Entsprechend ist die direkte Vergleich-

barkeit von OE und WTOE gegenüber WTKO und KO eingeschränkt, da unterschiedliche 
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elektrophysiologische Eigenschaften nicht ausgeschlossen werden können (Waldeyer 

et al. 2009). Daher wurden in der vorliegenden Studie Direktvergleiche lediglich zwi-

schen dem jeweiligen transgenen Mausmodell und seinem korrespondierenden Wildtyp 

mit identischem genetischen Hintergrund angestellt.  

 

5.6 Schlussfolgerungen 

Auf der Suche nach neuen Strategien in der Behandlung von Herzrhythmusstörungen 

bietet sich NCX1 als experimentelles pharmakologisches Ziel an. In der vorliegenden 

Arbeit wurde erstmals der Einfluss von isolierter, chronisch veränderter NCX1-Expres-

sion auf die Wirkung von SEA0400 untersucht. Die NCX1-Aktivität, die Kalzitropie als 

indirekter Parameter der Inotropie und die Rate an spontanen Ca2+-Freisetzungen än-

derten sich in Abhängigkeit von der NCX1-Expression unterschiedlich ausgeprägt. 

SEA0400 inhibierte in allen Genotypen den NCX1-Forward-Mode und induzierte einen 

Anstieg der SR Ca2+-Beladung. In den beiden Wildtypen und im KO wurde dementspre-

chend ein positiv inotroper Effekt beobachtet, während sich der systolische Ca2+-Tran-

sient im OE nicht änderte. Zudem zeigte sich ausschließlich im OE – also in Gegenwart 

erhöhter NCX1-Expression – ein antiarrhythmischer Effekt, während bei der niedrigeren 

NCX1-Expression der Wildtypen und des KO ein proarrhythmischer Effekt auftrat. In die-

sem Sinne legen unsere Befunde nahe, dass es für eine antiarrhythmische Wirkung von 

SEA0400 ein NCX1-Expressions-Optimum gibt (siehe Tab. 15, Seite 71). 

Erste Studien an Tiermodellen mit SEA0400 zeigten vornehmlich positive Ergebnisse. 

SEA0400 entfaltete ein hauptsächlich antiarrhythmisches Wirkprofil bei unbeeinflusster 

Hämodynamik (Nagy et al. 2004; Nagasawa et al. 2005; Tanaka et al. 2007; Milberg et 

al. 2008; Johnson et al. 2010; Milberg et al. 2012; Zhao et al. 2012; Bourgonje et al. 

2013). Interessanterweise handelte es sich hierbei um Arbeiten an höheren Säugetieren, 

deren Ca2+-Eliminationskapazität aus dem Zytosol weniger durch NCX1 limitiert ist. Hö-

here Säugetiere scheinen, mutmaßlich wegen ihrer geringeren Abhängigkeit von der 

NCX1-getragenen Ca2+-Extrusion, weniger anfällig gegenüber den nachteiligen Effekten 

von SEA0400 zu sein. Darüber hinaus weisen Patienten mit Vorhofflimmern oder einer 

Herzinsuffizienz, die eine mögliche Zielpopulation für eine therapeutische NCX1-Inhibi-

tion sein könnten, erhöhte NCX1-Expressionslevel auf (Hasenfuss 1998; Neef et al. 

2010; Voigt et al. 2012).  

Folglich sollte die in dieser Studie erhobene Beobachtung eines nachteiligen Effektes 

von SEA0400 an Mäusen mit normalem NCX1-Expressionsniveau die Rolle von 
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SEA0400 als potentielles zukünftiges Therapeutikum nicht generell in Frage stellen. 

Weitere Studien sind nötig, um die genauen Voraussetzungen zu klären, unter denen 

SEA0400 einen arrhythmischen und wenn möglich positiv oder neutralen inotropen Ef-

fekt entfaltet. 

NCX1-Expression 310% 100% 100% 50% 

Einfluss von SEA0400 OE WTOE WTKO KO 

NCX1-Aktivität - - - - 

SR Ca2+-Beladung + + + + 

Systolischer Ca2+-Transient +/- + + + 

Proarrhythmischer Effekt - + + ++ 

Antiarrhythmischer Effekt + - - - 

Tab. 15:  Schlüsselbefunde zum Einfluss von SEA0400 
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6. Zusammenfassung  

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit eine der häufigsten Todesursachen (Men-

dis and World Health Organization 2014), wobei insbesondere Herzrhythmusstörungen 

eine zentrale Bedeutung einnehmen (Bayés de Luna et al. 1989; Zheng et al. 2001; 

Koplan and Stevenson 2009; Go et al. 2014) (zur Übersicht siehe (Myerburg et al. 1993; 

Pugsley 2002)). Die Herzinsuffizienz geht mit einer erhöhten Aktivität des kardialen 

NCX1 einher (Hasenfuss 1998) und ist mit einem erhöhten Risiko für ventrikuläre Herz-

rhythmusstörungen verbunden. Weitere Arbeiten konnten zeigen, dass eine erhöhte 

NCX1-Aktivität ein unabhängiger Faktor in der Arrhythmogenese ist (Pott et al. 2012). 

Daher gilt NCX1 als experimentelles pharmakologisches Ziel zur Behandlung von Herz-

rhythmusstörungen.  

SEA0400 ist ein pharmakologischer NCX1-Inhibitor. In tierexperimentellen Studien an 

höheren Säugetieren konnte ein vornehmlich antiarrhythmischer Effekt beobachtet wer-

den (Nagy et al. 2004; Nagasawa et al. 2005; Tanaka et al. 2007; Milberg et al. 2008; 

Johnson et al. 2010; Milberg et al. 2012; Zhao et al. 2012; Bourgonje et al. 2013), wäh-

rend an einem Mausmodell eine proarrhythmische Wirkung resultierte (Ozdemir et al. 

2008). 

Um den Effekt pharmakologischer NCX1-Inhibition auf das Inotropie- und Arrhythmie-

Verhalten in Abhängigkeit veränderter NCX1-Expression zu untersuchen, wurden in der 

vorliegenden Arbeit NCX1-Überexpressor- und -Knockout-Mausmodelle mit erhaltener 

Ca2+-Homöostase und ohne Zeichen der Herzinsuffizienz (Pott et al. 2012, Bögeholz et 

al. 2015) untersucht. Unter Verwendung der Ca2+-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoffe 

Fluo-4 AM und Indo-4 AM wurde das Kalzium-Imaging-Verfahren in elektrisch feldstimu-

lierten ventrikuläre Kardiomyozyten eingesetzt.  

In Koffeinstoß-Experimenten ging die Applikation von 1 μM SEA0400 in allen Genotypen 

mit einer verlangsamten Abfallkinetik des Koffein-induzierten Ca2+-Transienten, also ei-

ner Inhibition der NCX1-Aktivität einher. Die SR Ca2+-Beladung erhöhte sich durch Ap-

plikation von 1 μM SEA0400 in allen Mauslinien unabhängig von der NCX1-Expression. 

In feldstimulierten ventrikulären Myozyten wurde dies im KO, WTKO und WTOE dosisab-

hängig in einen positiv kalzitropen Effekt übersetzt, nicht jedoch im OE. Unter basalen 

Bedingungen war die spontane Ca2+-Aktivität als proarrhythmisches Korrelat im OE hö-

her als im WTOE, während im KO im Vergleich zum WTKO kein signifikanter Unterschied 

bestand. 1 μM SEA0400 verringerte im OE die Häufigkeit der spontanen Ca2+-Aktivität. 

Demgegenüber stieg die spontane Ca2+-Aktivität im KO, WTKO und WTOE unter SEA0400 
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an. Zusätzlich kam es vorwiegend im KO nach Applikation von 1 μM und 3 μM SEA0400 

zu einer deutlichen Zunahme an Hyperkontraktionen mit folgendem Zelltod.  

Die erhobenen Befunde legen nahe, dass sowohl die antiarrhythmische als auch die 

inotrope Wirkung von SEA0400 direkt vom Ausmaß der NCX1-Expression abhängig ist. 

Im proarrhythmischen Phänotyp des OE entfaltet die NCX1-Inhibition einen antiarrhyth-

mischen Effekt. Die zusätzliche Applikation von SEA0400 bei geringerer NCX1-Akitvität 

in Wildtypen und insbesondere im KO wirkt hingegen proarrhythmisch. Möglicherweise 

wird dies insbesondere im KO durch eine zu starke Suppression der bestehenden Ca2+-

Extrusionskapazität durch Kombination der chronischen genetischen mit der akuten 

pharmakologischen NCX1-Inhibition bedingt. Unter diesen Bedingungen können die 

Kardiomyozyten keine suffiziente Ca2+-Extrusion aufrechterhalten. In der Folge akkumu-

liert Ca2+ und wirkt als Trigger für die gesteigerte spontane Ca2+-Aktivität, die letztlich in 

Arrhythmien und dem Ca2+-induzierten Zelltod mündet.  

Die vorliegende Arbeit legt somit nahe, dass SEA0400 insbesondere bei erhöhter NCX1-

Expression antiarrhythmisch und inotrop neutral, bei erniedrigter NCX1-Expression je-

doch proarrhythmisch und positiv inotrop wirkt. Spezies-abhängige Unterschiede müs-

sen jedoch bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden. Im Gegensatz zu den 

hier verwendeten murinen Modellen ist es denkbar, dass der proarrhythmische Effekt 

von SEA0400 in höheren Säugetieren, in denen NCX1 einen größeren Anteil an der 

Ca2+-Elimination hat, geringer ist und möglicherweise von einem antiarrhythmischen Ef-

fekt überwogen wird. Dies könnte insbesondere für Patienten mit Arrhythmie assoziier-

ten Krankheitsbildern, die mit einer erhöhten NCX1-Expression einhergehen, wie z.B. 

dem Vorhofflimmern oder der Herzinsuffizienz, gelten. Weitere Studien an höheren Säu-

getieren sind nötig, um die genauen Voraussetzungen eines antiarrhythmischen, wenn 

möglich positiv oder neutralen inotropen Effekts von SEA0400 zu untersuchen, um eine 

günstige Wirkung in einem potentiellen Patientenkollektiv sicherzustellen.  
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