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Einleitung 1

1 Einleitung

BekanntermalRen sind Krebserkrankungen nach den Herzkreislauferkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland (STATISTISCHES BUNDESAMT DEUTSCH-
LAND 2010). Was seltener offentlich diskutiert wird, ist, dass Krebserkrankungen die hgu-
figste Todesursache im Kindesalter sind (BLEYER 1990). Die Lebenserwartung der betroffe-
nen Kinder konnte in den letzten Jahrzehnten durch die Verbesserung moderner Therapie-
strategien jedoch deutlich gesteigert werden (BLEYER 1990). Leider ist dieses Kollektiv
durch die vergleichsweise lange Lebenserwartung nach kurativer Therapie wiederum beein-
trachtigt durch Langzeitnebenwirkungen der antitumordsen Therapie, insbesondere durch
kardiale Nebenwirkungen der Chemotherapie (MULROONEY et al. 2009). Diese Langzeit-
nebenwirkungen sind haufig von groRer Tragweite und kdénnen lebensbedrohlich sein, was
die Prognose der Uberlebenden Betroffenen verschlechtert. Eine grof3e Rolle spielt dabei das
Anthrazyklin Doxorubicin (DOX), das fiir seine kardiotoxische Wirkung bereits lange bekannt
ist (PRAGA et al. 1979, YEH und BICKFORD 2009). Die durch DOX verursachte toxische
Kardiomyopathie fihrt zu einer schwerwiegenden Herzinsuffizienz, ist aber von Seiten ihrer
Pathogenese immer noch nicht gut verstanden. Reaktive Sauerstoffspezies und deren Wir-
kung auf die Ca®*-Homdostase scheinen jedoch in den Pathomechanismus involviert zu sein
(TIMOLATI et al. 2006, KIM SY et al. 2006).

1.1 Das Anthrazyklin Doxorubicin

1.1.1 Doxorubicin als Chemotherapeutikum

Das Anthrazyklin DOX ist eines der potentesten Chemotherapeutika, die in der mo-
dernen onkologischen Therapie zum Einsatz kommen. Anthrazykline, eine Substanzgruppe,
die in den 1960er Jahren entdeckt wurde, stellen eine wichtige Saule der onkologisch-
medikamentdsen Therapie dar (WOUTERS et al. 2005, GIANTRIS et al. 1998). Nach wie vor
werden sie flr die Therapie von soliden Tumoren wie Mammakarzinomen, Sarkomen, Ovari-
al- und Bronchialkarzinomen sowie fiir die Behandlung von Lymphomen und Leukamien
verwendet (ZUPPINGER et al. 2007). Die Substanz gehort zu den sehr haufig verwendeten
Chemotherapeutika; im Jahr 2007 wurden allein im MD Anderson Cancer Center, University
of Texas, Uber 5000 Dosen Doxorubicin angewendet (YEH und BICKFORD 2009).

Der Mechanismus der antitumordsen Wirkung der Substanz ist nicht vollstandig ver-
standen, wird aber vor allen Dingen auf Interkalation in die DNA zurickgefuhrt, die die Repli-

kation verhindert. Die ebenfalls bekannte durch DOX induzierte Generierung von reaktiven
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Sauerstoffspezies (ROS) kdnnte ein weiterer Aspekt der zytostatischen Wirkung sein (ZUP-
PINGER et al. 2007, MINOTTI et al. 2004).

0 OH 0
... /OH
“OH
MO O OH O

NH,
0

Me
Abb. 1.1 Doxorubicin (nach TOKARSKA-SCHLATTNER et al. 2006, S.399)

1.1.2 Kardiale Nebenwirkungen des Doxorubicins

Obwohl Anthrazykline in der onkologischen Therapie fur Patienten mit neoplastischen
Erkrankungen wichtige und haufig eingesetzte Medikamente sind, verfugen sie Uber ein un-
glnstiges Nebenwirkungsspektrum, das den klinischen Gebrauch und die kumulative Dosis
fir einen Patienten limitiert (PRAGA et al. 1979, WOUTERS et al. 2005, GIANTRIS et al.
1998). Die wahrscheinlich schwerwiegendste Nebenwirkung ist die Kardiotoxizitat, die sich
auf unterschiedliche Art und Weise manifestieren kann (BRISTOW et al. 1978, LIPSHULTZ
et al. 1991, KRISCHER et al. 1997). Die kardiotoxischen Nebenwirkungen lassen sich zu-
nachst nach Zeitpunkt des Auftretens untergliedern; so unterscheidet man die akute und die
chronisch-progressive kardiotoxische Wirkung der Anthrazykline (YEH und BICKFORD
2009, WOUTERS et al. 2005). Die akute Kardiotoxizitat manifestiert sich durch einen tran-
sienten, meist reversiblen Abfall der Kontraktilitdit des Myokards oder auch Arrhythmien und
EKG-Veranderungen unmittelbar nach der Infusion des Medikaments, wahrend die chro-
nisch-progressive Kardiotoxizitat erst mit Verzégerung klinisch apparent wird (BRISTOW et
al. 1978, WOUTERS et al. 2005, ZUPPINGER et al. 2007, YEH und BICKFORD 2009). Hier
werden weitere zwei Formen unterschieden, namlich die friihe und die spate chronisch-pro-
gressive Kardiotoxizitat, die sich im Zeitpunkt des Beginns der Symptomatik unterscheiden,
wobei die frlhe Kardiotoxizitat bis zu einem Jahr nach der Behandlung auftritt, die spate oft
erst um Jahrzehnte verzdgert (KRISCHER et al. 1997, LIPSHULTZ et al. 1991). Diese bei-
den Formen aulern sich klinisch als eine Form der toxisch- dilatativen Kardiomyopathie, die
in ihrem Vollbild zur Herzinsuffizienz fuhrt (GIANTRIS et al. 1998, YEH und BICKFORD
2009). Bei den betroffenen Patienten kommt es sowohl zu einer systolischen Dysfunktion, im
Sinne einer reduzierten Ejektionsfraktion, als auch zu einer diastolischen Dysfunktion, d.h. zu
einer gestorten Relaxation des Myokards (HORACEK et al. 2007). Diese restriktive Kompo-
nente ist meist schon friher detektierbar und tritt v.a. bei Patienten auf, die bereits als Kinder
eine Anthrazyklintherapie erhalten haben (TOKARSKA-SCHLATTNER et al. 2006, GIANT-
RIS et al. 1998). Insgesamt zeigt sich bei bis zu 26% der mit DOX behandelten Patienten
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eine kardiale Beeintrachtigung (YEH und BICKFORD 2009). Diese Nebenwirkung des DOX
riickt zunehmend in den Fokus der modernen onkologischen Therapie, da die Uberlebens-
raten von onkologischen Patienten ansteigen. Die Funfjahresuberlebensrate betragt mittler-
weile bei erwachsenen onkologischen Patienten im Mittel 65%, bei padiatrisch-onkologi-
schen Patienten 79% (GIANNI et al. 2008). Da die kardiale Beeintrachtigung oft mit einer
Latenz von mehreren Jahrzehnten auftritt, sind onkologische Patienten nun verstarkt von

dieser Nebenwirkung betroffen.

Einen besonderen Risikofaktor fir das Auftreten einer DOX-induzierten Kardiomyo-
pathie stellt die kumulative Dosis dar, die ein Patient im Laufe seines Lebens erhalt (PRAGA
et al. 1979, KRISCHER et al. 1997). Schon bei 400 mg/m? liegt die Wahrscheinlichkeit einer
DOX-induzierten Herzinsuffizienz bei 3-5%, bei 550 mg/m2 kumulativer Dosis steigt sie auf 7-
26% und bei 700 mg/m? auf 18-48% (YEH und BICKFORD 2009), d.h. das Erkrankungsri-
siko nimmt exponentiell mit der kumulativen Dosis zu. Da die kumulative Dosis offensichtlich
ein wichtiger Risikofaktor fir die kardiologischen Komplikationen ist, ist sie in der klinischen
Anwendung auf 400-550 mg/m? begrenzt, was allerdings u.U. die onkologische Effektivitat
der Therapie beeintrachtigt (GIANNI et al. 2008). Eine Dosisreduktion stellt jedoch nur eine
relative Reduktion des Risikos dar; 2009 konnte in einer groRRen retrospektiven Studie, die
die umfangreichen Daten der Childhood-Cancer-Survivor-Study verwendete, gezeigt werden,
dass auch geringe Anthrazyklindosen (<250 mg/m?) bei Uberlebenden einer malignen Er-
krankung im Kindesalter langfristig zu einer erhéhten Inzidenz von Herzinsuffizienz fihren
(MULROONEY et al. 2009).

Einen weiteren Risikofaktor neben der kumulativen Dosis stellt ein besonders fortge-
schrittenes (>65 Jahre) oder ein besonders junges Alter dar sowie eine bestehende Herz-
kreislauferkrankung, z.B. ein arterieller Hypertonus (ZUPPINGER et al. 2007, LIPSHULTZ et
al. 1991, DEARTH et al. 1984). Des Weiteren erhdhen einige Applikationsmethoden, wie die
Bolusapplikation oder einzelne Applikationen hoher Dosen, das Risiko (PRAGA et al. 1979,
YEH und BICKFORD 2009). AuRerdem wirkt sich wahrscheinlich eine vorhergegangene
oder begleitende Radiotherapie des Mediastinums negativ auf die kardiale Prognose aus
(PRAGA et al. 1979, ZUPPINGER et al. 2007, MULROONEY et al. 2009), was insbesondere
in der Therapie des Mammakarzinoms zu erschwerten Therapieentscheidungen fihren
kann. Des Weiteren scheint das weibliche Geschlecht das Auftreten kardialer Nebenwirkun-
gen zu begiinstigen (LIPSHULTZ et al. 1995, KRISCHER et al. 1997).

Ein letzter wichtiger Risikofaktor ist die Kombination von Anthrazyklinen mit anderen
kardiotoxischen Medikamenten, wie zum Beispiel dem Chemotherapeutikum Cyclophos-
phamid (GOTTDIENER et al. 1981, YEH und BICKFORD 2009). Seit einigen Jahren ist die
Diskussion um diese zusatzliche Steigerung des Risikos in den Fokus des Interesses ge-

ruckt, da viele der neuen in der onkologischen Therapie eingesetzten Biologika ebenfalls
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eine Herzinsuffizienz verursachen kénnen. Prominentester Vertreter dieser Gruppe im Zu-
sammenhang mit kardialen Nebenwirkungen ist Trastuzumab, ein Anti-HER2/erB2-Antikor-
per, der in der Therapie des Mammakarzinoms zum Einsatz kommt (SEIDMAN et al. 2002,
ZUPPINGER et al. 2007, YEH und BICKFORD 2009).

In Anbetracht der zunehmenden Komplexitat der onkologischen Therapie und der di-
versen Interaktionen der Chemotherapeutika und Biologika scheint eine genauere Betrach-
tung der Pathomechanismen der kardialen Nebenwirkungen angemessen, da diese Neben-
wirkungen oft einen groRen Einfluss auf die Prognose der Patienten haben (DEARTH et al.
1984, YEH und BICKFORD 2009).

1.1.3 Antitumordse Wirkung von DOX und méglicher Zusammenhang mit der Pa-
thogenese der DOX-induzierten toxischen Kardiomyopathie

Der Mechanismus der antitumorésen Wirkung des DOX wird auf verschiedene Phano-
mene zuruckgefuhrt; an erster Stelle ist hier die Interkalation in die DNA zu nennen, die die
Synthese von Makromolekiilen und die Replikation verhindert (ZUPPINGER et al. 2007, MI-
NOTTI et al. 2004). Des Weiteren spielt die Entstehung von freien Sauerstoffradikalen
(ROS), die durch DOX vermittelt wird, eine Rolle (ZUPPINGER et al. 2007, MINOTTI et al.
2004). Ferner werden als Effekte von DOX die Bindung und Alkylation der DNA, das sog.
DNA cross-linking" und der Eingriff in die DNA-Strangseparation unter Beeinflussung der
Helicase-Aktivitat sowie direkte Membraneffekte diskutiert (MINOTTI et al. 2004). In den letz-
ten Jahren stellte sich heraus, dass auch die Induktion von Apoptose einen Teil der DOX-
Wirkung ausmacht, jedoch wird kontrovers diskutiert, durch welchen Mechanismus die Apop-
tose ausgelost wird (TOKARSKA-SCHLATTNER et al. 2006, MINOTTI et al. 2004).

All diese Mechanismen scheinen die antitumordse Wirkung der Substanz auszumachen.
In Anbetracht ihrer Vielzahl und der sich daraus ergebenden komplexen Wirkung der Sub-
stanz ist es nicht verwunderlich, dass bislang der Pathomechanismus, der fir die Entstehung
der toxischen Kardiomyopathie verantwortlich ist, noch nicht eindeutig identifiziert werden
konnte. Die Generierung von freien Sauerstoffradikalen scheint hier jedoch eine wichtige
Rolle zu spielen (s. Kap. 1.5.3, S. 16 f).

1.2 Die Elektromechanische Kopplung des Herzmuskels

1.2.1 Das Aktionspotential des Herzens
Ausgehend von einem Ruhemembranpotential von ca. -90 bis -80 mV kommt es an
der Herzmuskelzelle zu einer Erregung, die von den sog. Schrittmacherzellen im Vorhof,

physiologischerweise von Zellen im Sinusknoten ausgeht (IRISAWA et al. 1993). Die

! engl. Kreuzverbindung, Irreversible Vernetzung der DNA-Strange
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Schrittmacherzellen weisen ein instabiles Ruhemembranpotential auf, das durch Gap Juncti-
ons?, unspezifische lonenkanale, die die Zellen miteinander verbinden und so zum funktio-
nellen Synzytium machen, weitergeleitet wird (BERS 2001). Durch diese Depolarisation wer-
den spannungsabhangige Na'-Kanile (Na,) gedffnet, die einen Na'-Einstrom in die Zelle
ermoglichen. Durch den Na*-Einstrom wird die Membran bis auf ca. +30 mV depolarisiert
(sog. Aufstrich und Overshoot, (GELLENS et al. 1992, BROWN et al. 1981, BERS 2001)).
Durch die Depolarisation werden spannungsabhangige Ca?*-Kanale vom L-Typ (LTCC) ge-
offnet, die einen Ca?*-Einstrom (Ica) in die Zelle verursachen (DOERR et al. 1990, BERS
2001). Die Natriumkanéle inaktivieren nach ca. 1 ms, doch die Ca?*-Kanale bleiben gedffnet
und der lc, persistiert, was der Repolarisation entgegenwirkt. Es kommt zum sog. Plateau
des kardialen Aktionspotentials (AP), da das Membranpotential flir 200-400 ms nicht sinkt,
sondern bei ca. 0 mV stabil bleibt (LIU DW und ANTZELEVITCH 1995, BERS 2001). Nach
dieser Dauer inaktivieren auch die Ca?*-Kandle und damit nehmen die repolarisierenden
Strome Uberhand, insbesondere der K*-Ausstrom (iber die sog. delayed-rectifier- K*-Kanale®,
die mit Verzégerung spannungsabhangig 6ffnen, sodass sich wiederum das Ruhepotential
einstellt (SANGUINETTI und JURKIEWICZ 1990, BERS 2001).

1.2.2 Die Elektromechanische Kopplung des Herzmuskels und die Rolle des Kal-
ziums
Der Herzmuskel, als hamodynamisch wirksames Pumporgan, weist in seiner Physio-
logie einige Besonderheiten auf; zunachst sei erwahnt, dass, wie in anderen Muskelgeweben
um eine Kontraktion herbeizufiihren, eine elektrische Erregung in eine mechanische Muskel-
aktion, die Kontraktion, umgewandelt werden muss, was im Falle des Herzens zu einem
Auswurf des im Ventrikel befindlichen Blutvolumens flhrt. Dieser Vorgang wird als kardiale
elektromechanische Kopplung bezeichnet (BERS 2001). Fir diesen Prozess ist ionisiertes
Kalzium (Ca®") als sog. Second Messenger, also als intrazellulérer Botenstoff, unabdingbar.
Ca*" spielt fiir die kardiale elektrische Erregung und die folgende Kontraktion eine groRe Rol-
le, zum einen, da der transsarkolemmale Ic, zum grofRen Teil fir das Plateau des kardialen
Aktionspotentials verantwortlich ist, zum anderen ist Ca®* durch eine Aktivierung der Myofi-
lamente, der kleinsten kontraktilen Einheit des Herzmuskels, direkt an der Kontraktion betei-
ligt (RINGER 1883, BERS 2001).

Der transsarkolemmale Ic, wahrend des Aktionspotentials wirkt auf die Ryanodinre-
zeptoren (RyR) des sarkoplasmatischen Reticulums (SR), des Ca?*-Speichers der Zelle. Die
RyR fungieren als intazellulare Ca®*-Kanale, deren Offnungswahrscheinlichkeit durch die
transiente Erhéhung der Ca?*-Konzentration erheblich gesteigert wird (sog. Ca®*-induzierte
Ca?'-Freisetzung, FABIATO und FABIATO 1975, SMITH et al. 1985). Es kommt zur Ca®*-

2 engl. offene Verbindung (sinngemaR)
® engl. verzégerte Gleichrichter
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Ausschuttung aus dem SR ins Zytoplasma, wobei bei diesem Prozess ca. 25 LTCC und 100
RyR eine funktionelle Einheit, sog. Couplons, bilden, da sie kolokalisiert vorliegen (FRAN-
ZINI-ARMSTRONG et al. 1999). Der Vorgang erhéht die intrazelluldre Ca?*-Konzentration
(ICa®"]) dramatisch um das 100 bis 1000fache von ca. 100 nM bis 1 uM auf ca. 100 uM
(BERS 2001). Diese Erhéhung der [Ca*"] erméglicht eine Bindung von Ca** an Troponin C,
dem Ca*-Sensor der Myofilamente, so dass sich die Konformation des Troponin-Komplexes
andert und die Myosinbindungsstelle freigegeben wird, was wiederum eine Interaktion zwi-
schen Aktin und Myosin ermdéglicht (EBASHI und EBASHI 1964, POTTER und GERGELY
1974). Der Mechanismus, der diesen Vorgang des Ca?*-Einstroms aus dem SR ins Zytosol
terminiert, wird noch diskutiert, es wird aber angenommen, dass eine Form der Inaktivierung
der RyR sowie eine lokale Reduktion des Ca®**-Gehalts des SR (SR-Ca**-Gehalt) dazu bei-
tragen (SHAM et al. 1998, LUKYANENKO et al. 1998). Eine spontane diastolische Offnung
der RyR ist beschrieben worden. Findet diese synchron bei 6-20 RyR einer Einheit statt, so
lasst sich ein lokaler Ca®*-Transient detektieren, man spricht auch vom Ca?*-Spark* (CHENG
et al. 1993). Unter physiologischen Bedingungen sind diese diastolischen Ca?*-Freisetzun-
gen aus dem SR jedoch selten (BERS 2001).

Fir die diastolische Relaxation des Herzmuskels ist entscheidend, dass die [Ca2+]i

wieder sinkt, so dass eine Dissoziation der Ca?* von Troponin C begiinstigt wird (BERS
2001). Firr den Ricktransport des Ca** in den Extrazellularraum einerseits und in das SR
andererseits stehen verschiedene Mechanismen zur Verfiigung: die Sarko-Endoplasmati-
sche Ca*-ATPase (SERCA) transportiert Ca?* zuriick ins SR, der Na*-Ca?*-Austauscher
(NCX) transportiert Ca?* unter physiologischen Bedingungen und bei bestehendem Ruhe-
membranpotential in den Extrazellularraum (EBASHI und LIPMANN 1962, REUTER und
SEITZ 1968, PHILIPSON et al. 1988). Weitere Mechanismen sind bekannt, wie die sarko-
lemmale Ca?-ATPase oder der mitochondriale Ca®*-Uniporter. Diese Systeme haben nur
einen sehr geringen Anteil am diastolischen Riicktransport des Ca** (ca. 1%, BERS 2001),

so dass in dieser Arbeit nicht naher darauf eingegangen werden soll.

Was die Gewichtung der beiden Transportsysteme, die SERCA und den NCX, an-
geht, so besteht in unterschiedlichen Spezies ein unterschiedliches Verhaltnis. Wahrend in
Myokard aus Kaninchen der Anteil der SERCA am Ca**-Riicktransport nur 70% betragt und
der NCX 28% transportiert, ist das Verhaltnis in Maus- oder Rattenmyokard zugunsten der
SERCA verschoben, die hier 90 % des Ca?* aus dem Zytosol pumpt, wahrend der NCX nur
7% des Ca*" eliminiert. Ein Vergleich mit dem humanen Myokard ist schwierig, insbesondere
da unter verschiedenen pathophysiologischen Gegebenheiten eine Verschiebung des

Gleichgewichts der Transportsysteme stattfindet. Jedoch &hnelt im gesunden humanen

4 engl. das Leuchten, der Funke
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Myokard das Verhaltnis, im Hinblick auf die Frequenz-abhangige Alteration der Kontraktion,
dem des Kaninchenmyokards (MAIER et al. 2000, BERS 2001).

Zur Regulation dieser Systeme ist zu sagen, dass die SERCA einer Modulation durch
ein inhibierendes Protein, Phospholamban (PLB), unterliegt. Im dephosphorylierten Zustand
hemmt PLB die SERCA und damit die Wiederaufnahme von Ca?* ins SR. Liegt PLB im
phosphorylierten Zustand vor, ist es inaktiv und wirkt nicht mehr auf die SERCA. Damit steigt
der SR-Ca®"-Gehalt durch vermehrte Aktivitit der SERCA (KIM HW et al. 1990, BERS 2001).

Ferner ist zu erwahnen, dass es sich beim NCX um einen potentiell umkehrbaren lo-
nenfluss handelt, d.h. abhangig vom elektrochemischen Gradienten kann anstelle eines
Ca?*-Ausstroms auch ein Ca®*-Einstrom stattfinden. Der NCX ist ein elektrogenes Transport-
system, da er drei Natriumionen (Na®) gegen ein Kalziumion (ber das Sarkolemm aus-

"], und unter

tauscht. Unter physiologischen Bedingungen, d.h. unter einer relativ hohen [Ca
Ruhemembranpotential, findet ein Ca®*-Ausstrom statt, wihrend bei einem positiven Mem-
branpotential und einer hohen Na*-Konzentration ([Na']), wie es zu Beginn des Aktionspo-
tentials der Fall ist, ein Ca®*-Einstrom begiinstigt wird (PIESKE et al. 2002, DESPA et al.
2002, BAARTSCHEER et al. 2003, BERS et al. 2006). Unter physiologischen Bedingungen

kommt es aber groRtenteils zu einem Ca®*-Ausstrom (BERS 2002).
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Abb. 1.2 Die Elektromechanische Kopplung der Herzmuskelzelle

Nach initialer elektrischer Erregung strémt Na* durch spannungsabhéngige Na*-Kanale (Na,, rot im
Sarkolemm und in den T-Tubu/Q in die Zelle. Durch die fortschreitende Depolarisation der Membran
6ffnen spannungsabhangige Ca“*-Kanale, insbesondere vom L-Typ (LTCC, gelb im Sarkolemm und in
den T-Tubuli). Der Ca*"-Einstrom (Ica, Ca**-lonen als rote Punkte dargestellt) sorgt fir eine Ca**-indu-
zierte Caz+—Freisetzung aus dem SR (gelb umrandet) Uber die RyR. Dadurch kommt es zu einem An-
stieg der zytosolischen Ca”"-Konzentration (siehe blau unterlegtes Bild). Das Ca”" bindet tber Tropo-
nin C an die Myofilamente und initiiert so die Kontraktion. Zur Reduktion der zytosolischen Ca**-Kon-
zentration stehen verschiedene Systeme zur Verfiigung: die SERCA, der NCX und mitochondriale
Systeme (nicht eingezeichnet). Bei Phospholamban (PLB) handelt es sich um ein Inhibitionsprotein
der SERCA.

modifiziert nach MAIER und BERS 2007, S. 632

1.3 Die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il

In den komplexen Aufbau der Ca®**-Homéostase des Herzmuskels greifen verschiedene
Enzyme ein, insbesondere Kinasen und Phosphatasen, die einen modulierenden Einfluss
auslUben. Ein zentrales Regulationsenzym ist die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinki-

nase |l (CaMKII), mit deren Wirkung sich diese Arbeit befasst.

1.3.1 Struktur und Aufbau der Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il

Die CaMKIl wurde zuerst in Nervengewebe entdeckt; es stellte sich jedoch heraus, dass
sie ubiquitar vorhanden ist, auch im Myokard. Es handelt sich bei der CaMKIl um eine multi-
funktionelle Serin/Threonin-Kinase, die in vier verschiedenen Isoformen existiert: a, 8, y und
0. Diese Isoformen sind zu 80-90% identitisch, die a- und B-Isoformen werden ausschliel3lich

im Nervengewebe exprimiert, wahrend die y- und d-Isoform auch in anderen Geweben vor-
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kommen (BRAUN und SCHULMAN 1995). Die &-Isoform ist die vornehmlich exprimierte
Form in der Herzmuskelzelle, wobei die Splicevariante &g im Nukleus und die Splicevariante
Oc im Zytosol vorliegt (MAIER und BERS 2007). Das Enzym besitzt eine aminoterminale ka-
talytische Domane und eine zentrale regulatorische Doméane mit sowohl der Calmodulin-Bin-
destelle als auch einer autoinhibitorischen Domane. Der carboxyterminale Teil dient als As-
soziationsdomane fir die Oligomerisierung (MAIER und BERS 2002, BRAUN und SCHUL-
MAN 1995). Das CaMKII-Holoenzym setzt sich aus 6-12 Untereinheiten zusammen, die rin-
gartig angeordnet sind, wobei die Assoziationsdomanen ins Zentrum gerichtet sind. Der Kal-
zium/Calmodulinkomplex (Ca*/CaM-Komplex), der aus einem Calmodulin-Molekil und vier
Kalziumionen besteht, bindet an die regulatorische Doméane und dadurch wird das Enzym
primar aktiviert (s. Abb. 1.3). Findet an den regulatorischen Domanen eine Autophos-
phorylierung des Threonin-286 statt, verbleibt das Enzym auch nach Dissoziation des
Ca®*/CaM-Komplexes im aktiven Zustand (MAIER und BERS 2002, s. Abb. 1.3). Die kom-
plette Inaktivierung erfolgt dann durch Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen wie
die Proteinphosphatase 1, 2A und 2 C (MAIER und BERS 2007).

Katalytische Doméne N

Inaktiv Direkte Aktivierung Autonome Aktivierung

Regulatorische Domane

I Katalytische Domane Katalytische Domane

Abb. 1.3 Die Struktur und Aktivierung der CaMKIl durch den Ca*/CaM-Komplex und an-
schlieBende Autophosphorylierung.

Nach Autophosphorylierung an Threonin-286 bleibt 20-80% der CaMKII- Akthltat erhalten (sog. auto-
nomer Status). Zunachst ist der inaktive Zustand illustriert (links). Durch Ca’*/Cal- -Bindung an die
regulatorische Domane (blaue Kreise mit 4 Ca**-lonen (rot)) wird das Enzym direkt aktiviert, sobald
eine Autophosphorylierung an Threonin-286 stattfindet, verbleibt das Enzym im aktiven Zustand.

modifiziert nach MAIER und BERS 2002, S. 924

1.3.2 Bedeutung der Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il fur den
Ca*-Stoffwechsel der Herzmuskelzelle

Die CaMKIl phosphoryliert eine Vielfalt an Substraten, die fiir die Ca®*-Homdostase

des Herzmuskels eine entscheidende Rolle spielen (s. Abb. 1.4). Zunachst ist der LTCC zu

erwahnen, dessen Aktivitat durch die Phosphorylierung im Sinne einer Steigerung der Ampli-

tude des Ic, und einer Verzdgerung der Inaktivierung moduliert wird (MAIER und BERS
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2007). Des Weiteren phosphoryliert die CaMKIl den RyR an der Stelle Ser-2809 und Ser-
2815, wobei letztere eine alleinige CaMKII-Zielstruktur darstellt, wahrend die Stelle Ser-2809
gleichzeitig eine Phosphorylierungsstelle der Proteinkinase A (PKA) ist (VALDIVIA et al.
1995, MARX et al. 2000, MAIER at al. 2003, MAIER und BERS 2007).

Es wird angenommen, dass eine Phosphorylierung durch die CaMKIl den Anteil des
in der Systole freigesetzen Ca?* erhdht und auRerdem die spontane diastolische Offnungs-
wahrscheinlichkeit der RyR und damit den spontanen Ca?*-Ausstrom aus dem SR steigert
(KOHLHAAS et al. 2006, Al et. al. 2005, MAIER et al. 2003). In Zusammenhang mit der Wir-
kung der CaMKIl auf den RyR steht die Tatsache, dass die CaMKIl den SR-Ca®*-Gehalt zu
reduzieren scheint (KOHLHAAS et al. 2006, MAIER et al. 2003). Allerdings steht dieser Ab-
nahme des SR-Ca**-Gehalts gegeniiber, dass die CaMKI| als ein weiteres Substrat PLB an
der Position Threonin-17 phosphoryliert und damit inaktiviert, was die Aktivitdt der SERCA
wiederum steigert und die Ca?*-Aufnahme ins SR verstarkt (KOHLHAAS et al. 2006). Wei-
terhin scheint die CaMKIl auch Na*- und K*-Kanale zu modulieren (WAGNER et al. 20086,
MAIER und BERS 2007). Insbesondere die Phosphorylierung der Na*-Kanale konnte mittel-
bar den Ca®*-Haushalt beeinflussen, da sich infolge einer Anderung der Na*-Konzentration
die Funktion des NCX verandert. Weiterhin wirkt sich eine Anderung des Membranpotentials
auf die Funktion des NCX aus, was die Modulation der Funktion samtlicher lonenkanale, die

auf das Membranpotential wirken, fir den Ca?*-Haushalt relevant macht.

Na* 3Na*
AP |

Caz,

LTCC

CaMKII
V]
Oé

~—

Myofilamente
CaMKIl

(I’Tubulus

Abb. 1.4 Wirkung der CaMKII auf die Ca**-Homoostase

Die CaMKIlI (als radférmiges Multimer) phosphoryliert den RyR, den LTCC (in Gelb), die SERCA (in
Rosa) und das Phospholamban (PLB, in Gelb)
nach MAIER und BERS 2007, S. 632
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1.4 Herzinsuffizienz und dilatative Kardiomyopathie

1.4.1 Definition der Herzinsuffizienz
In Anbetracht der groBen Bedeutung der CaMKIl fiir den Ca*-Stoffwechsel der
Herzmuskelzelle ist es nicht verwunderlich, dass die CaMKIl auch bei pathologischen Vor-
gangen am Herzen eine entscheidende Rolle zu spielen scheint. Eine besonders wichtige
und gleichzeitig basale Pathologie des Herzens ist die Herzinsuffizienz, unter der ca. 1-2%
der Bevolkerung in entwickelten Landern leiden (McMURRAY 2010).

Die einfachste Definition der Herzinsuffizienz ist die Unfahigkeit des Herzens, genug
Blut auszuwerfen, um den Organismus ausreichend zu perfundieren und den Metabolismus
aufrecht zu erhalten (SCHMIDT RF et al. 2005). In der Konsequenz bedeutet dies, dass die
kontraktile Funktion des Herzens eingeschrankt ist. Damit einhergehend verandert sich, ins-
besondere bei verschiedenen Kardiomyopathien, die ursachlich fiir die Herzinsuffizienz sein
koénnen, die strukturell-morphologische Beschaffenheit des Herzmuskels. Bei der dilatativen
Kardiomyopathie, wie sie auch als Nebenwirkung der Anthrazyklintherapie zu beobachten
ist, liegt haufig eine Vergroflerung des linken Ventrikels bei meist reduzierter Wanddicke vor
(LIPSHULTZ et al. 1991).

Neben diesen strukturell-funktionellen Veranderungen des Herzmuskels sind klinisch
drei Kardinalsymptome der Herzinsuffizienz definiert: Luftnot bei Belastung oder in Ruhe,
periphere Odeme und Leistungsminderung im Allgemeinen. Weitere klinische Zeichen sind
Mudigkeit, Nykturie, Jugularvenenstauung, Kardiomegalie, ein dritter Herzton, Tachykardie
und Tachypnoe, Pleuraergisse und Hepatomegalie (McMURRAY 2010, DICKSTEIN et al.
2008).

Ein weiterer wichtiger Punkt im Rahmen der Herzinsuffizienz ist neben der vermin-
derten Kontraktilitat, also neben der systolischen Dysfunktion, die sog. diastolische Dysfunk-
tion. Die diastolische Dysfunktion beruht auf einer eingeschrankten Relaxation des Herz-
muskels in der Diastole, bzw. einer verminderten Compliance des Herzmuskels aufgrund
verschiedener Ursachen, so dass eine ausreichende Fillung des Herzens in der Diastole
nicht mehr gegeben ist. Dies wirkt sich dann durch eine verminderte Vordehnung wiederum
negativ auf das Schlagvolumen aus. Laut Definition ist bei der diastolischen Dysfunktion das
relative Schlagvolumen jedoch zunachst erhalten; d.h. echokardiographisch zeigt sich eine
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels von Uber 50%, obwohl der Patient Symptome der
Herzinsuffizienz verspirt. Viele Patienten leiden jedoch sowohl unter einer systolischen als
auch unter einer diastolischen Dysfunktion (DICKSTEIN et al. 2008).

Die Herzinsuffizienz im Allgemeinen und die dilatative Kardiomyopathie im Besonde-

ren sind in hohem Malde lebensbedrohlich, bedingt durch das progressive Versagen der
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Pumpleistung des Herzens und aufgrund von Arrhythmien, die durch die elektrische Instabi-
litdt des geschadigten Gewebes bevorzugt entstehen und zum klinischen Bild des plétzlichen
Herztods fihren kénnen (McMURRAY 2010).

1.4.2 Mechanismen der Herzinsuffizienz auf zellularer Ebene

Auf zellularer Ebene zeigt sich die Herzinsuffizienz durch eine verminderte Kontrakti-
litat der Herzmuskelzelle, wie das klinische Bild bereits vermuten lasst. Parallel dazu nimmt
die Amplitude der Ca*-Transienten ab, die Ca?*-Sensitivitat der Myofilamente bleibt jedoch
unverandert (BERS 2001). Daher scheint es plausibel, dass die Abnahme der Kontraktilitat
auf die Reduktion der Ca®*-Transienten zuriickzufiihren ist (BERS 2001). Ein weiterer Aspekt
der gestérten Ca®*-Homdostase, der mit der Abnahme der Ca?*-Transientenamplitude in en-
gem Zusammenhang steht, ist die Reduktion des SR-Ca®*-Gehalts, der u.a. auf die vermin-
derte Aktivitat der SERCA zurtickgefuhrt wird (BASSANI et al. 1993, BASSANI et al. 1995,
HASENFUSS et al. 1999). Die Aktivitdt des NCX ist dagegen erhdht, so dass sich das
Gleichgewicht der Ca**-eliminierenden Systeme verschiebt (HASENFUSS et al. 1994, HA-
SENFUSS et al. 1999, BERS 2001). Diese Gleichgewichtsverschiebung wiirde auch die o.g.
Reduktion des SR-Ca?*-Gehalts weiter erklaren, da der NCX das Ca®" in den Extrazellular-
raum transportiert. Was die Zusammenhange verkompliziert, ist die Moglichkeit der reversen
Aktivitat des NCX, d.h. infolge einer Na*-Uberladung der Zelle kann der NCX Ca** in die Zel-
le hinein transportieren, so dass bei einer bestehenden Herzinsuffizienz, ein Zustand, bei
dem der Na*-Haushalt nachhaltig gestort ist, die Funktion des NCX eventuell umgekehrt ist,
d.h. dass der NCX im herzinsuffizienten Gewebe anstelle eines Ca*-Efflux einen Ca?*-Influx
mediieren kann (PIESKE et al. 2002, DESPA et al. 2002, BAARTSCHEER et al. 2003, BERS
et al. 2006). Ein dritter Punkt, der die Reduktion des SR-Ca?*-Gehalts erklart, ist die Tatsa-
che, dass in herzinsuffizientem Gewebe ein erhéhter diastolischer Ca**-Verlust aus dem SR
nachgewiesen werden konnte (Al et al. 2005, SHANNON et al. 2003). Dieser Verlust tragt,
neben der mangelhaften Aufflllung des SR in der Diastole, mafRgeblich zur Depletion der

intrazelluldren Ca**-Speicher bei.

Fur die diastolische Dysfunktion, d.h. die mangelnde Relaxation des Herzmuskels, ist
auf Ebene des Ca®*-Haushaltes insbesondere die diastolische Ca**-Uberladung verantwort-
lich zu machen. Diese filhrt zu einer verminderten oder verlangsamten Relaxation, da durch
ein dauerhaft hohes Ca?*-Angebot im Zytosol die Myofilamente l&nger aktiviert bleiben und in
der Diastole nicht in genigendem Male relaxieren, so dass keine ausreichende Fuillung er-
moglicht wird (SCHMIDT U et al. 1998, MEYER et al. 1995, MERCADIER et al. 1990).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Ca?*-Stoffwechsel im Rahmen der
Herzinsuffizienz massiv gestort ist. Wahrend die zytosolische Ca**-Konzentration ([Ca?'];) in

der Diastole erhoht ist, ist der SR-Ca**-Gehalt deutlich erniedrigt, was sich wiederum auf die
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Amplitude der Ca?*-Transienten auswirkt und dadurch eine verminderte Kontraktilitat der

Herzmuskelzellen bedingt.

1.4.3 Die Rolle der CaMKIl bei Herzinsuffizienz

Entsprechend ihrem hohen Stellenwert in der Regulation der Ca?-Homdostase der
Herzmuskelzelle spielt die CaMKII auch bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine nicht
zu vernachlassigende Rolle. So wurde durch MAIER et al. 2003 gezeigt, dass die transgene
Uberexpression der CaMKIl zu einer kardialen Hypertrophie und zur Herzinsuffizienz fiihren
kann, die sich in murinem Gewebe durch eine Verdopplung des Herzgewicht/Kérpergewicht-
Verhéltnisses auswirkt. Des Weiteren zeigten sich infolge eines verminderten SR-Ca**-Ge-
halts die Ca®"-Transienten der Herzmuskelzellen um die Halfte reduziert. Die Frequenz der
diastolischen Ca?*-Sparks, die ein MaR fiir die diastolische Offenwahrscheinlichkeit der RyR
darstellen, war deutlich erhdht. Die Expression der SERCA war reduziert, wahrend der NCX
starker exprimiert wurde (MAIER et al. 2003). Diese Verschiebung der Proteinexpression
begiinstigt die Entleerung der Ca?*-Speicher der Zelle und fiihrt zu einer eingeschrénkten

Kontraktilitat, was wiederum typisch fur die Herzinsuffizienz ist.

Entsprechend sind im humanen herzinsuffizienten Gewebe die CaMKII-Expression
und die CaMKII-Aktivitat deutlich erhdoht (KIRCHHEFER et al. 1999). Durch Inhibition der
CaMKIl in isoliertem herzinsuffizienten Gewebe konnte gezeigt werden, dass der SR-Ca*-
Gehalt aufgrund eines reduzierten SR-Ca**-Verlusts, d.h. einer reduzierten SR-Ca®*-Spark-
frequenz, wieder zunahm und sich die Ca*-Transientenamplitude erholte (Al et al. 2005).
AuRerdem konnte unter CaMKII-Inhibition in isoliertem insuffizienten menschlichen Myokard
eine verbesserte Kontraktilitat detektiert werden (SOSSALLA et al. 2010).

1.5 Reaktive Sauerstoffspezies und deren Wirkung auf das Herz

1.5.1 Reaktive Sauerstoffspezies
Unter reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) versteht man eine sauerstoffbasierte chemi-
sche Verbindung mit hoher Reaktivitat (SEDDON et al. 2007, THANNICKAL und FANBURG
2000). Es kann sich einerseits um eine Verbindung handeln, die freie Radikale aufweist, wie
z.B. das Hydroxyl-Radikal (OH-) oder das Superoxidanion (O;), oder um eine nicht-
radikalische Verbindung, die aber durch ihre hohe Reaktivitat in der Lage ist, freie Radikale

zu produzieren, wie z.B. Wasserstoffperoxid (H,O5).

ROS entstehen zu einem gewissen Grad in jeder Zelle als Produkt oder Nebenpro-
dukt verschiedener Reaktionen; besonders in den Mitochondrien werden viele ROS als Ne-
benprodukt der oxidativen Phosphorylierung generiert (BOVERIS et al. 1972, THANNICKAL
und FANBURG 2000, SEDDON et al. 2007). Aber auch in anderen Stoffwechselwegen pro-
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duzieren Enzyme wie die Xanthinoxidase oder auch P-450-basierte Enzyme als Nebenpro-
dukt ROS (CHAMBERS et al. 1985, THANNICKAL und FANBURG, 2000). Die UbermaRige
intrazellulare ROS-Produktion kann jedoch fur die Zelle sehr gefahrlich sein; ROS sind in der
Lage, sofern sie lokal in hohen Konzentrationen vorliegen, durch ihre hohe Reaktivitat und
die Oxidation von intrazellularen Molekllen Kettenreaktionen auszulésen, die irreversible
Schaden an Proteinen, Lipiden oder der DNA verursachen kénnen (FREEMAN und CRAPO
1982, THANNICKAL und FANBURG 2000, TAKANO et al. 2003). Hohe ROS-Produktionen
kdnnen sogar Apoptose beginstigen und so zum Zelltod fuhren. Bei niedrigeren ROS-Kon-
zentrationen kénnen diese Verbindungen jedoch auch als Signalmolekil innerhalb der Zelle
fungieren und biologische Informationen weitergeben bzw. mit Signalwegen innerhalb der
Zelle interferieren. Dies trifft z.B. fir die Signaltransduktion Uber Proteinkinasen zu, aber
auch fir die Stimulation der DNA-Synthese und die Expression von Wachstumsgenen
(MARTINDALE und HOLBROOK 2002, SACHSENMAIER et al. 1994, HUANG et al. 1996,
KNEBEL et al. 1996).

All diese Vorgange kénnen den Zellstoffwechsel aus dem Gleichgewicht bringen, so
dass Systeme der Gegenregulation von Néten sind, wie z.B. die Catalase, die Glutathion-
peroxidase und Gluthation (GSH) sowie die Superoxiddismutase (LEFER und GRANGER
2000, THANNICKAL und FANBURG 2000, TAKANO et al. 2003). Diese antioxidativen Sys-
teme sind in der Lage, ROS zu reduzieren und so den Schaden, die diese innerhalb der Zel-
le anrichten koénnen, abzuwenden. Die Balance zwischen ROS-Entstehung und Kapazitat
der antioxidativen Systeme bezeichnet man als Redox-Milieu der Zelle; ist diese Balance
zugunsten der ROS verschoben und die antioxidativen Systeme sind nicht ausreichend vor-
handen oder aber (berlastet, spricht man von oxidativem Stress (THANNICKAL und FAN-
BURG 2000, SEDDON et al. 2007). Bei diversen das Herz betreffenden Pathologien sind die
Kardiomyozyten oxidativem Stress ausgesetzt, so z. B. bei Atherosklerose, myokardialer
Ischamie und Reperfusion (ZWEIER et al. 1989, LEFER und GRANGER 2000). Auch bei der
Entstehung der Herzinsuffizienz spielt eine oxidative Belastung eine grof3e Rolle (HEYMES
et al. 2003, MAACK et al. 2003, BELCH et al. 1991).

1.5.2 Wirkung der ROS auf die elektromechanische Kopplung der Herzmuskel-
zelle
In der Herzmuskelzelle spielen im Besonderen die Effekte der ROS auf die elektro-
mechanische Kopplung eine grof3e Rolle (TAKANO et al. 2003, ZIMA und BLATTER 2006).
Molekule mit vielen Cysteinresten bzw. Thiolen werden stark durch ROS beeinflusst, da Ver-
anderungen im Redox-Milieu hier oft zur Formation bzw. zum Bruch von Disulfidbriicken fuh-
ren, was die Funktion der Proteine, insbesondere auch der lonenkanéle und -austauscher
sowie der lonenpumpen, modifizieren kann (TERENTYEV et al. 2008, GOLDHABER und
LIU E, 1994, GOLDHABER et al. 1989, ZIMA und BLATTER 2006).
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Eine wichtige Zielstruktur in Anbetracht der Effekte der ROS auf die elektromechani-
sche Kopplung und den Ca?-Haushalt der Zelle ist der RyR. Der RyR weist eine enorme
Menge an Cysteinresten auf, namlich 89 pro Monomer, wobei es sich um einen Tetramer-
komplex handelt (XU et al., 1998). Insbesondere hyperreaktive Thiolgruppen mit niedrigen
pKs-Werten spielen eine groRe Rolle (PESSAH et al. 2002, ABRAMSON und SALAMA 1989,
LIU G et al. 1994). Wird bei diesen Thiolen die Formation einer Disulfidbricke im Sinne einer
Oxidation begunstigt, nimmt die Offenwahrscheinlichkeit des RyR zu (EAGER et al. 1997).
Insgesamt wirken sich reduzierende Bedingungen innerhalb der Zelle, auch was die antioxi-
dativen Systeme wie Glutathion (GSH) und Nicotinamidadenindinukleotid (NADH/NAD™) an-
geht, entgegengesetzt, also im Sinne einer Abnahme der Aktivitat aus. Diese Modulation der
Aktivitat wirkt sich entsprechend auf die Ca?*-Sparkfrequenz aus, die bei reduzierenden Be-
dingungen deutlich niedriger ist (ZIMA und BLATTER 2006).

ROS koénnen allerdings auch zu einer irreversiblen Inaktivierung des RyR fuhren,
wahrscheinlich in Abhangigkeit von der Konzentration und der Lange der Exposition. Nach
einer initialen Stimulation der Ca®*-Freisetzung aus dem SR kann es zu einer Erschdpfung
des Ca®**-Gehalts des SR kommen, die sich auch in einer zytosolischen Ca*-Uberladung
zeigt (ZIMA und BLATTER 2006).

Zu der Erschopfung des SR-Ca?*-Gehalts tragt eine weitere funktionelle Modifikation
durch oxidierende Substanzen bei; so enthalt die SERCA ebenfalls 25 Cysteinreste, die die
Funktion des Enzyms entscheidend beeinflussen (MURPHY 1976). Im oxidierten Zustand
dieser Thiolgruppen ist die Enzymaktivitat inhibiert, nach Reduktion ist die Funktion wieder-
hergestellt (SCHERER und DEAMER 1986, MORRIS und SULAKHE 1997). Des Weiteren
wurde beschrieben, dass H,O, und OH- direkt mit der ATP-Bindungstelle der SERCA inter-
ferieren und so die ATP-Hydrolyse und die davon abhangige Pumpleistung hemmen. Aul3er-
dem kénnen ROS die Ca?*-Aufnahme von der ATP-Hydrolyse entkoppeln und so ebenfalls
die Pumpleistung der SERCA inhibieren (ZIMA und BLATTER 2006). Die zytosolische Ca**-
Uberladung infolge einer Depletion des SR kann somit grundséatzlich auf die Modifikation der
SERCA-AKktivitat und der Offenwahrscheinlichkeit des RyR zurtickgefiihrt werden.

Eine weitere Zielstruktur der ROS, die den Ca**-Haushalt der Herzmuskelzelle beein-
flusst, sind die LTCC, deren a,c-Untereinheit 10 Cysteinreste besitzt (MIKAMI et al. 1989);
eine Oxidierung der Thiolgruppen fiihrt zu einer Reduktion des Ca?*-Stroms durch den Kanal
(FEARON et al. 1999, GILL et al. 1995, GOLDHABER et al. 1989).

Der NCX scheint ebenfalls fiir eine Redox-Modifizierung sensitiv zu sein; Sauerstoff-
superoxid scheint den NCX-vermittelten Ca?*-Strom zu verstarken, und auch H,O, sowie das
System aus Xanthin und Xanthinoxidase scheinen die NCX-Aktivitat zu erhéhen (REEVES et
al. 1986, KATO und KAKO 1988, GOLDHABER 1996, WAGNER et al. 2003). Es bleibt zu

bedenken, dass u.U. der Fluss durch den NCX umgekehrt sein kann. Dies ist insbesondere
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bei hoher intrazelluldrer Na’-Konzentration wie etwa unter Reperfusionsbedigungen nach
Isch&dmie oder auch bei der Herzinsuffizienz der Fall, so dass dann Ca** nach innen trans-
portiert wird, was die Ca**-Uberladung begiinstigen wiirde. Insgesamt sind die Effekte der
ROS auf den NCX nicht so eindeutig wie auf andere den lonenhaushalt regulierende Pro-
teine, so dass eine eindeutige Aussage schwer zu treffen ist. Allerdings scheint der NCX auf
jeden Fall sensitiv auf Veranderungen des Redox-Milieus zu reagieren. Sofern man eine
grundsatzliche Aussage treffen kann, scheint ein oxidierendes Milieu in der Zelle die Ca*'-
Uberladung tendenziell zu begiinstigen, wahrend ein reduzierendes Milieu den gegenteiligen
Effekt hat (ZIMA und BLATTER 2006).

Was die CaMKIl betrifft, so haben ERICKSON et al. 2008 gezeigt, dass es durch die
Oxidation zweier Methioninreste zur Disulfidbricke an den Stellen 281/282 in der regulatori-
schen Domane zu einer Aktivierung der CaMKIl kommt. Interessanterweise ist diese Aktivie-
rung zunachst nur méglich, wenn durch den Ca?‘/CaM-Komplex die Autoinhibition aufgeho-
ben wurde und das Holoenzym bereits durch den Ca?'/CaM-Komplex aktiviert ist. Nach der
Oxidation der Methioninreste bleibt das Enzym jedoch aktiviert, auch wenn der Ca*/CaM-

Komplex wieder dissoziiert ist (s. Abb. 1.5).

§ +C¢W¢|ﬂ § +Hgoz E aCa’*lCnM

Abb. 1.5 Schema der CaMKIlI-Aktivierung durch ROS

Nach initialer Aktivierung durch den Ca*'/CaM- -Komplex (1) blockiert eine Oxidation an Methlomn
281/281 (2) die Autoinhibition der katalytischen Doméane, was auch ohne Bindung des Ca®'/CaM-
Komplexes zu anhaltender Aktivitat fihrt (3).

ERICKSON et al. 2008, S. 464

1.5.3 DOX-vermittelter Anstieg der intrazellularen ROS-Konzentration
Es gilt als erwiesen, dass DOX die Entstehung von ROS vermittelt und damit die
[ROS]; erhéht. Eine Elektronaddition zu der Chinonstruktur des Rings C des DOX flhrt zu der
Formation eines Semichinons, das sich dann durch Reduktion von Sauerstoff unter Forma-
tion eines Superoxidanions wieder in die urspriingliche Chinonform umwandelt (VASQUEZ-
VIVAR et al. 1997, MINOTTI et al. 2004, TOKARSKA-SCHLATTNER et al. 2006).
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Abb. 1.6 DOX-vermittelte Entstehung von ROS
modifiziert nach TOKARSKA-SCHLATTNER et al. 2006, S. 399

Obwohl weiterhin ungeklart ist, welche genauen Pathomechanismen zur Entstehung
der DOX-induzierten toxischen Kardiomyopathie flihren, so wird doch angenommen, dass
der Anstieg der [ROS]; besonders zum Tragen kommt (KIM SY et al. 2006, TIMOLATI et al.
2006, OLSON et al. 1980, DAVIES und DOROSHOW 1986, MYERS et al. 1977, TO-
KARSKA-SCHLATTNER et al. 2006).

KIM SY et al. beschrieben 2006 an isolierten Rattenkardiomyozyten einen fluoreszenz-
mikroskopisch beobachteten Anstieg der [ROS] und einen gleichzeitigen Anstieg der [Ca?"]..
Durch eine Reduktion der [ROS]; mithilfe von Radikalfangern konnten die Veranderungen der
Ca?*-Homdostase im Rahmen der DOX-Behandlung verhindert werden. TIMOLATI et al.
zeigten 2006, dass nach 24-stiindiger DOX-Behandlung an isolierten Rattenkardiomyozyten
ein gestorter Ca?*-Stoffwechsel mit zytosolischer Ca®*-Uberladung vorliegt. Diese Experi-
mente legen eine Verkniipfung der ROS-Entstehung mit einer Stérung der Ca®*-Homdostase

nahe, die noch nicht ndher beschrieben und erklart ist.

1.6 Ziele der Arbeit
Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung von DOX auf den Ca?*-Stoffwechsel der Herzmus-
kelzelle darzustellen und eine mdgliche Beteiligung der CaMKII, einem zentralen Mediator in

der Regulation des Ca?*-Stoffwechsels, zu liberpriifen.
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Die zu untersuchende Hypothese der vorliegenden Arbeit lautet, dass aus der DOX-Ein-
wirkung eine Stérung der Ca?*-Homdostase resultiert und dass dies auf eine unter DOX ge-
steigerte CaMKII-Aktivitat zurtickzufiihren ist. Ziel dieser Arbeit ist es nun, erstens zu zeigen,
dass DOX die Ca*-Homdostase in Rattenkardiomyozyten tatsdchlich beeintrachtigt. Zwei-
tens soll gezeigt werden, dass dieser Effekt auf einer Steigerung der Aktivitdt der CaMKII
beruht. Diese soll wiederum drittens durch eine Erhéhung der Radikallast, also der [ROS];,
zustande kommen. Schlief3lich soll viertens gezeigt werden, dass eine Inhibition der CaMKII

eine Riickfiihrung der Effekte auf den Ca**-Stoffwechsel zur Folge hat.
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2 Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden Kardiomyozyten aus etwa 6 Monate alten mannlichen
Wistar-Ratten verwendet. Alle Tierexperimente sind der ortlichen Tierschutzkommission im
Rahmen des Antrags Untersuchung von isolierten Einzelzellen, multizelluldren Muskelstrei-
fen und Herzmuskelhomogenaten von Kaninchen, Ratte und Maus (Az T14.06, Laufzeit
24.8.2006-24.8.2011) angezeigt worden und wurden unter Bericksichtigung der GUIDE
FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS (1996) durchgeflhrt.

2.1 Herzmuskelzellisolation aus adultem Rattenmyokard

Die Isolation der Kardiomyozyten aus Rattenmyokard wurde mittels einer Langen-
dorff-Perfusionsapparatur (LANGENDORFF 1895, SAG 2007, s. Abb. 2.1, S. 21) durchge-

flhrt, die vor Isolationsbeginn zweifach mit Isolationstyrode gesplilt wurde.

Tab. 2.1 Isolationstyrode (Grundlésung)

Substanz Konzentration Hersteller Bermerkung
Merck (Darmstadt,
NaCl 137 mM Deutschland)
KCI 5,4 mM Merck . .. .
MgSO, x 7 H,O 1,2 mM Merck |n3c;dol-(|:2;)ug?elzslt,7 Zel
Na,HPO, x 12 H,0 1,2 mM Merck - aut prt
Sigma-Aldrich (St eingestellt
i -Aldri .
HEPES 20 mM Louis, USA)
Glucose 15 mM Merck

wurde Ca-freie
Penicillin/Streptomycin 8.3 milL Biochrom AG (Berlin, Tyrode verwendet,
(100fach Pen/Strep) ’ Deutschland) wurde Pen/Strep
hinzugefligt

Danach wurde die Anlage auf 37 °C erhitzt, um moglichst physiologische Bedingun-
gen zu schaffen. Die Praparier- und Isolationsschalen wurden ebenfalls mit Isolationstyrode

gefillt.

Die Ratte wurde in einer luftdichten Glaskammer mittels des Narkotikums Isofluran
(Abbott) betaubt. Nach Absinken der Atemfrequenz und Zunahme der Atemtiefe als Zeichen
der erfolgreichen Narkotisierung wurde das betdubte und reflexlose Tier durch einen
schmerzlosen Genickbruch getttet. Mit einer Praparierschere wurde der Thorax ge6ffnet und
die Gefalte wurden so abgesetzt, dass ein méglichst langer Aortenstumpf erhalten blieb. In
das linke Herzohr wurden 0,5 ml Heparin-Natrium (2000 I.E.) injiziert, um die Koagulation
des verbliebenden Blutes in den Koronararterien zu vermeiden und so sicherzustellen, dass
die Enzyml6sung suffizient ins Myokard gelangte. Nun konnte das Herz entnommen werden.
In einer Schale mit eisgekiihlter Ca®*-haltiger Isolationstyrode (0,75 mM) wurde das restliche
Blut sanft ausmassiert. Anschlie®end wurde unter einem binokularen Mikroskop mithilfe

zweier Splitterpinzetten die Aorta aufgesucht und retrograd kanlliert. Uber die Kaniile wurde
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das Herz an die Langendorffperfusionsapparatur (s. Abb. 2.1, S. 21) angeschlossen fur 5-10
min mit Ca**-haltiger Isolationstyrode (1,25 mM) retrograd perfundiert, um das Herz zum
Schlagen anzuregen und so seine Vitalitdt zu priifen. Daraufhin wurde zu Ca®*-freier Isola-
tionstyrode gewechselt und das Herz fiir ca. 20 min perfundiert (SAG 2007, NABAUER et al.,
1996).

Danach wurde eine Perfusion mit der Kollagenase- und Protease-haltigen Enzyml6-
sung (s. Tab. 2.2) begonnen, die bis zur Auflésung der extrazelluldren Matrix fortgefihrt wur-
de (WAGNER et al. 2003, SAG et al. 2011, SAG 2007, NABAUER et al. 1996). Anschlie-
Rend wurde das Herz von der Apparatur abgenommen. In einem Glasbehaltnis wurden die
Atrien vorsichtig von den Ventrikeln getrennt und das verbleibende ventrikulare Gewebe an-
schlieBend mit einer Praparierschere zerschnitten. Nach kurzem Schwenken im Wasserbad
wurde die Zellsuspension dann durch Nylon-Gaze gefiltert und in ein 50 ml-Falcon-Rdhrchen
tberfuhrt. Nachdem das Gewebe sedimentiert war, konnte der Uberstand mit enthaltenem

Verdauungsenzym abgenommen werden.

Tab. 2.2: Enzymlésung

Substanz Konzentration Hersteller Bermerkung
Isolationstyrode 1x Die Enzymldsung
Kollagenase Il 230 U/mi Biochrom AG wurde unmittelbar
Protease XIV 0,5 U/ml Sigma-Aldrich vor Verwendung auf
CaCl, 0,1 mM Sigma-Aldrich 37 °C erwarmt

Als nachstes folgte eine langsame Anndherung an die gewiinschte Ca®*-Konzentra-
tion durch einen Wechsel der Lésungen mit jeweils aufsteigenden Ca?*-Konzentrationen
(ICa®"]; entsprechend 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM, appliziert fiir jeweils 10 min
und nach Sedimentation der Zellen gewechselt, SAG 2007). Nach dem letzten Aufbauschritt
wurden die Zellen nach Sedimentation in etwa 10 ml M199-Medium (s. Tab 2.3) resuspen-
diert und eine Probe davon in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die Zellen wurden fur
weitere fluoreszenzmikroskopische oder proteinbiochemische Versuche mit M199-Medium
weiter auf ca. 25 000 Zellen/ml verdinnt und konnten dann fur die Versuche verwendet wer-
den (SAG et al. 2011).
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Tab. 2.3 : M199-Medium

Substanz Masse/Volumen Hersteller Bermerkung
M 199 Medium 500 ml Sigma-Aldrich, No.
M7528
Ad Taurin 312,5 mg SigN”;f‘T'gg"‘;r;Ch’
Ad D,L-Carnitin 500 mg Sigmac—,gl5d(;i(§>h, No. Die Lésung wurde

steril filtriert und

. Sigma-Aldrich, No. s e
Kreatin 327,5 mg C0780 bei 4 °C gelagert.
Penicillin/Streptomycin 10 50 ml Biochrom AG, No.
000 U/ml ’ A2210
. Biochrom AG, No.
L-Glutamin 200 mM 5,0 ml K0282

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Isolationsanlage

Enzymhaltige Tyrode

Erwarmung der Tyrode
mittemperierter Blasenfalle

Zulauf aus dem Warmebad, spiralférmig

|_Kantlierterabgesetzter Aortenstumpf

| Rattenherz

Auffangbehalter

modifiziert nach SAG 2007, S. 26
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2.2 Fluoreszenzmikroskopie

2.21 Grundlagen der fluoreszenzmikroskopischen Messung

Als Fluoreszenz wird das Phdnomen bezeichnet, dass ein Stoff, der mit Licht einer
bestimmten Wellenlange beleuchtet wird, dadurch energetisch angeregt wird und wiederum
Licht einer langeren Wellenlange emittiert (COLEMAN et al. 2004). Dieses Prinzip macht
sich die Fluoreszenzmikroskopie zunutze, indem Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht einer defi-
nierten Wellenlange, dem sog. Anregungslicht, beleuchtet werden, was zur gleichzeitigen
Emission eines energiedarmeren Lichts, d.h. eines Lichts mit langerer Wellenlange, fihrt, dem
sog. Emissionslicht. Ermdglicht wird die Absorption und Emission des Lichts durch die Struk-
tur der Fluoreszenzfarbstoffe, die durch mehrere aromatische Ringstrukturen gepragt ist. Die
delokalisierten Elektronenpaare der aromatischen Ringstrukturen lassen verstarkt Wechsel-
wirkungen mit der Umgebung zu und daher auch die Absorption der Photonen des Anre-
gungslichts. Kurzzeitig werden die Ringsysteme durch die Absorption auf ein instabiles héhe-
res Energieniveau gehoben. Dieser hdherenergetische Zustand dauert einige Nanosekunden
(ca. 10 ns) und der Abfall auf Ausgangsniveau geht mit der Emission von Photonen, dem
Emissionslicht, einher. Da die Energie jedoch nicht ausschliefllich in Form von Photonen
abgegeben wird, ist das Emissionslicht energiedrmer, d.h. langwelliger als das Absorptions-
licht und stellt sich somit andersfarbig dar. Dieser Zusammenhang wird auch als Stokes-
Regel bezeichnet und der Stokes-Shift bzw. die Stokes-Differenz entspricht der konstanten
Differenz der Wellenlange des Anregungs- und des Emissionslichts einer fluoreszierenden
Substanz (LAKOWICZ 2010). Verfugt man Uber die genaue Kenntnis des Stokes-Shifts einer
fluoreszierenden Substanz, so ist es mdglich, das Emissionslicht vom Anregungslicht mittels
eines Filters zu trennen und so das reine Emissionslicht zu messen. Dieses Emissionslicht
wird dann durch ein lichtmikroskopisches Bildgebungsverfahren erfasst und die mit Fluores-
zenzfarbstoffen gefarbten Objekte dargestellt (SAG 2007, KOHLHAAS 2006).

2.2.2 Fluoreszenzfarbstoffe
Bei der Gruppe der Fluoreszenzfarbstoffe handelt sich generell um Substanzen mit
fluoreszierenden Eigenschaften. Diese Eigenschaften, wie Anregungswellenlédnge, Emissi-
onswellenlange oder Emissionsintensitat, werden durch die selektive Bindung eines Mole-
kils oder eines lons verandert (LAKOWICZ 2010, GRYNKIEWICZ et al. 1985). In dieser Ar-
beit kommen einerseits Ca?*-Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz, und andererseits ein Farb-

stoff, der im oxidierten Zustand fluoresziert und somit Hinweise auf das oxidative Milieu gibt.

Funktionell kdnnen die hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe in zwei Gruppen einge-
teilt werden, die ratiometrischen und die nicht ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffe. Beide
Gruppen kamen in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung. Ratiometrische Farbstoffe, wie
der hier verwendete Farbstoff Fura-2AM (s. Abb. 2.2, S. 24) zeichnen sich dadurch aus, dass
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sie bei zwei verschiedenen Wellenlangen Licht absorbieren oder emittieren (LAKOWICZ
2010, GRYNKIEWICZ et al. 1985). Es ist nun moglich, ein Verhaltnis dieser beiden Intensi-
taten zueinander zu bilden, das im Verlauf der Messung konstant bleibt und nicht durch et-
waige Bleichvorgange, die Konzentration des Farbstoffs oder des Farbstoffverlusts beein-
trachtigt wird, da beide Intensitaten durch diese Faktoren im gleichen Malie beeinflusst wer-
den (BARRETO-CHANG und DOLMETSCH 2009). In diesem Sinne eigenen sich ratio-
metrische Farbstoffe insbesondere fiir die semiquantitative Messung von Ca®'-Konzentra-
tionen Uber einen langeren Zeitraum. Der Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis der
Fluoreszenzsignale und der [Ca®']
(GRYNKIEWICZ et al. 1985):

wird durch folgende Formel erstmals ausgedriickt

Formel 1:
247 =
[Ca*']i= KaX ((R-Rmin)/(Rmax-R)) X (St2/Shz2)
R berechneter Ratiowert der aufgenommenen Fluoreszenzintensitat (fir Fura-2 bei Agx= 340 nm/380 nm)
Rmin Ratiowert der Fluoreszenzintensitat en (Aex=340 nm/ 380 nm) im Ca*'-freien Zustand ([Ca2+] <10° M)

Rmax Ratiowert der Fluoreszenzintensitaten (Aex=340 nm/ 380 nm) im Ca”-geséttigten Zustand
([Ca®"12 10™ M)

Kyq Dissoziationskonstante des Farbstoffs

Sk Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlange (380 nm) im Ca*'-freien
Zustand

Sb2 Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit der im Nenner stehenden Wellenlange (380 nm) im ca®-
gebundenen Zustand

(KOHLHAAS 2006)

Die fluoreszenzmikroskopische Messung mit Fura-2AM beruht auf einer Chelat-
komplexbildung mit Ca** und auf einer Ca®*-abhangigen Verschiebung des Absorptionsma-
ximums von 380 nm zu 340 nm, das Emissionsmaximum hingegen bleibt unabhangig von
der Ca*-Konzentration bei 510 nm (GRYNKIEWICZ et al. 1985, s. auch Abb. 2.2 B). Zur
Berechnung der Ca?*-Konzentration wird bei ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen ein

Quotient der Fluoreszenz der beiden Wellenlangen (Fura-2: F340nm/F3sonm) gebildet.

Fura-2 zeichnet sich durch eine relativ hohe Ca®*-Selektivitat im Vergleich zu anderen
Kationen aus, die Dissoziationskonstante (K;) liegt bei 224 nM (COBBOLD und RINK 1987).
Der Farbstoff ist in der Lage, schon bei geringen Konzentrationen (ca. 10 nM) Fluoreszenz-
signale zu emittieren, die Uber der Eigenfluoreszenz der Zelle liegen und ermdglicht so
[Ca®']j—Messungen im nanomolaren Bereich. Die maximale zeitliche Aufldsung der intrazel-
luldren Ca?*-Messung mittels Fura-2 betragt aufgrund der Bindungs- und Dissoziationskinetik
ca. 5 ms (KAO und TSIEN 1988, JACKSON et al. 1987, COBBOLD und RINK 1987). Auf die
Bestimmung einer eigenen Dissoziationskonstante und Kalibrierung des Farbstoffs auf quan-

titative Ca®*-Werte fiir das hier verwendetet Modell wurde verzichtet. Bei den getatigten



Methoden 24

Messungen handelt es sich um semiquantitative Daten, die nur im Vergleich mit der Kontroll-

gruppe zu verstehen und auszuwerten sind.

Um die Beladung der Zelle mit Fura-2 zu ermoglichen, wurde das Molekll mit einer
Azetoxymetylgruppe (AM) verestert. In diesem Zustand kann es die lipophile Zellmembran
permeieren (INVITROGEN: www.invitrogen.com, GRYNKIEWICZ et al. 1985). In der Zelle
werden diese Esterverbindungen dann durch zytosolische Esterasen gespalten und liegen
daher in Salzform vor. Dies erlaubt die Bindung von lonen, verhindert jedoch die erneute
Diffusion durch die Membran.

Die Messung mithilfe des Farbstoffs Fura-2, der wie oben beschrieben mit Licht der
Wellenlangen 340-380 nm, also UV-A-Licht, angeregt wird, kann durch die Bildung von ROS
durch das kurzwellige Licht zellschadigend wirken und u.U. Auswirkungen auf den Ca*-
Stoffwechsel haben (IHRIG et al., 1999, GABORIAU et al. 1995). Dieser Effekt ist dann be-
sonders kritisch zu sehen, wenn die Messgerate, insbesondere die Lichtquellen des Mikro-
skops, ausgetauscht werden (IHRIG et al., 1999), da es dann u.U. zu einer unterschiedlichen
Belichtungsstarke kommen kdnnte und somit nicht mehr zu vergleichbaren Ergebnissen. Es
gilt daher zu betonen, dass wahrend der gesamten Messreihe die Lichtquellen nicht ausge-

tauscht wurden.
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Abb. 2.2 Fura-2AM
A Strukturformel von Fura-2AM.
B Emissionsintensitat von Fura-2 bei verschiedenen Ca®*-Konzentrationen von 0 - 39,8 uM. Die

Emission (Em) liegt bei 510 nm.
Modifiziert nach der Online Version von The Molecular Probes® Handbook 2012

Der Vorteil der nicht ratiometrischen Farbstoffe, die im Gegensatz zu den ratiometri-
schen Farbstoffen nur Licht einer Wellenldnge emittieren, liegt im gunstigen Verhaltnis von
Signal zur Hintergrundfluoreszenz. In dieser Arbeit verwendete nicht ratiometrische Farb-
stoffe waren Fluo-4 zur Ca®*-Messung und CM-H,DCFDA zur Messung der [ROS]..

Fluo-4, ein Analogon des Farbstoffs Fluo-3, bei dem zwei Chloratome durch zwei
Fluoratome ausgetauscht wurden (s. Abb. 2.3), stellt einen sehr sensitiven Ca?*-Indikator

dar. Das Absorptionsmaximum liegt bei ca. 488 nm und das Emissionsmaximum bei ca. 525
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nm. Die Kq liegt bei ca. 350 nM. Ohne Ca?*-Bindung besteht eine geringe intrinsische Fluo-
reszenz, jedoch zeigt sich eine starke Ca?*-abhangige Fluoreszenzsteigerung, die analog zu
Fluo-3 ungefahr eine 200-fache Zunahme bedeutet (HARKINS et al. 1993). Daher ist der
Farbstoff besonders sensitiv und eignet sich gut zur Darstellung sehr geringer Ca?*-Kon-

zentrationen (INVITROGEN: www.invitrogen.com).

A B

-
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Wellenlange in nm

Abb. 2.3 Fluo-4
A Fluo-4-Strukturformel
B Emissionsspektrum von Fluo-4 in Abhangigkeit der freien [Ca2+]i

Modifiziert nach der Online Version von The Molecular Probes® Handbook 2012

Das Besondere des Farbstoffs CM-H,DCFDA?” ist, dass die Substanz erst im oxidier-
ten Zustand fluoresziert, d.h. die Intensitat der Fluoreszenz zeigt an, inwieweit das Redox-
Milieu der Zelle in Richtung Oxidation verschoben ist. So kann die Generierung von ROS
indirekt detektiert werden. Der Farbstoff emittiert nach Oxidation und Anregung mit Licht im
Wellenlangenbereich von 492-495 nm ein Fluoreszenzsignal einer Wellenlange von 517-527
nm (The Molecular Probes® Handbook 2012, KOHLHAAS et al. 2010). Wichtig zu erwahnen
ist an dieser Stelle, dass lediglich eine Zunahme der Fluoreszenz gemessen werden kann,

da eine Reduktion des Farbstoffs nicht mdglich ist.

° 5’,6’-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetatacetylester
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Abb. 2.4 CM-H,DCFDA

A Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffs CM-H,DCFDA (nicht fluoreszierend).

B Deacetyliertes und oxidiertes Produkt, Dichlorodihydrofluorescein (DCF) (fluoreszierend).
Modifiziert nach der Online Version von The Molecular Probes® Handbook 2012

Als Limitation dieser Arbeit muss an dieser Stelle angefilihrt werden, dass DOX eine
eigene Fluoreszenz hat. Die Substanz wird bei 470 nm maximal angeregt und emittiert ma-
ximal bei 585 nm. Die durch DOX emittierte Fluoreszenz wurde durch das Abziehen der am

Ende des Experiments gemessenen Hintergrundfluoreszenz berucksichtigt.

2.2.3 Epifluoreszenzmikroskopie
Ziel der epifluoreszenzmikroskopischen Messung war es, die [Ca®']; mithilfe des Farb-
stoffes Fura-2AM zu messen. Die hier angewendete invertierte Epifluoreszenzmikroskopie

2+]i einer Herzmuskelzelle als Funktion der Zeit darzu-

ermdglicht es, die fluktuierende [Ca
stellen, d.h. es werden sog. Ca®*-Transienten abgebildet. Des Weiteren wurde die [ROS]; in

Abhangigkeit der Zeit mittels des Farbstoffs CM-H,DCFDA gemessen.

2.2.3.1 Versuchsaufbau
Fur die Messungen wurde ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop mit einem 40-fach
vergroBernden Olimmersionsobjektiv der Firma ION OPTIX verwendet (Nikon Eclipse TE
200-U).
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Abb. 2.5 Strahlengang der Epifluoreszenzmikroskopie
modifiziert nach IONOPTIX (www.ionoptix.com) 2011

Zur Anregung diente das Licht einer 75 W Mercury Xenonlampe (Ushio, Japan). Das
Licht wurde zunachst auf einen galvanometrischen Spiegel gelenkt (s. Abb. 2.5), der es er-
laubte, zwischen den zwei Anregungswellenlangen hin und her zu stellen, um die Anregung
mit zwei verschiedenen Wellenlangen fur ratiometrische Farbstoffe, in dieser Arbeit Fura-2
AM, zu ermdglichen. Durch diesen Aufbau konnten bis zu 250 Ratiowerte der Wellenlangen
pro Sekunde generiert werden (IONOPTIX: www.ionoptix.com). Fir die Messung der nicht
ratiometrischen Farbstoffe (wie z.B. CM-H,DCFDA) konnte dieses Element aus dem Strah-
lengang herausgedreht werden. Das Licht wurde nun auf einen dichroitischen Spiegel ge-
lenkt, dessen kritische Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionsspektrum des Farb-
stoffs liegt. Der dichroitische Spiegel zeichnet sich dadurch aus, dass er das Licht unter der
kritischen Wellenlange reflektiert und nur Licht Uber der kritischen Wellenlange passieren
lasst. Das kurzwellige Anregungslicht wurde daher reflektiert und so durch das Objektiv zum
Praparat gelenkt, das langwelligere Emissionslicht konnte den Spiegel passieren. Ein Emis-
sionsfilter eliminierte nun das Streulicht und die so bereinigte Fluoreszenz gelangte zum
Photoelektronenvervielfacher (electron tubes limited, USA), der das einfallende Licht ver-
starkte und in elektrische Spannung umwandelte. Diese wurde durch den Analog-Digital-
Wandler (Fluoreszenz System Interface, lon Optix, Milton, USA) in ein digitales Signal um-
wandelt, das in die lonWizard Software 5.0 (lonOptix 1999) eingespeist wurde. Die verwen-

deten Spiegel und Filter stammen von der Firma Chroma Technology Corp, USA.

Die in das Mikroskop eingespannte Kammer wurde mithilfe eines Zulaufsystems mit
Flissigkeit superfundiert und simultan mittels einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die Zellen
wurden wahrend der Messungen durch den Myopacer Field Stimulator (lon Optix, USA)
elektrisch stimuliert und so zur Kontraktion angeregt (SAG 2007, SOSSALLA 2006).



Methoden 28

Ablauf mit Vakuum

Stimulationselektrode
Zulauf

Kardiomyozyte

Messkammer

Abb. 2.6 Versuchsaufbau und Messkammer
modifiziert nach SOSSALLA 2006, S. 34

2.2.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Von den aus adulten Rattenherzen isolierten Kardiomyozyten wurden jeweils ca. 300
gl als Zellsuspension auf eine Messkammer (lon Optix) ausplattiert, nachdem diese mit 2 pl
Laminin (Sigma-Aldrich) bestrichen wurden, um eine Zellhaftung zu ermoglichen. Es folgte
eine mindestens 15-minltige Ruheperiode im Inkubator bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid
(COy), in der die Zellen sedimentieren und an das Laminin binden konnten. Als nachstes
wurde der Uberstand mit der Pipette abgenommen und die Zellen mit 200 ul Farbelésung
(Zusammensetzung s. Kap. 2.2.5, S. 35) in einer Konzentration von 10 yM bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug bei Fura-2AM 15 min, bei CM-H,DCFDA 20 min.
Die Messkammer konnte daraufhin ins Mikroskop eingespannt werden und die Farbstoffl6-
sung Uber funf Minuten mit Superfusions-Tyrode (Zusammensetzung s. Kap. 2.2.5, S. 35)
bei Raumtemperatur und einer Superfusionsgeschwindigkeit von 60 ml/h ausgespult werden.
Wahrend dieser Zeitspanne wurde eine elektrische Stimulation mit 2 Hz bei 20 V begonnen,
an die sich die Zellen in diesen flinf Minuten adaptieren konnten (TIMOLATI et al. 2006, SAG
2007).

Fir die Messungen der [Ca®']; wurde ca. eine Minute nach Beginn der Messung die
Superfusion von Normaltyrode auf Doxorubicinlésung (Zusammensetzung Kap. 2.2.5, S. 35)
in einer Konzentration von jeweils 1 yM bzw. 10 yM mit einer Superfusionsgeschwindigkeit
von 60 ml/h umgestellt. In den Kontrollgruppen wurde weiter mit Superfusions-Tyrode su-

2+]i als auch die mechanische Kontrak-

perfundiert. Es wurde von einer Zelle sowohl die [Ca
tion kontinuierlich tGber einen Zeitraum von einer halben Stunde gemessen. Nach diesem
Zeitraum wurde eine Koffeinlésung (Zusammensetzung s. Kap. 2.2.5, S. 35) appliziert. Die
Applikation des Koffeins fiihrte dazu, dass durch eine generalisierte Offnung der RyR der
Zelle samtliches Ca®" aus dem SR freigesetzt wurde (PESSAH et al. 1987, BASSANI et al.
1993, BERS 2001). So konnte der SR-Ca?*-Gehalt bestimmt werden. Dazu wurde der vor-
hergehende Ca®*-Transient in Relation gesetzt, so dass die fraktionelle Freisetzung von Ca?*

aus dem SR bezogen auf den SR-Ca®*-Gehalt errechnet werden konnte.
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Zur pharmakologischen Inhibition der CaMKIl wurde KN-93° (Calbiochem, Gibb-
stown, NJ, USA, s. Abb. 2.7) in einer Konzentration von 1 uM verwendet. Bei KN-93 handelt
es sich um ein Methoxybenzensulfonamid, das als selektiver kompetitiver Inhibitor der CaM-
KIl fungiert (SUMI et al. 1991). Als inaktives Analogon wurde in den Kontrollgruppen KN-927
(Calbiochem, s. Abb. 2.8) in der gleichen Konzentration verwendet. Um die Zellen mit den
Inhibitoren zu beladen, wurden die Messkammern vor Beginn der Stimulation 15 min mit ei-
ner KN-92- bzw. KN-93-haltigen Lésung (s. Tab. 2.2.5, S. 35) superfundiert. KN-92/KN-93
wurde ebenfalls zu der Doxorubicinldsung in den angegebenen Konzentrationen hinzuge-
fugt. Die Inhibitionsversuche wurden nur bei einer Doxorubicinkonzentration von 10 uM

durchgefuhrt, ansonsten analog zum vorhergegangenen Protokoll.

Hr:n/“\fm““sc12<1;>—ocH3
Abb. 2.7 KN-93

MERCK CHEMICALS (www.merck-chemicals.com) 2011
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Abb. 2.8 KN-92

MERCK CHEMICALS (www.merck-chemicals.com) 2011

Fur die Messungen der [ROS]; wurde nach der Einschlagzeit von 5 min direkt mit der
Superfusion mit 10-pyM-Doxorubicinlésung begonnen und fir 30 Minuten pro Minute tber 10

s die Fluoreszenz gemessen.

Die Hintergrundfluoreszenz wurde im Anschluss an jede Messung bestimmt, indem ein
zellfreier Bildausschnitt in unmittelbarer Nachbarschaft der gemessenen Zelle von identi-
scher Flache gewahlt wurde und dessen Fluoreszenzintensitaten bestimmt wurde. Damit
wurde die Fluoreszenz des gesamten Messsystems einschliellich der Fluoreszenz der je-
weiligen Tyrode sowie Streustrahlung benachbarter Zellen erfasst. Dann wurde die Hinter-

grundfluoreszenz abgezogen (s. Kap. 2.2.3.3, s.u.).

62-[N-(2-hydroxyethyl)-N-(4-methoxybenzensulfonyl)Jamino-N-(4 -chlorocinnamyl)-N-
methylbenzylamin
2-[N-(4-methoxybezensulfonyl)Jamino-N-(4-chlorocinamyl)-N-methylbenzylaminphosphat
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2.2.3.3 Auswertung
Die Auswertung des gemessenen Fluoreszenzsignals erfolgte mittels der Software
ION WIZARD ANALYZE Version 5.0 (lon Optix).

Die Messung der Ca®*-Parameter wurde anhand des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2AM
durch Berechnung der Ratio der emittierten Fluoreszenzsignale anhand folgender Formel

durchgefihrt:

Formel 2:

F __ F340 nm - Fg5 340 nm
Ratio™ F380nm —Fg; 380 nm

F = Fluoreszenz
Fsc = Hintergrundfluoreszenz

Der Abfall der Ca®*-Transienten (tc,) wurde als monoexponentielle Funktion darge-
stellt, wobei A die Amplitude und t die Zeit darstellen (s. Formel 3 und Abb. 2.9). Als Para-
meter wurde die Dauer des Abfalls des Ca®*-Transienten um 80 % der Ca*-Transien-

tenamplitude verwendet.

Formel 3:
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Abb. 2.9 Gemittelter Ca®*-Transient mit Fura-2 — Ratio Fs4g nm/ F1s0 nm bei 2 Hz
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Bei der Messung der Radikalfluoreszenz wurde die Hintergrundfluoreszenz analog
gemessen und ebenfalls eine Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz vom Messwert durch-
gefluhrt.

2.2.4 Konfokalmikroskopie
Ziel der konfokalmikroskopischen Messungen war es, den spontanen diastolischen
Ca?*-Verlust des SR, das sog. Ca®*-Leck, darzustellen. Fluoreszenzmikroskopisch wurden

2], detektiert, die sog. Ca?*-Sparks.

diastolisch kleine lokale Spitzen in der zytosolischen [Ca
Diese Ca?*-Sparks wurden als spontane kurze Offnungen einzelner RyR gewertet, die ohne
erkennbaren Stimulus Ca?" freisetzen (s. Kap. 1.2.2, S. 5 ff, CHENG et al. 1993, BERS
2001). Als quantitativ messbarer Parameter wurden die Ca?*-Sparks, die innerhalb einer be-

stimmten Zeit auf einer definierten Flache auftraten, verwendet.

Bei der Konfokalmikroskopie handelt es sich um ein lichtmikroskopisches Verfahren,
das wie die Epifluoreszenzmikroskopie fluoreszierende Farbstoffe abbildet, aber sich zusatz-
lich dadurch auszeichnet, dass durch den gezielten Einsatz von Lochblenden Licht aus einer
Fokusebene betrachtet werden kann, da das Licht aus den anderen Ebenen weitestgehend

ausgeblendet wird.

Die hier angewandte Laserscanning-Konfokalmikroskopie (LSM 5 Pascal Laser Mo-
dule, Carl Zeiss AG, Gottingen) beruht im Wesentlichen auf zwei Saulen: die punktuelle Be-
lichtung mithilfe von Laserlicht, die das sog. Scanning® im Sinne einer Bildzerlegung in Pixel
zur Folge hat und die punktuelle Aufzeichnung der im Fokus liegenden Schicht, die insbe-
sondere durch den Einsatz von Lochblenden erméglicht wird (CORLE und KINO 1996,
HOUPT und DRAAIJER 1989). Die Probe wird also mithilfe von Laserlicht angeregt, d.h. der
Laserstrahl wird Punkt fir Punkt Ober das Objekt bewegt und rastert es (HOUPT und
DRAAIJER 1989). Es entsteht daher kein gesamtes Bild, sondern die einzelnen Bildpunkte
(Pixel) werden abgebildet. Die hier angewendete Methode des Line-Scan® bedeutet, dass
eine Bildzeile, zusammengesetzt aus einer bestimmten Anzahl an Pixeln, immer wieder Uber

einen bestimmten Zeitraum abgebildet wird.

Das Laserlicht fallt Gber ein doppeltes Linsensystem ein und gelangt dann Gber das
Objektiv auf die Probe (s. Abb. 2.10). Durch die Anordnung der Linsen ist es mdglich, dass
der Strahlengang sowohl zur Belichtung der Probe als auch zur Abbildung der Probe gleich
ist, d.h. das Licht wird von der Probe entsprechend des Strahlengangs reflektiert. Im Strah-
lengang befindet sich dann ein Strahlteiler (hierbei handelt es sich um einen dichroitischen

Spiegel, s. Kap. 2.2.3.1, S. 27), der das Licht in Abhangigkeit seiner Wellenlange zu einem

8 engl. die Bildzerlegung
® engl. Aufzeichnung einer Bildzeile
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Detektor leitet und so in der Lage ist, Exzitations- von Emissionslicht zu trennen (CORLE
und KINO 1996).

Die Verwendung von Lochblenden im Sinne von Ortsfiltern ermdglicht die Darstellung
einer Schicht, da Strahlen aus den anderen Schichten durch die Lochblende herausgefiltert
werden (CORLE und KINO 1996). Das bedeutet, dass nur das Licht aus der Mitte des Strah-
lengangs, d.h. das Licht direkt aus der Probenebene, auf den Detektor trifft und dass das
restliche Licht abgeschirmt wird (s. Abb. 2.10). Dadurch wird nur die im Fokus liegende
Schicht dargestellt und das aus anderen Schichten stammende Licht wird herausgefiltert.
Idealerweise ist der Lochblendendurchmesser unendlich klein, so dass ein optimaler Kon-
trast geschaffen wird (WILHELM 2010). Hier muss im Versuchsaufbau ein Kompromiss zwi-
schen ausreichender Belichtungsstarke im Sinne eines ausreichend groRen Durchmessers

der Lochblende und der Kontrastscharfe erzielt werden.

Das von der Probe ausgehende Emissionslicht wird von einem Photoelektronenver-
vielfacher detektiert, in seiner Intensitat verstarkt, in elektrische Spannung umgewandelt und
an den Analog-Digital-Wandler weitergegeben, der die elektrische Spannung in digitale Sig-
nale umwandelt. Die Signalstarke korreliert damit mit der Fluoreszenzintensitat. Dabei wird
das Signal synchronisiert mit der punktuellen Laser-Anregung aufgezeichnet, so dass so die

zu einem jeweiligen Bildpunkt gehdrende Fluoreszenzintensitat registriert werden kann.

In dem verwendeten Versuchsaufbau sind die durch die Apparatur gegebenen Di-
mensionen jedes Bildpunkts 0,075 x 0,075 x 0,075 um?®. Die Registrierung erfolgte dabei uni-
direktional, d.h. nach Aufzeichnung einer Bildzeile erfolgte ein Rucklauf der Laser-Position
an den Ausgangspunkt, so dass die darauf folgende Zeile in derselben Richtung aufgezeich-
net wurde. Zur Registrierung von 5000 Bildzeilen (jeweils 512 Pixel) wurden dabei 3850 ms
bendtigt, dies entspricht einer Zeilenfrequenz von ca. 1,3 Bildzeilen pro ms bzw. ca. 1299

Zeilen pro s.
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Abb. 2.10 Strahlengang der Konfokalmikroskopie

Das Laserlicht wird zunachst durch eine Linse (1) gebindelt und durch die Belichtungslochblende
fokussiert. Uber eine weitere konfokal dazu angeordnete Linse (2) wird das Laserlicht auf das Objektiv
geleitet und dartber dann die Probe belichtet. Analog dazu wird das Licht durch die Probe reflektiert
und fallt dann auf den Strahlteiler, der die kritische Wellenldnge zunachst auf eine weitere Linse (3)
und daruber auf den Detektor deflektiert. Davor verhindert die Detektionslochblende den Einfall von
Emissionslicht, das nicht aus der fokussierten Schicht stammt.

modifiziert nach CORLE und KINO 1996, S. 32

2.2.4.1 Versuchsdurchfiihrung

Vor Beginn der Messung wurden die isolierten Kardiomyozyten analog zum Protokoll
der epifluoreszenzmikroskopischen Versuche ausplattiert (s. Kap. 2.2.3.2, S. 28 f). Als nach-
stes wurden 200 pl des verwendeten Farbstoffs Fluo-4 in 10-uM-Konzentration appliziert
(Losung s. Kap. 2.2.5, S. 35) und 20 min inkubiert. Nach dieser Vorbereitung wurde die
Kammer in das Konfokalmikroskop eingespannt und 5 min mit DOX-Lésung bei Raumtempe-
ratur und einer Geschwindigkeit von 60 ml/h superfudiert (Doxorubicinldésung s. Kap. 2.2.5,
S. 35). Die Kontrollzellen wurden analog mit Superfusionstyrode superfundiert (s. Kap. 2.2.5,
S.35). Gleichzeitig wurde die elektrische Stimulation der Kardiomyozyten mit 0,5 Hz bei 20 V
begonnen. Nach 5 min wurde begonnen, die Zellen fir ca. 3,85 s zu messen, d.h. innerhalb
dieser Zeit konnte eine Bildzeile von 512 Pixeln 5000-mal abgebildet werden. Eine Zellkam-

mer wurde maximal flr 15 min gemessen.

Zur pharmakologischen Inhibition wurde Autocamtide-2-related inhibitory peptide (AIP,
Alexis, Farmingdale, USA) verwendet, ein spezifischer und sehr potenter CaMKIl-Inhibitor
(ISHIDA et al. 1995). AIP wurde in 1 yM Konzentration verwendet (s. Kap. 2.2.5, S. 35) und
die Zellen wurden zunachst 15 min mit AlP-Inhibitionslésung superfundiert, dann erst wurde

mit 1 uM AIP versetzter Doxorubicinlésung superfundiert.
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Myr-N-Lys-Lys-Ala-Leu-Arg-Arg-GIn-Glu-Ala-Val-Asp-Ala-Leu-OH

Abb. 2.11 Primarstruktur von AIP (myristoyliert, griin).
Das N-terminale Ende ist mit N, das C-terminale Ende mit OH gekennzeichnet.
(Ala=Alanin, Arg=Arginin, Asp=Aspartat, GIn=Glutamin, Glu=Glutamat, Leu=Leucin, Lys=Lysin, Val=Valin)

Fir eine bessere Zellpermeabilitdt wurde eine myristoylierte Version eingesetzt, d.h. das Peptid wurde
an Myristinsdure (Myr), eine aliphatische, gesattigte Carbonsaure, amidisch gebunden, so dass durch
elektrostatische sowie hydrophobe Effekte die Translokation lber die Membran ermdglicht wurde
(SEFTON und BUSS 1987, MURRAY et al. 1997, PEITZSCH und McLAUGHLIN 1993, NELSON et al.
2007, ENZO LIFE SCIENCES 2012).

modifiziert nach MERCK CHEMICALS (www.merck-chemicals.com) 2011

2.24.2 Auswertung
Im Anschluss an die Messung wurde die Lange des gemessenen Zellabschnitts aus-
gemessen und die Ca?*-Sparks in diesem Abschnitt gezahlt. Zur Auswertung des erstellten
Falschfarbenbildes wurde die Software PASCAL LSM 5 Version 3.2 verwendet.

Zur Bewertung der Ca?*-Sparks wurde die Intensitat des Signals als Quotient der ak-
tuellen Fluoreszenz wahrend des Experiments (F;) und der Fluoreszenz der Ruhekalzium-

konzentration (F() dargestellt. Dieser Quotient wurde wie folgt berechnet:

Formel 4:

Ft - FBG
F/FOZ FO - FBG

Als Ca2+-Spark wurde ein lokaler Ca?*-Transient gewertet, der ein F/Fy> 1,2 aufwies.

Neben der Ca®*-Sparkfrequenz, die in Sparks x 100 pm™ x s™ angegeben wird, wurde
ein weiterer Parameter zur Quantifizierung des spontanen diastolischen Ca**-Austritts aus
dem SR, der SR-Ca®*-Verlust oder das sog. SR-Ca’*-Leak, bestimmt. Der SR-Ca?**-Verlust
ist das Produkt der Mittelwerte der Ca?*-Sparkfrequenz, bezogen auf eine Sekunde und 100
um, der Amplitude, der Breite und der Dauer der einzelnen Ca?*-Sparks (NEEF et al. 2010)

und wird dimensionslos angegeben.

2.2.5 Ansetzen von Lésungen und Farbstoffen
In der folgenden Tab. findet sich eine Zusammenstellung der verwendeten Superfu-
sions-, Inhibitions- und Farbeldsungen. Die Farbelésungen wurden im Dunkeln angesetzt

und in lichtgeschiitzten 0,5-mlI-Reaktionsgefalien bei -20 °C aufbewahrt.
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Tab. 2.4: Superfusions- und Farbelésungen

Lésung Substanz Konzentration Hersteller Molare Masse Bemerkungen
Roth (Karlsruhe,
NaCl 140 mM Deutschland) 58,44 g/mol
KCl 4mM Sigma-Aldrich 74,55 g/mol in ddH,0 geldst, mit NaOH
. (Roth) auf pH=7,4
SuEerfusmnstyrode MgCl, 1 mM Merck 95,21 g/mol eingestellt; CaCl, wurde erst
(=Normaltyrode) .
HEPES 5mM Roth 238,31 g/mol unmittelbar vor der
Messung dazu gegeben
Glucose 10 mM Roth 180,16 g/mol
CaCl, 1,2mM Fluka 110,98 g/mol
2,9 mg in 5 ml Normaltyrode
- ohne Kalzium geldst als
Doxorubicin Sigma-Aldrich, No Vorratslésung, zur
Doxorubicinlésung hydrochloride, suitabe for 1 uM bzw. 10 uM 44583 579,98 g/mol Anwendung 50 i bzw, 500
fluorescence :
ul mit 50 ml Normaltyrode
verdlinnt
_— . Sigma-Aldrich, No. 1,94 g Caffeinein 11
Koffeinlésung Caffeine 10mM C0750 194,2 g/mol Normaltyrode auflésen
1 mgin 166,95 pl H,O
) (J.T.Baker) gel6st fiir
Calbiochem, Vorratslésung von 10 mM,
KN-93 KN-93 1uM Gibbstown, NJ, 599 g/mol fur Endkonzentration
USA, No. 422711 wurden 5 pl der
Vorratslésung auf 50 ml
Normaltyrode gegeben
1 mgin 180,18 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO,
Calbiochem, No. Sigma-Aldrich) geldst fiir
KN-92 KN-92 TuM 422709 555 gfmol Vorratslosung von 10 mM,
dann wurde analog zu KN-
93 verfahren
0,5 mg AIP in 292,72 pl H,O
Autocamtide-2-related- . geldst fir Vorratslosung von
AIP Inhibitory-Peptide (AIP) 1uM Alexis, ALX-151-030- 1708,1 g/mol 1 mM, dann 50 pl auf 50 ml
. MCO05 .
(Myristoylated) Normaltyrode gegebn fiir
Endkonzentration von 1uM
Losung Substanz Masse/Volumen Hersteller Molare Masse Bemerkungen
) 1 mg Fura-2 AM in 998,1 pl
Fura-2AM 50 pl '”"'"igfq“ Cs:';g?d' 1001,86 g/mol DMSO (Sigma-Aldrich)
Fura-2AM USA, No. geldst, Pluronic acid 20% in
Endkonzentration: 10 yM DMSO geldst mit einer
Pluronic acid 20% 5l Sigma-Aldrich Konzentration von 200
Normaltyrode 5ml mg/mi
CM-H,DCFDA P|CM'H2DC.:2§,/ 8525‘@' Inv't:gen’ :‘;; c s827 577,80 g/mol CM-H,DCFDA in 86,5 i
Endk ion: 10 uM uronic aci o ,65 igma-Aldric DMSO gelést
ndkonzentration: 10 p Normaltyrode 8.65 ml gelos
Fluo-4AM 50 Invitrogen, No. 1096,95 g/mol
Fluo-4AM uo- 9 F14201 0 gimo Fluo-4AM in 45,6 ul DMSO
Endkonzentration: 10 uM gelost
Pluronic acid 20% 4,56 pl Sigma-Aldrich
Normaltyrode 4,56 ml
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2.3 Western Blot

Fir die Western-Blot-Experimente wurden isolierte Myokardzellen aus adulten Ratten-
herzen verwendet, die, genau wie die Zellen fir die fluoreszenzmikroskopischen Versuche,

durch Herzmuskelzellisolation gewonnen wurden (s. Kap. 2.1, S. 19 ff).

2.3.1 Inkubation mit DOX und Vorbereitung der Zellen
Nach vollendeter Isolation wurden ca. 200 000 Zellen in 5 ml M199-Medium (s. Kap.
2.1, S. 21) resuspendiert und in einem Gewebskulturflasche (5 cm?) fiir 30 min bei 37 °C und
5% CO; inkubiert, wobei 50 pl der 1-mM-Doxorubicinvorratslésung (s. Kap. 2.2.5, S. 35) bzw.
der Kontrollgruppe 50 upl Normaltyrode (s. Kap. 2.2.5, S. 35) zugefligt wurden. Die Endkon-

zentration der Doxorubicinldsung war 10 yM.

2.3.2 Gewinnung des Proteins und Bestimmung der Proteinkonzentration

Nach Inkubation der Zellen mit DOX wurde die Zellsuspension in 1,5-ml-Reaktions-
gefal Uberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Dieser
Vorgang wurde vier Mal wiederholt. Danach wurde das Zellpellet in 200 ul Lysepuffer (s.
Tab. 2.5) resuspendiert und 30 min inkubiert, nach 15 min erneut resuspendiert und mehr-
fach gevortext, so dass der Proteingehalt der Zellen freigelegt wurde. Als nachstes wurde
diese LOsung erneut flr 10 min bei 4 °C und einer Geschwindigkeit von 3 kG zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend in ein weiteres 1,5-ml-Reaktionsgefal Uberfihrt und das

Pellet verworfen. Die Zentrifugation wurde nach diesem Schema noch zwei Mal wiederholt.

Tab. 2.5: Lysepuffer

Substanz Masse/Volumen Konzentration Hersteller Bermerkung
Tris-HCI-Puffer 100 pl 2M Roth pH=7.,4
NaCl 500 pl 4 M Roth
NaF 1000 pl 200 mM Roth
Triton X-100 Puffer 100 pl 1% Sigma-Aldrich
DTT 100 pl 100 mM Sigma-Aldrich Dithiothreitol
Na;VO, 100 pl 100 mM Sigma-Aldrich

Polyvinylpyrrolidon 1-5%,
Polyethylenglykol 1-5%, D-
Mannitol 70-80%, 4-(2-
Aminoethyl)-
benzensulfonylfluorid-
hydrochlorid 10-20%

5,6% Natriummolybdat,
3,7%
Natriumorthovanadat,
0,4% Cantharidin

Roche Diagnostics
1 Tablette GmbH, Mannheim
No. 04693132001

Complete-EDTA-free
Proteinase Inhibitor

Roche Diagnostics
Y2 Tablette GmbH, Mannheim
No. 04906837001

PhosStop
Phosphataseinhibitor

Die Substanzen wurden mit ddH , O auf 10 ml aufgefiillt.

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration kam das BCA-Protein-Assay-Kit (A Nr.
23233, B Nr. 23244) zum Einsatz. Die Proben wurden fiir die Proteinbestimmung zunachst

mit 95 pl PBS™ auf 5 pl Probe verdiinnt. In jeweils drei Vertiefungen einer 96-Well-Platte

' bhosphatgepufferte Salzldsung, engl. phosphat buffered saline
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wurden 25 pl der erhaltenen Losungen pipettiert, so dass letztendlich pro Probe drei Protein-
konzentrationen bestimmt werden konnten, aus denen ein Mittelwert gebildet wurde. Als Ne-
gativprobe wurde eine Lésung aus 95 pl PBS und 5 pul Lysepuffer (s. Tab. 2.5) verwendet,
deren Wert von den Proteinkonzentrationen abgezogen wurde. Nun wurden 200 ul der Farb-
stoffldésung aus dem BCA-Protein-Assay-Kit hinzugefigt und kurz auf dem Schittler (Ther-
momixer, Eppendorf) geschittelt. Danach wurden die Proben mit der Farbstofflésung fiir 5
min bei 95 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Exstinktionsmessung mit dem Photometer
(Wellenlange: 562 nm) zur Feststellung der Proteinkonzentration. Bei einer Abweichung der
Proben Uber 10% wurde das Experiment wiederholt. Mittels PBS wurden die Proben dann

auf einheitliche Konzentrationen verdinnt.

Die Proben wurden zur Denaturierung und Reduktion der Proteine fir 5 min bei 95 °C

mit LA&mmli-Puffer, der 2% R-Mercaptoethanol (Roth) enthielt, versetzt.

2.3.3 SDS-Gelelektrophorese und elektrischer Proteintransfer
Die SDS-Gelelektrophorese diente der Auftrennung der Proteine in der Probe. Hierbei
waren flr die unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten die verschiedenen Grofen der Pro-
teine entscheidend. Durch den anschlieRenden Proteintransfer konnten die Banden nach
abgeschlossener Auftrennung des Proteins mittels elektrischer Spannung vom Gel auf eine
Membran Ubertragen werden (RENART et al. 1979, SAG et al. 2007, KOHLHAAS et al.
2006, MAIER et al. 2003, FREY 1999).

Zum Giellen der Gele wurde eine Anlage von Biorad verwendet, die aus zwei ver-
schieden dicken Glasplatten, die in einen Plexiglasstander mit zwei Schnapphalterungen auf
einer Plastikblihne auf einer Schwammplatte eingespannt wurden, bestand (Biorad, Min-

chen).
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Tab. 2.6: Zusammensetzung der Gele

Substanz Hersteller Tenngel, ca. 8%  Sammelgel, ca. 5% Bemerkung
Polyacrylamid R°t'°ph°ézf: Gel 30, 2,9 ml 0,83 ml
ddH,0 Gibco 4,5ml 2,86 ml
pH-L6sung* 2,5ml 1,25 ml
TEMED . .
(N.NN'N- Merck 10 ul 5l D|eze be|d<inkSubstarézen
Tetramethylethylendiamin) wurden erst kurz vor dem
Gielen des jeweiligen
Gels hinzugefiigt, da
o . )
APS 10% 100 ul 50 pl diese beiden Substanzen

die Polymerisation des
Gels in Gang setzen.

(Ammoniumperoxodisulfat)

* flr das Trenngel wurde eine pH-Lésung mit dem pH=8,8, fur das Sammelgel eine pH-Losung mit pH=6,8 verwendet, die
Zusammensetzung war wie folgt: pH= 8,8: 45,5 g TRIS-Base (Trishydroxymethylaminomethan, Roth) wurde mit 1M NaOH
(Merck) auf pH=8,8 eingestellt, 1,0 g SDS (Sodium Dodecylsulfate, Roth) wurde hinzugefiigt und schlieBlich wurde auf 250 ml mit
ddH,0 aufgefiillt; pH= 6,8: 6,05 g TRIS-Base wurde mit 1M NaOH auf pH=6,8 eingestellt, 0,4 g SDS wurden hinzugefligt und
schlieRlich wurde auf auf 100 ml mit ddH,O aufgefiillt

Nachdem die Substanzen fur das Trenngel in ein 50-ml-Falcon-Rdhrchen pipettiert
und gut durchmischt wurden, wurde das Gel vorsichtig zwischen die Glasplatten pipettiert,
bis der Spiegel ca. 1 cm unter dem oberen Rand stand. Die Oberflache des Gels wurde mit
ca. 200 pl Propanol (Roth) beschichtet, um Luftblasen zu eliminieren. Nach 15 min bei
Raumtemperatur war die Polymerisation abgeschlossen, das Propanol wurde vorsichtig ab-
genommen. Das Sammelgel konnte nun Uber das Trenngel aufgetragen werden. Bevor das
Sammelgel begann sich zu verfestigen, wurde ein Plastikkamm (Biorad) zur Formung der
Geltaschen, in denen die Proteine aufgetragen wurden, vorsichtig in das Gel hinein gedruckt.
Nach weiteren 15 min bei Raumtemperatur war das Sammelgel polymerisiert (RENART et
al. 1979, SAG et al. 2007, KOHLHAAS et al. 2006, MAIER et al. 2003, FREY 1999).

Nun wurden die Glasplatten aus der Halterung genommen und in die Elektrophorese-
Kammer (Biorad) eingespannt. Die Kammer wurde mit Laufpuffer (s. Tab. 2.7) aufgeflllt und
auf Eis gestellt. Anschliellend wurde das Gel mit Proben beladen, wobei als erstes in der
aulersten Geltasche 3 pl Marker aufgetragen wurde (PEQGOLD Protein-Marker V ,Pres-
tained’, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Bestell.Nr. 27-2210). Fir die Messung der Expres-
sion der CaMKII wurden 7,5 pl Probenvolumen verwendet, flr die Messung des Phosphory-
lierungsstatus, d.h. die Detektion der phosphorylierten CaMKIl (pCaMKIl), wurden 20 ul Pro-

benvolumen aufgetragen.

Kontrollproben wurden abwechselnd mit DOX-exponierten Proben aufgetragen. Nach
der Beladung der Taschen wurde die Gelelektrophorese bei 60 mA"" und 200 V begonnen.

Bei den angegebenen Gelkonzentrationen betrug die Laufzeit ca. 2 Stunden.

B Amperzahl fiir das Einspannen von zwei Gelen in der Vorrichtung
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Tab. 2.7: Laufpuffer, 5 fach-Vorratslésung

Substanz Masse Hersteller
TRIS Base
(Trishydroxyaminomethan) 30,29 Roth
Glycin 144 g Roth
oS 109 Roth

(Sodiumdodecylsulfat)
10 g wurden in 100 ml ddH , O aufgelést, der pH-Wert wurde mit Na OH und

HCI auf pH=8,3 eingestellt, 400 ml der Vorratslésung wurden mit ddH , O auf 2 |
aufgefillt

Fur den elektrischen Transfer wurde zunachst ein flaches Plastikgefall mit Transfer-
puffer gefiillt. In den Transferpuffer wurden zwei Schwamme (Biorad) und vier Nitrocellulose-
papierstiicke in der GroRRe des Gels sowie eine Nitrozellulose-Transfer-Membran (Whatman
Protran, Dassel) eingetaucht und vollstandig befeuchtet. Das Gel wurde von den Glasplatten
geldst und das Sammelgel stumpf entfernt. Das Gel wurde nun vorsichtig auf die Membran
gelegt, die wiederum auf zwei Stiickchen Nitrocellulosepapier und einem darunter befindli-
chen Schwamm lag. Es wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Gel und
Membran befanden, die den Transfer hatten behindern kdénnen; diese wurden ansonsten
vorsichtig ausgestrichen. Das Gel wurde mit zwei Nitrozellulosepapiersticken und einem
Schwamm bedeckt. Dieses Prozedere entspricht dem Prinzip nach Towbin (TOWBIN et al.
1979, FREY 1999). Die gesamte Schichtung wurde in die Transferkartusche (Biorad) ein-
gespannt. Die Transferkammer, in welche die Transferkartusche geschoben wurde, wurde
mit Transferpuffer (s. Tab. 2.8) aufgeflllt. Der zweistlindige Transfer wurde bei 400 mA und
200 V unter standiger Kihlung durchgefuhrt (RENART et al. 1979, SAG et al. 2007, KOHL-
HAAS et al. 2006, MAIER et al. 2003).

Tab. 2.8: Transferpuffer

[ 5fach konzentrierte Vorrtatslosung

Substanz Masse Hersteller Bemerkung
TRIS Base 39,449 Roth : .
’ in 2 1 ddH,0 gel6st
Glycin 144 g Roth 2> 9
[ Einfach konzentrierter Transferpuffer zur Anwendung
Substanz Volumen Hersteller Bemerkung
5fach-Vorratslosung 400 ml
Methanol 400 ml Roth in 2 1 ddH,O gelést
SDS 10% 2ml Roth
(10 g auf 100 mil ddH , O) °

Nach dem vollendeten Transfer wurde die Membran, auf die die Proteinbanden Uber-
tragen worden waren, in ein kleines Plastikgefal uberfuhrt und in dem Farbstoff Ponceau S
(Sigma) geschwenkt. Dadurch wurden die Banden reversibel rot angefarbt, um die Membran

zerschneiden zu kénnen, so dass eine Inkubation mit verschiedenen Antikdrperinkubationen



Methoden 40

mdglich war. Danach wurde die Membran dreifach mit TBS/Tween-Mix'? (s. Tab. 2.9) ge-

spult, um den Farbstoff wieder zu entfernen.

AnschlieRend wurde die Membran mit 5 % Blockierpuffer (s. Tab. 2.9) behandelt, der
in einem flachen Plastikgefal® bei Raumtemperatur fir 60 min unter stindigem Schwenken
inkubierte, um die Membran mit Protein aufzusattigen und so unspezifische Bindungen des

Antikérpers zu minimieren.

Tab. 2.9: Blockierpuffer

Substanz Masse/ Voulmen Hersteller Bemerkung
| Vorratslésung |

auf 2 | mit ddH,O
aufgefullt, mit NaOH
und HCI auf pH=7,5
eingestellt

TRIS Base 48,4 g Roth

NaCl 58,48 g Roth

[ Einfache TBS/Tween-L6ésung |

auf 2 | mit ddH,O
aufgefillt

Vorratslosung 200 ml

Tween 20 2ml Merck
| Einfacher Blockierpuffer |
angesetzt im 50-ml-
Falconréhrchen,

unter standigem
Rihren aufgeldst

TBS/Tween-Lésung 50 ml

Milchpulver 259 Roth

2.3.4 Inkubation der Antikorper

Nach dieser Behandlung wurden die Membranen entlang der markierten Schnittlinien
zerschnitten und mit dem Primarantikoérper inkubiert. Der Primarantikorper richtete sich ge-
gen das gesuchte Protein. Die Werte wurden auf Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydroge-
nase (GAPDH)-Konzentrationen normalisiert, um Unterschiede in der Proteinkonzentration
bzw. -expression der Proben auszugleichen. Die verdiinnten Antikérper (s. Tab. 2.10) wur-
den Uber Nacht bei 4 °C unter standigem Schwenken inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Membranen dreifach mit TBS gewaschen (SAG et al. 2007, KOHLHAAS et al. 2006,
MAIER et al. 2003, FREY 1999).

Die Sekundarantikorper dienen der Detektion der gebundenen Primarantikérper und
wurden daher entsprechend der antikérperproduzierenden Spezies der Primarantikdrper
gewahlt. Die verdinnten Antikorper (s. Tab. 2.10) wurden fir 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation der Sekundarantikorper wurde die Membran erneut dreifach
mit TBS gewaschen (FREY 1999).

12 engl. tris-buffered saline
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Tab. 2.10: Antikorper

Volumen Blockierpuffer,

Primarantikorper Verdiinnung e o (5% Trockenmilch, PBS
Primarantikorper
s. Tab. 2.9)
CaMKIl (Rabbit), )
Geschenk von D. Bers 1:15000 0.3 4l Tmi 4ml
Phospho-CaMKII (Thr286)
(Mouse), LBA Affinity )
BioReagents, Golden, 1:1000 ou Tmi 4ml
USA, #MA1-047
GAPDH (Mouse),
BioTrend BT, Kdln 46- 1:100 000 0,1yl 2ml 8 ml
9995-55
Volumen Blockierpuffer,
Sekundarantikorper Verdiinnung L o (5% Trockenmilch, PBS
Primarantikorper
s. Tab. 2.9)
CaMKII (Anti-Rabbit), GE
Healthcare, Miinchen 1:15000 0,3 ul 1 mil 4 ml
#NA 934
Phospho-CaMKII (Anti-
Mouse), GE Healthcare 1:5000 1pl 1ml 4 ml
#NA 931
GAPDH (Anti-Mouse), GE )
Healthcare #NA 931 1:30 000 0,3 pl 2ml 8 ml

2.3.5 Entwicklung und Auswertung

Um die Banden nun auf Fotofolie festhalten zu kénnen, wurde die Membran nun in 4 ml
luminol- und peroxidhaltiger Chemolumineszenz-Lésung (Immobilon Western, Millipore,
Schwalbach), die kurz vorher gemischt wurde, fir 5 min inkubiert. Die Wirkung der Chemo-
lumineszenzlésung basiert auf der Oxidation von Luminol durch Peroxid. Aufgrund der Pero-
xidaseaktivitat des Sekundarantikdrpers werden die durch ihn markierten Banden sichtbar
gemacht (MILLIPORE: www.millipore.com). AnschlieRend wurde die Membran in eine Foto-
kassette (Siemens) eingespannt, in die in der Dunkelkammer auf die Membran eine Fotofolie
(Fuji medical X-ray film, Fujifilm) eingelegt wurde. Die Fotokassette wurde in die Entwick-
lungsmaschine geschoben, wo die Folie belichtet wurde. Es war allerdings nétig, die Belich-
tung entsprechend der Bandenstarke in mehreren Belichtungsdurchgangen anzupassen.
SchlieBlich wurde die Bandenintensitat mit dem Imaging-Densitometer (Multilmage™ Light
Cabinet, Alpha Innotech Corporation) ausgewertet (FREY 1999).
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2.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwerte dargestellt, unter Angabe des Standardfehlers des Mit-
telwerts, der sich aus dem Quotient der Standardabweichung o und der Wurzel der Anzahl n
der Versuche ergibt. Diese Variante wurde gewahlt, da es sich bei isolierten ventrikularen

Rattenkardiomyozyten um eine homogene Gruppe von Versuchsobjekten handelte.

Formel 5:

Standardfehler des Mittelwerts: '\/—63 _ 5
n vn
Fir die Analyse wiederholter Messungen, d.h. fur die longitudinale Erfassung von Da-
ten, wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse ANOVA fur wiederholte Messungen mit dem
Student-Newman-Keuls-Posthoc-Test verwendet. Bei der zweifaktoriellen Varianzanalyse
werden zwei unabhangige Faktoren bericksichtigt, die die Zielvariable moglicherweise be-
einflussen. In dieser Arbeit ist einer der Faktoren die Zeit, ber die die Myozyten der Stimu-
lation ausgesetzt sind, und der andere die Behandlung mit DOX. Die Zielvariable wird ab-

hangig vom Ziel des jeweiligen Experiments gemessen.

Fur die punktuelle Gegenlberstellung von Daten aus zwei Gruppen wurde der stu-

dent's t-test (t-Test) verwendet.

Die Berechnungen wurden mittels des Statistikprogramms GRAPH PAD PRISM 4.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA) erstellt. Fur die Berechnung des ANOVA wurde das
Statistikprogramm SigmaStat 3.0 (Systat Software, Chicago, USA) verwendet. Als statistisch

signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von DOX auf den Redoxstatus und die Ca*-Homoo-

stase der Herzmuskelzelle
3.1.1 DOX-Exposition erhoht die intrazellulare ROS-Konzentration ([ROS];)

40001 ANOVA P<0,05

#

: #ﬁ DOX 10uM, n=6

3000+ ### }} ol nes
e

1000- iﬁ%@ﬁ

1 —
03min

ROS-Fluoreszenz
ina.u

Abb. 3.1 Verlauf der Oxidations-vermittelten Fluoreszenz

als Funktion der Zeit unter Einfluss von 10 yM DOX (schwarze Quadrate) und in der Kontrollgruppe
(weile Quadrate).

# kennzeichnet Signifikanz nach dem Student-Newman-Keuls-Posthoc-Test.

Wie die Abb. 3.1 illustriert, zeigte sich epifluoreszenzmikroskopisch in isolierten Kardiomyo-
zyten, die ca. 25 min lang einer 10-uM-DOX-Konzentration ausgesetzt waren, ein Anstieg
der an das oxidative Redox-Milieu gekoppelten Fluoreszenz (CM-H,DCFDA, 10 yM, s. Kap.
2.2.5, S. 35) von 12184296 a.u. ([arbitrary units], willkirlich festgelegte Fluoreszenzeinheit)
auf 36431256 a.u. (n=6). In der Kontrollgruppe stieg die Fluoreszenz von 8271121 a.u. auf
24904223 a.u. (n=5). Nach Einwirkung von 10 uM DOX lag eine Erhdhung der ROS-Fluores-
zenz auf 146% im Vergleich zur Kontrollgruppe vor (s. Abb. 3.1). Die Zellen stammen aus
vier Versuchstieren und die Anfangsfluoreszenzwerte der Kardiomyozyten waren nicht ver-
schieden (P=0,26). Die Fluoreszenzmessungen wurden in Abstanden von 60-80 s vorge-
nommen. Nach Beendigung der 25-minltigen DOX-Exposition zeigte sich im zweifaktoriellen
ANOVA fur wiederholte Messungen eine signifikante Differenz (P<0,05). Der Student-New-

man-Keuls-Posthoc-Test zeigte einen signifikanten Unterschied nach 20 min.

Dieses Ergebnis legt den Rickschluss auf eine erhdhte [ROS]; nach DOX-Exposition

nahe.
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3.1.2 Die Ca*-Transientenamplitude ist nach DOX-Exposition erniedrigt

A
0,3 T n.s.
' ns.
Q *
©
> T |
byt
a 1
£ 02 1
c
:
9w
C -
g
c u_fv" 0,11
c=
|—
N
N
©
&)
n=8| |n=5
Omin 30min 0 min 30 min
Ctrl  DOX 10pM
B
0,7 0,79 0,7 07
£ ctr : 12 min £ 21 min £ 30 min
o Zosd o 067 o,
Ctrl \E:UE EE \gﬂs \EUE
f‘ 05 |.|.g 0,54 I§ 0,5 u.s 05
04 T T J 04 T T ¥ 0,4 T T 1 0,4 1
50 02 zeitin s%* s 92 Zeit in 5% %6 oo 02zt in s 08 2 zeitin s 28
0,7 0,71 0.7 0,7
E . £ E
DOX u§ 06 cu u.é 061 e u;g “xG'N ._._é 0,6 somn
< T T )
10 uM §05 u‘_g’o,s- u_go,s- u_§°’5
0. T T g 0y T T UL T T J o,q o
"00 0276itins %4 08 0.0 0.2 Zeit in s %4 08 00 92 zeitin s** o8 02 Zeitin s* 0.6

Abb. 3.2 Ca**-Transienten

A Uber 30 min nimmt die Ca +-Transien’[enamplitude unter Einwirkung von DOX in 10-uyM-Konzentra-
tion (schwarze Saulen) starker ab als in der Kontrolle (weife Saulen).

B Original- -Ca®*-Transienten (gemessen mit dem Farbstoff Fura-2AM) im Vergleich

* kennzeichnet Signifikanz im gepaarten t-Test.

Die Ca®*-Transientenamplitude, gemessen mit Fura-2AM (10 pM), betrug nach 30
min DOX-Exposition bei einer 10-uM-Konzentration 0,12+0,01 r.u. (ratio units, F340 nm/F380 nm),
wahrend sie nach 30 min Stimulation in der Kontrollgruppe 0,18+0,03 r.u. betrug (s. Abb.
3.2). Die Ca®*-Transientenamplitude ist in beiden Gruppen iiber 30 min gesunken, jedoch in
der Gruppe, die mit einer 10-uM-DOX-Konzentration behandelt wurde, auf 61% des Aus-

gangswerts, in der Kontrollgruppe hingegen nur auf 80 %. Im gepaarten t-Test zeigte sich
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eine signifikante Differenz nach 30 min innerhalb der DOX-exponierten Gruppe (P=0,02),
wahrend der Abfall der Ca®*-Transienten in der Kontrollgruppe kein signifikantes Niveau er-
reichte (P=0,15). Zu Beginn der Messung war in den beiden Gruppen kein signifikanter Un-
terschied der Ca2+-Transientenamplitude zu detektieren (P=0,45). Die Zellen stammen aus

sieben Versuchstieren.

Dieses Ergebnis zeigt also eine reduzierte Ca?*-Transientenamplitude unter dem Ein-
fluss von DOX. Fir dieses Phanomen kommen verschiedene Erklarungsansatze infrage,
unter anderem muss die toxische Wirkung der Substanz, u.a. durch eine erhdhte Radikallast,
sowie die diastolische Ca®"-Uberladung durch eine Depletion des SR in Erwagung gezogen
werden (s. Kap. 4.3.1, S. 65 ff).



Ergebnisse 46

3.1.3 Die diastolische Ca**-Konzentration [Ca®*']; steigt unter dem Einfluss von

DOX
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Abb. 3.3 Differenz des diastolischen [Caz"]i

unter 10 yM DOX (schwarze Quadrate) und Kontrolle (weilRe Quadrate) tiber 30 min. Die diastolische
[Ca2+]i ist nach DOX-Exposition signifikant erhoht.

# kennzeichnet Signifikanz nach dem Student-Newman-Keuls-Posthoc-Test.

Bereits nach 15 minitiger DOX-Exposition war in der mit 10 yM DOX behandelten
Gruppe die diastolische [Ca®"] auf 119% im Vergleich zum Kontroliniveau zu Beginn des
Experiments gestiegen. Die diastolische [Ca®']; betrug 0,62+0,04 r.u. im Vergleich zu
0,5610,04 r.u. in der Kontrollgruppe bei 15 min. Nach 30-minltiger DOX-Exposition lag die
diastolische [Ca?']; in der mit 10 uM DOX exponierten Gruppe bei 0,58+0,04 r.u., wahrend
das Niveau der Kontrollgruppe nach 30 min bei 0,52+0,04 r.u. lag (s. Abb.3.3). Das bedeutet,
dass die diastolische [Ca®']; in der DOX-exponierten Gruppe nach 30 min um 0,07+0,03 r.u.
gestiegen war, wahrend es in der Kontrollgruppe nur zu einem Anstieg um 0,01+0,01 r.u.
kam. Zu Beginn der Messung lagen die n-Zahlen bei n=8 respektive n=9. Die Anfangswerte
waren nicht statistisch verschieden (P=0,49). Die Zellen stammen aus sieben Versuchstie-
ren. Im zweifaktoriellen ANOVA fur wiederholte Messungen zeigte sich eine signifikante Dif-
ferenz (P<0,05). Der Student-Newman-Keuls-Posthoc-Test zeigte eine signifikante Differenz

zwischen den beiden Gruppen ab 15 min.

In einer weiteren Gruppe, die mit einer nur 1-uM-Konzentration DOX behandelt wur-
de, zeigte sich eine Tendenz zu einer diastolischen Ca?*-Uberladung; die Fluoreszenzwerte
stiegen hier auf 105% nach 30 min im Vergleich zu 113% nach Applikation der 10-fachen
Konzentration Uber den gleichen Zeitraum. Dieser Trend war jedoch statistisch nicht signifi-
kant (P=0,09).
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21 unter dem

Diese Ergebnisse zeigen also eine signifikant erhdhte diastolische [Ca
Einfluss von 10 yM DOX sowie eine tendenzielle Erhéhung des diastolischen Ca®* unter der

1-uM-Konzentration.
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3.1.4 Die NCX-Funktion ist nach DOX-Exposition gesteigert bei unveranderter

Dauer des Ca* Transientenabfalls

Tab. 3.1 Ca®*-Transientenabfall

Abfall der Ca®**-Transienten um 80% in s

| Ctrl | 10 uM DOX

0,278 0,272

0,283 0,207

0,290 0,254

0,241 0,360

0,292 0,335

Mittelwert 0,277 0,286
SEM 0,009 0,028
t-Test 0,77

Abfall der Ca**-Transienten um 80% in s
nach 30 min Stimulation mit 2 Hz in der Kontrollgruppe und in der DOX-exponierten Gruppe

Tab. 3.2 NCX-Funktion

T.. der Koffeintransienten (NCX-Funktion)

Ctrl 10 uM DOX
2,674 0,594
2,689 0,469
2,625 2,272
2,828 0,781
3,735 2,303
Mittelwert 2,671 1,214
SEM 0,294 0,344
t-Test 0,009

Tca der Koffeintransienten in s
(Ca”—Transienten ausgel6st durch Superfusion mit einer 10-mM-Koffeinlésung) nach 30 min Stimula-
tion bzw. 30 min Stimulation und Superfusion mit 10 yM DOX als Parameter fir die Funktion des NCX

Die Dauer des Abfalls des Ca?*-Transienten um 80% ist in der Kontrollgruppe und in
der mit DOX behandelten Gruppe nicht signifikant verschieden (s. Tab. 3.1). Es ist daher
wahrscheinlich, dass das Relaxationsverhalten nicht unterschiedlich ist. Die Zellen stammen

aus drei Versuchstieren.
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In den Koffeintransienten, die nach 30 min DOX-Behandlung induziert wurden, zeigte
sich jedoch eine deutlich verkurzte Dauer des Abfalls der Koffeintransienten. Fur die Mes-
sung wurde der Parameter t,c, eine monoexponentielle Funktion der Zeit, verwendet (s. Kap.
2.2.3.3, S. 30 f). Die Dauer dieses Abfalls in den Koffeintransienten verhalt sich invers zu der
NCX-Funktion und kann als indirekter Funktionsparameter des NCX gelten. t,c betrug nach
30 min DOX-Exposition 1,21+0,34 s, wahrend die Dauer in der Kontrollgruppe 2,67+0,29 s
betrug (s. Tab.3.2). Im t-Test zeigte sich eine signifikante Differenz (P=0,009). In der mit 1
MM DOX exponierten Gruppe war der Parameter tendenziell erniedrigt (t.c =2,22+0,52 s),

jedoch erreichte dieser Wert keine Signifikanz. Die Zellen stammen aus drei Tieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz einer gesteigerten NCX-Funktion der Abfall der Ca*'-

Transienten unverandert ist.
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3.1.5 Die Frequenz der Ca**-Sparks ist unter DOX erhoht

A

Ctrl

DOX

4L3
3

100 ms

4L3
3

100 ms

Ca?*-Sparkfrequenz
in Ca2*-Sparks x 100pm-* x s-

0,00

0,507

0,251

Ctrl

DOX 10 pM

Abb. 3.4 Ca“-Sparkfrequenz ist unter Einwirkung von DOX dramatisch erhoht.
A konfokalmikroskopisches Originalbild mit 10 yM DOX (unten) und Kontrolle (oben)
B Ca2+—Sparkfrequenz ist nach Einwirkung von 10 yM DOX (schwarz) tber max. 15 min deutlich er-

héht im Vergleich zur Kontrolle (weild)

Tab. 3.3 Eigenschaften der Ca®*-Sparks unter DOX und Kontrollbedingungen
Ca?*-Sparkdauer (ms) Ca**-Sparkamplitude Ca?*-Sparkbreite (um)
(FIFy)

Ctrl | 10 um DOX Ctrl | 10 uMm DOX Ctrl | 10uM DOX
86,8 56,22 1,2 1,33 2,55 2,4
52,01 111,63 1,38 1,27 2,92 2,77
72,5 4523 1,3 1,2 1,87 1,65
65,54 127,31 1,3 1,24 2,02 1,94
80,65 122,38 1,3 1,49 2,92 2,17
99,33 2,12 2,1
124,94 1,31 2,17
42,61 1,25 1,27
109 1,3 2,1
100,9 1,28 1,66
57,16 1,34 1,87
94,44 1,25 3,07
60,17 1,6 1,8
24,38 1,36 1,8
86,86 1,25 1,65
100,83 1,36 2,77
120,22 1,34 2,55
43,37 1,42 1,27
Mittelwert 71,5 84,8 1,3 1,37 2,46 2,06
SEM 6,06 7.9 0,03 0,05 0,22 0,12
P-Wert 0,4 0,43 0,13

Die Ca?-Sparkfrequenz war, konfokalmikroskopisch gemessen, unter 10-uM-DOX-

Exposition von 0,13 Sparks x 100 ym™ x s in der Kontrollgruppe auf 0,75 Sparks x 100 pm’
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x s erhdht, das heiRt um das ca. 5,8-fache gesteigert (n=41 vs. n=34, t-Test P<0,05). In
beiden Gruppen wurden Zellen, die keine Ca?-Sparks zeigten, eingeschlossen. Die Ca*'-
Sparkamplitude unterschied sich nicht signifikant von der Kontroligruppe. Die Ca*'-Spark-
dauer war ebenfalls nicht signifikant verschieden (84,8+7,9 ms im Vergleich zu 71,5£6,1 ms
in der Kontrollgruppe, P=0,4). Die Ca?*-Sparkbreite war in der 10-uM-DOX-exponierten
Gruppe tendenziell erniedrigt, und zwar auf 2,1+0,1 uym, im Vergleich zu 2,5+0,2 um in der
Kontrollgruppe. Diese Tendenz war allerdings nicht signifikant (P=0,13, vlg. Tab. 3.3). Der
SR-Ca?*-Verlust war trotzdem aufgrund der hohen Differenz der Ca?*-Sparkfrequenz deutlich
erhoéht, und zwar von 28114 auf 151146 (t-Test P<0,05). Die Zellen stammen aus vier Tie-

ren.

Diese Ergebnisse zeigen einen deutlich erhéhten Ca*-Verlust aus dem SR nach
DOX-Einwirkung.
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3.1.6 Der SR-Ca*-Gehalt ist unter DOX-Einfluss erniedrigt
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Abb. 3.5 Ca®*-Gehalt des SR und fraktionelle Ca**-Freisetzung

A SR-Ca”**-Gehalt nach 30 min Stimulation in der Kontrolle (weiB) und 10-uM-DOX-Exposition
(schwarz) in F340 nm/ F3g0 nm

B Ca’*-Ausschiittung aus dem SR bei einem einzelnen Ca**-Transienten in Relation zum Ca**-Ge-
halt des SR in Prozent, analog zum SR-Ca**-Gehalt

C Koffein-induzierte Originaltransienten zur Darstellung des SR-Ca**-Gehalts unter 10-pM-DOX-Ex-
position (unten) und in der Kontrolle (oben) nach 30 min Stimulation bzw. Stimulation und DOX-Expo-
sition

Entsprechend des hohen SR-Ca*-Verlusts konnte ein verminderter SR-Ca?**-Gehalt an-

hand von Koffeintransienten festgestellt werden. Es zeigte sich epifluoreszenzmikroskopisch
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ein signifikanter Abfall des SR-Ca**-Gehalts von 0,37+0,05 r.u. (n=5) auf 0,21%0,05 r.u. (n=6)
nach 30-minutiger DOX-Exposition einer Konzentration von 10 pyM (s. Abb. 3.6 A und C, t-
Test P=0,044). Die relative Ca?*-Ausschiittung wéhrend der Systole im Verhaltnis zum SR-
Ca?*-Gehalt stieg tendenziell, und zwar von ca. 45% in der Kontrollgruppe auf ca. 64% bei
der 10-uM-DOX-exponierten Gruppe (s. Abb. 3.5 B, t-Test P>0,05, nicht signifikant). In der 1-
MM-DOX-exponierten Gruppe zeigte sich der gleiche Trend, der jedoch kein statistisch signi-

fikantes Niveau erreichte. Die Zellen stammen aus vier Versuchstieren.

Diese Ergebnisse zeigen einen deutlich reduzierten SR-Ca*-Gehalt nach DOX-Exposi-

tion.
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3.2 CaMKIIl-Phosphorylierung ist nach DOX-Einwirkung erhoht
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Abb. 3.6 CaMKII-Aktivitat ist nach 30-minitiger DOX-Exposition erhoht.

A Originalbanden der Western Blots fir phosphorylierte CaMKII, Gesamt-CaMKIl und GAPDH

B Phosphorylierungsstatus der CaMKIl nach 30 min DOX-Exposition bei 10 yM (schwarz) im Ver-
gleich zur Kontrolle (weil3) in Prozent. Die Daten wurden normiert auf die CaMKII-Expression.

* kennzeichnet Signifikanz nach Student’s t-Test.

In der Western-Blot-Analyse zeigte sich der CaMKII-Phosphorylierungsgrad nach 30 min
DOX-Einwirkung auf 159+12% der Kontrolle erhéht (t-Test P<0,05). Der Antikorper richtete
sich gegen die Phosphorylierungsstelle Threonin 286 (Thr-286) der CaMKII. Die Expression
war im Vergleich zur Kontrolle auf 88+4% erniedrigt, diese Tendenz ist jedoch nicht signifi-
kant. Auch fur diese Experimente wurden isolierte Rattenkardiomyozyten verwendet, die 30
min lang mit DOX inkubiert wurden. GAPDH wurde als nicht reguliertes housekeeping pro-
teine' eingesetzt. Alle Werte wurden auf GAPDH normalisiert. Der Phosphorylierungsgrad
wurde wiederum auf die Expression normalisiert. Pro Gruppe wurden sechs Proben be-

stimmt (n=6). Die Daten stammen aus vier Versuchstieren.

Diesem Ergebnis zufolge ist eine verstarkte Aktivierung der CaMKIl nach DOX-Exposi-
tion wahrscheinlich.

'3 engl. housekeeping proteine = Haushaltsprotein, Bezeichnung fiir ein in der Expression
konstantes Protein
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3.3 Wirkung der CaMKIll-Inhibition auf den verianderten Ca®*-Stoff-

wechsel unter DOX-Exposition

3.3.1 CaMKll-Inhibition reduziert die diastolische Ca?-Uberladung der Herz-

muskelzelle
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Abb. 3.7 Diastolische Ca**-Uberladung ist nach CaMKII-Inhibition verringert

A Differenz des diastolischen [Ca®*]; nach CaMKII-Inhibition mit KN-93 unter 10-uM-DOX-Exposition
(schwarze Kreise) im Vegleich zu KN-92 und 10-uM-DOX-Exposition (weilde Kreise) in Fa49 nm/ F380 nm
B Epifluoreszenzmikroskopische Originalmessung des Verlaufs der diastolischen [Ca2+]i tber 30 min
unter KN-93 (unten) bzw. KN-92 (oben) und 10 yM DOX

# kennzeichnet Signifikanz nach dem Student-Newman-Keuls-Posthoc-Test.
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Mittels CaMKII-Inhibition mit KN-93 (1 uM) konnte die diastolische Ca*"-Uberladung
nach 30-minltiger DOX-Exposition bei 10-uyM-Konzentration von 0,76 +0,03 r.u. unter Kont-
rollbedingungen mit KN-92, einem inaktiven Analogon, auf 0,64 +0,02 r.u. mit KN-93 gesenkt

!

werden (n=10 respektive n=8). Das heil3t die Differenz der diastolischen [Ca“’]; betrug in der

Gruppe mit Inhibitor KN-93 0,05 r.u. im Vergleich zum Kontrollniveau, wahrend bei Anwen-

2, auf 0,21 r.u. ans-

dung des inaktiven Analogons KN-92 die Differenz der diastolischen [Ca
tieg (ANOVA P=0,003, s. Abb. 3.8). Dies entspricht einer Reduktion einer Ca®*-Uberladung
von 139% auf 109% im Vergleich zu Kontrollbedingungen zu Beginn der Messung. Die Zel-

len stammen aus fiinf Versuchstieren.

Die Ca**-Uberladung ist also unter CaMKII-Inhibition reduziert.
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3.3.2 Die Ca®-Transientenamplitude ist unter CaMKIll-Inhibition weniger stark

durch DOX-Einwirkung beeintrachtigt
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Abb. 3.8 Die Caz"-Transientenamplitude ist unter CaMKII-Inhibition teilweise erhalten.
A Ca**-Transienten unter CaMKII-Inhibition mit KN-93 (1 uM, schwarze Saulen) im Vergleich zu KN-

92 (1 uM, weilte Saulen) unter jeweils 10 um DOX in Fz40 nm/ F3s0 nm
B Originaltransienten (Fura-2AM) unter DOX 10 pM mit KN-92 (oben) bzw. KN-93 (unten) lber den

Verlauf von 27 min in F340 nm/ F380 nm

Die Ca2+-TransientenampIitude war unter KN-93, also unter CaMKIlI-Inhibition bei ei-
ner DOX-Konzentration von 10 uM, im Vergleich zu Kontrollbedingungen mit DOX und KN-
92, deutlich gesteigert; sie lag bei 0,11+0,04 r.u. nach 30-mindtiger Stimulation, wahrend sie
unter Einfluss von KN-92 nach gleicher Expositionsdauer bei 0,05+0,01 r.u. lag (n=8 respek-
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tive n=10). Das bedeutet, die Ca?*-Transientenamplitude war unter KN-92 auf 30% des Kont-
rollniveaus zu Beginn der Messung reduziert, wahrend sie unter KN-93 nur auf 70% reduziert
war. Es war also eine geringere Abnahme der Ca®*-Transienten unter KN-93 zu verzeichnen.
Die Reduktion der Ca®*-Transientenamplitude unter KN-92 war im gepaarten t-Test signifi-
kant (P<0,05), wahrend die Reduktion der Amplitude unter KN-93 nicht signifikant war
(P=0,22). Zu Beginn war die Differenz in der Amplitude zwischen den Gruppen nicht sig-

nifikant verschieden. Die Zellen stammen aus funf Versuchstieren.

Die Ca*-Transienten sind also unter CaMKII-Inhibition weniger stark durch DOX be-

eintrachtigt.

3.3.3 Der SR-Ca**-Gehalt ist unter CaMKIl-Inhibition bei DOX-Einwirkung héher
A B
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Abb. 3.9 Der SR-Ca**-Gehalt ist nach 30 min Stimulation und unter Einwirkung von 10 yM DOX
bei gleichzeitiger CaMKIl-Inhibition erh6ht im Vergleich zur Kontroligruppe.

A SR-Ca*-Gehalt in F340 nm/ Faso nm Nach 30 min unter KN-93 (1 uM, schwarz) und KN-92 (1 uM,
weil}) unter Einwirkung von 10 yM DOX

B Koffein-induzierte Originaltransienten zur Darstellung des SR-Ca®*-Gehalts in Fs40 nm/ F3so nm Unter
KN-93 (unten) und KN-92 (oben) und jeweils 10 uM DOX nach 30 min

Unter Einwirkung von KN-93 und nach 30-minltiger DOX-Exposition (10 uM) zeigte
sich ein deutlich erhohter SR- Ca%*-Gehalt von 0,27+0,04 r.u. im Vergleich zu einem Wert
von 0,1£0,01 r.u. unter Kontrollbedingungen mit KN-92 (n=4 respektive n=6, T-Test P<0,05).

Dies bedeutet eine Zunahme um 168%. Die Zellen stammen aus drei Versuchstieren.
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Unter CaMKlI-Inhibition ist also der SR-Ca?*-Gehalt, der sich unter DOX-Einwirkung

vermindert zeigte, wieder hergestellt.
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3.3.4 Die Ca*-Sparkfrequenz unter DOX wird durch CaMKIl-Inhibition reduziert
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Abb. 3.10 Die Ca“-Sparkfrequenz unter DOX ist bei gleichzeitiger CaMKII-Inhibition deutlich

erniedrigt
A Ca**-Sparkfrequenz unter 10-uM-DOX-Einwirkung (schwarz) und 10-uM-DOX-Einwirkung mit AIP

(1 uM)
B Konfokalmikroskopisches Originalbild unter 10-uM-DOX-Einwirkung (oben) und unter 10-uM-DOX-

Einwirkung mit AIP (1uM) (unten)

Unter CaMKII-Inhibition mittels AIP (1 uM) konnte bei einer DOX-Exposition der Konzentra-
tion 10 pM die Ca?*-Sparkfrequenz von 0,85+0,14 Sparks pro 100um pro s auf 0,42+0,12
Sparks pro 100 um pro s reduziert werden (n=72 respektive n=55, t-Test P<0,05). Dies ent-
spricht einer Reduktion der Ca?*-Sparkfrequenz auf 49%. Dies bedeutet fir den SR-Ca*'-
Verlust, der unter DOX gesteigert war (s. Kap. 3.1.5, S. 50), eine Abnahme von 139123 unter
DOX auf 60+17 unter DOX bei CaMKII-Inhibition (t-Test P<0,05). Die Zellen stammen aus
sechs Versuchstieren.

Der SR-Ca?*-Verlust, der sich unter DOX-Exposition zunachst erhoht darstellte, ist

also stark reduziert unter CaMKII-Inhibition.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen eine Beteiligung der CaMKIl an der Ca?*-
Stoffwechselbeeintrachtigung der Herzmuskelzelle wahrend einer DOX-Behandlung nahe,
die wahrscheinlich auf eine verstarkte Aktivierung der CaMKIl durch ROS zurlckzufuhren ist.
Die [ROS]; steigt wahrend einer 25 min DOX-Behandlung, woraufhin ein vermehrter diastoli-
scher [Ca?']; und eine Verminderung der Ca**-Transientenamplitude festzustellen ist. Auch
der SR-Ca**-Gehalt ist nach 30 min DOX-Exposition stark vermindert, was durch eine um
das ~5,8 fach erhdhte Ca?*-Sparkfrequenz erklart werden kann. Durch eine Inhibition der
CaMKII konnten diese Effekte rickgangig gemacht werden, was die Hypothese starkt, dass

die CaMKII fiir die gestdrte Ca**-Homdostase mitverantwortlich ist.

4.1 Wahl der DOX-Konzentrationen

Die hier angewendeten Konzentrationen 1 yM und 10 uM sind haufig in vitro verwendete
Konzentrationen (TIMOLATI et al. 2006, GUNTHERT et al. 2004, SARDAO et al. 2009). In
vivo sind ahnliche Konzentrationen nach DOX-Gabe zu detektieren. Nach Bolusgabe liegt
die maximale Konzentration bei 5 uM, die Steady-State-Konzentration allerdings nur bei 25-
250 nM. Es wird angenommen, dass in-vitro-Konzentrationen von 1-2 uM fir in vivo ablau-
fende Vorgange reprasentativ sind (MINOTTI et al. 2004). Da bei 1 uM und 10 uM dosisab-
hangige Effekte auf den Ca®*-Stoffwechsel gesehen wurden, wurde nun hier angenommen,
dass es sich um den gleichen Pathomechanismus bzw. den gleichen Effekt handele. Daher
wurde entschieden, fur die Darstellung des Effekts im Hinblick auf die CaMKII-Phosphorylie-
rung, fur die Fluoreszenzexperimente mit der Fragestellung der Wirkung auf die [ROS]; sowie

fur die konfokalmikroskopischen Experimente die Konzentration von 10 uM zu verwenden.

4.2 Die Erhohung der [ROS]; nach DOX-Exposition

Die epifluoreszenzmikroskopisch detektierte Erhdhung des oxidationssensitiven Fluores-
zenzsignals des Farbstoffs CM-H,DCFDA unter DOX-Einwirkung Uber ca. 25 min im Ver-
gleich zur Kontrolle stitzt die Annahme, DOX erhdhe die [ROS]..

4.2.1 Betrachtung weiterer Nachweise vermehrten oxidativen Stresses unter DOX

Wie bereits beschrieben, ist die Annahme, dass die Chinonstruktur des DOX durch
NAD(P)H zum Semichinon reduziert und anschliefiend unter Abgabe eines Elektrons an ein
Sauerstoffmolekul wieder zu Chinon oxidiert wird, die Grundlage der Spekulation Uber eine
DOX-induzierte ROS-Generierung. Die Reduktion eines Sauerstoffmoleklls bedeutet die
Entstehung einer reaktiven Sauerstoffspezies, genauer gesagt die des Superoxidanions
(MINOTTI et al. 2004, VASQUEZ-VIVAR et al. 1997).
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Das hier gezeigte Ergebnis unterstutzt die Arbeit von KIM SYet al., die 2006 ebenfalls un-
ter Verwendung von CM-H,DCFDA mittels Fluoreszenzmessungen zeigten, dass bei einer
Applikation von 3 uM DOX Uber 60 min eine Zunahme der [ROS]; zu beobachten ist. Ferner
zeigte die Gruppe in der gleichen Arbeit, dass die Verdnderungen des Ca®*-Stoffwechsels an
isolierten Rattenkardiomyozyten unter DOX nach Applikation von Antioxidantien wie a-Toco-
pherol oder a-Liponsaure ausblieben. Diese Arbeit zeigt ebenfalls indirekt, dass die Patho-
genese der kardialen Veranderungen durch DOX wahrscheinlich zumindest anteilig Gber
ROS vermittelt wird. TIMOLATI et al. konnten 2006 in vitro an Rattenkardiomyozyten zeigen,
dass der Radikalfanger N-Acetylcystein die DOX-vermittelten Effekte auf die Ca**-Ho-

moostase inhibiert.

In begleitend zu dieser Arbeit durchgefiuhrten Experimenten konnte zudem gezeigt wer-
den, dass in isolierten Rattenkardiomyozyten, die mit dem Radikalfanger Melatonin behan-
delt wurden, die DOX-Effekte auf die Ca?*-Homoostase, insbesondere auf den diastolischen
[Ca®'], den SR-Ca?**-Gehalt und die Ca**-Sparkfrequenz, deutlich reduziert sind (SAG et al.
2011). Diese Ergebnisse deuten ebenfalls auf eine Abhangigkeit der DOX-vermittelten Kar-

diotoxizitat von einer gesteigerten Radikallast hin.

Dies sind jedoch bei weitem nicht die ersten Arbeiten, die die Hypothese bestatigen,
DOX schadige Gewebe durch eine Erhéhung des oxidativen Stresses. Schon 1977 konnten
MYERS et al. zeigen, dass die Gabe von Tocopherol vor der Gabe von Anthrazyklinen in
Mausen eine deutliche Verlangerung der Uberlebenszeit erbrachte, obwohl diese Mause an
einem Anthrazyklin-sensitiven Tumor litten. Dieses in vivo-Modell zeigte, dass die Kardioto-
xizitdt durchaus mit einer erhdhten Radikallast zusammenhangt, die antitumorése Wirkung
jedoch nicht ausschlieldlich auf die Entstehung von freien Radikalen zuriickzufihren ist. 1980
konnten OLSON et al. zeigen, dass 12 Stunden nach DOX-Gabe der GSH-Spiegel in muri-
nem Gewebe deutlich erniedrigt war und damit dieses antioxidative System durch DOX-
Gabe beansprucht ist. Weiterhin konnte die Gruppe zeigen, dass die Uberlebenszeit der
Mause durch die Radikalfanger N-Acetylcystein und Cysteamin deutlich verlangert und die
Kardiotoxizitat herabgesetzt werden konnte, wahrend die Letalitat unter DOX bei einer weite-
ren Depletion des GSH durch Diethylmaleat deutlich anstieg. DAVIES und DOROSHOW
konnten 1986 elektronenspinresonanzspektroskopisch zeigen, dass die Radikallast unter
DOX im bovinen Herzen, insbesondere in den Mitochondrien, anstieg. Dies fihrte zu einer
geringeren Reduktion von NAD* zu NADH und damit zu einem geringeren Sauerstoffver-

brauch.

Das vorliegende Erklarungsmodell, die Kardiotoxizitat des Chemotherapeutikums sei
insbesondere durch die Generierung von ROS bedingt, passt zu den Erkenntnissen der mo-
dernen Herzinsuffizienzforschung, da diese Pathologie im Allgemeinen mit einem erhdhten

oxidativen Stress assoziiert ist. Bereits 1991 konnten BELCH et al. zeigen, dass bei Patien-
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ten mit Herzinsuffizienz eine deutlich erhéhte Malondialdehydkonzentration im Blut vorlag,
die als Biomarker fur oxidativen Stress gilt. Gleichzeitig zeigte sich die Plasmathiolkon-
zentration reduziert, was ebenfalls fur das Vorliegen von oxidativem Stress spricht. 1998
konnten dann MALLAT et al. durch Gewinnung von serdser Flussigkeit aus humanem Peri-
kard und dem Messen des enthaltenen 8-iso-Prostaglandin-F; ,, das ebenfalls einen Marker
fir oxidativen Stress darstellt, zeigen, dass das Mal} an oxidativem Stress mit der Schwere
der Symptome der Patienten und mit dem Durchmesser des linken Ventrikels, also mit dem
Ausmald der Dilatation, korreliert. MAACK et al. konnten schlief3lich 2003 zeigen, dass in
humanem Myokard die Aktivitat der NADPH-Oxidase bei herzinsuffizienten Patienten deut-
lich erhéht war. HEYMES et al. untersuchten 2003 ebenfalls humanes Myokard auf die
NAPDH-Oxidase-Aktivitat hin und kamen zu ahnlichen Ergebnissen. Diese Untersuchungen
deuten darauf hin, dass ein erhohtes Niveau an oxidativem Stress eine groflte Rolle in der
Herzinsuffizienz spielt, insbesondere, da eine hohere Konzentration mit einer erschwerten

Symptomatik vergesellschaftet ist.

Was gegen die Hypothese spricht, die Kardiotoxizitdt des Anthrazyklins sei alleinig auf
die Erhéhung der Radikallast zurtickzufiihren, ist die Tatsache, dass LADAS et al. 2004 un-
ter Zusammenfassung der Ergebnisse der letzten Jahre gezeigt haben, dass weder a-Toco-
pherol noch N-Acetylcystein als Radikalfanger bei Patienten, die mit Anthrazyklinen behan-
delt wurden, die Entwicklung einer Kardiomyopathie verlangsamen oder verhindern konnten.
Interessanterweise wirkt der Eisenchelator Dexrazoxane im Gegensatz zu herkdmmlichen
Antioxidatien im Bezug auf die DOX-induzierte toxische Kardiomyopathie offenbar praventiv,
was ebenfalls der Reduktion von freien Sauerstoffradikalen zugeschrieben wird, allerdings in
diesem Falle der Eisen-katalysierten Formation von ROS (GIANNI et al. 2008).

4.2.2 Methodische Einschrankungen des Ergebnisses

Bei dem hier vorliegenden Experiment darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass es
sich um einen indirekten Nachweis des Anstiegs der [ROS]; handelt, da CM-H,DCFDA auf
jegliche Oxidation reagiert, die auch anderen Ursprungs sein konnte, wie z.B. durch eine
verstarkte Produktion von ROS im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung in den Mito-
chondrien oder aber durch eine Anderung der Aktivitat der NAD(P)H-Oxidoreduktasen sowie
veranderte Cytochrom-P450-abhéngige Enzymaktivitaten (BOVERIS et al. 1972). In isolier-
ten Kardiomyozyten ergibt sich zusatzlich das Problem, dass nicht alle Schutzmechanismen
gegenuber der ROS-Generierung wie bei einem in vivo-Modell funktionieren kdnnen. Eine
Cysteinmangel kdnnte z.B. dazu flhren, dass die Glutathion-vermittelte ROS-Reduktion nicht
mehr effektiv vor ROS schitzt, wie KING et al. 2010 zeigten. Durch die Stimulation wurde
der ATP-Verbrauch der Zellen gesteigert, was zu einer Stimulation der oxidativen Phospho-
rylierung fihrt, die ROS als Nebenprodukt generiert (BOVERIS et al. 1972). Das heildt, in-

nerhalb der Zelle gibt es durchaus andere Quellen fur ROS in diesem Modell und die
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Schutzmechanismen der Zelle sind u.U. beeintrachtigt. Dies fihrt moglicherweise zu dem
Anstieg der [ROS]; Uber die Zeit, der auch in der Kontrollgruppe zu detektieren war. Ferner
muss, was die Methode betrifft, eingerdumt werden, dass der Farbstoff unter Belichtung pho-
tooxidiert wird, so dass eine zu lange Belichtung zu einem inadaquat hohen Anstieg der
Fluoreszenz flihren kénnte (INVITROGEN: www.invitrogen.com). Um diesen Effekt zu mini-
mieren, wurde nur punktuell 10 s pro Minute belichtet. Jedoch kann auch diese methodische
Einschrankung in beiden Gruppen zu einem zu starken Anstieg der Fluoreszenz iber die

Zeit beigetragen haben.

Die Methode bietet jedoch einen sicheren Vergleich zwischen Kontrolle und DOX, da es
sich nicht um eine punktuelle, sondern um eine kontinuierliche Messung jeweils einer Zelle
handelt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ware als wichtiger limitierender Faktor vor allem die
Fluoreszenz der Substanz DOX selbst zu nennen, die bei 470 nm ihr Anregungsmaximum
und bei 585 nm ihr Emissionsmaximum hat. Dadurch kommt es in der DOX-exponierten
Gruppe zu einem Fluoreszenzanstieg durch die Substanz selbst. Da aber die Hintergrundflu-
oreszenz am Ende des Experiments inklusive der Hintergrundfluoreszenz der jeweiligen L6-
sung abgezogen wurde, konnte der daraus resultierende Effekt berticksichtigt und ausgegli-

chen werden.

Die Zunahme der Fluoreszenz wurde Uber einen Zeitraum von 25 min pro Minute doku-
mentiert. Dass die Kurve der DOX-exponierten Gruppe eine deutlich hdhere Steigung auf-
weist als die Kontrollgruppe, bestatigt die Gbermafigen oxidativen Vorgange. Wenn man nun
davon ausgeht, ROS sollten weitere ROS generieren, kdnnte man erwarten, dass sich eine
exponentiell verlaufende Kurve ergibt. Dass dies nicht der Fall war, kénnte man durch eine
nicht erreichte Schwellenkonzentration der ROS erklaren (ZOROV et al. 2006). In solchen
Zellen mit sozusagen ,explodierenden“ ROS-Konzentrationen ware wahrscheinlich ein apop-
totischer Signalweg angestoRen worden (MARTINDALE und HOLBROOK 2002), so dass
diese Zellen nicht mehr den Messkriterien der Arbeit, die vitale Zellen gefordert haben, ent-
sprochen hatten und somit aus der Wertung gefallen waren. Hierbei handelt es sich aller-

dings um Spekulationen.

Nichtsdestotrotz zeigte sich durch das héhere Fluoreszenzsignal unter DOX im Vergleich
zur Kontrolle eine Verschiebung des Redox-Milieus in Richtung Oxidation, was sich plausibel
durch DOX-induzierte ROS-Entstehung erklaren lasst.

4.2.3 Zusammenhang der gesteigerten [ROS]; mit der gestérten Ca**-Homoostase
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass das Ergebnis eines erhdhten Fluoreszenzsig-
nals nach DOX-Exposition im Vergleich zur Kontrolle einen weiteren Beleg flir eine erhéhte
[ROS]; nach DOX-Einwirkung darstellt. Es wird angenommen, dass die DOX-induzierte Ent-

stehung von ROS einen Grofteil zur Pathogenese der DOX-induzierten toxischen dilatativen
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Kardiomyopathie beitrégt, da ein Anstieg der [ROS]; konsekutiv zu einer diastolischen Ca?*-
Uberladung und zu einer gestdrten Ca**-Homdostase fiihrt (TIMOLATI et al. 2006, KIM SY et
al. 2006, SAG et al. 2011). Dieser Zusammenhang wird auch durch die im Folgenden besp-

rochenen Experimente gestitzt.

4.3 Die Verinderungen der Ca**-Homdstase unter DOX

Nach DOX-Exposition zeigte sich in den epifluoreszenzmikroskopischen Experimenten
eine diastolische Ca®*-Uberladung sowie eine Reduktion der Ca*'-Transientenamplitude.
AuRerdem war der SR-Ca®*-Gehalt erniedrigt. Obwohl die Geschwindigkeit des Ca?*-Tran-
sientenabfalls unverandert war, zeigte sich eine deutlich gesteigerte NCX-Funktion. Konfo-
kalmikroskopisch war eine deutlich erhéhte Ca®*-Sparkfrequenz zu detektieren, die den Ab-

fall des SR-Ca?"-Gehalts erklaren konnte.

4.3.1 Die diastolische Ca**-Uberladung unter DOX und konsekutive Reduktion der
Ca®*-Transientenamplitude

Das Phanomen der Ca®*-Uberladung der Herzmuskelzelle nach DOX-Exposition ist epif-
luoreszenzmikroskopisch bereits mehrfach beschrieben worden; unter anderem durch KIM
SY et al., die 2006 zeigten, dass nach einer 60-minlitigen DOX-Exposition von isolierten Rat-
tenkardiomyozyten bei einer 3-uM-Konzentration die intrazelluldre Ca?*-Konzentration auf
300% stieg, ein deutlich starkerer Effekt als in der vorliegenden Arbeit, der sich durch die
verlangerte Expositionsdauer erklaren lassen kénnte. TIMOLATI et al. konnten 2006 zeigen,
dass bei Konzentrationen von 1 yM und 10 uM DOX, den Konzentrationen, die auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden, ebenfalls eine deutliche Ca?*-Uberladung zu erwar-
ten ist, allerdings nach einer 18-stiindigen Inkubation. Der Effekt der Ca?*-Uberladung war
ebenfalls starker als in den Experimenten dieser Arbeit und lag bei dber 150% im Vergleich
zur Kontrolle, wahrend die hier gezeigte diastolische [Ca®']; unter DOX auf maximal 121%
anstieg. Dieser geringere Effekt kdnnte durch die akute Einwirkung des DOX und die geringe
Zeitspanne, die abgebildet wurde, erklart werden. An dieser Stelle muss als Limitation an-
T

gefuhrt werden, dass nur die Differenzen in der diastolischen [Ca“’];, nicht aber die Absolut-

!

werte der diastolischen [Ca“’]; in der zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) signifikant

verschieden waren.

Interessanterweise zeigte sich nach 18-stundiger Inkubation in der o.g. Arbeit (TIMOLATI
et al. 2006), was die Ca?*-Transientenamplitude und die Kontraktion der Kardiomyozyten

betrifft, bei einer Konzentration von 1 uM DOX ein positiv inotroper Effekt, wahrend bei 10
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MM ein negativ inotroper Effekt zu sehen war. TIMOLATI et al. sahen bei einer Konzentration
von 1 uyM DOX eine Zunahme der Ca*-Transienten, die auf eine gesteigerte Ca®'-Frei-
setzung aus dem SR zurtckzufiihren ist, moglicherweise durch einen erhéhten Ic, und damit
einen gesteigerten Ca*-induzierten Ca?*-Ausstrom aus dem SR (KEUNG et al. 1991, FA-
BIATO und FABIATO 1975) oder aber durch eine anderweitig gesteigerte Offenwahrschein-
lichkeit der RyR. Letzteres kdnnte sowohl durch chemisch-toxische oder oxidative Effekte
(ABRAMSON et al. 1988, TERENTYEV et al. 2008) oder aber auf eine CaMKII-Aktivierung
zurtckzufiihren sein (MAIER et al. 2003, KOHLHAAS et al. 2006). Was die Wende des posi-
tiv inotropen Effekts zur negativen Inotropie erklart, ist die Tatsache, dass nicht nur die Hohe
des Ic, einen Einfluss auf die Hohe der Ca2+-Transientenamplitude hat, sondern auch die
Fillung des SR und damit der SR-Ca**-Gehalt, wie BASSANI et al. 1995 zeigen konnten.
Dadurch erklart sich, dass sich die Ca2+-Transientenamplitude bei einer erhohten Offenwahr-
scheinlichkeit der RyR und konsekutiver Depletion des SR erschopft (BASSANI et al. 1993,
BASSANI et al. 1995). Mit anderen Worten bedeutet das, dass sich eine deutlich gesteigerte
Entleerung des SR negativ inotrop auswirkt, was den konzentrationsabhangigen Effekt, den
TIMOLATI et al. beschreiben, erklaren kénnte. In Zusammenschau mit den Ergebnissen die-
ser Arbeit erscheint dieses Erklarungsmodell plausibel, da die Ergebnisse dieser Arbeit einen
gesteigerten Ca?*-Verlust aus dem SR unter 10-uM-DOX-Einwirkung im Sinne einer gestei-
gerten Offenwahrscheinlichkeit der RyR nahelegen, der zu einer Depletion des SR und ei-
nem Abfall der Ca?*-Transienten fiihrt. Es gilt jedoch zu bedenken, dass bei einer erhéhten
diastolischen [Ca?']; die Ca**-Transientenamplitude reduziert ist, was méglicherweise zu ei-
ner Uberschatzung dieses Effekts fiihren kdnnte (BERS 2001).

Eine alternative Erklarungsméglichkeit fiir die verringerte Ca®*-Transientenamplitude, die
sich in der vorliegenden Arbeit unter 10 yM DOX zeigt, ist eine verringerte Vitalitat der Zellen
im Rahmen der Belichtungs- und Stimulationsdauer sowie der diastolischen Ca?*-Uberla-
dung. Die verringerte Vitalitat aufgrund der genannten experimentellen Bedingungen kann
jedoch nicht die alleinige Ursache fiir die Reduktion der Ca®*-Transientenamplitude sein, da
die Amplitude der Kontrollzellen zwar ebenfalls sinkt, jedoch die der DOX-exponierten Zellen
in einem signifikant starkeren MalRe abnimmt. Wichtig ist in diesem Zusammenhang aber vor
allem das erhdhte diastolische [Ca®'], das wahrscheinlich durch den reduzierten SR-Ca?'-
Gehalt durch eine erhdhte Ca®*-Sparkfrequenz zu erkléren ist. Bei einem erhdhten diastoli-
schen [Ca*"] ist ein negativ inotroper Effekt zu erwarten, da sich durch eine gesteigerte NCX-
Funktion das SR weiter entleert bzw. nicht mehr suffizient fillen kann (BERS 2001, s. auch
Kap. 3.1.4, S. 48 f). Diese erhdhte Ca?*-Sparkfrequenz und die daraus resultierende Vermin-
derung des SR-Ca®*-Gehalts l4sst sich durch die detektierte CaMKII-Aktivierung unter DOX-
Exposition plausibel erklaren (s. Kap. 4.4.2, S. 72 f, MAIER et al. 2003, Al et al. 2005, BERS

2001).
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Dass zusatzlich durch DOX vermittelte toxische Effekte eine Rolle spielen, kann ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden. Es ist sehr gut mdglich, dass die unter DOX detektierte ver-
minderte Ca®"-Transientenamplitude als ein multifaktoriell bedingtes Geschehen zu verste-
hen ist, das sowohl auf die CaMKII-Aktivierung als auch auf eine durch eine erhdhte Radikal-
last bedingte Toxizitat der Substanz zurlickzuflihren ist wie beispielsweise oxidative Schaden
an Proteinen, Lipidperoxidation oder auch eine verminderte Bereitstellung von ATP (TO-
KARSKA-SCHLATTNER et al. 2006).

4.3.2 Mogliche Ursache der diastolischen Ca®*-Uberladung: Ca*-Verlust aus in-
trazellularen Speichern

Um die Stérung der Ca?*-Homoostase durch DOX umfassend zu beschreiben, muss nun
als weiterer wichtiger Parameter diskutiert werden, worauf die diastolische Ca?*-Uberladung
zuruckgefuhrt werden kann; TIMOLATI et al. schrieben sie 2006 der Verlangerung des Ak-
tionspotentials unter DOX und damit dem vermehrten Ic, zu, der wiederum zu einer gestei-
gerten Ca®*-Freisetzung aus dem SR fiihren wiirde. Tatsachlich beschrieben KEUNG et al.
bereits 1991 einen erhdhten Ic, Gber den LTCC an isolierten Rattenmyokardzellen von Tie-
ren, die in vivo an einer DOX-induzierten Kardiomyopathie litten. KIM SY et al. attribuierten
die Ca*-Uberladung ebenfalls einer Depletion der intrazellularen Ca*'-Speicher, also des
SR. In Anbetracht der Reduktion des SR-Ca®*-Gehalts, die sich sowohl 2006 in der Arbeit
von TIMOLATI et al. als auch in der vorliegenden Arbeit darstellte, scheint es plausibel, die
Ca?*-Uberladung einer Verminderung des SR-Ca?*-Gehalts zuzuschreiben. Geht man davon
aus, dass der SR-Ca?"-Gehalt abnimmt, so konnte dies den Abfall der Ca*-Transien-
tenamplitude erklaren, da die Hohe der Ca?*-Transienten in hohem Mafle vom SR-Ca?-Ge-
halt abhangig ist (BASSANI et al. 1993, BASSANI et al. 1995). Passend zu dieser Hypothese
zeigte sich der SR-Ca?*-Gehalt in den hier gezeigten Ergebnissen bei der Applikation von 10
MM DOX Uber 30 min vermindert. TIMOLATI et al. zeigten in ihrer Arbeit 2006 in der Tat
ebenfalls eine Reduktion des SR-Ca?*-Gehaltes nach einer 18-stlindigen Inkubation, fihrten
dies allerdings auf eine verminderte Expression der SERCA zuriick und sahen den Ca*-
Verlust des SR nicht als ursachlich fur den verminderten SR-Ca?*-Gehalt an, sondern stellten

eine verminderte Wiederaufnahme des Ca®* in das SR in den Vordergrund.

An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass TIMOLATI et al. 2006 eine verlangsamte Re-
laxation beschrieben. Die Expression der SERCA zeigte sich ebenfalls vermindert, sodass
eine verminderte Ca®*-Aufnahme in das SR als pathogenetische Erklarung fiir den reduzier-
ten SR-Ca®*-Gehalt beschrieben wurde. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die Dauer des

Ca?*-Transientenabfalls unter 10 uM DOX jedoch nicht veréndert.
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Dass der Abfall der Ca®*-Transienten nicht verlangsamt war, koénnte verschiedene
Ursachen haben: man kénnte z.B. annehmen, es andere sich gar nichts an der Ca**-Wie-
deraufnahme ins SR. Dies ist jedoch aufgrund der massiven Beeintrachtigung des Ca*-
Haushalts und der involvierten Transportsysteme unwahrscheinlich. Auch die bestehende
Literatur suggeriert eine Beeintrachtigung des zytosolischen Ca®*-Abfalls in der Diastole im
Sinne einer Verlangsamung der Relaxation: Die Aktivitat der SERCA wird durch die oxidative
Wirkung der ROS reduziert (SCHERER und DEAMER 1986, MORRIS und SULAKHE 1997),
was die Relaxation verlangsamen wiirde; so beschrieben es auch TIMOLATI et al. 2006. Auf
dieses Phanomen gab es in der vorliegenden Arbeit jedoch keinen eindeutigen Hinweis. Das
Fehlen der Beeintrachtigung des Ca?*-Transientenabfalls kénnte nun durch die akute Expo-
sition und die kurze Dauer der Messung erklart werden, da es unter diesen experimentellen
Bedingungen u. U. nicht zu einer Anderung der SERCA-Expression kommt; in den anderen

beschriebenen in vitro-Experimente betrug die Expositionsdauer mindestens eine Stunde.

Eine weitere und wahrscheinlichere Erklarungsmdglichkeit ist jedoch die Kompensa-
tion durch andere Ca®*-exportierende Systeme. Insbesondere eine verstarkte Aktivierung
des NCX koénnte zu einem aufrecht erhaltenen Ca**-Abfall in der Diastole beitragen. Diese
Hypothese wird durch die deutlich schnellere Relaxationszeit der Koffeintransienten nach
DOX-Exposition gestarkt. Da unter Koffeinapplikation samtliche RyR ge6ffnet sind, kann kei-
ne effektive Reduktion der [Ca®']; durch Fiillung des SR stattfinden; die SERCA ist als Ca?*-
Rucktransporter aul’er Gefecht gesetzt (PESSAH et al. 1987, BERS 2001). In der Kon-
sequenz ist die Reduktion der [Ca?']; unter Einwirkung des Koffeins fast ausschlieRlich auf
die NCX-Leistung zuriickzufiihren. Dass diese Reduktion der [Ca®']; unter DOX nun deutlich
beschleunigt ist, weist auf eine verstarkte NCX-Leistung hin, die sich plausibel durch die Ra-
dikalexposition erklaren lasst. Denn dass der NCX unter dem Einfluss einer erhéhten [ROS];
verstarkt aktiviert ist, zeigte GOLDHABER bereits 1996 an isolierten Kardiomyozyten aus
Meerschweinchen; unter H,O, und Xanthin mit Xanthin-Oxidase, zwei ROS-induzierenden
Systemen, war ein verstarkter transienten Einwartsstrom (I;) messbar, der unter Inhibition
des NCX durch ionisiertes Nickel sistierte. Andere Gruppen kamen zu ahnlichen Ergebnis-
sen (REEVES et al. 1986, KATO und KAKO 1988). In humanem herzinsuffizientem Gewebe,
in dem ebenfalls von einer erhéhten Radikallast auszugehen ist (s. Kap. 4.2.1, S. 61 ff), zeig-
te sich die NCX-Expression ebenfalls deutlich erhéht (HASENFUSS et al. 1999).

Dieser Mechanismus steht im scheinbaren Widerspruch zur diastolischen Ca?-
Uberladung, da ja mehr Ca?* aus dem Zytosol in den Extrazellularraum transportiert wiirde.
Die Aktivitdt der SERCA wurde nicht untersucht; im Hinblick auf die Wirkung einer erhdhten
[ROS]; und deren oxidativen Effekt ist es jedoch wahrscheinlich, dass die Aktivitat der SER-
CA tendenziell erniedrigt ist (SCHERER und DEAMER 1986, MORRIS und SULAKHE

1988), was ebenfalls zu einer diastolischen Ca**-Uberladung fiihren kénnte. Auch in huma-



Diskussion 69

nem herzinsuffizientem Gewebe zeigte sich die SERCA-Expression erniedrigt (HASENFUSS
et al. 1994). Uber einen maglichen ahnlichen Mechanismus in dem vorliegenden Modell
kann aber an dieser Stelle keine Aussage getroffen werden. Es bleibt also festzuhalten, dass
die Ca?*-Elimination aus dem Zytosol zumindest akut in dem hier untersuchten Modell nicht
beeintrachtigt zu sein und als Ursache fiir die diastolische Ca®*-Uberladung eher eine unter-

geordnete Rolle zu spielen scheint.

Es stellt sich also nun die Frage, ob das Phdnomen der diastolischen Ca?*-Uberla-
dung auf eine reduzierte Wiederaufnahme in oder auf einen vermehrten Verlust aus intra-
zelluldren Speichern zurtickgefihrt werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten da-

raufhin, dass Letzteres anzunehmen ist.

In der Tat fand sich namlich in der vorliegenden Arbeit eine deutliche Erhéhung des
diastolischen Ca®"-Verlusts aus dem SR, gemessen mittels der Ca®*-Sparkfrequenz. Dieser
Umstand kénnte nicht nur eine Erklarung fiir die diastolische Ca**-Uberladung, sondern auch
fir den verminderten SR-Ca?*-Gehalt bedeuten. Ein erhdhter Ca®*-Verlust aus dem SR, ge-
nauer gesagt aus den Cisternae terminales von Skelettmuskeln aus einem Kaninchenmodell,
ist durch ZORZATO et al. 1985 beschrieben worden. Obwohl es sich hierbei nicht um die
gleiche Isoform des Ryanodinrezeptors handelt und die elektromechanische Kopplung im
Skelettmuskel und Herzmuskel wichtige Unterschiede aufweist (BERS 2001), so handelt es
sich doch um das gleiche Phanomen, namlich einen Ca®*-Verlust aus den intrazellularen
Speichern. Die erhdhte Ca®*-Sparkfrequenz zeigte sich in den konfokalmikroskopischen Ex-
perimenten dieser Arbeit innerhalb eines zeitlichen Rahmens von ca. 15 min DOX-Exposi-
tion, was zu einer Depletion des SR gefiihrt haben koénnte, die dann epifluoreszenz-
mikroskopisch nach 30 min detektiert werden konnte. Der gewahlte Zeitraum bildet eine fri-
he Beeintrachtigung ab; es ist durchaus mdglich, dass sich nach langerer Exposition ein
noch deutlicherer Effekt zeigt. Die Methode ist jedoch bei langerer Dauer der Experimente
storanfallig, da viele Faktoren, wie die Beeintrachtigung der Zellen durch den enzymatischen
Verdau wahrend der Isolation oder eine verldngerte Dauer der Stimulation, die Ca**-Spark-
frequenz deutlich erhéhen kénnen, da sie die Integritat des SR schadigen. Es ist fir das Ge-
lingen des Experiments essentiell, diese Faktoren zu minimieren und eine mdglichst geringe
Schadigung der Zellen durch die experimentellen Bedingungen zu gewahrleisten. In der
Kontrollgruppe zeigte sich eine Ca?*-Sparkfrequenz von 0,13 Sparks pro 100 um pro s, die
durch die oben genannten Beeintrachtigungen der Zellen im Rahmen des Experiments zu
erklaren ist. Unter physiologischen Bedingungen sollte der spontane diastolische Ca®*-Ver-
lust des SR ein vereinzelt auftretendes Ereignis sein (CHENG et al. 1993, BERS 2001). Der
gewahlte Zeitraum stellt die geringstmdgliche Beeintrachtigung und weitgehend unver-

falschte Darstellung der Zellen dar, die unter den gegebenen Bedingungen maoglich waren.
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An dieser Stelle muss noch angemerkt werden, dass ein erhdhter diastolischer [Ca?'];

ebenfalls zu einer Zunahme der Ca?*-Sparkfrequenz fiihren kann (SATOH et al. 1997). Dies
wirft die Frage auf, ob es sich bei der erhdhten Ca**-Sparkfrequenz um die Ursache oder die

. handelt. Fur die Tatsache, dass es

Wirkung des gemessenen erhohten diastolischen [Ca
sich wie hier angenommen um die Ursache der Ca**-Uberladung handelt, sprechen die fol-
genden vier Punkte: erstens wurde die Ca**-Sparkfrequenz in einem Zeitraum von maximal
15 min nach Beginn der DOX-Applikation gemessen; die Anstieg des diastolischen [Ca®"];
zeigte ab einem Zeitpunkt von 12 min, so dass der Grof3teil der Messzeit in der Zeitspanne
lag, in der noch kein signifikant erhéhtes diastolisches [Ca®']; zu erwarten war. Zweitens zeig-
te sich nach 30 min DOX-Exposition epifluoreszenzmikroskopisch nach 30 min ein deutlich
erniedrigter SR-Ca®*-Gehalt, was wiederum grundsétzlich zu einer verringerten Ca®-
Sparkfrequenz fiihren sollte (SATOH et al. 1997). Dies ist aber nicht der Fall, sondern das
Gegenteil, eine Erhdhung der Ca**-Sparkfrequenz, tritt ein. Drittens ist es jedoch so, dass
eine gesteigerte CaMKII-Aktivitat eine erhdhte Ca*'-Sparkfrequenz durch eine vermehrte
Phosphorylierung der RyR wahrscheinlich macht (MAIER et al. 2003, Al et al. 2005). Da eine
erhdhte CaMKII-Aktivitat vorliegt, ist es naheliegend, dass die erhdhte Ca®*-Sparkfrequenz
darauf zuriickzufiihren ist. Die diastolische Ca?*-Uberladung wird im Rahmen der CaMKII-
Aktivierung dem Ca?*-Verlust aus intrazellularen Speichern attribuiert, und da beide Effekte
unter CaMKII-Inhibition racklaufig sind, ist es wahrscheinlich, dass beide auch auf einen ahn-
lichen Mechanismus zurlckzuflhren sind (s. Kap. 4.5.1, S. 74 f). Den Zusammenhang der
CaMKII-Aktivierung mit der erhdhten Ca*'-Sparkfrequenz und mit dem erhéhten diastoli-

schen [Ca?"];

bestatigen auch begleitend zu dieser Arbeit durchgeflihrte Experimente mit ei-
nem transgenen Mausmodell, in dem die CaMKII& nicht exprimiert wird (CaMKII3 -/-). Hier
zeigte sich sowohl eine reduzierte Ca?*-Sparkfrequenz als auch ein reduziertes diastolisches
[Ca*], im Vergleich zum Wildtyp (SAG et al. 2011). Die hier gezeigte Ca?*-Uberladung durch
eine Aktivierung der CaMKIl konnte auch in anderen pathophysiologischen Belastungssitua-
tionen gezeigt werden, wie beispielsweise oxidativem Stress oder B-adrenerger Stimulation
(WAGNER et al. 2011, SAG et al. 2007). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
auch z.B. direkte Effekte des DOX oder oxidative Effekte am RyR zu der diastolischen Ca*'-
Uberladung beitragen und damit zusatzlich die Ca**-Sparkfrequenz erhéhen (TERENTYEV

et al. 2008, XU et al. 1988, ABRAMSON et al. 1988, vgl. Kap. 4.5.2 S. 75f).

4.3.3 Klinische Korrelate der Storung der Ca?**-Homoostase
Die klinischen Korrelate der Stérung des Ca?*-Haushalts sind gravierend und betref-
fen eine doppelte Stérung der Herzfunktion; durch die gegebenen Parameter ergibt sich
theoretisch sowohl eine systolische als auch eine diastolische Dysfunktion, was im Folgen-

den erklart werden soll.
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Zunachst ergibt sich durch eine Verminderung der Ca®*-Transientenamplitude eine
verminderte Kontraktilitit, da weniger Ca?*-lonen fiir die Aktivierung der Myofilamente in der
Systole zur Verflgung steht. Diese Tatsache fihrt zu einer systolischen Dysfunktion, das
heil3t zu einer Minderung der Auswurfleistung des Herzens (BERS 2001). Die Verminderung
der Ca*'-Transientenamplitude ist auf die Depletion der intrazellularen Ca®'-Speicher zu-
rickzufihren (BASSANI et al. 1993, BASSANI et al. 1995).

Weiterhin stellt die diastolische Ca®*-Uberladung ein groRes Problem da. Die diastoli-
sche Ca?-Uberladung fiihrt zu einer ungeniigenden Relaxation und damit zu einer diastoli-
schen Dysfunktion (SCHMIDT U et al. 1998, MEYER et al. 1995, SCHMIDT U et al. 2000,
MERCADIER et al. 1990). Das bedeutet, dass wahrend der Diastole durch die beeintrach-
tigte Relaxation insbesondere bei hohen Herzfrequenzen eine ausreichende Fullung des
Herzens ausbleibt (SCHMIDT U et al. 1998). Es kommt zu einer zunehmenden Versteifung
des Herzmuskels, was sich langfristig wiederum negativ auf die systolische Funktion, also
klinisch auf die Ejektionsfraktion, auswirkt (DICKSTEIN et al. 2008).

Diese beiden Phanomene, die klinisch zu einer Herzinsuffizienz fuhren konnen, treten in
dem hier gezeigten Modell nach DOX-Exposition auf und kénnen die Genese der Herz-insuf-

fizienz nach DOX-Exposition auf dem Niveau der Ca**-Homdostase erklaren.

4.4 Betrachtung der CaMKIl unter DOX-Einwirkung

4.41 Wahl der CaMKIl als untersuchten Mediator

Als Ursache fiir den Ca®*-Verlust durch eine erhdhte Ca**-Sparkfrequenz kann eine
erhdhte Offenwahrscheinlichkeit der RyR angenommen werden (BERS 2002, CHENG et al.
1993). Diese ist besonders dann erhdht, wenn die RyR im phosphorylierten Status, und zwar
an der Position Ser-2809 oder Ser-2815, vorliegen (VALDIVIA et al. 1995, BERS 2001). Far
diese Phosphorylierung kommen in der Herzmuskelzelle im Besonderen zwei Kinasen in
Frage: die Proteinkinase A (PKA) und die CaMKIIl. Beide Kinasen phosphorylieren den RyR
und kénnen damit die Offenwahrscheinlichkeit erhéhen (MARX et al. 2000, MAIER et al.
2003, BERS 2001). In dieser Arbeit soll ein besonderes Augenmerk auf die Frage gelegt
werden, inwiefern die CaMKIl die Ca?-Homdostase nach DOX-Einwirkung beeinflusst. Auf
die Wirkung der PKA soll hier nicht naher eingegangen werden, jedoch kommt auch sie als
potentieller Mediator in Betracht. Allerdings bietet die Tatsache, dass ERICKSON et al. 2008
beschrieben haben, dass die CaMKII in einem pro-oxidativen Milieu langer aktiviert bleibt,
eine Grundlage fiir die Annahme einer verstarkten Beteiligung der CaMKIl unter Einfluss
einer erhohten [ROS]; (s. Kap. 4.4.2, s.u.). Eine ahnliche Aktivierung durch ein oxidatives
Milieu ist fir die PKA bislang nicht beschrieben worden. Ferner fand die Gruppe KIRCHHE-
FER et al. 1999 die PKA in herzinsuffizientem Gewebe nicht verstarkt aktiviert, wahrend die
Aktivitdt der CaMKIl fast dreifach erhéht war. SOSSALLA et al. konnten 2010 zeigen, dass
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die CaMKII-Expression in humanem Gewebe bei dilatativer Kardiomyopathie deutlich erhoht
ist. Diese genannten Daten begrinden die Wahl der CaMKII fur die durchgeflhrten Untersu-

chungen.

4.4.2 Aktivitat der CaMKIl unter DOX-Einwirkung

Tatsachlich zeigte sich der Phosphorylierungsgrad der CaMKIl nach 30 min DOX-Einwir-
kung in der Western-Blot-Analyse erhéht. Die CaMKII-Expression war jedoch nicht veran-
dert.

Interessant ist an dieser Stelle zu erwdhnen, dass in begleitend zu der vorliegenden Ar-
beit durchgefiihrten Experimenten zwar eine erhéhte Phosphorylierung der CaMKIl nach
DOX-Exposition, jedoch keine signifikant erhéhte Oxidierung der CaMKIl vorlag, was die Hy-
pothese einer Aktivitdtssteigerung der CaMKII alleinig durch Oxidation unwahrscheinlich
macht (SAG et al. 2011).

Grundlage zur Annahme einer erhohten oxidativen Aktivierung der CaMKII in der vorlie-
genden Arbeit war eine 2008 veroffentlichte Untersuchung der Gruppe von ERICKSON. Hier
zeigte sich eine Stabilisierung der phosphorylierten Konformation im Rahmen eines oxidati-
ven Redox-Milieus. Die biochemische Erklarung fiir diese Stabilisierung ist die Ausbildung
einer Disulfidbriicke zwischen den Thiolgruppen zweier Methioninreste an den Stellen 281
und 282 in der regulatorischen Domane. Diese stabilisiert die Konformation im phosphory-
lierten Zustand dahingehend, dass nach Dissoziation des Ca?*/CaM-Komplexes eine Phos-
phorylierung und Aktivierung deutlich langer erhalten bleibt (ERICKSON et al. 2008). Da je-
doch in dem hier gezeigten Modell nach 30 min die oxidierte Form der CaMKII nicht signifi-
kant erhdht vorliegt, muss ein anderer Mechanismus der vermehrten Phosphorylierung und
damit vermehrten Aktivierung unter DOX zugrunde liegen. Moglicherweise erfolgt die erhdhte
CaMKII-Aktivierung durch direkte oxidative Effekte auf den RyR (TERENTYEV et al. 2008)
oder aber direkte Effekte der Substanz selbst auf den RyR (ABRAMSON et al. 1988) und die
jeweils damit verbundene Erhéhung der zytosolischen Ca*'-Konzentration. Hier bietet die
Arbeit der Gruppe WAGNER et al. einen erganzenden Beleg, da sie 2011 zeigen konnte,
dass eine initiale Ca?*-Freisetzung aus dem SR iiber eine oxidative CaMKII-Aktivierung unter
Applikation von Wasserstoffperoxid zu einer weiteren CaMKII-Aktivierung durch Autophos-
phorylierung beitragt. Die weitere Aktivierung der CaMKII kénnte durch Autophosphorylie-
rung auf dem bereits bekannten Weg stattfinden (MAIER und BERS 2007).

Weitere Mechanismen flir die erhéhte Phosphorylierung der CaMKII kommen theoretisch
zusatzlich in Frage; so kdnnte eine herabgesetzte Aktivitat der zytosolischen Phosphatasen
dazu fuhren, dass die Phosphorylierung langer bestehen bleibt. Allerdings konnten NEU-
MANN et al. 1997 zeigen, dass die Expression der Phosphatasen 1 und 2A in humanem

Gewebe im Rahmen der Herzinsuffizienz sogar erhéht ist. Obwohl diese Untersuchungen
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sich nicht auf das hier verwendete Modell Ubertragen lassen, machen sie eine erniedrigte
Phosphataseaktivitat als Ursache fur die verstarkte Phosphorylierung der CaMKIl unwahr-

scheinlich.

Da entsprechend der vorliegenden Ergebnisse davon auszugehen ist, dass die CaM-
Kll in dem hier gezeigten Modell verstarkt aktiviert ist, muss nun die Frage gestellt werden,
welche Konsequenzen eine CaMKII-Aktivierung im Hinblick auf die Ca*-Homd&ostase mit
sich bringt. Es ist in der Vergangenheit darUber diskutiert worden, ob die CaMKII durch
Phosphorylierung die Offenwahrscheinlichkeit des RyR erhoht oder erniedrigt. Beide Mog-
lichkeiten werden in der Literatur vertreten; WITCHER et al. konnten 1991 zeigen, dass die
Offenwahrscheinlichkeit erhéht ist, ebenso HAIN et al. 1995. LOKUTA et al. erbrachten je-
doch 1995 Nachweis, sie sei erniedrigt infolge einer Phosphorylierung durch die CaMKII. Im
Gegensatz dazu zeigten LI et al. 1997 an isolierten Frettchenkardiomyozyten unter physiolo-
gischen Bedingungen eine Reduktion der Ca?*-Sparkfrequenz durch CaMKlII-Inhibition. 2003
konnten MAIER et al. zeigen, dass in einer die CaMKII-Uberexprimierenden transgenen
Mausspezies die Ca®*-Sparkfrequenz deutlich erhdht war, was durch eine erhéhte Offen-
wahrscheinlichkeit der RyR erklart wurde. Der SR-Ca?*-Gehalt zeigte sich erniedrigt, pas-
send zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Al et al. konnten dann 2005 zeigen, dass
in herzinsuffizientem Kaninchenmyokard eine deutlich héhere Phosphorylierung des RyR an
der Stelle Ser-2815, der alleinigen CaMKII-Phosphorylierungsstelle, zu verzeichnen war, was
zu einem deutlich erhdhten diastolischen SR-Ca®*-Verlust fiihrte. Dieser zeigte sich wie-
derum nach Inhibition der CaMKII reduziert. In diesem Sinne konnten NEEF et al. 2010 an
humanem Vorhofmyokard zeigen, dass bei erhéhter CaMKII-Phosphorylierung ein héherer
Phosphorylierungsstatus des RyR vorliegt sowie eine stark erhdhte diastolische Ca?*-Spark-
frequenz. Insgesamt wird heute davon ausgegangen, dass die Offenwahrscheinlichkeit des

RyR nach Phosphorylierung erhoht ist.
Die erhohte Offenwahrscheinlichkeit des RyR durch die erhohte CaMKII-Aktivitat wird

durch die konfokalmikroskopisch detektierte erhdhte Ca**-Sparkfrequenz, die als Ausdruck
einer verstarkten spontanen Offnung der RyR gilt (CHENG et al. 1993, BERS 2001), besta-
tigt. Die erhdhte Ca?*-Sparkfrequenz erklart sowohl eine diastolische Ca**-Uberladung als
auch einen reduzierten SR-Ca®"-Gehalt. Letzterer kénnte der Grund fiir die reduzierte Ampli-
tude der Ca®*-Transienten sein; es ist erwiesen, dass nicht nur die Amplitude des Ic, maR-
gablich fiir die Hohe der Ca?*-Transienten ist, sondern ebenso die Héhe des SR-Ca**-Gehalt
eine Rolle spielt. Ein reduzierter SR-Ca®*-Gehalt fiihrt konsekutiv zu einer erniedrigten Ca*-
Transientenamplitude (BASSANI et al. 1993, BASSANI et al. 1995, BERS 2001). Eine Dep-
letion des SR wiirde daher in der Folge eine Erniedrigung der Ca®*-Transientenamplitude

und damit der Kontraktilitit bedeuten. Uber diesen Mechanismus kann also die CaMKII-
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Uberaktivierung zu einer Verringerung der Kontraktilitat der Kardiomyozyten fihren. Diese

Effekte sollten durch eine Inhibition verhindert werden.

4.5 Die Effekte der CaMKIl-Inhibition auf den gestérten Ca**-Haus-

halt nach DOX-Behandlung
Durch die Inhibition der CaMKII mittels KN-93 bzw. AIP konnten die Effekte des DOX auf
die Ca®*-Homdostase reduziert werden: Die diastolische Ca**-Uberladung konnte vermindert
werden, die Ca2+-Transientenamplitude konnte in hohem Male aufrecht erhalten werden, die
Ca?*-Sparkfrequenz konnte durch CaMKII-Inhibition reduziert werden und der SR-Ca?*-Ge-
halt zeigte sich im Vergleich zu einer reinen DOX-Exposition ohne CaMKII-Inhibition normali-

siert.

4.5.1 Wirkungen der CaMKIl-Inhibition auf die kardiale Ca’*-Homoéostase und Be-
deutungen des Mechanismus im Rahmen der Herzinsuffizienz

Die Effekte der CaMKIl auf die Ca?*-Homdostase sind (iber die letzten Jahre sehr gut

in verschiedenen Arbeiten untersucht worden; so konnte in einer Arbeit von MAIER et al.
2003 gezeigt werden, dass in einem transgenen Mausmodell mit einer Uberexpression der
CaMKIIdc-Isoform die Tiere an einer kardialen Hypertrophie mit Dilatation und Herzinsuffi-
zienz litten. Die Ca**-Transientenamplitude sowie der SR-Ca®*-Gehalt waren deutlich redu-
ziert, der diastolische Ca?*-Verlust aus dem SR war deutlich gesteigert, was wiederum als
Ursache fiir die Depletion des SR angesehen wurde. Diese Ergebnisse passen zu der Be-
eintrachtigung der Rattenkardiomyozyten unter DOX und der Tatsache, dass diese Wirkung
unter CaMKII-Inhibition teilweise reversibel war. KOHLHAAS et al. konnten in einer Arbeit
von 2006 ebenfalls zeigen, dass in Kaninchenkardiomyozyten bei einer adenoviral vermit-
telten, akuten Uberexpression der CaMKII8¢ der diastolische Ca*-Verlust aus dem SR deut-
lich gesteigert war und durch Inhibition der CaMKII mittels KN-93 und AIP reduziert werden
konnte. Auch Al et al. konnten 2005 zeigen, dass der RyR in herzinsuffizienten Kaninchen-
kardiomyozyten im hyperphosphorylierten Zustand vorlag, was mit einer erhéhten diastoli-
schen Ca*'-Freisetzung aus dem SR assoziiert war. CaMKII-Inhibition mittels KN-93 konnte
den SR- Ca?-Verlust in Relation zum SR-Ca*-Gehalt deutlich reduzieren, wahrend eine
PKA-Inhibition mittels H-89 dazu nicht in der Lage war (Al et al. 2005). Gleichermalien zeigte
sich der SR-Ca?*-Gehalt unter CaMKII-Inhibition erhéht. Ein ahnlicher Effekt der CaMKII-In-

hibition konnte auch in dieser Arbeit festgestellt werden.

Interessanterweise konnten SOSSALLA et al. 2010 zeigen, dass eine Inhibition der
CaMKII an isolierten humanen kardialen Trabekeln mittels AIP und KN-93 eine positiv inot-
rope Wirkung hatte. Diese Beobachtung passt zu der erhéhten Ca®*-Transientenamplitude
unter CaMKII-Inhibition in der vorliegenden Arbeit. SOSSALLA et al. beobachteten ebenfalls
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einen erhohten SR-Ca®*-Gehalt unter KN-93 sowie einen verminderten diastolischen SR-

Ca?*-Verlust.

Diese Arbeiten deuten auf die wichtige Rolle der CaMKIl im Rahmen der Herzinsuffi-
zienz hin. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine mogliche ahnliche Rolle im
Rahmen die DOX-vermittelten Kardiotoxizitat auf, da in Bezug auf die Stérungen der Ca*'-
Homoostase groRe Ahnlichkeiten mit Veranderungen nach akuter CaMKII-Uberexpression
vorliegen, insbesondere eine diastolische Ca?*-Uberladung und ein gesteigerter Ca?*-Verlust
aus dem SR (KOHLHAAS et al. 2006, Al et al. 2005).

4.5.2 Mobgliche weitere in die gestorte Ca®*-Homoostase involvierte Pathomecha-
nismen

Auffallig bei der Bewertung der Ergebnisse nach Inhibition der CaMKII ist, dass durch die
pharmakologische Inhibition nur eine partielle Reduktion der DOX-Effekte auf den Ca?'-
Stoffwechsel gelingen konnte. Diese Beobachtung kann auf verschiedene Ursachen zurick
gefihrt werden: Zunachst kann man festhalten, dass die pharmakologische Inhibition als
Methode flr den Nachweis einer CaMKII-Beteiligung an der DOX-vermittelten Stérung der
Ca?*-Homdostase ihre Schwachen aufweist; eine pharmakologische Inhibition garantiert
nicht, dass keine Restaktivitdt des Enzyms mehr vorhanden ist. Bei den gewahlten Kon-
zentrationen der Inhibitoren ist insbesondere bei KN-93 eine Restaktivitat zu erwarten, da
KN-93 aufgrund seiner zelltoxischen Wirkung (MERCK CHEMICALS: www.merck-chemi-
cals.com) in 1-uM-Konzentration, d.h. in der Konzentration, die 50 % der CaMKII-Aktivitat
hemmt (ICsp), zum Einsatz kommt (ROKOLYA und SINGER 2000). AIP hingegen sollte in
der angewandten Konzentration von 1 yM nahezu 100% der CaMKII-Aktivitdt hemmen (ISHI-
DA et al. 1995). Doch der Inhibitor AIP konnte die Ca**-Sparkfrequenz nur auf 0,42+0,12
Ca**-Sparks pro 100 ym pro s, d.h. auf ca. 49%, reduzieren, nicht jedoch auf Kontroliniveau.
Dies konnte natirlich durch eine Restaktivitat der CaMKII erklart werden, wahrscheinlicher

ist jedoch, dass andere Mediatoren in diesem Modell ebenfalls eine Rolle spielen.

Dies wird durch Untersuchungen bestatigt, die begleitend zu der vorliegenden Arbeit mit-
hilfe eines transgenen Mausmodells, das die CaMKIId, die im Herzen vorherrschende Iso-
form des Enzyms, nicht exprimiert, durchfiihren konnten. Es konnte gezeigt werden, dass
der Ca*-Verlust aus dem SR und die diastolische Ca*-Uberladung unter DOX in den die
CaMKII nicht exprimierenden Tieren deutlich reduziert (SAG et al., 2011), was die Hypothese
stiitzt, die CaMKII sei wesentlich an der Pathogenese der gestdrten Ca®*-Homdostase betei-
ligt, wie auch die Ergebnisse der pharmakologischen Inhibition der CaMKII in dieser Arbeit
zeigen. Die DOX-Effekte auf die Ca*-Homdostase sind jedoch auch hier nicht véllig ver-

schwunden, sondern nur deutlich abgeschwacht.
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Als wichtiger Mediator fur dieses Phanomen sind die reaktiven Sauerstoffradikalverbin-
dungen zu nennen. Schon 1994 konnten GOLDHABER und LIU E zeigen, dass H,O; in iso-
lierten Meerschweinchenkardiomyozyten den SR-Ca?*-Gehalt und gleichzeitig die Ca®'-
Transientenamplitude reduziert. Eine Erklarung fur die Depletion des SR konnten méglicher-
weise TERENTYEYV et al. 2008 aufzeigen, indem sie demonstrierten, dass der RyR in iso-
lierten Kaninchenkardiomyozyten unter oxidativem Stress einen verstarkten Ca?*-Verlust aus
dem SR mediiert. Der Effekt konnte wiederum unter Einsatz reduzierender Substanzen wie
DTT ruckgangig gemacht werden. Diese oxidativen Effekte sind héchstwahrscheinlich auch
in dem in dieser Arbeit eingesetzten Modell vorhanden, wie die epifluoreszenzmikroskopi-
schen Experimente mit dem Farbstoff CM-H,DCFDA suggerieren. Obwohl es sich hier um
eine durch gesteigerte [ROS]; ausgeloste CaMKII-Aktivierung handeln kénnte, ist trotzdem
wahrscheinlich, dass auch direkte Effekte der ROS am RyR eine Rolle spielen. Wie eingangs
beschrieben, weist der RyR 89 Cysteinreste pro Untereinheit bei vier Untereinheiten auf (XU
et al. 1998). Eine Oxidation der Thiolgruppen kann durch Ausbildung von Disulfidbriicken
und der damit einhergehenden Konformationsdnderung des Proteins eine Funktions-
anderung herbeifiihren. So konnten XU et al. 1998 weiterhin zeigen, dass eine Oxidation
singularer, aus Kaninchenmyokard isolierter, in Lipiddoppelschichten inkorporierter RyR
durch S-Nitrosoglutathione oder S-Nitrosocystein zu einer irreversiblen Aktivierung der RyR
fuhrt, die durch den reduzierenden Einfluss von DTT wieder rickgangig gemacht werden
kann. Dieser Ansatz unterstitzt die These, dass eine direkte Redoxmodifikation des Kanals
unabhangig von der Aktivierung der CaMKII auch eine wichtige Rolle spielt; in der Tat stellte
die Gruppe die Hypothese auf, dass einige der vielen Thiolgruppen der RyR nur als ,Redox-
Puffer* zum Schutz vor exzessiver Redoxmodifikation fungieren kdénnten (XU et al. 1998).
Sollte dieser oxidative Effekt unter DOX eine Rolle spielen, so konnte durch die erhéhte Of-
fenwahrscheinlichkeit der RyR und den die damit verbundene Ca?*-Freisetzung ebenfalls
eine erhéhte Aktivierung der CaMKIl begriindet werden, und zwar auf dem Weg der Aktivie-
rung Uber den Ca?/CaM-Komplex und eine nachfolgende Autophosphorylierung, die zu ei-

ner Amplifizierung des Effekts fuhren kdnnte.

Weiterhin kdnnten auch direkte Effekte der Substanz DOX am RyR relevant sein; AB-
RAMSON et al. konnten schon 1988 an radioaktiv markierten RyR aus Kaninchenmyokard
zeigen, dass DOX, ahnlich der Substanz Koffein, direkt an den RyR bindet und so die Sensi-

tivitat fur Ca®" herabsetzt, was zu einer erhdhten Aktivierungsrate fihrt.

4.5.3 Kiritische Betrachtung der verwendeten Inhibitoren

Die verwendeten CaMKIlI-Inhibitoren KN-93 und AIP sind seit 1991 bzw. 1995 etabliert
und in zahlreichen Publikationen zum Einsatz gekommen (SUMI et al. 1991, SAG et al.
2007, Al et al. 2005, ISHIDA et al. 1995, SOSSALLA et al. 2010).
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KN-93 ist ein mit dem Ca?*/CaM-Komplex konkurrierender kompetitiver CaMKII-Inhibitor,
der andere in den Ca?*-Stoffwechsel eingebundene Kinasen, wie die PKA und die Proteinki-
nase C (PKC) nur zu einem sehr kleinen Prozentsatz hemmt und damit als selektiv gelten
kann (SUMI et al. 1991). KN-93 hemmt allerdings gleichsam alle Isoformen der CaMKIl. Um
strukturelle, nicht funktionelle Effekte der Methoxybezensulfonamidstruktur des Inhibitors zu
relativieren, wurde fir alle Kontrollwerte, die im Vergleich zur Wirkung von KN-93 generiert
wurden, ein inaktives Analogon, KN-92, in der gleichen Konzentration verwendet. GAO et al.
konnten allerdings 2006 zeigen, dass sowohl KN-93 als auch KN-92 eine reversible Reduk-
tion des Ic, herbeifihren. Diese Wirkung muss bei der Evaluation der Ergebnisse bertck-
sichtigt werden. Dies gilt insbesondere in Bezug auf die deutlich verkleinerte Ca®*-Transien-
tenamlitude unter KN-92 im Vergleich zu unbehandelten Kontrolizellen. Gleichzeitig muss
man sagen, dass unter der Substanz KN-93 der Ic, gleichermalien reduziert sein musste,
jedoch eine signifikant hohere Amplitude besteht, was wiederum dem Effekt der CaMKII-In-

hibition zugeschrieben werden kann.

Der zweite in dieser Arbeit eingesetzte Inhibitor AIP hemmt die CaMKII ebenfalls spezi-
fisch, d.h. er lasst die Wirkung anderer Kinasen wie der PKA, PKC oder auch der Calmodu-
lin-abhangigen Kinase IV, die durch KN-93 teilweise mit inhibiert wird, unberihrt und wirkt
unabhangig von der Konzentration des Ca?/CaM-Komplexes (ISHIDA et al. 1995). AIP ist
jedoch, wie auch KN-93, nicht Isoform-spezifisch. Da es sich bei AIP um ein Peptid handelt
(s. Kap. 2.2.4.1, S. 33 f), wurde auf die Verwendung eines Analogons in der Kontrolle ver-

zichtet.

4.5.4 Zusammenhang der erhohten CaMKII-Aktivierung mit dem verdanderten Re-
dox-Milieu und der gestoérten Ca**-Homdoostase

Eine signifikante Reduktion der Effekte des DOX auf die Ca*-Homdostase ist nicht von
der Hand zu weisen, so dass davon auszugehen ist, dass die CaMKIl an der Pathogenese
der DOX-induzierten kardialen Schaden zu einem gewissen Male beteiligt ist. Zum ersten
belegt dies das Ergebnis der erhéhten CaMKII-Phosphorylierung im Sinne einer gesteigerten
Aktivierung der CaMKIl an sich. Es bleibt ungeklart, ob dieser Aktivierung Uber eine direkte
Oxidation des Enzyms oder indirekt (iber eine oxidative Aktivierung der RyR zustande kommt
und damit durch den gesteigerten Ca®"-Ausstrom aus dem SR begriindet ist. Zum zweiten
wird der Zusammenhang mit den Verinderungen der Ca*-Homdostase durch die Inhibiti-
onsexperimente hergestellt, insbesondere durch die partielle Ruckfihrung der diastolischen
Ca?-Uberladung, die partielle Aufrechterhaltung der Ca®*-Transientenamplitude, die Reduk-
tion der Ca®*-Sparkfrequenz und schlieRlich durch die Aufrechterhaltung des SR-Ca*'-Ge-
halts. Wie groR die Rolle der CaMKIl in diesem Zusammenhang tatsachlich ist und welche

Konsequenzen sich daraus ergeben, mussen weitere Studien zeigen.
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4.6 Klinische Betrachtung und Einordnung

Die klinische Bedeutung der kardiotoxischen Wirkung von DOX wird durch eine Vielzahl
an Studien illustriert. Schon in den 1970er Jahren wurden kardiotoxische Effekte von Anthra-
zyklinen, wie die Entwicklung einer linksventrikularen Dysfunktion und das Auftreten von Arr-
hythmien, beschrieben (BRISTOW et al. 1978). Besonderes klinisches Interesse besteht
natlrlich an der Fragestellung der tatsachlichen Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopa-
thie, die oft erst nach Jahren oder Jahrzehnten auftritt. Insbesondere die 2009 im British Me-
dical Journal veroffentlichte Studie von MULROONEY et al. legt nahe, dass die Inzidenz der
Herzinsuffizienz nach Anthrazyklintherapie nicht nur je nach Dosis um das 2,4 - 5,2-fache
erhoht ist, sondern auch mit zunehmendem Alter immer haufiger wird. Die Arbeit nutzt die
Kohorte der Childhood-Cancer-Survivor-Study, ein groes Kollektiv an erwachsenen Uberle-
benden mit malignen Erkrankungen im Kindesalter und deren Geschwister als Referenz-
gruppe und betrachtet retrospektiv die Inzidenzen der kardialen Erkrankungen in Abhangig-
keit der verschiedenen onkologischen Therapiekonzepte, darunter auch die Anthrazyklinthe-
rapie. Das deutlich erhéhte Auftreten einer dilatativen Kardiomyopathie erreicht selbst inner-
halb eines Zeitraums von 30 Jahren kein Plateau, sondern steigt im Gegenteil in Abhangig-

keit von der vergangenen Zeit seit der Diagnose immer starker an.

Die um Jahrzehnte verzbégerte Form der kardialen Beeintrachtigung ist jedoch nicht die
einzige; so beschrieben LIPSHULTZ et al. 1991 auch eine Form der Anthrazyklin-induzierten
Kardiomyopathie, die innerhalb eines Jahres nach der ersten Dosis auftritt. Akuteffekte un-
mittelbar nach Anthrazyklingabe werden zwar klinisch selten beobachtet (YEH und BICK-
FORD 2009, WOUTERS et al. 2005), dirfen aber in ihrer Bedeutung nicht unterschatzt wer-
den. 1984 konnten DITCHEY et al. an einem in vivo-Hundemodell zeigen, dass eine Be-
handlung mit DOX akut die myokardiale Kontraktilitat einschrankt und den systolischen links-
ventrikuldren Druck erheblich verringert. Eine Studie von GANAME et al. konnte mittels
Echokardiografie 2007 an 13 Kindern, die eine Anthrazyklintherapie erhielten, die Akuteffekte
der Anthrazykline auf das Herz dokumentieren; es zeigte sich eine eingeschrankte linksvent-
rikulare Pumpleistung bei einer verlangsamten Relaxation innerhalb von zwei Stunden nach
den ersten drei Dosen der Anthrazyklintherapie. Diese Ergebnisse zeigen eindricklich, dass
Akuteffekte in der Anthrazyklintherapie eine nicht zu vernachlassigende Rolle spielen und
mdglicherweise schon auf die spatere Entwicklung einer tatsachlichen Anthrazyklin-indu-

zierten Kardiomyopathie hindeuten kénnen.

In einem Positionspapier flir die European Society of Cardiology wiesen ESCHENHA-
GEN et al. 2011 explizit auf die Gefahren einer Anthrazyklintherapie hin, insbesondere flr
alte Menschen und Kinder, und lenkten so erneut die Aufmerksamkeit der Fachgesellschaft
auf dieses immer noch hochaktuelle Thema. Sie betonten, wie wichtig es sei, in der Kardio-

logie eine Anthrazyklintherapie als Risikofaktor im Sinne einer Vorschadigung des Myokards
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zu werten, um spatere Stressoren, wie z.B. eine kardiale Belastung durch einen Hypertonus,
richtig einschatzen zu kdnnen. Auch in diesem Artikel wurde betont, dass zu wenig prophy-
laktische MalRnahmen, wie z.B. die Gabe von Dexrazoxane, ergriffen werden (ESCHENHA-
GEN et al. 2011).

Was die Bedeutung der Rolle der CaMKIl in einem klinischen Kontext angeht, so muss
festgehalten werden, dass aktuell zwar noch keine Option zur therapeutischen Inhibition be-
steht, es jedoch von groRem Vorteil fir die betroffenen Patienten sein kénnte, eine solche in
Studien zu erproben. Eine spezifische, lokale Inhibition der CaMKIl in vivo kénnte mogli-
cherweise einen protektiven Effekt auf den kardialen Stoffwechsel haben und somit die
Pumpleistung langer aufrechterhalten. Es ware hochinteressant, eine Substanz zu entwi-
ckeln, die sich in vivo unbedenklich einsetzen lie3e und ihre Effekte auf den kardialen Stoff-
wechsel unter DOX oder anderen Stressoren in Studien zu erproben. Dies scheint beson-
ders klinisch relevant, da die Versuche, betroffene Patienten mit Antioxidantien zu therapie-
ren, bislang gescheitert sind (LADAS et al. 2004). Nach wie vor besteht fur die Patienten
neben Therapieversuchen mit einer Antizytokintherapie oder Wachstumshormonen sowie
der Herztransplantation als ultima ratio nur die sehr unbefriedigende und mafig wirksame
Option der symptomatischen Therapie (GIANTRIS et al. 1998, WOUTERS et al. 2005). Unter
dieser Therapie belauft sich die Ein-Jahres-Mortalitdt der symptomatischen Patienten mit
terminaler Herzinsuffizienz'* auf 40%, die Zwei-Jahres-Mortalitat auf 60% (HAQ et al., 1985).
Diese Zahlen verdeutlichen, wie dringend eine neue molekulare Zielstruktur fir die Therapie
dieser Patienten bendétigt wird. Langfristig ware es wlinschenswert, die moglichen therapeu-
tischen Konsequenzen, die sich mdglicherweise aus der vorliegenden Arbeit ergeben, weiter
zu ergrinden. Hierfir sind jedoch viele weitere Untersuchungen, sowohl mittels in vivo-Mo-

dellen als auch spater in der Klinik, notwendig.

* Als symptomatisch werden hier Patienten mit Luftnot bei leichten Aktivititen oder in Ruhe
eingestuft (=entspricht Grad IlI-1V nach der New York Heart Association).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der CaMKIl im Rahmen der gestorten
Ca?*-Homdostase unter DOX-Behandlung in isolierten adulten Rattenkardiomyozyten unter-
sucht. Nach Einwirkung des DOX konnte nicht nur ein massiv beeintrichtigter Ca**-Stoff-
wechsel, sondern auch eine verstarkte Aktivierung der CaMKII, die wahrscheinlich auf eine
erhdhte [ROS]; zuriickzufiihren ist, festgestellt werden. Nach Inhibition der CaMKIl zeigten
sich die zuvor beobachteten Effekte des DOX auf den Ca®*-Stoffwechsel, ndmlich die diasto-
lische Ca?*-Uberladung, die verminderte Ca?*-Transientenamplitude, der erhdhte Ca?*-Ver-
lust aus dem SR und der damit einhergehende reduzierte SR-Ca?*-Gehalt, vermindert. Die
Beteiligung der CaMKIl ist von hoher pathophysiologischer und klinischer Relevanz, da die
CaMKII eine mogliche Zielstruktur zur pharmakologischen Intervention darstellt. Die kardia-
len Nebenwirkungen des DOX, insbesondere die dilatative Kardiomyopathie, verschlechtern
die Prognose der Uberlebenden nach Krebserkrankungen deutlich und kénnen bislang nicht
suffizient therapiert werden. Unter diesem Aspekt scheint eine weitere Untersuchung des
Stellenwerts der CaMKIl, in vitro und in vivo, geboten, um langfristig die Therapie dieses

schwerwiegenden Krankheitsbildes zu verbessern.
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