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1 Einleitung

1.1 Strahlentherapeutische Therapieverfahren und ihre

Bedeutung fur das Herz

In der Onkologie wird die Strahlentherapie zur Therapie von Tumoren verwendet. Das
Prinzip einer strahlentherapeutischen Behandlung ist die Elimination von Tumorzellen durch
ionisierende Strahlung.

Die strahlentherapeutische Behandlung von Tumoren im Brustbereich (z.B. Hogdkin-
Lymphom-, Bronchial-, Mamma-, Osophagus und Magen-Karzinom) kann aber auch das
Herz ionisierender Strahlung exponieren. Je nach Lage und Stadium des Tumors kann die
Strahlenbelastung des Herzens bis zu 60 Gy betragen.

Experimentell ist als Folge einer Strahlenexposition des Herzens bisher lediglich eine
indirekte Schadigung Uber das Endothel der Koronarien bekannt (SCHULTZ-HECTOR und
TROTT 2006). Eine direkte Wirkung auf die Herzmuskelzelle ist bislang nicht untersucht
worden, weshalb diese Arbeit sich der direkten Wirkung ionisierender Strahlung auf das

Myokard widmen soll.

1.1.1 Klinische Komplikationen nach Strahlenexposition des

Herzens

Die klinischen Folgen einer Strahlenexposition des Herzens reichen von Herzinsuffizienzen
und Myokardinfarkten bis zu Klappenvitien und sollen in diesem Kapitel dargestellt werden.
Die Komplikationen scheinen von Gesamtdosis und Menge des exponierten Herzens sowie
Fraktionierung abzuhangen (GIRAUD und COSSET 2004).

Eine akute Wirkung ionisierender Strahlung auf das Herz wird in elektrokardiographischen
Ableitungen (EKG) nach therapeutischem Einsatz ionisierender Strahlung evident. So treten
direkt nach Bestrahlung von Patientinnen mit linksseitigem Mamma-Karzinom u.a.
Senkungen von ST-Strecken, Anderungen der T-Wellen (flach, negativ), verkleinerte
Amplituden der QRS-Komplexe, Verschiebung des QRS-Komplexes nach rechts, ein
verlangertes QT-Intervall und Sinustachykardien auf (BILLER et al. 1979, WEHR et al. 1982,
LINDAHL et al. 1983, ANIGBOGU et al. 2008).

Die langfristig wichtigste klinische Komplikation nach Strahlenexposition des Herzens im
Rahmen von radioonkologischen Therapieverfahren ist die Herzinsuffizienz. So ist das Risiko

fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ca. 6-fach erhdht. Risikofaktoren scheinen die

7



Dosis (>15 Gy), Alter bei Diagnose (Kinder <10 Jahre) und das Geschlecht (Frauen sind
haufiger betroffen) zu sein (MULROONEY et al. 2009).

- Congestive heart failure
& 15 g No cardiac radiation
2 - == <500 cGy cardiac radiation
§_ 12 500 to <1500 cGy cardiac radiation
.E —-— 1500 to <3500 cGy cardiac radiation
,g 23500 cGy cardiac radiation
3 6
E .
S e
3
0
0 10 20 30

time since diagnosis (years)

Abb. 1.1 Die Komplikation Herzinsuffizienz steigt in Abhangigkeit von der Strahlendosis nach
radioonkologischer Behandlung thorakaler Tumore. Modifiziert nach MULROONEY et al. 2009.

Langfristig kdnnen als Komplikation dilatative Kardiomyopathien auftreten. Bei der dilatativen
Kardiomyopathie steht eine systolische, kontraktile Dysfunktion im Vordergrund, die auf einer
Erkrankung des einzelnen Kardiomyozyten beruht. Nach Kombination von Strahlentherapie
mit Anthrazyklinen kénnen Kardiomyopathien sogar akut auftreten (SCHULTZ-HECTOR und
TROTT 2006).

In Langzeitstudien an den Uberlebenden der Atombombenabwiirfe auf Japan wurde 40
Jahre nach Strahlenexposition ein erhdhtes Risiko fir Herzkreislauferkrankungen,
insbesondere flr Myokardinfarkte und Kardiomyopathien, festgestellt (PRESTON et al. 2003,
YAMADA et al. 2004).

Dies stimmt mit Ergebnissen aus Langzeitstudien zur Nebenwirkung von therapeutischem
Strahleneinsatz nach Mamma-Karzinom uberein. In einem Zeitraum, von >10 Jahre nach
Behandlung von linksseitigem Mamma-Karzinom verglichen zum rechtsseitigen Mamma-
Karzinom konnte ein erhdhtes Risiko von 44% fir kardiovaskuldre Erkrankungen ermittelt
werden (CLARKE et al. 2005).

Passend hierzu zeigten die Untersuchungen von PASZAT et al. 1998 und DARBY et al.
2005 zum linksseitigen Mamma-Karzinom, dass die adjuvante Strahlentherapie zwar effektiv
die Erkrankung therapiert, aber dieser Erfolg >10 Jahre nach Behandlung von einer um 30%
erhdhten Sterblickkeitsrate pro Jahr aufgrund von Herzkreislaufkomplikationen Uberschattet

wird.



Nach Strahlentherapie des Hodgkin-Lymphoms wird von einem pro Jahr um 0,1% bis 0,5 %
zunehmenden, zusatzlichem Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (hauptsachlich
Myokardinfarkte) berichtet (HANCOCK et al. 1993; REINDERS et al. 1999; ALEMAN et al.
2003).

Auch Klappenschadigungen werden nach Strahlenexposition des Herzens beobachtet.
Betroffen kdénnen Mitral-, Aorten-, Trikuspikal- und Pulmonal-Klappe sein. Es kommen

sowohl Insuffizienzen als auch Stenosen vor (CARLSON et al. 1991).

1.1.2 Pathomechanismen von klinischen Komplikationen nach

Strahlenexposition des Herzens

Die Pathomechanismen nach Strahlenexposition des Herzens sind vor allem experimentell
im Tiermodell untersucht worden.

Die dilatative Kardiomyopathie (Hypertrophie und VergroRerung des Herzens,
.-Remodelling®) tritt im Kaninchenmodell bei 56% (Dosis 20 Gy) auf und endet meist letal
(FARJADO und STEWART 1970).

Untersuchungen der Koronarien zeigen eine verminderte Dichte der Kapillaren, Schadigung
der Intima (FARJADO und STEWART 1971) sowie einen Verlust der endothelialen Alkaline-
Phosphatase. Dieses Protein ist in die Regulation der Endothelzell-Proliferation involviert, die
Bedeutung eines Verlustes ist ungeklart (LAUK 1987). Des Weiteren sind pro-
inflammatorische Molekile (P-Selektion, E-Selektion, NF-kB) hochreguliert (BAEUML 1997).
Zusatzlich wird von bestrahlten Endothelzellen der von-Willebrand-Faktor freigesetzt,
weswegen Uber eine pro-thrombotische Wirkung ionisierender Strahlung spekuliert wird
(VERHELJ et al. 1994; BOERMA et al. 2004). Es wird vermutet, dass diese Mechanismen in
die erhdhte Myokardinfarkt-Pravalenz involviert sind (SCHULTZ-HECTOR und TROTT
2006).

Hamodynamische Untersuchungen von Ratten nach mediastinaler Strahlenexposition (20
Gy) zeigen langfristig eine Abnahme der Herzleistung. Der Auswurf des Herzens, also die
linksventrikulare Pumpleistung, sinkt nach 80-100 Tagen nach Bestrahlung auf rund 60%
wahrend das enddiastolische Volumen auf rund 180% der Ausgangswerte ansteigt. Das
Herz dilatiert also nach Bestrahlung massiv. Nach ungeféhr 250 Tagen manifestiert sich eine
dilatative Kardiomyopathie, die Herzleistung sinkt noch weiter ab (SCHULTZ-HECTOR et al.
1992). Die Applikation eines Radikalfangers (Amifostin) vor der Strahlenexposition
verhinderte die Abnahme der Herzleistung sowie die Entstehung einer dilatativen
Kardiomypathie im Tiermodell (KRUSE et al. 2003).



1.2 Aufbau und Funktion von Herzmuskelzellen

1.2.1 Ultrastruktur der einzelnen Herzmuskelzelle

Das Sarkolemm der Kardiomyozyten besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, in der
verschiedenste Proteine verankert sind. So befinden sich z.B. Rezeptoren, lonenpumpen,
lonenkanale oder auch G-Proteine im Sarkolemm. Diese dienen der Zellkommunikation und
auch der Homoostase des Zellmilieus. lonentransporte Uber die Zellmembran unterliegen
dem chemischen, elektrischen und osmotischen Gleichgewicht, sie kdnnen entweder aktiv
unter ATP-Verbrauch oder passiv entlang eines Gradienten erfolgen (SCHMIDT et al. 2004).
Eine Besonderheit der ventrikularen Kardiomyozyten sind die starken Einbuchtungen in das
Sarkolemm, die T-Tubuli. So findet eine OberflaichenvergrofRerung statt und das
Aktionspotential kann entlang des Sarkolemms tief in den Kardiomyozyten eindringen, was
fur die elektromechanische Kopplung eine bedeutende Rolle spielt.

Ein Charakteristikum der Muskelzelle ist der kontraktile Apparat, das Sarkomer. Das
Sarkomer erméglicht die Kontraktion, indem es sich Ca®*-abhangig verkiirzt. Es bedingt bei
den Herzmuskelzellen die charakteristische Querstreifung, die durch hintereinander liegende
Sarkomere hervorgerufen wird.

Zu einer Kontraktion kommt es durch die kalziumabhangige Verkirzung vieler, in Serie
geschalteter Sarkomere. Die Weiterleitung der Zugkraft erfolgt Gber die Z-Scheiben.

Das Kontraktionsausmal (Zellverkirzung) wurde im Rahmen dieser Arbeit anhand einer
optischen Messung der Lange der Sarkomere einer Herzmuskelzelle bestimmt.

Des Weiteren werden flr die Aufrechterhaltung der Zellphysiologie weitere Organellen wie
z.B. sarkoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Peroxisomen, usw.
benétigt (SCHMIDT et al. 2004).

1.2.2 Elektrische Erregung der Herzmuskelzelle

In dem Versuchsaufbau dieser Arbeit Gbernahm Anstelle des Reizleitungssystems eine
Stimulationselektrode die elektrische Reizung der Kardiomyozyten.

Die Arbeitsmyokardzelle verflgt Uber ein Ruhemembranpotential von ca. -90 mV. Wenn es
nun dber Gap-Junctions oder unter experimentellen Bedingungen durch eine
Stimulationselektrode zu einer Depolarisation uber -70 mV kommt, ©6ffnen sich
spannungsabhangige Na'-Kanale (Aufstrichphase). Dadurch verschiebt sich das
Membranpotential zu Werten bis +20 mV (Overshoot). Die darauf folgende Plateauphase

(ca. 200-400 ms) wird von einem langsamen Ca**-Einstrom (iber L-Typ-Kanale getragen, in
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dieser Phase findet die Kontraktion statt. Durch eine Inaktivierung der Ca?-Kanale nimmt der
Einfluss repolarisierender Strome (besonders des K*-Ausstroms) zu, die Zelle repolarisiert.
Um eine rhythmische Pumpfunktion des Herzens sicherzustellen, ist die Arbeitsmyokardzelle
wahrend der Plateauphase refraktar, nach Repolarisation ist im Prinzip zwar wieder ein AP
auslésbar (relative Refraktarzeit), aber nur durch starke und lange Depolarisationen
(SCHMIDT et al. 2004).

1.2.3 Elektromechanische Kopplung von Herzmuskelzellen

Die Arbeitsmyokardzelle wird von einem elektrischen Reiz stimuliert, den sie in eine
mechanische Bewegung ubersetzt.

Der Ca”-Einstrom in der Plateauphase halt einerseits die Herzmuskelzelle depolarisiert
anderseits triggert er durch die raumliche Nahe eine intrazelluldre Ca?'-Freisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR), was als Kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung bekannt
ist (FABIATO A und FABIATO F 1975). In der Summe steigt die =zytosolische
Kalziumkonzentration von diastolisch ca. 100 nm auf iber 1 uM in der Systole an. Uber die
Bindung von Ca®" an Troponin C fiihrt dies zur Aktivierung der Myofilamente (BLINKS 1986).
Nach der Gleitfilamenttheorie (HUXLEY 1969) andert der Troponin-Komplex nach Bindung
von Ca®"lonen nun seine Konformation und Tropomyosin gibt die Bindungsstellen des Aktins
frei. Die Myosin-Képfe des Sarkomers kénnen nun an das Aktin binden. Somit ist die
Kalziumkonzentration von entscheidender Bedeutung fir die Kontraktion. Durch die
Hydrolyse von ATP zu ADP + P; kippt der Myosin-Kopf in Richtung Aktin, es kommt zur
Querbriickenbildung. Jetzt werden nacheinander P; und ADP freigesetzt, wodurch sich der
Winkel zwischen Myosin-Kopf und Myosin-Schwanz von 90° zu 45° verkleinert (Kraftschlag),
es kommt zu einer Verkirzung um 1% (ungefahr 10 nm) der Zellldnge. Nach erneuter
Bindung von ATP seitens des Myosins verringert sich die Affinitdt zum Aktin wieder und der
Zyklus beginnt von neuem. Pro Sekunde laufen 10-100 Querbrickenzyklen ab (SCHMIDT et
al. 2004).

1.2.4 Bedeutung und Regulation des Ca**-Haushalts

An der Regulation der diastolischen (ca. 100 nM) und systolischen (iiber 1 uM) Ca*'-
Konzentrationen sind verschiedene Proteine beteiligt.

Uber im Sarkolemm lokalisierte L-Typ Ca?-Kanile, die in rdumlicher Ndhe mit den
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) stehen, kommt es zu
einem initialen Ca”-Einstrom von extrazellular (Plateauphase). Dieser Einstrom triggert

wiederum einen Ausstrom von Ca®* aus dem SR iiber Ryanodin-Rezeptoren (FABIATO A
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und FABIATO F 1975). Das [Ca?']; in der Systole aktiviert nun die Myofilamente, wobei beim
Menschen 60-70% vom [Ca®']; aus dem SR stammt. Bei der Maus stammen sogar 90% der
systolischen Kalziumkonzentration aus dem SR und nur 10% stammt aus dem
Extrazellularraum (MAIER et al. 2000, BERS 2001).

Die Ca”-Konzentration in der Systole korreliert dabei mit der Inotropie. Somit ist der
prozentuale Anteil der systolischen Ca?'-Freisetzung in Bezug auf den Gesamtgehalt von
Ca” im SR von essentieller Bedeutung fiir die Kontraktion. Unter experimentellen
Bedingungen lasst sich durch das Applizieren von Koffein (10 mmol/l) ein Offnen der
Ryanodin-Rezeptoren induzieren (ROUSSEAU und MEISSNER 1987). Dabei zeigt die Hohe
der Amplitude des Ca®*-Ausstroms die Ca®*-Beladung des SR an. Das Verhéltnis von Ca?*-
Transienten-Amplitude unter Gleichgewichtsbedingungen zu der Koffein-induzierten
Amplitude stellt die prozentuale Ca** Freisetzung (fraktionelle Ca®*-Freisetzung) aus dem SR
dar. Dieses Verfahren wurde auch in dieser Arbeit verwendet, um fraktionelle Ca?'-

Freisetzung und Ca*-Beladung des SR zu bestimmen.

1.2.5 Regulation des SR-Ca**

Um die Hauptfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums, die Ca®' Speicherung, zu
regulieren, sind verschiedene Proteine notwendig.

Die Aufnahme des sarkoplasmischen Ca* in das SR hinein wird von SR-Membran standigen
Proteinen katalysiert, der SR-Ca®*-ATPasen (SERCA2a).

Die SR-Ca®-ATPase ist, im Gegensatz zu den im Bereich der terminalen Zisternen
vorkommenden Ryanodin-Rezeptoren, im Bereich der longitudinalen-Tubuli des SR
lokalisiert. lhre Hauptfunktion ist es, zwei Ca?*-lonen unter Verbrauch eines Molekiils ATP
aus dem Sarkoplasma in das Lumen des SR zu pumpen (TADA et al. 1982, TADA und INUI
1983). So kann durch einen Abfall des zytosolischen Ca*" die diastolische Relaxation
ermdglicht werden (INESI 1985; SCHATZMANN 1989).

Die SERCA2a wird durch Phospholamban reguliert (KIRCHBERGER et al. 1974; TADA et al.
1975). Im dephosphorylierten Zustand Uberwiegt ein inhibierender Einfluss auf die
SERCAZ2a, der aber durch Phosphorylierung von PLB aufgehoben werden kann (KIM et al.
1990, JAMES et al. 1989, INUI et al. 1986). Somit unterliegen die Parameter Inotropie
(AMBUDKAR IS und SHAMOO AE (1984) und Lusitropie (LUO et al. 1994) indirekt der

Regulation durch Phospholamban.
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Abb. 1.2 Der Ca**-Haushalt in der elektromechanischen Kopplung am Herzen.

Durch die Erregung der Kardiomyozyten 6ffnen sich im Sarkolemm befindliche L-Typ-Ca”-KanéIe, deren
transsarkolemmaler Ca®*-Einstrom dazu fiihrt, dass Ca** iiber Ryanodin-Rezeptoren aus dem SR
freigesetzt wird (Ca”-induzierte Ca2+-Freisetzung, Plateauphase, rote Pfeile). Es folgt die Aktivierung der
Myofilamente durch das gesamte [Ca2+]i. Im Anschluss wird zur Relaxation das [Ca2+]i entweder liber die
vom PLB regulierte SERCA2a (in der Membran des SR, lila) ins SR oder iiber den Na*/Ca**Austauscher in
den Extrazellulirraum gepumpt (griine Pfeile). Im viereckigen Kasten (unten) ist die Beziehung von AP
(schwarz), [Ca2+]i (blau), und Kontraktion (rot gestrichelt) dargestelit.

Abbildung modifiziert nach BERS 2001, Seite 198.

Der Phosphorylierungsstatus von Phospholamban wird auf der Ebene der Proteinstruktur
evident. So ist dephosphoryliert, d.h. inhibierend, eine monomere Proteinkonfiguration
nachweisbar (AUTRY und JONES 1997). Im phosphorylierten Zustand hingegen zeigt sich
eine pentamere Struktur des Phospholambans, auf die eine Abdissoziation von der
SERCAZ2a folgt, wodurch die Inhibition der SERCAZ2a aufgehoben wird (KIMURA et al. 1997,
WEGENER und JONES 1984).

Far die Phosphorylierung von PLB sind drei verschiedene Signalwege bekannt. PLB wird an
Serin-10 durch die Ca?/Phospholipid-abhangige Proteinkinase C und an Threonin-17 durch
die Ca®*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (CaMKIl) phosphoryliert (BERS 2001). Die
Wirkung der B-adrenergen Signalkaskade des Sympathikus wird ber eine Phosphorylierung
an Serin-16 durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) hervorgerufen (SCHWINGER
et al. 1999). Als Folge der Phosphorylierung sinkt der Ky-Wert der SERCAZ2a, d.h.
Relaxationsgeschwindigkeit steigt an (positiv lusitroper Effekt) und weniger Ca** geht lber
den im Sarkolemm lokalisierten Na*/ Ca?-Antiporter der Zelle verloren (positiv inotroper
Effekt, LINDEMANN et al. 1983). Eine Dephosphorylierung wird von Phosphatasen des SR
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durchgefiihrt (KRANIAS und DI SALVO 1986). Im Lumen des SR wird Ca*" durch das
Protein Calsequesterin gebunden.

Die Freisetzung von Ca®* aus dem SR erfolgt (iber die Ryanodin-Rezeptoren. So ist der
zentrale Stimulus fir eine erhodhte Offnungswahrscheinlichkeit der RyR ein Anstieg von
[Ca*']; (MEISSNER und HENDERSON 1987). Experimentell |asst sich der RyR auch durch
die Applikation von Koffein 6ffnen (siehe 1.2.4).

Neben dieser koordinierten, systolischen Offnung sind spontane, diastolische Offnungen des
RyR bekannt. Dadurch wird kurzfristig eine geringe Menge Ca®* aus dem SR freigesetzt, was
unter dem Begriff Ca**-Spark firmiert und ein Indikator fiir eine Undichtigkeit des SR ist (SR
Ca**-Leck).

1.3 Die Ca*/Calmodulin-abhingige Proteinkinase I
(CaMKII)

Ein zentraler Regulator der elektromechanischen Kopplung ist die Ca®‘/Calmodulin
abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl), eine Serin/Threonin-Kinase, die als Isoform [, Il und IV
auch im Nervensystem vorkommt (BRAUN und SCHULMAN 1995). Die Isoform Il ist die
weitaus haufigste im Herzen (JETT et al. 1987). Neben einer physiologischen Funktion der
CaMKIl konnte auch eine zentrale Rolle in der chronischen Herzinsuffizienz nachgewiesen
werden (ZHANG T und BROWN 2004).

1.3.1 Struktur der CaMKII

Fir die im Herzen relevante Isoform Il sind vier Gene bekannt, a, 8, y und &. Die CaMKII56—
Isoform ist die dominierende im Herzen (BRAUN und SCHULMAN 1995; ZHANG T und
BROWN 2004). Im Nukleus ist die CaMKIIdg, im Zytosol die Splicevariante CaMKIId¢
lokalisiert (EDMAN und SCHULMAN 1994; ZHANG T und BROWN 2004). Die Bedeutung
der anderen Isoformen im Herzen wird als gering eingeschatzt.

Im Gegensatz zu den monomeren Kinasen | und IV besteht die CaMKIl aus 6-12 Kinase-
Untereinheiten, die eine radspeichenartige Struktur bilden. Jedes dieser 6-12 Monomere
besteht aus drei Domanen:

Nach aufen gerichtet, am amino-terminalen Ende, befindet sich die katalytische Domane.
Eine regulatorische Domane mit sowohl autoinhibitorischer als auch Calmodulin-bindender
Funktion ist mittig lokalisiert und nach innen gerichtet. Am carboxy-terminalen Ende ist eine

Assoziationsdomane, die fiur eine Oligomerisation des Holoenzyms verantwortlich ist,
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untergebracht (siehe auch Abbildung 1.3, BRAUN und SCHULMAN 1995; HOOK und
MEANS 2001, MAIER und BERS 2002).

1.3.2 Aktivierung und Inaktivierung der CaMKII

Bei einem systolischen Anstieg der intrazellularen Ca?-Konzentration bindet das Protein
Calmodulin (CaM) vier Ca**-lonen (MAIER et al. 2006). Dieser Ca®*-Calmodulin-Komplex ist
nun in der Lage mit der regulatorischen Domane zu interagieren und die Autoinhibition der
N-terminalen, katalytischen durch die regulatorische Domane aufzuheben. Bei [Ca®], von
500-1000 nM ist die CaMKIl mit halbmaximaler Geschwindigkeit aktiviert (BRAUN und
SCHULMAN 1995).

Nach dieser Ca?**/Calmodulin-abhangigen Aktivierung ist die CaMKIl in der Lage, durch
Autophosphorylierung der autoinhibitorischen Region (Threonin-287) sich selbst aktiviert zu
halten (sog. autonomer Status) (BRAUN und SCHULMAN 1995; ZHANG T und BROWN
2004). In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die CaMKIl im autonomen
Status eine ca. 700-fach héhere Affinitit zum Ca®**/CaM-Komplex besitzt als
unphosphoryliert (MEYER et al. 1992; BRAUN und SCHULMAN 1995). Die regulatorische
Doméne halt somit bei diastolischen [Ca*], von ~100 nM noch Ca?*/CaM fiir kurze Zeit

gebunden und dadurch das Enzym annahernd vollstandig aktiviert.
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Abb. 1.3 Die Struktur und Aktivierung der CaMKIl durch den Caz”CaImoduIin-KompIex und anschlieBende
Autophosphorylierung.

A: Das CaMKIl-Monomer und ihre drei Doménen. B: Das radspeichenartige Holoenzym im inaktiven
Zustand, mittig sind die carboxyterminalen Enden angeordnet (blau). C: An die regulatorische Doméne
bindet Calmodulin und hebt dadurch die Autoinhibition auf. D: Nach Autophosphorylierung an Threonin-
287 bleibt 20-80% der CaMKII-Aktivitat erhalten (sog. autonomer Status). Modifiziert nach MAIER und
BERS 2002 Seite 924.

Zu diesen Erkenntnissen konnten ERICKSON et al. (2008) einen alternativen
Aktivierungsmechanismus durch reaktive, oxidative Spezies (ROS) beschreiben. Demnach
verhindert eine Oxidation an Met-281/282 durch ROS, nach Bindung des Ca®‘/Calmodulin-
Komplexes, eine erneute Blockade der katalytischen Domane und fihrt so zur
Ca**/Calmodulin-unabhangigen Aktivitat (autonomer Status).

Diese Arbeit soll u.a. untersuchen, ob die strahleninduzierte ROS-Generierung (Radiolyse

von Wasser) ebenfalls eine CaMKII-Aktivierung verursachen kann.

2

+Ca"lc-ll +H202

U\./

Abb. 1.4 Schema der CaMKIl-Aktivierung durch ROS.

Nach initialer Aktivierung durch den Ca”lCaM-KompIex (1) blockiert eine Oxidation an Methonin 281/281
(2) die Autoinhibiton der katalytischen Doméne, was auch ohne Bindung des Ca”lCaM-KompIexes zu
anhaltender Aktivitat fuhrt (3). Modifiziert nach ERICKSON et al. 2008, Seite 464.

Eine vollstéandige Inaktivierung der CaMKIl wird von den Proteinphosphatasen PP1, PP2A
und PP2C katalysiert (ZHANG T und BROWN 2004).
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1.3.3 Die Funktion der CaMKIl in der elektromechanischen

Kopplung

Die CaMKII iibt physiologisch eine feinregulierende Funktion sowohl auf den Ca®*-Haushalt
als auch auf Na'-Kanale in der elektromechanischen Kopplung aus. Einerseits ist ihre
Aktivitit selber abhangig von der Ca®*-Konzentration, andererseits steuert sie den Ca*'-
Einstrom und die Freisetzung aus dem SR. Bereits nach initialem Ca?*-Einstrom iiber L-Typ-
Kanale wird die CaMKI| aktiviert. Sie phosphoryliert nun die L-Typ-Ca?*-Kanale an den ayc-
und B-2a(Threonin-498)-Untereinheiten, wodurch es zu einer erhohten
Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals und anschlieRend vermehrtem Ca**-Einstrom kommt
(HUDMON et al. 2005; GRUETER et al. 2006; DZHURA et al. 2000). Dadurch erleichtert die
CaMKIl die Ca*-induzierte Ca®"-Freisetzung (ANDERSON et al. 1994; XIAO et al. 1994;
YUAN und BERS 1994).

Als weiteres Ziel der CaMKII-Aktivitat konnten die Ryanodin-Rezeptoren des SR identifiziert
werden (HAIN et al. 1995; LOKUTA et al. 1997). Es erfolgt eine Phosphorylierung entweder,
wie urspringlich vermutet, an Serin-2809 (WITCHER et al. 1991) oder, wie neuere
Erkenntnisse nahe legen, an Serin-2815 (WEHRENS et al. 2004), was zur Erhdéhung der
Amplitude der Ca?*-Transienten fiihrt (WITCHER et al. 1991; LOKUTA et al. 1997). Zudem
ist nach CaMKII-Phosphorylierung des RyR die Frequenz von sog. Ca**-Sparks (spontane,
diastolische Offnungen des RyR in insuffizienten Kardiomyozyten) erhéht. Durch Inhibition
der CaMKII Iasst sich die Ca?*-Spark-Frequenz deutlich reduzieren (MAIER et al. 2003; GUO
et al. 2006; KOHLHAAS et al. 2006, SAG et al. 2009 b, SOSSALLA et al. 2010).

Ein weiterer Angriffspunkt der CaMKIl ist die Ca®-Aufnahme in das SR. Eine
Phosphorylierung von PLB an Threonin-17 hat den gleichen Effekt wie eine
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A an Serin-16: Der K,-Wert der SERCA2a wird
herabgesetzt (BRITTSAN und KRANIAS 2000; SIMMERMANN et al. 1986). Dieser
Mechanismus soll fir die frequenz-abhangige Beschleunigung der Relaxation (FDAR)
verantwortlich sein (BASSANI et al. 1995). Denn auch HAGEMANN et al. (2000) konnten
nachweisen, dass die Phosphorylierung an Threonin-17 mit der Relaxationsgeschwindigkeit
korreliert.

Da auch in PLB-defizienten Mausen ein Anstieg der FDAR nachgewiesen worden ist
(DESANTIAGO et al. 2002), mussen noch weitere Mechanismen  zur
Relaxationsbeschleunigung existieren. Von der Fachwelt wird deshalb eine direkte
Phosphorylierung der SERCAZ2a seitens der CaMKII in Erwagung gezogen (BASSANI et al.
1995). So gibt es Hinweise fur eine Phosphorylierung der SERCA2a an Serin-38
(TOYOFUKU et al. 1994; XU et al. 1993). Unterstutzt wird diese Theorie durch Experimente
mit PLB-defizienten Mausen, die in Abhangigkeit von der CaMKIl eine verstarkte Ca®-
Aufnahme in das SR zeigten (DESANTIAGO et al. 2002). Allerdings gibt es auch Arbeiten,
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die eine direkte Phosphorylierung der SERCA2a durch die CaMKIl scheinbar widerlegen
(ODERMATT et al. 1996, REDDY et. Al. 1996, HUKE und BERS 2005). Fur eine
abschlieRende Klarung dieser Fragen sind weitere Forschungsarbeiten notwendig, die nicht

Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind.
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Abb. 1.5 Die CaMKIl in der elektromechanischen Kopplung.
Durch einen Anstieg von [Ca2+]i wird die CaMKIl (radspeichenartige Struktur, griin/blau) aktiviert und

phosphoryliert nun ihre Zielproteine (hellblaue Pfeile). Modifiziert nach MAIER und BERS 2007, Seite 632.

Die Untersuchungen von SAG et al. (2007) zeigten, dass der CaMKIl in der Azidose eine
zentrale Rolle zukommt. So ist die CaMKII von essentieller Bedeutung fiir die Wiederholung
der Schlagkraft der Kardiomyozyten im aziden Milieu, was intensivmedizinisch von

Bedeutung sein kdnnte.

1.3.4 Einfluss der CaMKIl auf das Erregungsleitungssystem

Weiteren Einfluss besitzt die CaMKIl auf das Erregungsleitungssystem und auf die
Regulation der Na* (Ina)- und K (Ix)-Kanéle.

Im Erregungsleitungssystem wird der AV-Knoten durch die CaMKIl beeinflusst. So wird die
Uberleitungszeit in Ruhe und nach Katecholamin-Stimulation durch die CaMKII entscheidend
gesteuert (KHOO et al. 2005).
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Eine Regulation von Iy, und Ik durch die CaMKIl zeigt sich deutlich im Tiermodell. So wird
der pathophysiologisch relevante sog. spate Na'-Einstrom CaMKIll-abhéangig erhoht
(WAGNER et al. 2006).

Auch zeigten WAGNER et al. (2009) zeigten, dass die CaMKIIl akut und chronisch an der
Regulation der Ik beteiligt ist.

Zusammenfassend ist weder die Regulation des AV-Knotens noch der Na'-Kanéle und K*
durch die CaMKII umfassend geklart. Da die CaMKIl mit der Bildung von Arrhythmien in
Verbindung gebracht wird, scheinen aber auch hier wichtige Regulationsmechanismen zu

bestehen.

1.3.5 Pathophysiologische Prozesse in Verbindung mit der CaMKII

Neben der physiologischen Funktion gelang es auch, der CaMKIl eine relevante Rolle in
pathophysiologischen Prozessen nachzuweisen.

So wurde bei der ischamischen und dilatativen Kardiomyopathie eine verstarkte Expression
und erhohte Aktivitdt der CaMKII nachgewiesen (Al et al. 2005; KIRCHHEFER et al. 1999;
HOCH et al. 1999, SOSSALLA at al. 2010).

Erste Vermutungen, dass vermehrte Expression und erhdhte Aktivitat im insuffizienten Herz
einen Kompensationsmechanismus darstellen, sind in weiteren Arbeiten widerlegt worden.
Denn eine Uberexpression der CaMKII8c im Tiermodell fihrt zu eingeschrankter kontraktiler
Funktion sowie zu deutlicher kardialer Dilatation (MAIER et al. 2003). Selbst die
Uberexpression der im Nukleus lokalisierten CaMKIISg fiihrt, wenn auch geringer, zur
kardialen Hypertrophie und dilatativen Kardiomyopathie (ZHANG T et al. 2002).

Die Insuffizienz des Herzens geht mit einer deutlichen Hyperphosphorylierung der Ryanodin-
Rezeptoren einher (MARX et al. 2000), was konsekutiv zu einem Ca®*-Verlust aus dem SR
fuhrt (MAIER et al. 2003).

Die verminderte Ca**-Beladung des SR scheint ein Grund fiir die insuffiziente Herzfunktion
zu sein. Denn nach CaMKII-Inhibition Idsst sich die Ca?-Beladung des SR wieder deutlich
steigern, was in einem positiv inotropen Effekt resultiert (Al et al. 2005). 2010 haben
SOSSALLA et. al erstmals gezeigt, dass auch im humanen insuffizienten Myokard die
Kontraktilitdt durch CaMKII-Inhibition gesteigert werden kann.

Zudem entsteht im CaMKIl-autoinhibierenden Mausmodell (sog. AC3-I-Maus) trotz standiger
B-adrenerger Stimulation keine Insuffizienz des Herzens, wie sie dabei Ublicherweise im
Kontrolltier auftritt (ZHANG R et al. 2005).

Der Signalweg, Uber den die hypertrophe Genexpression durch die CaMKII reguliert wird, ist
noch nicht vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass bei steigendem [Ca®'], wie es bei

Herzinsuffizienz und Hypertrophie vorkommt, der Ca?*/Calmodulin-Komplex in den Zellkern
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gelangt und dort die CaMKII®s aktivieren konnte. Die CaMKIl kénnte nun sog.
Histonacetylasen phosphorylieren, wodurch der MEF (Myozyten Enhancing Factor) nicht
mehr inhibiert wird und die Hypertrophie-Signalkaskade aktiviert wird (ZHANG CL et al.
2002). Durch CaMKII3-KO konnte Hypertrophie verhindert werden (BACKS et al. 2009).

Die Inhibition der CaMKIl koénnte also vor allem bei der Therapie der dilatativen
Kardiomyopathie sowie von Arrhythmien ein pharmazeutisches Ziel darstellen (MAIER
2006).

1.4 Wirkmechanismus ionisierender Strahlung und

Einfluss des Redoxstatus auf die Herzmuskelzelle

Wie in den vorherigen Kapiteln (1.1) beschrieben wird ionisierende Strahlung fur die
Behandlung onkologischer Erkrankungen genutzt. Der Wirkmechanismus beruht auf einer
Generierung von ROS in Tumorzellen. In der Herzmuskelzelle ist der Redoxstatus von

essentieller Bedeutung fur eine konstante, physiologische Funktion.

1.4.1 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf die Zelle im

Allgemeinen

Der Grossteil der Wirkung ionisierender Strahlung auf die Zelle wird Gber die Radiolyse von
Wasser durch Radikale vermittelt (,indirekte lonisiation®), wobei u.a. Superoxidradikale
entstehen. Ein geringerer Teil wird Uber die sog. “direkte lonisation” von Molekilen durch
Elektronen verursacht. Das intrazellulare Ziel der Strahlung, bzw. der generierten Radikale
ist die DNA, an der ionisierende Strahlen Einzel- und Doppelstrangbriiche, Basenschaden
und abnorme Verbindungen von Molekulen auslésen kénnen (HERRMAN et al. 2006). Die
genetische Integritat wird von enzymatischen Reparatursystemen aufrechterhalten, die die
weit Uberwiegende Mehrzahl aller DNA-Schaden schnell und effektiv reparieren kénnen.
Dennoch auftretende, nicht bzw. falsch reparierte DNA-Schaden werden heute als
wichtigster Mechanismus fur die biologische Wirkung von Strahlenexposition angesehen.
Die Zahl der DNA-Schaden durch Bestrahlung ist weit hdher als die Zahl der Ereignisse, die
zu Mutationen oder Zelltod fihren. Durch Bestrahlung entstehen pro Gy ca. 4000 - 5000

DNA-Schaden pro Zelle, hauptsachlich Basenschaden und Einzelstrangbriiche,
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und ca. 40 Doppelstrangbriiche. Die Erkennung der DNA-Schaden erfolgt durch
Reparaturenzyme, die direkt in die Zellzyklus-Kontrolle eingreifen kdnnen (MURRAY und
HUNT 1993). Der Zellteilungszyklus beinhaltet G1- und G2-Checkpoints zur Uberwachung
der Integritét der DNA. Bei Schadenserkennung kann der Zellzyklus an diesen Stellen
angehalten werden, bis die Reparatur abgeschlossen ist (G1- bzw. G2-Block). Wahrend der
Mitose und in der G2-Phase sind Zellen am strahlensensibelsten, in der S-Phase am
resistentesten. Wird ein irreparabler Schaden gesetzt, so besteht die Mdglichkeit, dass die
Zelle uber den G1-Block, der durch eine Phosphorylierung des zellzyklusregulierenden
Proteins p53 ausgeldst wird, in Apoptose geht. Neben diesem direkten Zelltod spielt der
,reproduktive Zelltod* (Verlust der unbegrenzten Teilungsfahigkeit) eine wesentliche Rolle.
Hierbei flihren Chromosomenschaden sofort oder verspatet dazu, dass die Tochterzellen
Mitosen nicht zu Ende fuhren kénnen (Mitose-assoziierter Zelltod). Dieser Zelltod spielt eine
zentrale Bedeutung fur die Antitumorwirkung der Strahlentherapie und die Entstehung von
Normalgewebsschaden. Wesentliche Einflussfaktoren auf das Zelluberleben nach
Bestrahlung sind die genetisch bedingte (intrinsische) Strahlenempfindlichkeit, die
Zellzyklusphase, die Fraktionierung der Strahlendosis sowie die Anwesenheit von Sauerstoff
(TUBIANA et al. 1990).

Durch fehlerhafte Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden kénnen auch Mutationen
entstehen (HERRMAN et al. 2006). Da aber der Uberwiegende Anteil der DNA nicht
funktionell ist, sind Mutationen im codierenden Bereich statistisch gesehen, seltene
Ereignisse.

Da die Kardiomyozyten postmitotisch sind, spielen DNA-Schaden durch ionisierende
Strahlung fir das Herz kaum eine Rolle. Vielmehr schadigen die generierten Radikale den
Kardiomyozyten Uber bislang unbekannte Mechanismen, deren Untersuchung Inhalt dieser
Arbeit ist.

1.4.2 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in

Herzmuskelzellen und deren Wirkung

Reaktive, oxidative Spezies kdnnen in der Herzmuskelzelle als Nebenprodukte im
mitochondrialen Stoffwechsel gebildet werden. Ihre Produktion ist durch Entziindung und
Reperfusion nach Ischamie gesteigert, auch in insuffizienten Herzmuskelzellen werden
vermehrt ROS gebildet (ZIMA und BLATTER 2006) In dieser Arbeit wurden ROS durch die
Radiolyse von H,O generiert.

An isolierten Kardiomyozyten wurde nach ROS-Exposition initial eine positiv inotrope
Wirkung auf Ca®* und Kontraktion gezeigt. Nach langerer ROS-Exposition kommt es zu

Oszillationen der Zelllange sowie zu einer Inhibition der Kontraktion und zu einer konstanten
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diastolischen Verkurzung (JOSEPHSON et al. 1991). Ein weiterer ROS-Effekt betrifft das
Aktionspotential. ROS kédnnen Membrandepolarisation, verminderte
Aktionspotentialamplituden und einen verlangsamten schnellen Aufstrich induzieren
(PALLANDI et al. 1987). Des Weiteren wurde gezeigt, dass ROS sowohl frihe als auch
spate Nachdepolarisationen (z.B. durch Oxidation des Ryanodine-Rezeptors) hervorrufen
kénnen (BARRINGTON et al. 1988; BARRINGTION 1994).

1.4.3 Mechanismen ROS-induzierter Effekte

Radikale haben keine singulare Wirkung, sondern ziehen eine Kettenreaktion in der Zelle
nach sich. So werden ROS-abhangige Effekte durch verschiedene, komplexe Mechanismen
vermittelt.

Ein Angriffspunkt von ROS sind Proteine. Durch eine Oxidation von SH-Gruppen an
Transportproteinen kénnen ROS zu Bildung von Disufildbriicken und so zu einer
Konformationsanderung fiihren (KAKO et al. 1988; ELEY et al. 1991; BHATNAGAR 1994;
FUKUI et al. 1994; OBA et al. 1996). Konformationsanderungen kénnen eine Aktivierung
oder Verminderung der Aktivitat von Proteinen nach sich ziehen (HUANG et al. 1992; VEGA-
SAENZ DE MIERA und RUDY 1992).

Die Aktivitat der CaMKIl kann durch Oxidation an Methionin-Gruppen gesteigert werden
(sog. autonomer Status, ERICKSON et al. 2008).

Diese Arbeit soll u.a. die Frage klaren, ob durch die Radiolyse von Wasser generierte ROS

ebenfalls eine erhohte CaMKII-Aktivitat verursachen konnen.

1.4.4 ROS-Wirkung auf den Ca**-Haushalt von Herzmuskelzellen

Die ROS-abhéngigen Effekte auf die Kontraktion lassen sich auf einen verénderten Ca?*-
Haushalt zuriickfiihren. So wurde ein Anstieg der Ca®*-Transienten-Amplituden und des
diastolischen Ca?* initial nach ROS-Exposition beobachtet. Bemerkenswerterweise
korrelierten diese Effekt mit der extrazelluldren Ca®*-Konzentration, was einen verstarkten
Ca?-Einstrom iiber L-Typ-Ca®*-Kanale nahe legt (JOSEPHSON et al. 1990). Allerdings wird
in anderen Untersuchungen eine Inhibition des L-Typ-Ca?*-Kanals durch ROS postuliert
(TOKUBE et al. 1996).

Des Weiteren oxidieren ROS Thiol-Gruppen am RyR an, was die Offnungswahrscheinlichkeit
bei submillimolaren Konzentrationen erhéht und zu spontanen, diastolischen Offnungen
fuhren kann. Langfristig, oder auch initial durch ROS-Konzentrationen im milimolaren
Bereich, kann ein Funktionsverlust des RyR durch Oxidation hervorgerufen werden
(HOLMBERG et al. 1991; BORASO und WILLIAMS 1994, ZIMA und BLATTER 2006).
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Des Weiteren kann in Herzmuskelzellen durch Oxidation die SERCA2a-Aktivitat vermindert
werden, was zu einer geringeren Ca*-Beladung des SR filhren kann. Die Aktivitat des NCX-
Antiporters hingegen wird durch Oxidation erhéht, was in der Herzinsuffizienz eine Ca®*
Uberladung begiinstigen kénnte (Wagner et al. 2003, ZIMA und BLATTER 2006).
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1.5 Zielsetzung und Fragestellungen dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die akute und direkte Wirkung ionisierender Strahlung (4 Gy, 20
Gy) auf die Herzmuskelzelle zu untersuchen.

Dabei gilt das Interesse der Untersuchung der Wirkung ionisierender Strahlung auf Ca?*-
Haushalt und Kontraktionsstarke (Teil I).

Des Weitern sollte untersucht werden ob ionisierende Strahlung auch in der Herzmuskelzelle
Radikale generiert und ob somit die Wirkung radikal vermittelt sein kénnte (Teil Il).

Aus der Beantwortung dieser Fragen ergaben sich weitere Fragestellungen. So wurde es
Ziel dieser Arbeit, Proteine zu identifizieren, die die Strahlenwirkung vermitteln kénnten.
Gleichzeitig sollte anhand dessen ein mdglicher therapeutischer Ansatz fir die Zukunft
untersucht werden (Teil IlI).

Die exakten Fragestellungen lauten im Einzelnen wie folgt:

) Untersuchungen zur dosisabhangigen Wirkung ionisierender Strahlung auf Ca*'-Haushalt

und Kontraktion isolierter Kardiomyozyten:

Gibt es eine dosisabhangige Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches Ca®*, auf
Ca**-Transienten-Amplitude und Ca®*-Relaxationskinetik (RT 80%) nach Bestrahlung mit 4
Gy und 20 Gy?

Gibt es eine dosisabhiangige Wirkung ionisierender Strahlung auf die Ca®*-Beladung des
sarkoplasmatischen Retikulums sowie auf die fraktionelle Ca®*-Freisetzung nach Bestrahlung

mit 4 Gy und 20 Gy?

Gibt es eine dosisabhangige Wirkung ionisierender Strahlung auf die Kontraktionsstarke
nach Bestrahlung mit 4 Gy und 20 Gy?
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11.) Untersuchungen zum Wirkmechanismus ionisierender Strahlung auf isolierte

Kardiomyozyten:

Generiert ionisierende Strahlung (4 Gy, 20 Gy) in isolierten Herzmuskelzelle Radikale, gibt

es hierbei eine dosisabhangige Beziehung?

Welchen Einfluss haben Radikalfanger auf die Entstehung von Radikalen durch

verschiedene Dosen (4 Gy, 20 Gy) ionisierender Strahlung?

Lasst sich die Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches Ca?*, auf Ca**-Transienten-
Amplitude und Ca?*-Relaxationskinetik (RT 80%) durch Radikalfanger inhibieren, gibt es eine
Abhangigkeit der Inhibition von der Dosis (4 Gy, 20 Gy) ionisierender Strahlung?

Lasst sich die Wirkung ionisierender Strahlung auf die Ca**-Beladung des
sarkoplasmatischen Retikulums sowie auf die fraktionelle Ca®*-Freisetzung durch
Radikalfanger inhibieren, gibt es eine Abhangigkeit der Inhibition von der Dosis (4 Gy, 20 Gy)

ionisierender Strahlung?
Lasst sich die Wirkung ionisierender Strahlung auf die Kontraktionsstéarke durch

Radikalfanger inhibieren, gibt es hier ebenfalls eine Abhangigkeit der Inhibition von der Dosis

(4 Gy, 20 Gy) ionisierender Strahlung?
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111.) Untersuchungen zur Identifizierung von Proteinen, welche die Wirkung ionisierender

Strahlung auf die Herzmuskelzelle vermitteln konnten:

Welche Proteine vermitteln die Wirkung ionisierender Strahlung, welche dosisabhangige
Wirkung hat ionisierende Strahlung (4 Gy, 20 Gy) bei selektiver Inhibition der CaMKII auf
diastolisches Ca*, auf die Ca®*-Transienten-Amplitude und Ca®*-Relaxationskinetik (RT
80%)?

Welche dosisabhangige Wirkung hat ionisierende Strahlung (4 Gy, 20 Gy) bei selektiver
Inhibition der CaMKII auf die Ca®*-Beladung des sarkoplasmatischen Retikulums sowie auf

die fraktionelle Ca®*-Freisetzung?

Welche dosisabhéangige Wirkung hat ionisierende Strahlung (4 Gy, 20 Gy) bei selektiver

Inhibition der CaMKII auf die Kontraktionsstarke?
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2 Material und Methoden

2.1 Zu den Versuchsmausen

Als Versuchstiere wurden Wildtyp-Mause vom Typ Black Swiss verwendet. Die Haltung
erfolgte in Einzelkafigen in keimfreier Umgebung bei ca. 22°C. Ab einem Alter von 12
Wochen wurden die Mause (n=19) fir die Messungen verwendet.

Alle Tierexperimente sind von der ortlichen Ethikkommission genehmigt worden
(Tierversuchsanzeige 2006 ,Tétungen von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken® geman
§ 4 TierSchG, Aktenzeichen T 14.06.2006, Bezirksregierung Braunschweig, Anzeigender
Prof. Dr. Lars S. Maier) und wurden unter Berucksichtigung des GUIDE FOR THE CARE
AND USE OF LABORATORY ANIMALS (1996) durchgefuhrt.

Die Haltung erfolgte unter Beachtung tierschutzrechtlicher Gesichtspunkte in
Polycarbonatkafigen unter gleichmaRigen Umweltbedingungen. Die Kafige waren in ein
Regalsystem eingeschoben, welches jeden einzelnen Kafig mit Zu- und Abluft versorgte, um

optimale hygienische Bedingungen zu gewabhrleisten.

2.1.1 Versuchsaufbau zur Isolation von Herzmuskelzellen aus

Mauseherzen

Zur Isolation der Kardiomyozyten wurde eine Perfusionsanlage nach Langendorff genutzt.
(LANGENDORFF 1895). Vor der Isolation wurde die Langendorffsche Perfusionsanlage
zweimal mit einer Isolationslésung (s.Tab. 2.1) durchgespdlt und im Anschluss auf ca. 37 °C
erwarmt. So waren sowohl das Temperatur-Optimum der Kollagenasen und physiologische
koronar Bedingungen gewahrleistet. Nun wurde 50 ml der Isolationslésung in die Anlage und

jeweils 8 mlin die Isolations- und Praparationsschalen gefiillt.
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Abb. 2.1 Isolationsanlage nach Langendorff.

Die enzymhaltige Tyrode flieBt, nachdem sie auf 37 °C erwarmt wurde, liber die Kaniile
weiter in die Aorta und anschlieBend in die Koronararterien. Modifiziert nach SAG 2007,
Seite 26.

Zu Beginn des Versuchstages wurde die entsprechende Maus aus dem Zentralkafig des
Klinikums in das Labor geholt und in einer luftdichten Kammer anhand einer
gewichtsadaptierten Menge des Narkotikums Halothan (500-900 ul; = 20 ul/kg, Eurim Pharm
Arzneimittel GmbH, Deutschland) in Narkose versetzt. Nachdem durch die Zunahme der
Atemtiefe und die Abnahme der Atemfrequenz eine Narkotisierung der Maus sichergestellt
war, wurde die betdubte und dadurch reflexlose Maus durch einen schmerzlosen
Genickbruch getdtet.

Im direkten Anschluss konnte nun der Thorax eréffnet werden und das Herz, nach Abtrennen
der Aorta, entnommen und in eine Praparationsschale gelegt werden. Unter Sicht durch ein
binokulares Mikroskop wurde jetzt mittels zweier Splitterpinzetten die herznahe Aorta

aufgesucht und eine retrograde Kanilierung durchgefiihrt, die durch eine Bulldog-Klemme
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sowie einen 3,0 Polyesterfaden an der Kaniile gesichert wurde. Um einen korrekten Sitz der
Kanule sicherzustellen und um in den Koronararterien verbliebenes Blut auszuspulen, wurde
das Herz jetzt retrograd perfundiert. Im Anschluss wurde die Kanule an die Perfusionsanlage
angeschlossen und die enzymhaltige L6sung (Kollagenase) retrograd in die Koronararterien
perfundiert. Als Zeichen des Abbaus der extrazellularen Matrix durch das Verdauungsenzym
konnte im weiteren Verlauf ein ,Aufquellen” und ,,Glasig Werden® des Herzens beobachtet
werden. Nach durchschnittlich 7-10 Minuten wurde das Herz wieder von der Anlage
abgenommen und in einer Glasschale zerschnitten. AnschlieRend wurde das Herz noch rund
5 Minuten in der Verdaul6sung belassen und danach konnte das entstandene Zellgemisch
durch einen Filter (Nylongaze, Porendurchmesser 200 um) in ein 15-ml—Falcon-Réhrchen
transferiert werden. Nach weiteren 7 Minuten war am Grund des Falcon-Réhrchens ein
Pellet entstanden, von dem der Uberstand (Verdauungslésung) durch eine Transfer-Pipette
entfernt wurde. Im weiteren Verlauf wurde in insgesamt vier Schritten (0,1 mmol/l, 0,2
mmol/l, 0,4 mm/l, 0,8 mmol/l) die Kalziumkonzentration erhéht. Damit war die Zellisolation
beendet und es wurden jeweils 300 pl der Zelllésung auf die Messkammern pipettiert (s.
Kap. 2.4).

2.2 Messung von intrazelluliren Ca*-Parametern und
Myozytenverkirzung sowie Radikalnachweis an der
isolierten Herzmuskelzelle

Die Epifluoreszenzmessung ist eine der klassischen Methoden in der kardiologischen und
physiologischen Forschung. Sie erlaubt mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen die simultane
Messung von intrazellularen Ca®*-Parametern und fraktioneller Verkiirzung der Sarkomere.
Bei den vorliegenden Messungen wurde das Fluoreszenz-Setup der Firma ION OPTIX an

einem invertierten Mikroskop, dem Nikon Ecilpse TE200-U, verwendet.
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2.2.1 Zum Prinzip der Epifluoreszenzmessung

Fluoreszenzmessungen ermoglichen einen Einblick in den lonen-Haushalt der Zelle. Die
Messung von lonen (hier Ca?*) beruht auf einer selektiven Bindung durch Chelatoren. Durch
die Bindung wird die definierte Wellenlange des Anregungslichtes von den Chelatkomplexen
als langerwelliges Licht emittiert, welches dann als Signal gemessen wird. Die Messung von
ROS beruht auf einer Oxidation des Fluoreszenzfarbstoffs durch ROS. Dadurch kann der
Farbstoff nach Anregung fluoreszieren, die Starke des Fluoreszenzsignals (gemessen als
relative Fluoreszenzeinheit (RFU)) I&sst Rickschlisse auf die ROS-Konzentration zu.

Ein essentielles Merkmal von Fluoreszenzfarbstoffen sind aromatische Ringstrukturen (s.
Abb. 2.1) mit delokaliserten Elektronen, die mit der Umgebung Wechselwirkungen eingehen
kénnen.

Bei der Absorption von Photonen des Anregungslichts durch die Farbstoffmolekile, werden
die Elektronen auf ein hdheres Energieniveau gehoben. Da das héhere Energieniveau nur
sehr kurz gehalten werden kann, gelangen die Elektronen rasch auf das urspriingliche
Niveau zuruck.

Die mittlere Verweilzeit in dem angeregten, hoherenergetischen Zustand ist die Fluoreszenz-
Lebenszeit und liegt bei den meisten Fluochromen bei einigen Nanosekunden (ca. 10 ns).
Wahrend der Fluoreszenz-Lebenszeit wird die absorbierte Energie in Form eines
Fluoreszenzphotons freigesetzt, welches nun als Fluoreszenzsignal gemessen werden kann.
Dieses Prinzip wird durch die Stokes-Regel definiert (LAKOWICZ 1983) und ermaéglicht ein
Unterscheiden zwischen Anregungslicht und Fluoreszenzsignal. Die Differenz zwischen
Anregungslicht und emittierten Licht ist die Stokes-Differenz (auch Stokes-Shift) und betragt
Ublicherweise zwischen 20-50 nm. Bei Kenntnis dieser Stokes-Differenz kann durch
entsprechenden Anregungs- und Emissionslist-Filter das Fluoreszenzlicht aufgefangen und

gemessen werden.
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2.2.2 Die Messung von intrazelluliren Ca**-Konzentrationen mit

Fura-2
Zur Messung der intrazellularen Ca?*-Parameter wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2

verwendet. Das Prinzip von Fura-2 basiert auf einer selektiven, klauenartigen Ca** Bindung
von negativ geladenen Chelatoren (griech. Chele = Klaue) (GRYNKIEWICZ et al. 1985).

(CH, CocH OCCH N(CH COCH OCCH
OCH,CH, o\©
N =
COCH OGCH,
o 0

Abb. 2.2 Strukturformel von Fura-2 AM.
Modifiziert nach der Online Version von ,,The Handbook...” 2007.

Fura-2 gehért zu den ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen. Es kommt zu einer
kalziumabhangigen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 380 nm zu 340 nm, das
Emissionsmaximum hingegen bleibt unabhangig von der Kalziumkonzentration bei 510 nm.
Zur Berechnung der Kalziumkonzentration wird bei ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoffen
die Ratio (Fura-2: F 340 nm/F 380 nm) gebildet. Die Messwerte dieser Ratio sind als relative
Fluoreszenzeinheit (RFU) gekennzeichnet. Durch diese Ratio lasst sich z.B. die Ca®-
Transienten-Amplitude eines Kardiomyozyten darstellen.

Um den Farbstoff in die Zelle hinein zu bringen, wurde Fura-2 als Azetoxymethylester (AM)
verwendet. So ist das Farbstoffmolekll mit Azetoxymethylresten verestert, wodurch das
gesamte Molekl lipophil wird und entlang des Konzentrationsgefalles durch das Sarkolemm
permeiren kann. Intrazellular spalten unspezifische Esterasen die Azetoxymethylreste ab,
wodurch das Molekil polar und somit impermeabel fir die Zellmembran wird (The
Handbook... 2007). Um diesen Vorgang zu ermdglichen wurde die Messkammer vor der
Messung 15 Minuten lang mit Fura-2 inkubiert.

Zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs wird durch Anregungsfilter, aus dem Weililicht einer
Xenon Lampe (Xenon short arc Lamp Typ UXL-75XE von Ushido Inc., Japan), die
anregende Wellenlange herausgefiltert. Ein dichroischer Spiegel (auch dichromatischer
Spiegel) im Inneren des Mikroskops reflektiert nun das gefilterte Licht auf das Praparat.

Dichroische Spiegel haben eine so genannte kritische Wellenlange, was bedeutet, dass Licht
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mit Wellenlangen kleiner als die kritische Wellenlange reflektiert wird und Licht mit groferen
Wellenlangen als die kritische Wellenlange passieren kann.

Fir die Messung lag die kritische Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionslicht. So
wird das Anregungslicht auf das Praparat gespiegelt und das Fluoreszenzlicht kann den
Spiegel passieren und gelangt zu den signalverstarkenden Photomultipliern (electron tubes
limited, USA). Hier wird das Fluoreszenzlicht in elektrische Spannung umgewandelt, die vom
Fluoreszenz System Interface (lon Optix) in computerlesbare Daten konvertiert wird. Nun

kann das Programm /ON WIZARD die Daten darstellen und aufzeichnen.

2.2.3 Der Nachweis von intrazellularen Radikalen anhand des
Fluoreszenzfarbstoffs CM-H,DCFDA

Der Nachweis von intrazellularen Radikalen (ROS) nach Strahlenexposition wurde am
Epifluoreszenzmikroskop mittels des Fluoreszenzfarbstoffs CM-H,DCFDA durchgefiihrt.
Nach Applikation des ROS-Farbstoffs in die Kammer diffundiert das lipophile CM-H,DCFDA-
Molekil entlang des Konzentrationsgefalles in die Zelle hinein. CM-H,DCFDA ist, wie auch
das verwendete Fura-2, mit Azetoxymethylgruppen (AM) verestert, die intrazellular durch
Esterasen abgespalten werden. So wird das gesamte Molekdl polar und kann nach Eintritt in
die Zelle die Zellmembran nicht mehr permeiren. Um diesen Vorgang zu ermoglichen, wurde
die Kammer vor der Messung 20 Minuten im Inkubationsschrank bei 37°C inkubiert.

Nach Oxidation des CM-H,DCFDA-Molekuls durch ROS emittiert es, nach Anregung mit
Licht im Wellenlangenbereich von 492 bis 495 nm durch die Xenon-Lampe der
Epifluoreszenzanlage, bei 517 bis 527 nm ein Fluoreszenzsignal (The Handbook... 2007).
Diese Fluoreszenzsignal wird durch einen dichroischen Spiegel (der nur Licht von 5255 nm
passieren lasst) zum Photomultiplier geleitet und durch diesen in elektrische Spannung
umgewandelt. Das Signal des Photomultipliers kann nun auf einem Computer dargestellt

werden und ist als relative Fluoreszenzeinheit (RFU) gekennzeichnet.
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Abb. 2.3 A: Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffs CM-H.DCFDA (nicht fluoreszierend).

B: Strukturformel von CM-H.DCFDA nach Abspaltung der Azetoxymethylgruppen und Oxidation durch
ROS (fluoreszierend).

Modifiziert nach der Online Version von ,,The Handbook...” 2007.

10

) § Zﬁ 1

Abb. 2.4 Vereinfachtes Schema des Fluoreszenzsetups am Epifluoreszenzmikroskop (ION OPTIX) fiir
a.) CM-H.DCFDA und b.) Fura-2.

a.) Vom Licht einer Xenon-Lampe (orange, 1) wird durch einen Filter (2) Licht der Wellenléange
480%15 nm (blau) herausgefiltert. Ein dichroischer Spiegel (3) lenkt dieses Licht nun zur
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs auf das Praparat (10). Das vom Praparat emittierte Licht
(Wellenlange 5255 nm, griin) sowie das Durchlicht (4, rot) kann diesen Spiegel (3) passieren.
Herkommliche Spiegel (5, 9) lenken das emittierte Licht iiber einen weiteren dichroischen Spiegel
(6) zu dem Photomultiplier (8) bzw. zu der Myozytenkamera (7, hier ungenutzt).

b.) Vom Licht der Xenon-Lampe (orange, 1) wird durch einen Photomultiplier (2) im Wechsel Licht
der Wellenldnge 340 bzw. 38015 nm (blau) herausgefiltert. Ein dichroischer Spiegel (3) lenkt
dieses Licht nun zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs auf das Praparat (10). Das vom
Praparat emittierte Licht (Wellenlange 510 nm, griin) sowie das Durchlicht (4, rot) kann diesen
Spiegel (3) passieren. Herkommliche Spiegel (5, 9) lenken das emittierte Licht iiber einen
weiteren dichroischen Spiegel (6) zu dem Photomultiplier (8) bzw. zu der Myozytenkamera (7).
Abbildung modifiziert nach SAG (2007).
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2.2.4 Das Messen der fraktionellen Myozytenverkiirzung

Die fraktionelle Verkurzung des Kardiomyozyten kann gleichzeitig zur Fluoreszenzmessung
anhand einer Myozytenkamera (MyoCam™, von ION OPTIX) gemessen werden. Eine
Myozytenkamera misst optisch die Sarkomerlange eines Kardiomyozyten. Hierzu wird der
Kardiomyozyt mit Licht einer Wellenlange >650 nm transilluminiert um Wechselwirkungen
mit der Fluoreszenzmessung zu vermeiden.

Die gemessenen Sarkomerlangen werden von der /JON OPTIX Software gemittelt und im
Programm /ON WIZARD graphisch dargestellt. Mit Hilfe des Programms ION ANALYSE
kann nun die fraktionelle Verkirzung bestimmt werden. Mit dieser Methode kann die
intrazellulare Ca*-Konzentration und die Kontraktion eines Kardiomyozyten gleichzeitig

gemessen werden.

2.3 Pharmakologische Interventionen: Derivat des
Autocamtide-2-Peptids (AIP) und Melatonin

Das aus 13 Aminosauren bestehende Derivat des inhibitorischen Peptids autocamtide-2
(AIP) gilt als hochspezifischer und dufRerst potenter Inhibitor der CaMKII. Die CaMKII-
Inhibition ist nicht kompetitiv in Bezug auf Syntide-2, ATP und Ca®*/Calmodulin, aber
kompetitiv zu Autocamtide-2. Es wird daher angenommen, dass AIP uber die Bindung an der
Substratbindungstelle fur die Autophosphorylierung (Thr-287) der CaMKII dieselbige inhibiert
(ISHIDA et al. 1995). In dieser Arbeit wurde der Inhibitor AIP verwendet um eine mdgliche
Aktivierung der CaMKII nach Strahlenexposition zu untersuchen.

Um die Strahlenwirkung auf Radikal-Ebene zu untersuchen wurde das Hormon Melatonin
(Mel.) eingesetzt. Melatonin besitzt die Eigenschaften eines Radikalfangers (CHAN und
TANG 1996; POEGGELER et al. 1994; REITER et al. 2000; REITER und TAN 2003; ZANG
et al. 1998), und ist so in der Lage einen radikalvermittelten Strahlungseffekt aufzuheben.

A B

regulatorische Doméane Assoziationsdoméane ‘rische D (nane Assoziationsdoméane

regula.
ﬁ]’hrzw NS
@ PN

katalv* sche Do. "ane

katalytische Doméane

Abb. 2.5 Mechanismus der CaMKIl-Inhibition durch AIP. Durch Bindung an der Substratbindungsstelle fiir
Thr-287 (A) verhindert AIP die Autophosphorylierung der CaMKIl (B).
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Abb. 2.6 Strukturformel von Melatonin.
Abbildung modifiziert nach dem Internetauftritt von Sigma-Aldrich

(www.sigmaaldrich.com).

2.4 Versuchsprotokoll zur Messung von Ca2+-FIuoreszenz,
Myozytenverkirzung und Bestrahlung

Die gereinigte Superfusionskammer wurde mit 1,7 ul Laminin (Gibco, Grand Island, NY)
bestrichen, um eine Adhasion der Kardiomyozyten zu gewahrleisten. Jetzt wurde 300 pl der
Zelllésung (zur Herstellung s. Kapitel 2.1) auf die Kammer pipettiert. Bei der Messung zur
Inhibition des Bestrahlungseffekts wurde nach einer Sedimentationszeit von 5 Minuten der
Kammer entweder eine 5 mmol/l Melatonin-Inhibitor-Lésung oder eine 5 pmol/I AlP-Inhibitor-
Lésung hinzupipettiert (s. 2.3). Die Bestrahlung erfolgte im Anschluss nach 15-minutiger
Inkubation mit dem Inhibitor mit 4 Gy und 20 Gy (B-Strahlung), als Kontrolle fungierte eine
scheinbestrahlte Gruppe (0 Gy). Die Bestrahlung wurde bei Raumtemperatur mit einer Rate
von 1 Gy/min mit einem 0,5-mm Cu Filter bei 200 kV bei konstantem Potential und 15 mA
durchgefihrt (Uimay RS225 GS014, Gulmay Medical Ltd, Camberley, GroRbritannien).
Diese Tatigkeiten wurden von Frau Juliane Kasten und Frau Alex Bitter, den technischen
Assistentinnen des Labors von Prof. Hess, tibernommen. Alle Messungen fanden verblindet
statt.

Im Anschluss an die Bestrahlung wurde der nicht fixierte Zelliberstand abgenommen und
200 pl der Farbstofflésung von Fura-2 (s. Tabelle 2.2) in die Kammer appliziert. Nach 15-
minudtiger Inkubation wurde die Kammer in eine spezielle Halterung auf dem Objekttisch
fixiert. Jetzt wurde ein beheizter Zulauf fir die Tyrode angebracht (Temperatur der Tyrode
ca. 37 °C fur physiologische Bedingungen, Zulaufgeschwindigkeit ca. 80 ml/h). Als nachstes
wurde ein Absauger und eine Elektrode zur Stimulation des Kardiomyozyten in die Kammer
eingetaucht. Die Stimulation (Myopacer, ION OPTIX) erfolgte bei 1 Hz mit einer Spannung,

die 25% Uber der Reizschwelle lag. Um sog. ,steady-state” Bedingungen zu erreichen, folgte
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eine 10-minltige Einschlagzeit, in der gleichzeitig der nicht in die Zelle permeierte Farbstoff
ausgewaschen wurde.

Zur Messung der Ca**-Beladung des SR wurde wihrend der Messung der Ca**-Fluoreszenz
10 mmol/l Koffein Uber einen separates Zulaufsystem lokal auf den Kardiomyozyten

appliziert.

2.4.1 Versuchsprotokoll zur Messung von Radikal-Fluoreszenz
Zur Messung der Radikal-Fluoreszenz wurde eine 10 ymol/l CM-H,DCFDA-Farbstofflésung

(s. Tabelle 2.2) vor der Bestrahlung in die Kammer pipettiert, es folgte eine 20-miniitige
Inkubation der Kardiomyozyten.

Bei den Messungen zur Inhibition des Bestrahlungseffekts wurde einer zweiten
Versuchsreihe (4 Gy, 20 Gy) zusatzlich 5 ul der Melatonin-Inhibitor-L6sung 15 Minuten vor

der Bestrahlung in die Kammer pipettiert.

2.5 Datenauswertung

Das gemessene Fluoreszenzsignal wurde mittels des Computer Programms /ION WIZARD
ANALYSE Version 5.0 von /ION OPTIX ausgewertet.

Bei der Messung der Radikalfluoreszenz (das relative Fluoreszenzsignal (RFU) bei 5255
nm) wurde eine Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz vom Messwert durchgefuhrt.

Bei der Messung der Ca?*-Parameter wurde ebenfalls zuerst eine Subtraktion der

Hintergrundfluoreszenz durchgefuhrt. Im Anschluss erfolge die Berechnungt der Ratio:

F 340 nm/F 380 nm

Sowie beziiglich des Abfalls des Ca**-Transienten (T ¢,) als monoexponentielle Funktion

anhand folgender Formel, wobei A die Amplitude und t die Zeit darstellen (s. Abb. 3.28).

Formel 2.1. Tca=A-e™
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Die Verklrzung des Kardiomyozyten berechnet sich wie folgt:

Formel 2.2 Fraktionelle Verklirzung in % der Ruhezelllange =

Diastolische Sarkomerlange — Systolische Sarkomerlange - 100
Diastolische Sarkomerlange

Im Anschluss an die Auswertung wurden die Daten zur Ubersicht in eine Exel-Tabelle
Ubertragen, von der sie in das Computer Programm GRAPH PAD PRISM oder Sigma Stat
exportiert wurden. Mit diesen Computer Programmen wurden die Graphen erstellt und

Signifikanzen berechnet.

2.5.1 Statistische Analyse

In den vorliegenden Abbildungen und im Text werden die Mittelwerte der Daten
t+Standartfehler des Mittelwerts (S.E.M) dargestellt. Der S.E.M. berechnet sich anhand

folgender Formel.

2

Formel 2.3 S,E_M,:—Gzi
n n
o0 = Standardabweichung n = Anzahl an Messwerten

Ein-Weg-ANOVA kombiniert mit Newman-Keuls posthoc Tests wurden fir die Ergebnisse
aus Kapitel 3.1 durchgefihrt. Zwei-Weg-ANOVA kombiniert mit Newman-Keuls post-hoc
Tests wurden fur die Ergebnisse Kapitel 3.2 und 3.3 durchgeflhrt. Als statistisch signifikant

wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P <0,05 gewahlt.
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2.6 Losungen

Zu Kapitel 2.1 Isolation von Kardiomyozyten aus Mauseherzen

Lésung lon/Substanz ~ |[Konzentration  [Vorgehen
NaCl 137 mmol/| geldst in ddH.0;
Terde ohne KCl 5 4 mmol/Il pH 7,54
Kalzium MgSOs, - 1.2 mmol/ mit NaOH
7 H,0 bei RT
HEPES 20 mmol/l
Glukose 15 mmol/l
Tyrode mit geldst in Tyrode
Kalzium CacCl, 25 umol/l ohne Kalzium,
pH 7,54 bei RT
Enzymldsung Kollagenase gelbst in Tyrode
(Biochrom Typ [357 U/mg ohne Kalzium,
CLS 1I) pH 7,54 bei RT
CaCl, 0,26 mmol/l

Tab. 2.1 Die zur Isolation von ventrikuldaren Mausemyozyten benétigten Lésungen (ddH,0 =

zweifach destilliertes Wasser).

38



Zu Kapitel 2.2.2 ,,Die Messung von intrazellularen Ca?" mit Fura“ und zu Kapitel 2.2.3

,Der Nachweis von Radikalen anhand des Fluoreszenzfarbstoffs CM-H,DCFDA*“

1 mmol/l Ca?'

Lésung lon/Substanz Konzentration  Morgehen
Fura-2 AM 1 mmol/l 1 mg Fura-2 Am in
Fura-2 AM Stock |DMSO 998,1 yl DMSO
(1 mmol/l) (Fluka 41640) I6sen, bei -20 °C
im Dunkeln lagern
Fura-2 Fura-2 AM Stock 1 mmol/| 50 yl Fura-2 AM
Farbstofflésung Lésung und 5 pl
10 pmol/I Pluronic Acid 200 mg/ml Pluronic Acid in
5 ml Tyrode I6sen,
Messtyrode RT bei -4 °C je 200 pl im
1 mmol/l Ca* Dunkeln lagern
CM-H,DCFDA CM-H,DCFDA 10 pmol/l 50 yl CM-H,DCFDA
Farbstofflésung Pluronic Acid 200 mg/ml Lésung und pl 86,5
10 pmol/Il Messtyrode RT DMSO mit 8,65

Pluronic in 8,65 ml
Tyrode l6sen,
bei -4 °C je 200 pl im

Dunkeln lagern

Tab. 2.2 Die zur Messung bendétigten Lésungen wurden bei 37 °C mit NaOH bzw. HCI auf

einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und fir die entsprechenden Experimente mit 1,94 g/l

Koffein versetzt (10 mmol/l).
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Zu Kapitel 2.3 ,,Pharmakologische Interventionen®

Lésung lon/Substanz Konzentration \Vorgehen
Melatonin-Stock  |Melatonin 100 mmol/l 11,6 mg Melatonin im
(Sigma-Aldrich, Dunkeln in 500 pl
M5250, DMSO Stock geben
Molekulargewicht
232,28)
DMSO
Melatonin- Melatonin-Stock 1 mmol/l 9 ul Stock pro 900 pl
Inhibitor-Losung Zellsuspension
AIP-Stock AIP 500 pmol/l 585 pL H,O in 500 pg
(Calbiochem, AIP, vortexen,
Cat. No.189482, Einzelvolumina von 20
Molekulargewicht ul AIP bei -4 °C im
1708,1 g/mol) Dunkeln lagern
H,O
AIP-Inhibitor AIP-Stock 5 umol/l 20 ul AIP Stock pro
Losung 2000 ml

Zellsuspension

Tab. 2.3 ,,Pharmakologische Interventionen®
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur dosisabhangigen Wirkung
ionisierender Strahlung auf Ca*-Haushalt und Kontraktion

von isolierten Kardiomyozyten

3.1.1 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches Ca**,

Ca**-Transienten-Amplitude und Ca**-Relaxationskinetik

Die Abbildung 3.1. beinhaltet reprasentative Messungen von Ca*-Transienten von
scheinbestrahlten Kontrollzellen (0 Gy), sowie 4 Gy und 20 Gy exponierten Kardiomyozyten.
Es zeigte sich eine deutliche, dosisabhidnge Beeinflussung des Ca®*-Haushalts, die in einem
Anstieg des diastolischen Kalziums, einer groReren Ca®*-Transienten-Amplitude und in

einem beschleunigtem Abfall des Ca®*-Transienten (RT 80%) evident wird.

2
S 00 0Gy 097 4 Gy 097 | 5 20 Gy
o 08 0,8 9 2 0,8 1 ' i
E ,; 0,7 = 0,7 l :j' 0,7 o 1 ‘1,{'-'
gé 0.6 = ) 0,6 1 "‘M‘l 0,6 « i ' *“'M
Tw 05 3 os4 | | WW 054 ol MN""“'W'\"
£ F l W&M‘* f‘}fv‘-u
SE oad 1 | 04 4 V‘WJ o4
3 "
w 0,3 = f W 0,3 o 0,3
0,2 Wl A 0.2 0,2 »
500 ms 500 ms 500 ms

Abb. 3.1. Beispiele fiir die Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches ca* (1), Ca”**-Transienten-

Amplitude (2) und Relaxationszeit (3).

Das Ca* in der Diastole lag in der Kontrollgruppe noch bei einer Ratio der Fluoreszenzwerte
F (340 nm/380 nm) von 0,41+0,01 relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU). In der 4 Gy Gruppe
stieg es auf einen Mittelwert F (340 nm/380 nm) von 0,47+0,01 RFU an (Abb. 3.2 zeigt
Mittelwerte der Ratio F (340 nm/ 380 nm)). Die groRte, diastolische Ca?*-Konzentration war
in der 20 Gy Gruppe mit einer diastolischen Fluoreszenzintensitat von F (340 nm/380 nm)
5,11+£0,01 RFU vorzufinden.
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Ein-Weg-ANOVA-Tests bestatigen eine statistische Signifikanz (P<0,05) des diastolischen
Ca”-Anstiegs. Wie in Abb.3.2 auch ersichtlich stieg die Ca*-Transienten-Amplitude nach
Strahlenexposition an

In der Kontrollgruppe lag sie bei einer Ratio F (340 nm/ 380 nm) von 0,15+0,01 RFU und
stieg auf 0,20+0,01 RFU in der 4 Gy Gruppe (Abb. 3.2). In der 20 Gy Gruppe lag die Ca**-
Transienten-Amplitude F (340 nm/380 nm) bei 0,21+0,01 RFU und war damit nur geringfigig
groler als in der 4 Gy Gruppe (P<0,05 Ein-Weg-ANOVA).

0,69 P<0,05 Ein-Weg-ANOVA 0,3 .
* $ P<0,05 Ein-Weg-ANOVA
*
0,5 0,25-
*
> = T
L —— =
, X 041 Ec o2
Nm £ T c
o= £
o E <E
25 §S —_
88 03 E8 0157
oL g &
% E £ E
SE S
A3 o2 ' S 0,14
w oW
~— o S
0,1 0,05+
3| [ 3 :|E
pa z b pd
0,0 T T 0,0 T T
0 Gy 4 Gy 20 Gy 0 Gy 4 Gy 20 Gy

Abb. 3.2 lonisierende Strahlung erhoht dosisabhidngig diastolisches Cca® und Ca®-Transienten-
Amplituden.
* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

$ = signifikante Differenz zur 4 Gy Gruppe (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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Des Weiteren zeigte die Relaxationszeit 80% (RT 80%), als MaR fiir die Ca?*-Aufnahme ins
SR, eine Beschleunigung der Ca**-Wiedernaufnahme nach Strahlenexposition. So war in der
Kontrollgruppe das Ca?* im Zytosol nach 407+14 ms bereits zu 80% abgesunken. In der 4
Gy war die RT 80% bereits nach 35116 ms erreicht. Eine weitere
Relaxationsbeschleunigung zeigte sich in der 20 Gy Gruppe, ein Absinken auf 80% war nach
315+15 ms erreicht (P<0,05 Ein-Weg-ANOVA).

P<0,05 Ein-Weg-ANOVA

1

0,054

=08
=94

0,0

o4N
o4N

0 y 20 Gy

y 4

Abb. 3.3 lonisierende Strahlung beschleunigt
die Ca**-Aufnahme ins SR.
* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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3.1.2 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf die Ca’**-Beladung
des sarkoplasmatischen Retikulums sowie auf die fraktionelle Ca**-

Freisetzung

Abbildung 3.4 zeigt beispielhafte Messungen von koffein-induzierten Ca*'-Transienten.
Ausgehend von der Kontrollgruppe kam es zu keiner Anderung der Ca?'-Transienten-
Amplituden, was auf eine konstante Ca”*-Beladung des SR nach Bestrahlung hinweist.

Dagegen zeigte sich, dass die fraktionelle Ca®*-Freisetzung nach Bestrahlung erhéht ist.

1
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o 1
&S 45
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Abb. 3.4 Koffein-induzierte Ca®*-Transienten zeigen eine unveranderte Ca”-BeIadung des SR (1) und eine

erhohte fraktionelle Ca”-Freisetzung (2) nach Strahlenexposition.

In der Kontrollgruppe lag die Ca®*-Beladung des SR bei einer Koffein-Ca?*-Transienten-
Amplituden-Fluoreszenz F (340 nm/380 nm) von 0,42+0,13 relativen Fluoreszenzeinheiten
(Abb. 3.5). Die 4 Gy Gruppe wies eine Ca?-Beladung F (340 nm/380 nm) von 0,45+0,15
RFU auf. Auch in der 20 Gy Gruppe wurde keine statistisch signifikante Anderung der SR-
Ca?-Beladung festgestellt, die Fluoreszenzwerte F (340 nm/380 nm) lagen bei 0,44+0,14
RFU (P>0,05 Ein-Weg-ANOVA).

Die Messungen der fraktionellen Ca?-Freisetzung (Ca?'-Transienten-Amplitude/SR-Ca®*-
Beladung) in der Kontrollgruppe zeigten eine mittlere Freisetzung von 33+2+9% des im SR
befindlichen Ca*". Passend zu der in 3.1.1 geschilderten strahlenbedingten Zunahme der
Ca?-Transienten-Amplituden, stieg nach Strahlenexposition auch die fraktionelle Ca?-
Freisetzung des Kardiomyozyten an. So lag die Ca?*-Freisetzung in der 4 Gy Gruppe bereits
bei 41,5+8% und in der 20 Gy Gruppe wurden sogar 44+4+13,2% des Ca* im SR pro
Transient freigesetzt (P<0,05 Ein-Weg-ANOVA).
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0.69 P>0,05 Ein-Weg-ANOVA
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Abb. 3.5. lonisierende Strahlung hat keinen Einfluss auf die Ca”-BeIadung des sarkoplasmatischen
Retikulums (SR). Die fraktionelle Ca”-Freisetzung pro Transient hingegen ist nach Bestrahlung erh6ht.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

3.1.3 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf die

Kontraktionsstarke
Die Messung der Kontraktionsstarke zeigte, dass die positive inotrope Wirkung auf den Ca?-
Haushalt in einer Zunahme der Zellverkurzung resultierte. Die Abbildung 3.6 verdeutlicht die

dosisabhangige Verstarkung der Kontraktion.

T 0 Gy
-
g 4 Gy
P
20Gy —™

100 ms

Abb. 3.6 Ubereinandergelegte, reprisentative Messungen der Sarkomerverkiirzung nach
unterschiedlicher Strahlenexposition (gemessen in % diastolischer Zelllange, % DZL). Es zeigt sich eine

Zunahme der Zellverkiirzung und eine schnellere Relaxation 4 Gy und 20 Gy exponierter Kardiomyozyten.
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In der Kontrollgruppe verkirzte sich der Kardiomyozyt auf 1,4+0,1% der diastolischen
Zellldange (% DZL). Eine starkere Kontraktion war bereits in der 4 Gy Gruppe nachweisbar,
denn hier verkiirzte sich der Kardiomyozyt auf 1,9+0,2% DZL. In der 20 Gy Gruppe war die
Kontraktion am starksten, die Verkirzung lag bei 2,3+0,2% DZL (P<0,05 Ein-Weg-ANOVA).

3,0+
P<0,05 Ein-Weg-ANOVA
2,5+ *
’NT *
a 2,04 —l_
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g 1,5 [
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=
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= 1,04
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0,5+
o) <
i i
Z Z
O,C ) L)
0 Gy 4 Gy 20 Gy

Abb. 3.7 lonisierende Strahlung verstarkt dosisabhéangig die Kontraktion.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

Zusammenfassend betrachtet zeigen diese Ergebnisse erstmals, dass ionisierende
Strahlung eine direkte Wirkung auf den Ca®**-Haushalt des Kardiomyozyten ausiibt. Die
Beeinflussung des Ca?*-Haushalts ist dosisabhéngig und verursacht eine diastolische

Ca*-Uberladung, Ca*'-Transienten-Amplitude-Zunahme und Relaxationsbeschleunigung.
Zudem steigt die fraktionelle Freisetzung von Ca?* bei unverinderter SR-Ca®*-Beladung. Als

Folge der vermehrten systolischen Ca?* kommt es zu einer verstérkten Kontraktion.
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3.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus ionisierender
Strahlung auf den Ca**-Haushalt in isolierten

Herzmuskelzellen

Als nachster Schritt sollte der zugrunde liegende Mechanismus zur Wirkung ionisierender
Strahlung auf isolierte Kardiomyozyten untersucht werden. Hierzu wurde untersucht ob

ionisierende Strahlung in isolierten Kardiomyozyten freie Sauerstoffradikale (ROS) generiert.

3.2.1 Die Generierung von Radikalen durch ionisierende Strahlung

In den Abbildungen sind reprasentative Radikalfluoreszenzmessungen einer Kontrollzelle
und von Zellen nach Exposition ionisierender Strahlung (4 Gy, 20 Gy) dargestellt. Aus der
Abbildung wird ein dosisabhangiger Anstieg der intrazellularen Radikalkonzentration nach
Strahlenexposition ersichtlich.

9000- 9000-

6000- 60004

30004 3000+ 4 Gy

(F 525 nm) in RFU
(F 525 nm) in RFU

0 Gy

CM-H,DCFDA-Fluoreszenz

CM-H2DCFDA-Fluoreszenz

04— 04+—

9000+ 20 Gy

[N )6 PPN Jprrovrer

T T

6000+

30004

CM-H,DCFDA-Fluoreszenz
(F 525 nm) in RFU

o4+—
500 ms

Abb. 3.8 Originalmessungen der Radikalfluoreszenz einer Kontrollgruppe (0 Gy) und 4 Gy sowie 20 Gy

exponierter Kardiomyozyten.

Die Messung des Fluoreszenzsignals bei 5255 nm von Kontrollzellen ergab ein Signal von
13421137 RFU. Bereits in der 4 Gy Gruppe war eine deutlich héhere Radikalkonzentration

messbar, sie lag bei einer Fluoreszenzintensitat von 19821268 RFU. Die meisten Radikale
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waren in den Kardiomyozyten der 20 Gy Gruppe nachweisbar, die Messung des
Fluoreszenzsignals ergab Werte von 7896686 RFU. Ein Ein-Weg-ANOVA bestatigt den

Anstieg der intrazellularen Radikallast (P<0,05).

3.2.2 Der Einfluss des Radikalfangers Melatonin auf die

strahleninduzierte Generierung von Radikalen in isolierten

Herzmuskelzellen

Wie in den folgenden Abbildungen (Abb. 3.8) anhand Originalmessungen dargestellt, senkte

die Applikation des Radikalfangers Melatonin vor der Strahlenexposition die intrazellulare

Radikallast des Kardiomyozyten.
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Abb. 3.9 Originalmessungen der Radikalfluoreszenz. Die Applikation des Radikalfangers Melatonin senkt

die Radikallast 4 Gy und 20 Gy exponierter Kardiomyozyten.
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Scheinbestrahlte Kontrollzellen (0 Gy) mit Melatonin wiesen Fluoreszenzwerte von
16831135 RFU auf. In der 4 Gy Gruppe mit Melatonin lag die Radikalkonzentration bei
Fluoreszenzwerten von 1096+137 RFU. Die 20 Gy Gruppe mit Melatonin wies eine
Fluoreszenzintensitat von 3144+614 RFU (P<0,05 mit vs. ohne Melatonin, Zwei-Wege-
ANOVA). Abschlieend betrachtet generiert ionisierende Strahlung in Kardiomyozyten
Radikale, hierbei besteht eine dosisabhangige Beziehung. Durch Applikation des

Radikalfangers Melatonin kann die Radikalbelastung vermindert werden.

12000 1 P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA
N 10000 - .
c
N
$ E 8000 -
E o
< = 6000 -
X E
L c
8,8 4000 - i
; 8 + Melatonin
S 2000 - B
0 | N=22 N=15
0 Gy 4 Gy 20 Gy

Abb. 3.10 lonisierende Strahlung generiert in der Zelle dosisabhangig Radikale. Der Radikalfanger
Melatonin senkt die Radikallast.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne Melatonin (Newman-

Keuls Post-Hoc-Test)
$ = signifikante Differenz zur 4 Gy bestrahlten Gruppe (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

49



3.2.3 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches Ca*,
auf Ca**-Transienten-Amplitude und Ca**-Relaxationskinetik nach

Inkubation mit Melatonin in isolierten Herzmuskelzellen

Die Ergebnisse aus 3.2 legen eine radikalvermittelte Wirkung ionisierender Strahlung auf den
Ca*"-Haushalt nahe. In der Folge sollte untersucht werden, ob der Radikalfanger Melatonin
konsekutiv auch die Wirkung ionisierender Strahlung auf den Ca®*-Haushalt beeinflussen
kann.

Abb. 3.10 verdeutlicht, dass Messungen des Ca**-Haushalts nach 4 und 20 Gy mit Melatonin

deutliche Unterschiede zu den Messungen ohne den Radikalfanger aufwiesen.
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Abb. 3.11 Originalmessungen von Ca®*-Transienten mit und ohne den Radikalfanger Melatonin zeigen

einen verminderten Strahleneffekt durch Melatonin.
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In einer scheinbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy) mit Melatonin lagen diastolische Ca*'-
Fluoreszenzwerte F (340 nm/380 nm) bei 0,41+0,01 relativen Fluoreszenzeinheiten. Nach 4
Gy mit Radikalféanger lag der Fluoreszenzwert F (340 nm/380 nm) in der Diastole bei
0,41+0,02 RFU. Die Ca®'-Fluoreszenz anderte sich mit Radikalfanger auch nach 20 Gy
kaum, Messungen von F (340 nm/380 nm) ergaben 0,42+0,01 RFU (P<0,05 Zwei-Wege-
ANOVA).

0,6 1
P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA

o)
t
Nﬂ! c
O =

§ g 0,5
9 o
2 %
oL
s E
ag

o + Melatonin
~ 04 -
N=25
0 Gy 4 Gy 20 Gy

Abb. 3.12 Der Radikalfanger Melatonin vermindert den strahlungsinduzierten Anstieg des diastolischen
ca®.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne Melatonin (Newman-
Keuls Post-Hoc-Test)

$ = signifikante Differenz zur 4 Gy Gruppe (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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Damit einhergehend zeigte sich durch Melatonin auch eine partielle Inhibition des
strahlungsbedingten Ca®*-Transienten-Amplituden-Anstiegs. So waren die Ca**-Transienten-
Amplituden F (340 nm/380 nm) mit Radikalfanger nach 4 Gy mit 0,12+0,01 RFU und 20 Gy
mit 0,16£0,01 RFU jeweils deutlich geringer als ohne Melatonin (P<0,05 Zwei-Wege-
ANOVA).
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Abb. 3.13 Der Radikalfanger Melatonin inhibiert (teilweise) den strahlungsinduzierten Anstieg der ca”-

Transienten-Amplituden.
* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne Melatonin (Newman-

Keuls Post-Hoc-Test)
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Konsistent zu den vorherigen Ergebnissen inhibierte Melatonin auch eine

Relaxationsbeschleunigung nach Strahlenexposition. Durch Einsatz von Melatonin war das
Absinken des Ca?* auf 80% in der 4 Gy Gruppe nach 432+19 ms und in der 20 Gy Gruppe

nach 432115 ms erreicht, was verglichen zu Messungen ohne Radikalfanger eine deutliche

Verzdgerung des Ca?*-Abfalls darstellt.
Bei beiden Dosen mit Melatonin bestatigen (P<0,05) Zwei-Wege-ANOVA Tests eine

verlangsamte Ca®*-Aufnahme ins SR gegen iiber Kardiomyozyten ohne Radikalfanger.
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Abb. 3.14 Melatonin vermindert die Relaxationsbeschleunigung durch ionisierende Strahlung.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne Melatonin (Newman-

Keuls Post-Hoc-Test)
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3.2.4 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf die Ca®>*-Beladung
des sarkoplasmatischen Retikulums sowie auf die fraktionelle Ca**-
Freisetzung nach Inkubation mit Melatonin in isolierten

Herzmuskelzellen
Bei den Messungen der Ca?*-Beladung des SR sowie bei der fraktionellen Ca*-Freisetzung
gab es durch Melatonin, ahnlich zu den Messungen ohne Radikalfanger (s. Kapitel 3.1.2),

keine signifikanten Anderungen nach Bestrahlung.
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Abb. 3.15 Nach Strahlenexposition und Applikation des Radikalfangers Melatonin dndert sich die ca*'-
Beladung des SR nicht.

Die Mittelwerte der Ratio F (340 nm/380 nm) ergaben Werte in der scheinbestrahlten (0 Gy)
Kontrollgruppe mit Melatonin von 0,4+0,1 RFU. Nach Bestrahlung mit 4 Gy und Applikation
des Radikalfangers Melatonin lagen die Mittelwerte F (340 nm/380 nm) bei 0,5+0,1 RFU.
Nach Bestrahlung mit 20 Gy und Melatonin-Inkubation lag F (340 nm/380 nm) bei 0,5+0,1
RFU, was keine statistisch signifikante Anderung darstellt (P>0,05 Zwei-Wege-ANOVA).
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Passend zu der Messung einer melatonin-abhangigen Inhibition des Ca**-Transienten-
Amplituden-Anstiegs war auch die fraktionelle Ca**-Freisetzung (Ca**-Transienten-
Amplitude/SR-Ca®*-Beladung durch Melatonin erniedrigt. So lag die fraktionelle Ca®*-
Freisetzung in 4 Gy bestrahlten Kardiomyozyten mit Melatonin bei 36x2% und in 20 Gy
bestrahlten Kardiomyozyten mit Melatonin bei 38+3%. Eine statistisch signifikante Differenz
besteht zwischen der 20 Gy mit Melatonin vs. 20 Gy ohne Radikalfanger (P<0,05 Newman-

Keuls Post-Hoc-Test).
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Abb. 3.16 Der Radikalfanger Melatonin inhibiert den strahleninduzierten Anstieg der fraktionellen ca”-
Freisetzung.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne Melatonin (Newman-
Keuls Post-Hoc-Test)

$ = signifikante Differenz zur 4 Gy bestrahlten Gruppe (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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3.2.5 Die Wirkung ionisierender Strahlung auf die
Kontraktionsstarke nach Inkubation mit Melatonin in isolierten

Herzmuskelzellen

In Ubereinstimmung zu der inhibitorischen Wirkung von Melatonin auf den Ca**-Haushalt
verminderte Melatonin auch den strahlenbedingten Anstieg der Kontraktionsstarke.

So verdeutlicht die Abb. 3.17 die melatonin-abhangige Inhibition der Zunahme der

Kontraktionsstarke.
20 Gy + Melatonin
4 Gy + Melatonin l
O\O <— 4 Gy Q\O % 20 Gy
L
100 ms 100 ms

Abb. 3.17 Der Radikalfanger Melatonin schwiécht die Zunahme der Kontraktionsstéirke nach Bestrahlung
mit 4 Gy und 20 Gy ab.

In der scheinbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy) mit Melatonin lag die Zellverkiirzung bei
1,1120,2% der diastolischen Zelllange. Die 4 Gy Gruppe mit Melatonin verkirzte sich auf
1,210,1% der diastolischen Zelllange, wahrend die 20 Gy Gruppe mit Melatonin sich auf
1,610,2% DZL kontrahierte, was eine statistisch geringeren Anstieg der Kontraktion in der
Melatonin Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe ohne Melatonin darstellt (P<0,05 Zwei-
Wege-ANOVA).
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Abb. 3.18 Der Radikalfanger Melatonin vermindert eine strahlenbedingte Zunahme der
Kontraktionsstarke.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen der korrespondierenden Gruppe mit vs. ohne Melatonin (Newman-
Keuls Post-Hoc-Test)

Bei zusammenfassender Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich, dass die Wirkung
ionisierender Strahlung auf den Kardiomyozyte radikalvermittelt zu sein scheint. lonisierende
Strahlung generiert in Kardiomyozyten Radikale, deren Konzentration durch den
Radikalfanger Melatonin vermindert werden kann. Folgerichtig l&sst sich durch einen

Radikalfanger auch die positiv inotrope und lusitrope Wirkung auf Ca®*-Haushalt und
Kontraktion vermindern.
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3.3 Untersuchungen zur Wirkung der strahleninduzierten

ROS-Generierung auf Proteine

Um den Mechanismus der Strahlenwirkung auf isolierte Kardiomyozyten noch genauer
aufzuklaren wurden die Folgen der strahleninduzierten ROS-Generierung naher untersucht.
Ein Protein dessen Aktivitat Uber den Redoxstatus reguliert werden kann ist die
Ca?/Calmodulin abhangigen Proteinkinase Il (siehe Kapitel 1.3). Deshalb wurde die Wirkung
ionisierende Strahlung auf isolierte Kardiomyozyten nach selektiver, pharmakologischer
Inhibition der CaMKII (mittels eines Derivats des autocamtide-2 inhibitorischen Peptids, AlP,

siehe 2.3) untersucht.

3.3.1 Die Wirkung ionisierender Strahlung bei selektiver Inhibition
der CaMKII auf diastolisches Ca**, auf Ca**-Transienten-Amplitude

und Ca®*-Relaxationskinetik in isolierten Herzmuskelzellen

Wie die Originalregistrierungen in Abb. 3.19 zeigen, verminderte eine selektive Inhibition der

CaMKII die Wirkung ionisierender Strahlung auf den Ca?*-Haushalt des Kardiomyozyten.
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Abb. 3.19 Hemmung der CaMKIl mittels AIP verminderte die Wirkung ionisierender Strahlung auf den

Ca?*-Haushalt.
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CaMKlI-Inhibition verminderte die diastolische Ca?*-Uberladung nach Strahlenexposition

(4, Gy, 20 Gy, P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA). Die Ratio der diastolischen Fluoreszenz F (340
nm/380 nm) lag in einer scheinbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy) mit AIP bei 0,41+£0,01 RFU.
In der CaMKll-inhibierten 4 Gy Gruppe lag die diastolische Ca?* Fluoreszenz F (340 nm/380
nm) bei 0,42+0,01 RFU und in der 20 Gy Gruppe bei 0,42+0,02 relativen
Fluoreszenzeinheiten. Damit ist das diastolische Ca* in beiden Gruppen signifikant niedriger

als in den Gruppen mit regularer CaMKII-Aktivitdt (Newman-Keuls Post-Hoc-Test).
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Abb. 3.20 Inhibition der CaMKII (mittels AIP) reduzierte den strahlungsinduzierten Anstieg des
diastolischen Ca®".

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne AIP (Newman-Keuls
Post-Hoc-Test)

$ = signifikante Differenz zur 4 Gy bestrahlten Gruppe (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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Auch der strahlenabhingige Ca®*-Transienten-Amplituden-Anstieg konnte durch CaMKII-
Inhibition deutlich vermindert werden (P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA). Direkte Vergleiche der
Ca?-Transienten-Amplituden F (340 nm/380 nm) der CaMKll-inhibierten 4 Gy (0,14+0,01
RFU) und 20 Gy (0,14+0,01 RFU) Gruppen mit den 4 und 20 Gy Gruppen mit regularer
CaMKII-Aktivitat zeigen bei beiden Dosen eine signifikant kleinere Ca**-Transienten-
Amplitude durch CaMKIlI-Inhibition (P<0,05 4 Gy + AIP vs. 4 Gy, P<0,05 20 Gy + AIP vs. 20

Gy, Newman-Keuls Post-Hoc-Test).
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Abb. 3.21 Hemmung der CaMKII (mit AIP) vermindert den strahlungsinduzierten Anstieg der
Ca”-Transienten-AmpIituden.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne AIP (Newman-Keuls
Post-Hoc-Test)
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In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen erwies sich auch die strahleninduzierte
Relaxationsbeschleunigung als CaMKII-abhangig (P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA). Nach der
Systole war 80% der diastolischen Ausgangskonzentration des Ca®* in der CaMKII-
inhibierten 4 Gy Gruppe nach 482+18 ms erreicht, was verglichen zur 4 Gy Gruppe ohne
CaMKlI-Inhibitor eine verzégerte Ca®*-Aufnahme ins SR darstellt (P<0,05 vs. 4 Gy ohne AIP,
Newman-Keuls Post-Hoc-Test). Auch in der 20-Gy-Gruppe mit AIP wurde das Ca**
langsamer zytosolisch abgesenkt, denn die RT80% wurde erst nach 454+17 ms erreicht

(P<0,05 vs. 20 Gy ohne AIP, Newman-Keuls-Post-Hoc-Test).
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Abb. 3.22 Die strahlungsinduzierte Relaxationsbeschleunigung ldsst sich durch CaMKIlI-Inhibition (mit

AIP) vermindern.
* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne AIP (Newman-Keuls

Post-Hoc-Test)
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3.3.2 Die Wirkung ionisierender Strahlung bei selektiver Inhibition
der CaMKIl auf die Ca**-Beladung des sarkoplasmatischen
Retikulums sowie auf die fraktionelle Ca**-Freisetzung in isolierten

Herzmuskelzellen

Die Ca?-Beladung des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) blieb auch nach CaMKII-
Inhibition und Bestrahlung unverandert. Die fraktionelle Ca®*-Freisetzung pro Transient
(Ca*-Transienten-Amplitude/SR-Ca**-Beladung) war, passend zur Reduktion der Ca®*-

Transienten-Amplituden-Zunahme durch AIP, nach CaMKII-Inhibition geringer.
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Abb. 3.23 Auch nach CaMKIl-Inhibition blieb die Ca”-BeIadung des SR nach Bestrahlung unverandert.
In den CaMKIl-inhibierten Kardiomyozyten war Ca**-Beladung des SR nach

4 Gy (0,48+0,21 RFU) und nach 20 Gy (0,59+0,12 RFU) gegenuber den nicht CaMKII-
inhibierten Kardiomyozyten kaum verandert (P>0,05 Zwei-Wege-ANOVA).
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In Ubereinstimmung mit der verminderten Ca**-Transienten-Amplituden-Zunahme reduzierte
AIP den strahlungsinduzierten Anstieg der fraktionellen Ca -Freisetzung. So wurde in
CaMKIl-inhibierten Kardiomyozyten mit 35,8+3,3% (scheinbestrahlte Kontrollgruppe)
ungefahr gleich viel Ca?* zu der 4 Gy Gruppe mit 33,0+2,8% und zur 20 Gy Gruppe mit
33,6+2,7% fiir einen Ca**-Transienten freigesetzt, was signifikant geringer ist als in
Kardiomyozyten mit regularer CaMKII-Aktivitat (P<0,05 Zwei-Wege-ANOVA).
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Abb. 3.24 Der CaMKII-Inhibitor AIP vermindert die strahlenbedingte Zunahme der fraktionellen
Ca®*-Freisetzung.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)
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3.3.3 Die Wirkung ionisierender Strahlung bei selektiver Inhibition
der CaMKIl auf die Kontraktionsstarke in isolierten

Herzmuskelzellen

Die Ergebnisse zur Messung der Kontraktionsstarke korrelierten zum Ca?*-Haushalt nach
CaMKIllI-Inhibition und Strahlenexposition. So zeigt Abb. 3.25 dass auch die Zunahme der
Kontraktionsstarke durch den CaMKII-Inhibitor AIP vermindert werden konnte (P<0,05 Zwei-
Wege-ANOVA).

4 Gy +AIP

S «<—— 4 Qy
: 100 ms .
20 Gy +AlIP
§ «—— 20 Gy

100 ms

Abb. 3.25 Hemmung der CaMKIl vermindert die strahlenbedingte Zunahme der Kontraktionsstarke.

Die Kardiomyozyten der CaMKIl-inhibierten 4 Gy Gruppe kontrahierten sich auf 1,46+0,19%
der diastolischen Zelllange (DZL) und damit schwacher als ohne AIP (P<0,05 Newman-
Keuls Post-Hoc-Test). Die 20 Gy Gruppe mit CaMKII-Inhibitor verkirzte sich sogar nur auf
1,21+0,10% DZL, was verglichen zur 20 Gy Gruppe mit regularer CaMKII-Aktivitat eine

deutlich schwéachere Kontraktion darstellt (P<0,05 Newman-Keuls Post-Hoc-Test).
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Abb. 3.26 Hemmung der CaMKIl (durch AIP) inhibiert eine strahlungsinduzierte Zunahme der
Kontraktionsstarke.

* = signifikante Differenz zu 0 Gy Kontrollzellen (Newman-Keuls Post-Hoc-Test)

# = signifikante Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit vs. ohne AIP (Newman-Keuls
Post-Hoc-Test)

Zusammenfassend betrachtet verminderte eine selektive Hemmung der CaMKII die Wirkung
ionisierender Strahlung auf den Ca?*-Haushalt des Kardiomyozyten. So erwiesen sich vor
allem die positiv inotrope und lusitrope Strahlenwirkung auf Ca?*-Haushalt und Kontraktion

des Kardiomyozyten als CaMKII-abhangig.

65



4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals, dass ionisierende Strahlung eine direkte
Wirkung auf die Funktion des Myokards hat.

Der Wirkmechanismus scheint auf einer dosisabhangigen Generierung von ROS durch die
Radiolyse von Wasser zu beruhen, was ublicherweise in der Strahlentherapie genutzt wird,
um die DNA von Tumorzellen zu schadigen (HERRMAN et al. 2006). Da der Kardiomyozyte
postmitotisch ist, spielt dieser Effekt im Herzen kaum eine Rolle. Vielmehr zeigt diese Arbeit
erstmals, dass ionisierende Strahlung die Integritit des Ca®'-Haushalts von isolierten
Kardiomyozyten beeintrachtigen kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass dies
Uber eine strahleninduzierte Generierung von ROS geschieht, die zur Aktivierung der
Ca**/Calmodulin abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) fithren. Da eine Beeintrachtigung des
Ca”**-Haushalts und eine CaMKII-Aktivierung langfristig zu kardialer Dysfunktion fiihren
kénnen, koénnte moglicherweise die in dieser Arbeit gezeigte strahleninduzierte CaMKII-
Aktivierung fur die bekannten klinischen Komplikationen nach mediastinaler
Strahlenexpostion (dilatative Kardiomyopathie, Arrhythmien, siehe Kapitel 1.1.1) von

Bedeutung sein.

4.1 Zur Generierung von Radikalen durch ionisierende
Strahlung und Einfluss des Radikalfangers Melatonin in

isolierten Herzmuskelzellen

Die Ergebnisse zur ROS-Generierung sind konsistent zur vielfach publizierten Wirkung
ionisierender Strahlung auf die Zelle im Allgemeinen. Demnach generiert ionisierende
Strahlung Gber die Radiolyse von Wasser dosisabhangig ROS (HERRMAN et al. 2006).

In dieser Arbeit sind klare Anstiege der intrazelluldren ROS-Konzentration nach Bestrahlung
(4 Gy, 20 Gy) gemessen worden (Kapitel 3.2.1). Dies zeigt, dass ionisierende Strahlung
auch in Kardiomyozyten dosisabhangig ROS generiert.

Die Inkubation mit Melatonin verringerte die ROS-Konzentration nach 4 Gy und 20 Gy
Bestrahlung deutlich, was die bekannte Wirkung von Melatonin als Radikalfanger bestatigt
(REITER und TAN 2003). Durch einen Anstieg der ROS-Konzentration in den Melatonin-
Gruppen von 1096+136 relativen Fluoreszenzeinheiten (4 Gy) zu 3144+613 RFU (20 Gy),
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zeigte sich zudem ein Sattigungseffekt des Melatonins. So generierte 20 Gy in den
Kardiomyozyten offenbar so viele ROS, dass trotz 1 mm/l Melatonin die
Radikalkonzentration anstieg und nicht mehr, wie in 4 Gy exponierten Kardiomyozyten, auf

das scheinbestrahlte Kontrollniveau (0 Gy) verminderbar war.

Ein Rickschluss von der in dieser Arbeit gemessenen ROS-Konzentration auf tatsachliche,
klinische ROS-Konzentrationen im Herzen ist nur sehr bedingt méglich. Denn einerseits wird
in der Strahlentherapie fraktioniert bestrahlt, mit Einzeldosen von max. 2 Gy, andererseits ist
am Patienten die Ausgangsvoraussetzung des Kardiomyozyten eine vollig andere (,in vivo®,
zusatzliche Beeinflussung durch Medikamente, etc.). Nichtsdestotrotz ist aufgrund des
Mechanismus generell auch klinisch bei Bestrahlung des Herzens von einem intrazellularen

ROS-Anstieg in den Kardiomyozyten auszugehen.

Die Generierung von ROS und die dadurch verursachten DNA-Schadigungen stellen die
Grundlage der Strahlentherapie dar (Kapitel 1.4.1). Da der Kardiomyozyt postmitotisch ist
spielen ROS-Wirkungen auf die DNA im Herzen eine geringe Rolle. Allerdings kdnnten in
Kardiomyozyten ROS-bedingte DNA-Schaden im codierenden-Bereich oder eine
Beeintrachtigung von Transkriptionsmechanismen eine veranderte Protein-Expression
verursachen. So wiesen TIMOLATI et al. (2006) nach, dass Doxorubicin-Inkubation
moglicherweise Uber eine ROS-Generierung langfristig eine verringerte SERCA2A-
Expression verursacht. Des Weiteren zeigten LIM et al. (1994), dass Doxorubicin
(mdglicherweise auch Uber ROS, TIMOLATI et al. 2006) Titin zersetzt, wodurch Myofilament-
Instabilitdt und diastolische Dysfunktionen verursacht werden kénnten. Da die genannten
Zellschadigungen auf ahnlichen Mechanismen (Generierung von ROS) wie ionisierende
Strahlung beruhen, kdnnte Strahlenexposition eventuell ebenfalls langfristig sowohl eine
Verminderung der SERCAZ2a-Expression als auch eine Zersetzung von Titin zur Folge
haben, die wie auch der gestérte Ca?*-Stoffwechsel zur klinisch bekannten (langfristigen)

kontraktilen Dysfunktion nach Strahlenexposition beitragen kénnten.

Eine mogliche Fehlerquelle der ROS-Messungen war die Tatsache, dass es am
Epifluoreszenzsetup nicht méglich war, wie vom Hersteller des ROS-Farbstoffs empfohlen,
die Messungen in einer Oj-armen Atmosphare durchzufihren. Allerdings war jede Gruppe

davon gleich betroffen, was mdgliche systematische Messfehler ausgleichen sollte.
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4.1.1 Zum ROS-abhangigen Aktivierungsmechanismus der CaMKIli

Die Ergebnisse zur CaMKII-Inhibition (siehe Kapitel 3.3) weisen daraufhin, dass die Wirkung
ionisierender Strahlung auf den Ca?-Haushalt von einer ROS-vermittelten CaMKII-
Aktivierung abhangig ist. Zudem haben wir in begleitenden Untersuchungen (NEUMANN et
al. 2010) eine dosisabhangig ansteigende CaMKII-Phosphorylierung an Thr-287 nach
Strahlenexposition (4, Gy, 20 Gy) vorgefunden. Durch Einsatz von Melatonin war diese Thr-
287-Phosphorylierung der CaMKII signifikant vermindert, was die funktionellen Ergebnisse
dieser Arbeit (ROS-abhangige-CaMKII-Aktivierung) auf Western-Blot Ebene bestétigt.

Details der CaMKII-Aktivierung durch ROS beschreiben ERICKSON et al. (2008). Demnach
bindet die regulatorische Domane den Ca”/Calmodulin-Komplex. Eine anschlieRende
Oxidation an Met 281/282 durch ROS fiihrt zu Ca®/Calmodulin unabhingiger Aktivitat
(autonomer Status). In dieser Arbeit kdnnte die ROS-abhangige CaMKII-Aktivierung zu
einem Anstieg des diastolischen Ca®" gefiihrt haben, was wiederum eine vermehrte Bindung
des Ca**/Calmodulin-Komplexes an die regulatorische Domane der CaMKIl bedingt haben
kénnte. In der Folge kdnnte es nun auch zu Ca?/Calmodulin-unabhéngiger Aktivitat durch
vermehrte Autophosphorylierung an Thr-287 kommen (hemmt Blockade der katalytischen
Domane), wie wir sie in den begleitenden Untersuchungen (NEUMANN et al. 2010) nach
Strahlenexpostion durch Western-Blot Experimente bestatigen konnten. Die genauen
Mechanismen der CaMKII-Aktivierung nach Strahlenexposition erfordern allerdings noch
weitere, genauere Untersuchungen. WAGNER et al. (2011) konnte allerdings zeigen, dass
eine SR Ca?* abhangige Aktivierung der CaMKIl wahrend ROS Stress von entscheidender

Bedeutung ist.

4.1.2 Zur Wirkung ionisierender Strahlung auf diastolisches Ca**,
Ca**-Transienten-Amplitude und fraktionelle Ca**-Freisetzung in

isolierten Herzmuskelzellen

Sowohl durch den Radikalfanger Melatonin als auch durch CaMKIl-Inhibition konnte der
Anstieg des diastolischen Ca?*, der Ca®-Transienten-Amplituden und damit einhergehend
auch die fraktionelle Ca”-Freisetzung vermindert werden. Dies legt den Rickschluss nahe,
dass der strahlungsinduzierte Anstieg von einer ROS-abhangigen CaMKII-Aktivierung
abhangig ist. Verschiedene Mechanismen kénnten hierfur verantwortlich sein:

Eine dosisabhangige Phosphorylierung der L-Typ-Kanédle (an Threonin-498) durch die
CaMKIl erhéht bekanntlich den Ca**-Einstrom (DZHURA et al. 2000; HUDMON et al. 2005;
GRUETER et al. 2006). Durch einen vermehrten Einstrom von Ca?* liber die L-Typ-Kanéle
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kénnte die diastolische Ca®*-Uberladung bei unverdnderter Ca**-Beladung des SR erklart
werden.

Des Weiteren haben wir in den begleitenden Untersuchungen (SAG et al. 2009a) gesehen,
dass die CaMKIl nach Strahlenexposition dosisabhéngig die Ca®'-Spark-Frequenz
(spontane, diastolische Ca*-Freisetzungen) erhoht. Eine Zunahme des SR-Ca?*-Lecks in
der Diastole kdnnte zu der in dieser Arbeit gemessenen, diastolischen Ca®*-Uberladung
beigetragen haben. Wobei ungeklart bleibt, ob das SR Ca**-Leck Resultat oder Ursache der
Ca*-Uberladung in der Diastole ist. Fiir die CaMKIl Aktivierung (oder weitere CaMKI
Aktivierung) scheint dieser RyR-abhangige Mechanismus allerdings von Bedeutung zu sein
(Wagner et al. 2011).

Des Weiteren konnte die bereits bekannte CaMKII-abhéngige RyR-Phosphorylierung an
Serin-2815 fir den Ca®-Transienten-Amplituden-Anstieg nach  Strahlenexposition
verantwortlich sein. Denn eine CaMKIl-abhéngige RyR-Phosphorylierung fuhrt Gber einen
vermehrten Ca”*-Ausstrom aus dem SR zu einem Anstieg der Ca®-induzierten-Ca®*-
Freisetzung (MAIER et al. 2003; KOHLHAAS et al. 2006), was auch in diesem
Zusammenhang Ca**-Transienten-Amplitude und fraktionelle Ca**-Freisetzung erhht haben
konnte.

In Ubereinstimmung mit dieser Vermutung vermindert eine CaMKlII-Inhibition die Ca®*-
Transienten-Amplituden und fraktionelle Ca**-Freisetzung in den 4 Gy und 20 Gy Gruppen.
Ein weiterer Mechanismus, der in den CaMKIl-abhéngigen Anstieg des diastolischen Ca**
involviert sein konnte, ist die Na’-Kanal-Regulation durch die CaMKIIl. So zeigten WAGNER
et al. (2006), dass die CaMKIl den sog. spaten Na'-Einstrom erhoht. Die begleitenden
Experimente von NEUMANN et al. 2010 zeigen, dass die strahleninduzierte CaMKII-
Aktivierung zu einer intrazellularen [Na']-Akkumulation fiihren. Als Folge kénnte der ,reverse
Mode* des Na'/Ca®-Antiporters aktiviert werden, der kompensatorisch Na* nach
extrazellular und Ca*" in die Zelle hineintransportiern wiirde, was zur diastolischen Ca?*-
Uberladung des Kardiomyozyten beigetragen haben kénnte. Die radikalvermittelte

Aktivierung des Na*/Ca?*-Antiporters kdnnte diesen Mechanismus beglinstigt haben.

Die Arbeiten von JOSEPHSON et al. (1990), GOLDHABER und LIU (1994) und TIMOLATI et
al. (2006) zur ROS-Wirkung auf den Ca®*-Haushalt postulieren dhnliche Ergebnisse. So
wurde, wie in dieser Arbeit, ebenfalls ein initialer Anstieg des diastolischen Ca* und der
Ca?-Transienten-Amplituden nach ROS-Expositon des Kardiomyozyten gemessen.
Allerdings war dieser Anstieg jeweils nur initial vorhanden, langfristig zeigte sich eine negativ
inotrope Wirkung auf den Ca*-Haushalt. Es ist daher, und aufgrund der bekannten
langfristigen  klinischen  Komplikationen nach  Strahlenexposition des Herzens

(Herzinsuffizienz), davon auszugehen, dass ionisierende Strahlung ebenfalls nur kurzfristig
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positiv inotrop wirkt. Denn ein CaMKII-abhédngiges SR-Ca”**-Leck und eine Ca®*-Uberladung
sind charakteristisch fiir ein gestortes ,Ca®*-Cycling® wie es auch in der Herzinsuffizienz
vorkommt. So ist das veranderte ,Ca®*-Cycling“ nach Bestrahlung als Hinweis fiir eine tief
greifende Schadigung des Kardiomyozyten nach Bestrahlung anzusehen sind.
Interressanterweise generierten TIMOLATI et al. (2006) die ROS durch Inkubation mit dem
Chemotherapeutikum Doxorubicin. Da die Ergebnisse (initial positive Inotropie) &hnlich
denen dieser Arbeit waren, konnte klinisch eine kombinierte Radiochemotherapie mit
Doxorubicin die kardiotoxische Wirkung ionisierender Strahlung auf das Herz potenzieren,
woflr es in der Tat Hinweise in der Literatur gibt (bei Kombination mit Anthrazyklinen
wahrend oder direkt nach radioonkologischer Behandlung akutes Auftreten von
Kardiomyopathien (SINGAL und ILISKOVIC 1998, SCHULTZ-HECTOR und TROTT 2006).

Die Integritat des Ca?*-Haushalts des einzelnen Kardiomyozyten stellt die Grundlage der
Funktion des Herzens dar (BERS 2001). lonisierende Strahlung beeintrachtigt tber die
CaMKII-Aktivierung den Ca**-Haushalt derart, dass es zu einer vermehrten Ca**-Freisetzung
und zu einer Ca*-Uberladung in der Diastole kommt. Allgemein ist eine Ca®*-Uberladung
des Kardiomyozyten mit einem verminderten Zelliberleben verbunden (JOSEPHSON et al.
1991). Die begleitenen Untersuchungen (NEUMANN et al. 2010) zeigen in der Tat auch ein
vermindertes Zelliiberleben nach Strahlenexposition, das sich, wie die Ca**-Uberladung in
der Diastole und die vermehrte Ca**-Freisetzung, sowohl durch Inkubation mit Melatonin als
auch durch CaMKII-Inhibition deutlich verbessern lasst.

Dies bestatigt, dass der positiv inotrope Effekt nach Strahlenexposition (vermehrte Ca?-
Freisetzung, diastolische Ca*-Uberladung) als frilhe Anzeichen fiir eine tief greifende

Schadigung des Kardiomyozyten interpretiert werden missen.

4.1.3 Zur Wirkung ionisierender Strahlung auf Ca**-
Relaxationskinetik und Ca*-Beladung des SR in isolierten

Herzmuskelzellen

Ein weiteres Zielprotein der CaMKIl ist Phospholamban (PLB) (BRITTSAN und KRANIAS
2000; SIMMERMAN et al. 1986). Da eine CaMKIll-abhangige Phosphorylierung von PLB an
Threonin-17 die Inhibition der SERCA2a aufhebt, kommt es einerseits zu einer
Relaxationsbeschleunigung und andererseits zu einem Anstieg der Ca®*-Beladung des SR
(MAIER und BERS 2007, SAG et al. 2007). Dieser Mechanismus kdnnte auch fir die
strahleninduzierte Aktivierung der SERCA2a mitverantwortlich sein, da sowohl Melatonin
(Verminderung der ROS-abhangigen CaMKII-Aktivierung) als auch die direkte CaMKII-
Inhibition mit AIP die Relaxationsbeschleunigung verringerte.
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Trotz der gemessenen vermehrten Ca?-Freisetzung, zeigten (iberraschenderweise die
Messungen der Ca**-Beladung des SR nach Strahlenexposition keinen Abfall der Ca*-
Beladung. Da bei der Maus 90% des systolischen Ca®* wahrende der Diastole durch die
SERCAZ2a ins SR aufgenommen wird (MAIER und PIESKE 2000), ist vermutlich die
strahleninduzierte Relaxationsbeschleunigung fir den konstanten SR-Gehalt nach
Bestrahlung verantwortlich. So kénnte eine Aktivierung der SERCA2a die diastolische Ca**
Elimination im Zytosol zugunsten des SR verschoben haben, was konsekutiv die vermehrte

Ca?-Freisetzung kompensiert haben konnte.

Sowohl durch Einsatz des Radikalfangers Melatonin als auch durch CaMKII-Inhibition
veranderte sich die SR Ca?-Beladung nach Bestrahlung nicht. Vermutlich war hierfir
einerseits die Verminderung des Ca®*-Lecks aus dem SR bei gleichzeitiger Verlangsamung
der Relaxation nach Einsatz von Melatonin/AIP verantwortlich, wodurch dann in der Summe
die Ca**-Beladung des SR unverandert blieb.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit den Untersuchungen von TIMOLATI et al. (2006) zur
Doxorubicin induzierten ROS-Wirkung zeigt dhnliche Ergebnisse in Bezug auf vergrélierte
Ca*"-Transienten-Amplituden, aber Unterschiede beziiglich Relaxationsbeschleunigung und
SR-Ca®-Beladung. So wurde in der Arbeit von TIMOLATI et al. (2006) eine leicht
verlangsamte Relaxation und verringerte SR-Ca**-Beladung nach Doxorubicin induzierter
ROS-Exposition gezeigt. Da die Kardiomyozyten von TIMOLATI et al. (2006) etwas langer
(18-24 Stunden) ROS exponiert wurden schlagen mdéglicherweise diese Parameter als erste
von einer initial positiven zu einer negativen Wirkung auf den Kardiomyozyten um. Da die
vorliegende Arbeit sich aber ausschliellich mit der initialen Wirkung ionisierender Strahlung
befasst, war wohl nur eine Beschleunigung der Relaxation messbar.

Die begleitenden Experimente von SAG et al. 2011 zeigte sich in der Tat auch, dass 24 h

nach Bestrahlung die SR-Ca?*-Beladung nicht mehr konstant sondern erniedrigt ist.

4.1.4 Zur Wirkung ionisierender Strahlung auf die

Kontraktionsstarke in isolierten Herzmuskelzellen

Die Messungen der Kontraktionsstarke korrelierten mit der Wirkung ionisierender Strahlung
auf den Ca**-Haushalt. Da die Kontraktionsstarke nach BLINKS (1986) und HUXLEY (1969)
proportional der systolischen Ca?*-Konzentration ist, nahm die Zellverkiarzung nach
Strahlenexposition zu. ROS direkt oder Uber kénnen Uber eine PKA-abhangige
Signalkaskade die Ca®*-Sensitivitat der Myofilamente modifizieren (BRENNAN et al. 20086).
Da nach CaMKIl-Inhibition trotz ROS-Generierung keine Zunahme der Kontraktionsstarke

messbar war, scheint dieser Mechanismus in dieser Arbeit kaum eine Bedeutung fur die
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Kontraktilitdt zu haben. Da ROS-abhangige PKA-Effekte in dieser Arbeit aber nicht
untersucht worden sind, kann tber einen Einfluss der PKA-Signalkaskade nach Bestrahlung

nur spekuliert werden.

l. lonisierende Strahlung

Radiolyse von H20
(HERRMANN und BAUMANN 1997)

diverse direkte ROS-Effekte @ Il. Radikale?t J——————————=Inhibition mit Melatonin

Oxidation an Metionin 281/282

Nat*/CaZ*-Antiporter-Aktivierung: (ERICKSON et al. 2008)
[Na*]i |, [Caz*]it
Diastolisches Caz* 1 @ Inhibition mit AIP

~N

lll. CaMKII-Aktivierung

ajtonome A'r‘]“"“f?‘ durch sy _PhOSphOIYli€rung von Phospholamban
utophosphorylierung BRITTSAN und KRANIAS 2000; SIMMERMANN et

. al. 1986
Na* Kanal-Regulation:

[Na*]it \
(WAGNER et al. 2006) Phosphorylierung L-Typ-Kanal:
Transientenamplituden 1

Phosphorylierung RyR: géﬁ%?ést;léfoz%%sHUDMON etal. 2005;
Transientenamplituden ’
Fraktionelle Ca2*-Freisetzung 1 SERCA2a-Aktivierung:
Ca?*-Spark Relaxationszeit 80% |
(SAG etal. 2009) \ Diastolisches Ca2* 1 ’

SR Ca?* konstant

Abb. 4.1 Schema maoglicher akuter Wirkmechanismen ionisierender Strahlung auf den Kardiomyozyten.

4.2 Mogliche klinische Folgen einer strahleninduzierten
CaMKII-Aktivierung

Da in der kardiologischen Forschung CaMKII-Aktivierung langfristig mit Herzinsuffizienz
Entwicklung und Arrhythmien in Verbindung gebracht werden, konnte die hier gezeigte
strahleninduzierte CaMKII-Aktivierung an den klinisch bekannten Komplikationen nach

Strahlenexposition des Herzens (u.a. Herzinsuffizienz, Arrhythmien) beteiligt sein.

Denn bereits akut nach mediastinaler Strahlenexposition kénnen EKG-Veranderungen
auftreten. So kdnnten mdglicherweise die im Rahmen der Bestrahlung nach linksseitigem
Mamma-Karzinom beschriebenen Repolarisationsstérungen, QRS-Abnormalitaten,
Verlangerungen der QT-Zeit und eine AP-Verlangerug (BILLER et al. 1979, WEHR et al.
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1982, LINDAHL et al. 1983, ANIGBOGU et al. 2008) durch eine akute, moglicherweise
CaMKlI-involvierte, Beeinflussung des Ca®*-Haushalts verursacht worden sein.

In die klinisch beschriebene pro-arrhythmogene Wirkung ionisierender Strahlung (GAYA und
ASHFORD 2005; VAN RISJWIK et al. 2008) kénnte ebenfalls eine CaMKII-Aktivierung
involviert sein. So kénnten Uber die CaMKIl-abhangige Phosphorylierun der L-Typ-Kanale
oder RyR-Rezeptoren (erhdhte Inzidenz von pro-arrhyhtmogenen, diastolischen Ca?-
Freisetzungen) friihe bzw. spate Nachdepolarisationen hervorgerufen werden (SAG et al.
2009b). Auch durch die CaMKIll-abhangige Regulation der Na’-Kanile (WAGNER et al.
2006) kénnten moglicherweise die klinisch beobachteten Arrhythmien verursacht werden.
Eine wesentliche Komplikation mediastinaler Strahlenexposition ist die Entwicklung einer
dilatativen Kardiomyopathie (SCHULTZ-HECTOR und TROTT 2006). Da diverse
Untersuchungen gezeigt haben, dass eine CaMKII-Aktivierung (oder Uberexpression im
transgenen Mausmodell) langfristig zur dilatativen Kardiomyopathie fiihren kann (MAIER et
al. 2003; ZHANG T et al. 2004; Al et al. 2005; ZHANG R et al. 2005), kénnte eine
strahleninduzierte = CaMKII-Aktivierung mdglicherweise zur Kardiomyopathie nach

Strahlenexposition des Herzens beitragen.

A Wildtyp 6 Wochen alt B TG 6 Wochen alt C TG 13 Wochen alt

Abb. 4.2 Beispiel fiir die CaMKlI-induzierte dilatative Kardiomyopathie. Durch Uberexpression der
CaMKIIdc im transgenen (TG) Mausmodell kommt es zur Hypertrophie und Insuffizienz des Herzens.
Abbildung modifiziert nach MAIER et al. 2003, S. 915.

Zudem ist langfristig nach Strahlenexposition eine AV-Blockade beobachtet worden
(BORREL et al. 1990; KNIGHT und SUTTON 1996). Da die CaMKIl ebenfalls in die
Regulation des AV-Knotens involviert ist (KHOO et al. 2005, WU et al. 2009), kénnte die
strahleninduzierte CaMKII-Aktivierung maoglicherweise auch in die AV-Blockade nach
Strahlenexposition des Herzen involviert sein, was klinisch allerdings eine sehr seltene,

klinische Komplikation darstellt.
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lonisierende Strahlung

Radikale 1
Therapeutischer Ansatz:
|— CaMKIllI-Inhibition
Schadigung von CaMKII-Aktivierung

/j \\

dilatative Kardiomyopathie AV-Block
ANF-Anstieg Arrhythmien

Abb. 4.3 Schema maglicher klinischer Folgen der langfristigen CaMKII-Aktivierung und ein Modell zu

einem eventuellen, zukiinftigen Therapieansatz.

4.2.1 ANF-Anstieg nach Strahlenexposition des Mediastinums:

Hinweis fur CaMKIl-Aktivierung?

Der atriale, natriuretische Faktor (ANF) wird von den Kardiomyozyten des Vorhofs und bei
starker Dehnung auch vom Ventrikel freigesetzt. Klinisch kann ANF u.a. als Parameter fur
Diagnostik und Prognose akut und chronisch pathologischer Prozesse des Herzens
eingesetzt werden (SCHMIDT et al. 2004).

Die im Nukleus lokalisierte Isoform CaMKII&g ist ein Teil der Signalskaskade zur Expression
vom ANF-Gen. Sie stellt einen Aktivator der Expression und Sekretion von ANF dar. So
korreliert eine hohe CaMKII-Aktivitat mit erhohten ANF-Plasmawerten (RAMIREZ et al. 1997,
COLOMER und MEANS 2000, RONKAINEN 2007).

Nach Strahlenexposition des Herzens sind erhéhte ANF-Plasmawerte messbar, die
gleichzeitig mit kardialer Dysfunktion einhergehen. Nach PERSONS et al. 1996,
WONDERGEM et al. 1999, WONDERGEM, et al. 2001, KRUSE et al. 2002 sollte ANF daher
als friher Marker fir akute und chronische pathologische Prozesse des Herzens nach
Strahlenexposition fungieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen nun die Frage auf, ob dieser ANF-Anstieg
moglicherweise als klinischer Hinweis flr eine strahleninduzierte CaMKII-Aktivierung

gedeutet werden kann.
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4.2.2 Zu einem moglichen, therapeutischen Ansatz bei

mediastinaler Strahlenexposition

Die Wirkung ionisierender Strahlung auf den isolierten Kardiomyozyten Iasst sich in dieser
Arbeit auf zwei Ebenen inhibieren: Auf Radikalebene durch einen Radikalfanger (Melatonin)
und auf Proteinebene durch CaMKII-Inhibition (AIP).

Die Inhibition auf Radikalebene wurde im Tiermodell von KRUSE et al. (2003) und BOERMA
et al. (2008) untersucht. So konnte, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit
zur Verminderung des Bestrahlungseffekts mittels des Radikalfangers Melatonin, auch
in-vivo die Wirkung ionisierender Strahlung auf das Herz durch einen Radikalfanger (hier:
Amifostin, bzw. a-Tocopherol) deutlich vermindert werden. Der Einsatz eines Radikalfangers
verringerte die Abnahme der Herzleistung und die Entwicklung einer dilatativen
Kardiomyopathie, wie sie ohne Radikalfanger auftrat (SCHULTZ-HECTOR et al. 1992;
KRUSE et al. 2003; BOERMA et al. 2008).

Da die Generierung von Radikalen die radioonkologische Grundlage der
Tumorzellschadigung darstellt, koénnte klinisch der Einsatz eines Radikalfangers
problematisch sein.

Eine Alternative kdnnte die Inhibition der Strahlenwirkung auf Proteinebene durch selektive
CaMKIl-Inhibition darstellen. Eine CaMKIl-Inhibition hatte keine Auswirkung auf die
notwendige Generierung von Radikalen, kénnte aber mdglicherweise die Entwicklung der
strahleninduzierten Kardiomyopathie vermindern.

In der kardiologischen Forschung wird eine CaMKII-Inhibition bereits seit einiger Zeit als
neuartiger, therapeutischer Ansatz zur Behandlung dilatativer und ischamischer
Kardiomyopathie und Arrhythmien diskutiert (ANDERSON et al. 2006; MAIER 2006).

Diese Arbeit zeigt, dass eine CaMKII-Inhibition méglicherweise auch bei der Behandlung von

kardialen Nebenwirkungen der Strahlentherapie eine zuklinftige Option darstellen kénnte.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass ionisierende Strahlung eine Wirkung auf den Ca*'-Haushalt
den Kardiomyozyten ausiibt. Die Beeinflussung des Ca?-Haushalts ist dosisabhangig und
wirkt positiv inotrop und lusitrop. Dies wurde in einem dosisabhangigen Anstieg des
diastolischen Ca?*, der Ca**-Transienten-Amplituden, der fraktionellen Ca?*-Freisetzung aus
dem SR und einer Relaxationsbeschleunigung evident. Aus der positiv inotropen Wirkung
auf den Ca®-Haushalt resultierte konsekutiv eine Kontraktionsverstarkung nach
Strahlenexposition.

Die positiv inotrope und lusitrope Wirkung ionisierender Strahlung basierte auf einer
Generierung von Radikalen, deren Konzentration durch den Radikalfanger Melatonin
vermindert werden konnte. Folgerichtig lied sich durch Melatonin auch die positiv
inotrope/lusitrope Wirkung auf den Anstieg des diastolischen Ca®*, der Ca*-Transienten-
Amplituden, der fraktionellen = Ca*-Freisetzung aus dem SR und die
Relaxationsbeschleunigung vermindern.

Eine Hemmung der CaMKIl zeigte, dass die positiv inotrope/lusitrope Wirkung auf Ca®'-
Haushalt und Kontraktion der Kardiomyozyten (teilweise) auf einer CaMKII-Aktivierung durch
Bestrahlung beruhten. So war durch CaMKII-Inhibition die Wirkung ionisierender Strahlung
auf diastolisches Ca®*, Ca®*-Transienten-Amplituden, fraktionelle Ca®*-Freisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum, Relaxationsbeschleunigung und Kontraktionsverstarkung
deutlich verminderbar.

Die Ca®"-Beladung des SR zeigte sich erstaunlicherweise nach Bestrahlung nicht verandert.
So scheint das strahleninduzierte SR-Ca®*-Leck durch eine  gleichzeitige
Relaxationsbeschleunigung (initial) kompensiert zu werden. Weder durch Inkubation mit dem
Radikalfanger Melatonin noch durch Inkubation mit dem CaMKII-Inhibitor AIP &nderte sich
die SR-Ca®**-Beladung, was sich vermutlich auf eine gleichzeitige Verminderung des SR-
Ca”*"-Lecks und der Relaxationsbeschleunigung durch Radikalfinger und CaMKlI-Inhibitor
zurlckfuhren lasst.

Die kardiologische Forschung der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass eine CaMKII-
Aktivierung chronisch zu dilatativer Kardiomyopathie und zu Arrhythmien fihren kann.

Diese Arbeit zeigt nun erstmals, dass in die klinisch bekannten Komplikationen nach
Strahlenexposition des Herzens (u.a. dilatative Kardiomyopathie, Arrhythmien)
moglicherweise eine strahlungsinduzierte CaMKII-Aktivierung involviert sein kénnte. Zudem
zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine selektive CaMKII-Inhibition ein eventueller

therapeutischer Ansatz fir kardiale Komplikationen in der Strahlentherapie darstellen kdnnte.
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