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Einleitung 1

1 Einleitung

Herzinsuffizienz wird definiert als das Unvermdgen des Herzens, eine ausreichende
Versorgung der Gewebe mit Blut und damit mit Sauerstoff sicherzustellen.

Mittlerweile ist allgemein anerkannt, dass es einen Zusammenhang zwischen
pathophysiologischen Veranderungen im kardialen Kalziumhaushalt und der Entstehung der
Herzinsuffizienz gibt (u. a. Hasenfuss 1998; Bers 2006). Eine wichtige Rolle spielt hierbei die
in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase I
(CaMKIl) (Maier et al. 2003; Zhang T et al. 2003).

Die Herzmuskelzelle - mit ihrer Ultrastruktur, ihrem Kalziumhaushalt und ihrer elektrischen
Erregung, Kontraktion und Relaxation - ist zentrales Thema dieser Untersuchung. Daher
werden diese fur das Verstandnis der Arbeit wichtigen, physiologischen Zusammenhéange zu
Beginn der Einleitung beschrieben. AnschlieRend wird die CaMKII ausfuhrlich vorgestellt und
die Mdglichkeiten von CaMKIl-Inhibition bzw. -Knockout aufgefuhrt. Abschlielend werden
die grundlegenden Ziele und Fragen der Arbeit aufgezeigt und erlautert. Im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit werden die angewandten Mess-Methoden und die dafir eingesetzten
Materialien erklart sowie deren Auswertung erlautert. Im zentralen dritten Teil werden alle
Messergebnisse prasentiert und graphisch dargestellt. AbschlieBend werden die eigenen

Messergebnisse im vierten Teil diskutiert und in Bezug zur aktuellen Forschung gesetzt.

1.1 Struktur des Kardiomyozyten

Ein einzelner Kardiomyozyt ist ca. 100 um lang und hat einen Durchmesser von 15-20 pm.
Im Gegensatz zur Skelettmuskelzelle besitzt er meist nur einen zentral gelegenen Zellkern
(selten zwei) und dominiert so als Einzelzelle und nicht als Synzytium. Umgeben sind die
einzelnen Herzmuskelzellen von einer Zellmembran, dem so genannten Sarkolemm. Dieses
stulpt sich in Form von zahlreichen kleinen transversalen Tubuli (T-Tubuli) in die Zelle ein.
Das Sarkolemm besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht, in die Cholesterin sowie
zahlreiche integrale Proteine, z.B. lonenpumpen und —kanale, eingebaut sind. Diese steuern
teils passiv Uber den osmotischen Gradienten, teils aktiv Uber energieverbrauchende
Mechanismen den Ein- und Ausstrom von lonen in bzw. aus den Kardiomyozyten. Das
Sarkoplasmatische Retikulum (SR) dient als Kalziumspeicher und ist ein zentrales

Zellorganell des Kardiomyozyten.



Einleitung 2

Etwa die Halfte des Volumens einer Herzmuskelzelle nehmen die Myofilamente Aktin und
Myosin ein. Sie sind parallel ineinander geschachtelt und bilden zusammen die sogenannten
Sarkomere.

Der enorme Energiebedarf des Herzens wird durch eine sehr hohe Dichte an ATP-
produzierenden Mitochondrien gedeckt.

Zudem enthalt die Herzmuskelzelle auch weitere unerléassliche Zellorganellen, die der
Aufrechterhaltung der Zellphysiologie dienen, wie den Golgi-Apparat, Lysosomen,
Peroxisomen und das Zytoskelett (Bers 2001).

Subsarkolemmale
Zisterne Mitochondrien T-Tubulus

Sarkoplasmatisches
Retikulum

|I-Bande A-Bande

Abbildung 1.1: Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle.
(Modifiziert nach Bers 2001, Seite 3)
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1.2 Elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung des Herzens umfasst den Prozess von der elektrischen
Erregung der Herzmuskelzelle bis hin zur Kontraktion des Herzens.

Durch ein Aktionspotential kommt es zur Depolarisation der Zellmembran in der Systole.
Diese fiihrt zur Offnung spannungsabhangiger L-Typ-Kalzium-Kanéle und somit zum
Kalziumeinstrom in die Zelle. Das einstromende Kalzium triggert die Offnung der im SR
lokalisierten Ryanodinrezeptoren Typ 2 (RYR2), durch welche im SR gespeichertes Kalzium
in das Zytosol ausgeschuttet wird. Fir diese, 1975 von Fabiato A und Fabiato F erstmals
beschriebene, ,Kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung® ist die rdumliche Nachbarschaft der

L-Typ-Kalzium-Kanéle mit den RyR2 des SR von grofRer Bedeutung.

Sarkolemm @ ‘

Mitochondrium

T-Tubulus

Abbildung 1.2: Die elektromechanische Kopplung am Herzen.

Wird eine Kardiomyozyte durch ein Aktionspotential erregt, kommt es zunéchst zu einem Kalziumeinstrom
durch die L-Typ-Kalziumkanéle und daraus resultierend zur Kalzium-induzierten-Kalziumfreisetzung aus dem
SR (rote Pfeile). Der Anstieg des intrazelluldaren Kalziums fuhrt zur Aktivierung der Myofilamente. Im Rahmen
der myokardialen Relaxation wird anschlieBend das Kalzium hauptséachlich tGber die kardiale SR-Kalzium-
ATPase (SERCAZ2a) zuriick in das SR bzw. tiber den Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) zuriick in den
Extrazellul&rraum transportiert (dicke griine Pfeile). Zu geringen Teilen eliminieren auch die Kalzium-ATPase
und der mitochondriale Kalzium-Uniporter Kalzium aus dem Intrazelluldrraum (diinne griine Pfeile).
(Modifiziert nach Bers 2002, S. 198.)

Die Kalziumfreisetzung aus dem SR ist der mengenmafig dominante Mechanismus des
systolischen Anstiegs der freien intrazellularen Kalziumkonzentration von diastolisch etwa
100 nM auf systolisch Uber 1 uM, welcher zur Aktivierung der Myofilamente fuhrt (Bers
2001). Diese setzen damit letztlich die elektrisch/chemische Botschaft in mechanische

Kontraktion um.
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Dafur bindet Kalzium an Troponin C, woraufhin einerseits die Interaktionsstelle von Aktin und
Myosin freigegeben wird, und andererseits die Aktivitatssteigerung bestimmter ATPasen
bewirkt wird. Diese hydrolysieren das am Myosinkdpfchen befindliche ATP zu ADP, worauf
eine Querbriickenbildung zwischen Myosin und Aktin moglich wird. Unter Abgabe des ADP
kann Myosin nun gegentber Aktin abkippen, welches wiederum ein Ineinandergleiten der
Myofilamente zur Folge hat (Huxley 1969).

Diastole Aktinmonomer

Myosinkdpfche

Systole

Kooperative Aktivierung =)

Abbildung 1.3: Das Prinzip der Gleitfilamenttheorie:

Kalzium bindet an Troponin C, woraufhin dieses die Myosinbindungsstelle am Aktin freigibt. Unter
Energieverbrauch dreht sich das Myosinkdpfchen und das Aktinfilament verschiebt sich gegeniiber dem
Myosinfilament. So kommt es zu einem Ineinandergleiten der Filamente.

(modifiziert nach Bers 2001, S. 25)

Damit die Zelle relaxieren kann, muss das Kalzium wieder aus dem Zytosol eliminiert
werden. Dafiir gibt es unterschiedliche Mechanismen:

Die Wiederaufnahme in das SR stellt dabei den quantitativ dominierenden Mechanismus
(Maus 92%, Mensch 70%) der gesamten Kalziumelimination dar (Bers 2002) und geschieht
als aktiver Transport Uber die kardiale SR-Kalzium-ATPase (SERCAZ2a). Die Aktivitdt der
SERCAZ2a ist wiederum durch Phospholamban reguliert (vgl. 1.3.4, S. 7-8).

Uber den Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) gelangen bei der Maus 7% und beim
Menschen 28% des gesamten Kalziums zuriick in den Extrazellularraum. Zu sehr geringen
Teilen (Maus 1% und Mensch 2%) wird Kalzium auch durch die sarkolemmal gelegene
Kalzium-ATPase und den mitochondrialen Kalzium-Uniport eliminiert (Bers 2002).

Durch diese Vorgange sinkt die intrazellulare Kalziumkonzentration wieder auf etwa 100 nM,
es kommt zur ATP-Anlagerung an das Myosinkdpfchen und die Querbriickenverbindung zum

Aktin wird wieder geldst - die Zelle relaxiert.
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1.3 Kardiomyozytarer Kalziumstoffwechsel

Kalzium ist ein wichtiger Botenstoff im Kardiomyozyten. Es reguliert zum einen zahlreiche
am Kalziumstoffwechsel beteiligte Enzyme und Kanale und ,lbersetzt* zum anderen das
elektrische Signal in mechanische Kontraktion. Kalzium steht dabei nicht am Anfang der
Signalkette, sondern agiert als sekundéarer Botenstoff (second messenger).

Um den Kalziumstoffwechsel besser verstehen zu konnen, sollen nun die an der
elektromechanischen Kopplung beteiligten Kanadle und Organellen einzeln vorgestellt

werden.

1.3.1 L-Typ-Kalzium-Kanal

Aufgrund seiner Sensitivitdt gegeniber 1,4-Dihydropyridin wird der L-Typ-Kalzium-Kanal
auch als Dihydropyridinrezeptor bezeichnet. Aktiviert wird der Kalziumeinstrom (ber den L-
Typ-Kalzium-Kanal durch die Membrandepolarisation, welche durch den schnellen
Natriumeinstrom zu Beginn eines Aktionspotentials bedingt wird. Die Inaktivierung erfolgt
zum einen durch lang anhaltende Depolarisation und zum anderen durch einen negativen
Feedbackmechanismus, bedingt durch steigende intrazellulare Kalziumkonzentrationen.
Dies schutzt die Zelle vor Kalziumiberladung. Beta-adrenerge Stimulation kann die cAMP-
abhangige Proteinkinase A (PKA) zur Phosphorylierung des L-Typ-Kalzium-Kanals
veranlassen. Dieser reagiert auf die Phosphorylierung mit einem verstarkten
Kalziumeinstrom (Bers 2001). Auf den Einfluss der CaMKIl auf den L-Typ-Kalzium-Kanal
wird in Abschnitt 1.4.3.1, S. 12 genauer eingegangen.

1.3.2 Sarkoplasmatisches Retikulum

Das SR ist von einer Membran umgeben und bildet so gegeniiber dem intrazellularen Raum
ein eigenes Kompartiment. Aufgebaut ist es in Form von longitudinalen Tubuli (L-Tubuli) und
terminalen Zisternen. Es hat drei zentrale Aufgaben im Kalziumstoffwechsel der
Herzmuskelzelle:  Die  Kalziumspeicherung, die  Kalziumfreisetzung und die
Kalziumwiederaufnahme.

Die Kalziumspeicherung erfolgt im Inneren des SR, Kalzium wird dort an das Protein
Calsequestrin gebunden. Fir die Ausschittung sind die RyR2 verantwortlich. Diese sind in

der Membran der terminalen Zisternen des SR lokalisiert.
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Die Wiederaufnahme des intrazellularen Kalziums in das SR ist essentiell fir die Relaxation
der Zelle. Sie erfolgt Uber die energieverbrauchenden SERCAZ2a, die sich in den L-Tubuli
des SR befinden und in die Membran eingelagert sind.

Die Menge des im SR gespeicherten Kalziums korreliert positiv mit der Kraftentwicklung
durch die Myofilamente, d.h. je mehr Kalzium im Speicher ist, desto starker kontrahiert die
Zelle (Bers 2001; Maier und Bers 2002). Bei jeder Kontraktion wird zwar nur ein Teil des im
SR befindlichen Kalziums ausgeschiittet, trotzdem ist es von zentraler Bedeutung, den
gesamten SR-Kalziumgehalt zu bestimmen.

Eine vermehrte Kalziumspeicherung im SR wird vor allem bei steigenden Frequenzen
moglich (Maier et al. 2000b). Der Kalziumeinstrom tber den L-Typ-Kalzium-Kanal wird u.a.
durch beta-adrenerge Stimulation gesteigert (Bers 2001). Der daraus resultierende erhéhte
intrazellulare Kalziumgehalt fiihrt zu einer vermehrten Einspeicherung des Kalziums in das
SR. Durch den héheren Kalziumgehalt im SR wird nun eine verstarkte Kontraktion mdglich
(positive Kraft-Frequenz-Beziehung) (Bers 2001; Maier et al. 2002; Pieske et al. 1995).

Im insuffizienten Herzen ist diese positive Kraft-Frequenz-Beziehung aufgehoben (Mulieri et
al. 1992; Pieske et al. 1999). Weiterhin finden sich je nach untersuchter Spezies
Unterschiede. Kleine Sauger, wie beispielsweise Mause, weisen haufig eine eher negative
Kraft-Frequenz-Beziehung auf. Dies ist hauptsachlich durch die unterschiedliche SR-
Beladungsfahigkeit bedingt (Bers 2001; Maier et al. 2000a und 2000b).

1.3.3 Ryanodinrezeptor Typ 2

Die SR-Kalzium-Freisetzungskandle werden aufgrund der hohen Affinitat zum neutralen
Pflanzenalkaloid Ryanodin als Ryanodinrezeptoren (RyR) bezeichnet. Es sind drei
verschiedene Isoformen (Typ 1, Typ 2 und Typ 3) bekannt, welche in unterschiedlichen
Geweben exprimiert werden. Hier soll nur auf die im Herzen vorherrschende Isoform, den
Ryanodinrezeptor Typ 2 (RYR2), eingegangen werden. Die RYR2 sind in den terminalen
Zisternen des SR lokalisiert und in grof3en Gruppen organisiert (Bers 2002). Sie werden
durch transsarkolemmal einstromendes Kalzium aktiviert. Dieser Mechanismus wird als
,Kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung“ (Fabiato A 1983; Fabiato A und Fabiato F 1975)
bezeichnet. Etwa 25 L-Typ-Kalziumkandle und 100 RYR2 bilden einen Knotenpunkt
zwischen einstromendem Kalzium von extrazellular und den RYR2. Diese lokalen SR-
Freisetzungseinheiten werden als junction oder couplon bezeichnet (Bers und Guo 2005).
Aus dem SR via RyR2 gelangt der Hauptanteil des fur die Kontraktion benotigten Kalziums in
den Intrazellularraum, dies sind beim Menschen 60-70%, bei der Maus sogar 90% des fir

die Kontraktion zur Verfugung stehenden Kalziums (Bers 2001; Maier et al. 2000b). Das
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Ubrige Kalzium gelangt aus dem Extrazellularraum durch den L-Typ-Kalzium-Kanal in die
Zelle. Diese Werte spiegeln jedoch lediglich das Verhéltnis bei Gleichgewichtsbedingungen
wider. Das genaue Verhaltnis ist abh&ngig von der Starke der Kontraktion und somit auch
von Anderungen der Frequenz (positive bzw. negative Kraft-Frequenz-Beziehung) (Bers
2001). Die RyR2 unterliegen einer komplexen Regulation durch unterschiedliche
Proteinkinasen und Phosphatasen. Von besonderer Relevanz sind hierbei die
Phosphorylierung durch die c-AMP-abhangige PKA (Marx et al. 2000; Xiao B et al. 2006)
und durch die CaMKIl (Rodriguez et al. 2003; Wehrens et al. 2004; Wichter et al. 1991) zu
nennen. Weiterhin haben auch Calmodulin (CaM) (Maier und Bers 2002), sowie das FK-
Bindungsprotein (FKBP) und weitere endogene Effektoren und pharmakologische
Substanzen Einfluss auf die Regulation der RYR2 (Zucchi und Ronca-Testoni 1997).

Koffein bindet reversibel an die RyR2 und bewirkt konzentrationsabhangig deren komplette
Offnung. Es wird eine vollstandige Kalziumentleerung des SR und daraus folgend eine
starke Kontraktur hervorgerufen. Die gezielte Koffein-Applikation wurde in der vorliegenden
Arbeit genutzt, um semiquantitativ den SR-Kalzium-Gehalt zu bestimmen.

Fur die Deaktivierung der RYR2 werden drei verschiedene Mechanismen diskutiert: Zum
einen die zufallige Abnahme der Offnungswahrscheinlichkeit, zum anderen der Schluss der
RyR2 aufgrund der lokalen Entleerung des SR und als drittes die RyR2-Adaptation bzw.
RYR2-Inaktivierung im Sinne einer ,Refraktarzeit* (Bers 2002). Diese Mechanismen erfolgen
kalziumabhéangig Gber negative Feedbackmechanismen.

In der Diastole kommt es zu spontanen Kalzium-Freisetzungsereignissen, den so genannten
Kalziumsparks (Cheng et al. 1993). Diese entstehen durch eine Aktivierung von einigen
wenigen (3-10) RYR2 in einem couplon (Mejia-Alvarez et al. 1999) und wurden fiur die

vorliegende Arbeit mittels des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops untersucht.

1.3.4 SR-Kalzium-ATPase und SR-Kalziumaufnahme

Die kardiale SR-Kalzium-ATPase (SERCAZ2a) ist eine in den L-Tubuli des SR lokalisierte,
energieverbrauchende Kalziumpumpe. |hre Aufgabe ist es, die zytosolische
Kalziumkonzentration nach der Kontraktion mdglichst schnell wieder zu senken und somit
maldgeblich zur Relaxation wéahrend der Diastole beizutragen (Inesi 1985; Schatzmann
1989). Die SERCAZ2a transportiert je zwei Kalziumionen, unter Verbrauch eines Molekiils
ATP, aus dem Zytoplasma in das SR (Tada et al. 1982).

Die SERCA2a unterliegt einem Regulationsmechanismus durch Phospholamban (PLB)
(Tada et al. 1975). In unphosphoryliertem Zustand liegt Phospholamban vorwiegend als

Monomer vor und hemmt die SERCA2a. Wird es phosphoryliert, bildet sich ein PLB-
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Pentamer, welches von der SERCA2a abdissoziiert und diese durch Wegfall der Hemmung
aktiviert. Die starke Affinitat der SERCA2a gegeniber Kalzium macht es moglich, dass sie
auch bei sehr geringen Kalziumkonzentrationen im Zytosol aktiv bleibt.

Phospholamban unterliegt seinerseits selbst strengen Regulationsmechanismen. Es hat drei
verschiedene Phosphorylierungsstellen die durch unterschiedliche Kinasen phosphoryliert
und dephosphoryliert werden kénnen.

Die PKA, welche nach beta-adrenerger Stimulation vermehrt im Zytosol vorliegt,
phosphoryliert Phospholamban cAMP-abhéngig an der Aminosaure Serin (Ser)-16
(Simmerman et al. 1986). Die zweite Phosphorylierungsstelle von Phospholamban ist
Threonin (Thr)-17. Dort greift die CaMKII an (Le Peuch et al. 1979; Simmerman et al. 1986)
(vgl. 1.4.3.3, S. 13). Durch die Kalzium/Phospholipid-abhangige Proteinkinase C (PKC) wird
Phospholamban an Ser-10 phosphoryliert (Mattiazzi et al. 2005).

Durch verstarkte Phosphorylierung von Phospholamban und die konsekutive Aktivierung
(bzw. De-Inhibierung) der SERCA2a kommt es jeweils zu einer schnelleren und vermehrten
SR-Kalziumbeladung. Da somit das zytosolische Kalzium schneller eliminiert wird und mehr
Kalzium zur Ausschittung und zur Kontraktion zur Verfligung steht, wird durch die
Phosphorylierung sowohl ein lusitroper als auch ein inotroper Effekt induziert (Bers 2001).
Dephosphoryliert wird Phospholamban jeweils von SR-assoziierten Phosphatasen (Kranias
und Di Salvo 1986).

1.3.5 Natrium-Kalzium-Austauscher

Der zweite wichtige Mechanismus zur Kalziumelimination wéhrend der Diastole ist der
Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX). Er ist ein hauptsachlich in den T-Tubuli und im
Sarkolemm der Zelle eingelagerter, passiver Transporter, welcher entlang des
elektrochemischen Gradienten arbeitet. Im Austausch mit drei Natriumionen befordert der
NXC ein Kalziumion in den Extrazellularraum.

Damit der NXC arbeiten kann, bendtigt er deswegen einen weiteren Transporter: Die
Natrium/Kalium-ATPase, welche den fir den NCX notwendigen treibenden

elektrochemischen Natriumgradienten aufrecht erhalt (Reuter und Seitz 1968).

1.3.6 Weitere Kalziumtransporter

Es existieren noch zwei weitere, quantitativ aber sehr untergeordnete Mechanismen der

Kalziumelimination: zum einen die sarkolemmale Kalzium-ATPase, welche Kalzium in den

Extrazellularraum pumpt, und zum anderen der mitochondriale Kalzium-Uniporter, welcher
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eine Kalziumaufnahme in die Mitochondrien bewirkt. Da beide Transporter gemeinsam nur
etwa 2% des gesamten intrazellularen Kalziums eliminieren (Bers 2001), wurden sie bei den
folgenden Experimenten vernachlassigt.

1.4 Die Kalzium/Calmodulin-abh&ngige Proteinkinase Il (CaMKIl)

Die Enzyme aus der Familie der Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinasen (CaMK)
sind Serin/Threonin-spezifische Proteinkinasen. Diese multifunktionellen Kinasen sind vor
allem im Nervengewebe und im Herzen zu finden. Es sind drei Unterformen bekannt, die
CaMKl, -1l und -1V, wobei die CaMKII die dominante Isoform im Herzen darstellt (Jett et al.
1987) und malgeblich an der Regulation der elektromechanischen Kopplung beteiligt ist.
Dies wird im Folgenden genauer dargestellt.

1.4.1 Allgemeines und Struktur der CaMKII

Es sind vier verschiedene Gene bekannt, welche fir die Isoformen der Kalzium/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il (CaMKII) codieren. Je nach codierendem Gen unterteilt man die
CaMKIl daher in die Unterformen: a, 3, y und 8. Diese werden in verschiedenen Geweben
exprimiert. Die CaMKIlla und 8 kommen vor allem im Gehirn vor und sind an Lernprozessen
sowie an der neuronalen Plastizitat beteiligt (u. a. Lisman et al. 2002; Silva et al. 1992). Im
Herzen kommen die y- und &-Unterformen der CaMKII vor (Tobimatsu und Fujisawa 1989).
Die CaMKII® herrscht quantitativ vor, wohingegen die CaMKIly zu deutlich geringeren
Anteilen exprimiert wird (Braun und Schulman 1995; Maier und Bers 2002). Die CaMKII&
wird wiederum in zwei verschiedene Splicevarianten eingeteilt: Im Zellnukleus existiert, durch
ihre Kern-Lokalisations-Sequenz bedingt, ausschlie3lich die Splicevariante CaMKIIdg. Im
Zytosol der Kardiomyozyten findet sich die Splicevariante CaMKIIdc.

Im Allgemeinen verbinden sich sechs bis zwolf CaMKIId-Untereinheiten durch
Oligomerisation und bilden radférmig angeordnet ein groRes Holoenzym. Jede Untereinheit
besteht aus drei Anteilen: Einer katalytischen, einer zentral regulatorischen und einer
Verbindungsdoméne. Die regulatorische Doméane beinhaltet unter anderem die
Autoinhibitionsregion und die Kalzium/Calmodulin-Bindungsstelle und ist fur die Aktivierung
bzw. Inaktivierung der CaMKIl zustdndig. Mit Hilfe der katalytischen Doméane werden
Zielsubstrate phosphoryliert. Die Verbindungsdomane hat vorwiegend die Aufgabe, die

einzelnen CaMKIId-Monomere durch Zusammenschluss von 6-12 dieser Untereinheiten zu
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einem grofRen Holoenzym zu verbinden. Der Aufbau der CaMKIl ist in Abbildung 1.4

dargestellt.
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Abbildung 1.4: Struktur und Aufbau der CaMKII.

Die CaMKII$ besteht aus drei verschiedenen Doménen. Einer katalytischen, einer regulatorischen und einer
Verbindungsdoméne. Die einzelnen CaMKII3-Monomere lagern sich mit 6-12 weiteren CaMKII3-Monomeren
zu einem groBen Holoenzym zusammen. Die Aktivierung erfolgt zum einen direkt durch Kalzium-Calmodulin
und zum andern durch Autophosphorylierung.

(Modifiziert nach Maier und Bers 2002, S. 924)

1.4.2 Aktivierung und Deaktivierung der CaMKII

Steigt die intrazellulare Kalziumkonzentration bzw. Kalzium/Calmodulin-Konzentration, so
wird die CaMKIl zum einen direkt aktiviert, zum anderen kommt es durch
Autophosphorylierung an der Aminosaure Thr-287 zu einer langer andauernden Aktivierung
(Maier und Bers 2002). Besonders bemerkenswert ist auch eine Art molekulare Switch-
Funktion der CaMKII bzw. des Calmodulins. Beide kdnnen bereits im inaktiven Zustand eine
Bindung mit dem jeweiligen Zielsubstrat eingehen, um dann bei steigender
Kalziumkonzentration und der damit verbundenen Aktivierung sofort agieren zu kénnen.

Zunéchst bildet sich, bedingt durch intrazellularen Kalziumanstieg, ein Kalzium/Calmodulin-
Komplex, welcher aus Calmodulin und 4 Kalziumionen besteht. Dieser kann nun mit der
spezifischen Bindungsstelle der regulatorischen CaMKIl-Untereinheit interagieren. Eine
darauf folgende Konformationsdnderung verdrangt die autoinhibitorische Regulationsstelle
und erlaubt es der katalytischen Doméane an ihrem Zielsubstrat aktiv zu werden. Ein weiterer
wichtiger Mechanismus, der durch Bindung von Kalzium/Calmodulin moglich wird, ist die
Autophosphorylierung der CaMKIl an der Aminosaure Thr-287. Dies bewirkt einerseits eine

700-fach erhohte Affinitdt des CaM/Kinase-Komplexes und ermoglicht zum anderen, dass
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auch nach intrazellularem Kalziumabfall und darauffolgender Abdissoziation von
Kalzium/Calmodulin eine 20-80%ige Aktivitat der CaMKIl verbleibt (Maier und Bers 2002).
Die Inaktivierung der CaMKIIl erfolgt durch spezielle Proteinphosphatasen. Maf3geblich
beteiligt an der Dephosphorylierung der CaMKII sind die Proteinphosphatase 1 (PP1), die
Proteinphosphatase 2A (PP2a) und die Proteinphosphatase 2C (PP2c) (Huke und Bers
2007; Zhang T und Brown 2004). Weiterhin werden zwei Proteinphosphatasen beschrieben,
welche spezifisch die Gruppe der Kalzium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinasen
dephosphorylieren: Die CaMK-Phosphatase und die CaMK-Phosphatase-N (Ishida et al.
2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Proteinphosphatase-1- und -2a-Inhibitor Calyculin
verwendet. Calyculin hemmt durch die Inhibition der PP-1 und -2a die schnelle
Dephosphorylierung der CaMKII (Huke und Bers 2007)

1.4.3 CaMKIl ist ein zentraler Regulator der elektromechanischen Kopplung

Die CaMKIl hat einen entscheidenden Einfluss auf den Kalziumstoffwechsel der
Kardiomyozyten und moduliert eine Vielzahl von Ereignissen im Rahmen der
elektromechanischen Kopplung. So wird sowohl der Kalziumeinstrom durch den L-Typ-
Kalzium-Kanal (Kohlhaas et al. 2006) als auch die SR-Kalzium-Ausschiittung via RyR2
(Maier et al. 2003; Neef et al. 2010) und die SR-Kalzium-Wiederaufnahme via
SERCA2a/PLB (Sag et al. 2007) durch die CaMKIl beeinflusst. Weiterhin wurde 2006
erstmals von Wagner et al. gezeigt, dass die CaMKII auch einen Einfluss auf Natriumstréme

im Herzen hat.
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Abbildung 1.5: Angriffspunkte der CaMKI|I

Die CaMKI|I ist ein wichtiger Regulator der Kalziumhomdostase. Die Abbildung zeigt Phosphorylierungsstellen
und somit Angriffspunkte der CaMKII in der elektromechanischen Kopplung.

(modifiziert nach Maier und Bers 2007, S.632)
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1.4.3.1 CaMKIl und L-Typ-Kalzium-Kanal

Die CaMKIl erzielt durch Phosphorylierung des L-Typ-Kalzium-Kanals einen verstérkten
Kalziumeinstrom und eine verlangsamte Inaktivierung. In zahlreichen Studien wurde gezeigt,
dass der verstarkte Kalziumeinstrom durch sogenannte Kalzium-abhéngige Facilitation, also
eine Bahnung, zustande kommt (Anderson et al. 1994; Xiao RP et al. 1994; Yuan und Bers
1994). Versuche von Maier et al. (2003) und Kohlhaas et al. (2006) mit CaMKIIdc-
Uberexprimierenden Mausen bestatigten diese Ergebnisse. Durch das erhéhte Vorkommen
der CaMKII5: kam es zu einem gesteigerten Kalziumeinstrom und zu einer verlangsamten
Inaktivierung des L-Typ-Kalzium-Kanals. Dies liel3 sich verifizieren, indem Versuche mit
CaMKIl-Inhibitoren durchgefuhrt wurden, welche die zuvor beschriebenen Effekte riickgéngig

machten.

1.4.3.2 CaMKIl und RyR2

CaMKIl kann den RyR2 an der Stelle Ser-2815 phosphorylieren, inwieweit auch eine
CaMKIll-abhangige Phosphorylierung an Ser-2809 erfolgt, wird kontrovers diskutiert (Ai et al.
2005; Kohlhaas et al. 2006; Neef und Maier 2007; Wehrens et al. 2004;). Auch die Datenlage
zu CaMKII-Effekten an den RyR2 ist zum Teil widerspruchlich: So fanden einige Studien eine
verstarkte SR-Kalzium-Ausschittung unter CaMKII-Einfluss (Hain et al. 1995; Witcher et al.
1991). Andere Autoren erhielten genau gegenteilige Ergebnisse mit einer erniedrigten SR-
Kalzium-Entladung (Lokuta et al. 1995). Eindeutig scheint jedoch die Datenlage im Hinblick
auf das spontane diastolische SR-Kalziumleck: Die RyR2 reagieren auf eine verstarkte
CaMKII-Aktivitat mit einer verstarkten spontanen diastolischen Entladung (Sparkfrequenz),
welche zu einem vermindertem SR-Kalziumgehalt fihrt (Guo et al. 2006; Kohlhaas et al.
2006; Maier et al. 2003). Neef et al. fanden 2010, dass die verstarkte CaMKIl-bedingte
RYR2-Phosphorylierung zu einem verstdrkten SR-Kalziumleck in menschlichem
Vorhofmyokard bei Vorhofflimmern fhrt.

CaMKIIg, Uberexprimierende Mause zeigen kardiale Dilatation und erhebliche kontraktile
Dysfunktion durch Storung der Kalziumhomdostase im Laufe der elektromechanischen
Kopplung. Die Hyperphosphorylierung der RYR2 und das erhohte diastolische SR-
Kalziumleck werden ursachlich in Ergénzung der verminderten SERCA2A- bzw. vermehrten
NCX-Expression diskutiert (Maier et al. 2003).
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1.4.3.3 CaMKIl und SERCA2a/PLB

Wie bereits beschrieben, ist zum einen bekannt, dass die CaMKIl Phospholamban an der
Aminosaure Thr-17 phosphoryliert und somit indirekt zu einer Regulation der SERCA2a
beitragt (vgl. 1.3.4, S.7-8). Zum anderen wird von einigen Autoren vermutet, dass die
CaMKIl auch direkt die SERCA2a phosphoryliert (Bassani et al. 1995; Bers 2001) und es
durch die CaMKII-bedingte Phosphorylierung zu einer beschleunigten SR-Kalziumaufnahme
kommt (DeSantiago et al. 2002).

Die Elimination des intrazellularen Kalziums und damit auch die Relaxation auf Zellebene
bzw. in Folge auch des ganzen Herzens beschleunigen sich mit zunehmender Herzfrequenz.
Dieser fundamentale Mechanismus wird als Frequency—dependent-acceleration of relaxation
(FDAR) bezeichnet. Die Rolle der CaMKII bei der FDAR wird z.T. widersprichlich diskutiert
und ist noch nicht abschlieBend geklart (Bassani et al. 1995; DeSantiago et al. 2002;
Hagemann et al. 2000; Huke und Bers 2007; Hussain et al. 1997; Li et al. 1998; Picht et al.
2006; Valverde et al. 2005), In der Diskussion der vorliegenden Arbeit wird nochmals auf

diesen Aspekt eingegangen (vgl. 4.3.2, S. 77-79).

1.4.4 Einfluss der CaMKIl auf die Gentranskription

Die CaMKIl hat, neben den Effekten auf die elektromechanische Kopplung, insbesondere in
Form der nuklear lokalisierten CaMKII&g auch Einfluss auf die Gentranskription (Zhang T et
al. 2007). Die CaMKIl phosphoryliert Klasse-lI-Histon-Deacetylasen, wobei vor allem die
Histon-Deacetylase 4 (HDAC4) hervorzuheben ist. Die HDAC4 wiederum hemmt in
unphosphoryliertem Zustand den Transkriptionsfaktor Myozyten-Enhancer-Faktor-2 (MEF2).
Diese Hemmung wird durch eine Phosphorylierung mittels CaMKII aufgehoben. Wird die
CaMKIl aktiviert bzw. ist sie im Ubermaf vorhanden (z.B. genetisches (iberexprimierendes
Mausmodell, biomechanischer Stress, etc.), phosphoryliert sie HDAC4 im Nukleus und im
Zytoplasma. Im Zytoplasma wird durch die Phosphorylierung der Import der HDAC4 in den
Zellkern gestoppt. Im Nukleus induziert die Phosphorylierung des HDAC4 an zwei
Serinresten die Anlagerung von zwei Chaperon-Proteinen 14-3-3 und den Export des
Komplexes in das Zytoplasma (Backs et al. 2006). MEF2 und andere Transkriptionsfaktoren
werden so nicht mehr durch HDAC4 gehemmt und kdnnen die Genexpression beeinflussen
(u. a. durch Expression fetaler Genprogramme). Es wird angenommen, dass diese
Mechanismen bzw. der damit verbundene kardiale Umbau (Remodeling) fiir die Entstehung
von Herzinsuffizienz und kardialer Hypertrophie von grol3er Bedeutung sind. Die Einflisse
der CaMKII auf das pathologische Remodeling im Sinne einer Hypertrophie des Herzens

wurden 2009 von Backs et al. und 2010 von Toischer et al. eindrucksvoll beschrieben.
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Abbildung 1.6: Die CaMKIIl und HDACA.

Die CaMKII bewirkt durch Phosphorylierung von HDAC4 zum einen einen Stopp von HDAC4-Import in den
Nukleus und zum anderen induziert sie den Export von nukledrem HDAC4 in das Zytoplasma. Daraus resultiert,
dass das HDAC4 seine Hemmung auf verschiedene Transkriptionsfaktoren (insbesondere MEF2) nicht mehr
ausiiben kann und somit die Expression fetaler Genprogramme angeregt wird.

(Abbildung modifiziert nach Backs et al. 2006, S. 1861)

1.4.5 CaMKIl und Herzinsuffizienz

Bei Herzinsuffizienz kommt es zu einer verminderten Kontraktionskraft des Herzens. Diese
ist mit einer Verminderung der Kalziumtransienten vergesellschaftet, welche wiederum mit
einem verminderten SR-Kalziumgehalt bei Herzinsuffizienz assoziiert sind. Als Ursachen fir
diese Abnahme des SR-Kalziumgehalts bei Herzinsuffizienz werden zum einen eine
verminderte Kalzium-Rickaufnahme in das SR durch Abnahme der SERCA2a-Expression
und zum anderen eine Zunahme des spontanen diastolischen Kalziumlecks angenommen.

Die Rolle der CaMKIl bei der Entstehung der Herzinsuffizienz ist seit langerem zentraler
Forschungsansatz zahlreicher Studien. In insuffizienten Herzen findet sich ein erhohter
Proteingehalt an CaMKIl. 1999 wurden von Hoch et al. und Kirchhefer et al. Untersuchungen
veroffentlicht, die eine positive Korrelation zwischen Expressionslevel der CaMKII und der
Kontraktionskraft insuffizienter Herzen zeigten. Sie vermuteten, dass die CaMKIl auf Grund
der Herzinsuffizienz kompensatorisch erhéht wurde. Diesen Vermutungen entgegen stehen
jedoch 2003 von Zhang T et al. bzw. Maier et al. durchgefuhrte Studien mit CaMKIId.-
Uberexprimierenden-Méusen, welche eine schwere Herzinsuffizienz entwickelten. In

mehreren Untersuchungen in vivo und in vitro zeigten die Tiere eine ausgepragte kardiale
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Hypertrophie, Dilatation der Herzen und eine eingeschrankte Kontraktilitat. Auf Zellebene
fuhrte die Uberexpression der CaMKII3. zu einer Veranderung des Kalziumstoffwechsels der
Kardiomyozyten: Maier et al. fanden 2003 in der CaMKIId.-transgenen Maus ein
ausgepragtes diastolisches Kalziumleck des SR, am ehesten infolge der CaMKII-abhangigen
Hyperphosphorylierung der RyR2. Dieses SR-Kalziumleck fihrte konsekutiv zu einem
erniedrigten SR-Kalziumgehalt, damit zu erniedrigten Kalziumtransienten und einer
Abnahme der Kontraktilitdt. Weiterhin fanden Sag et al. 2009 eine erhebliche Steigerung des
arrythmogenen Potentials in diesen Mausen. Umgekehrt konnte ein protektiver Effekt von
CaMKIl-Inhibition bzw. genetischer Deletion der CaMKIl auf die Entwicklung von
Herzinsuffizienz gezeigt werden (Backs et al. 2009; Zhang R et al. 2005).

1.5 CaMKIId-Inhibition und -Knockout

Es gibt unterschiedliche Mechanismen, um die CaMKII in Kardiomyozyten auszuschalten.
Zum einen ist es moglich, die CaMKIl pharmakologisch mit CaMKII-Inhibitoren zu hemmen.
Zu nennen sind hierbei KN-62 und KN-93, diese inhibieren jedoch nicht nur spezifisch die
CaMKIl, sondern auch die CaMKIV sowie spannungsabhéngige Kalium- und Kalziumkanéle.
Ein weiterer Nachteil der KN-Familie ist die Tatsache, dass sie kompetitiv die Aktivierung
durch Calmodulin inhibiert und somit keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung der
CaMKIl hat (Vest et al. 2007). Folglich ist es bei der Inhibition der CaMKIl durch Pharmaka
der KN-Gruppe nicht auszuschlielen, dass ermittelte Effekte unspezifische
.,Nebenwirkungen® dieser Inhibitoren sind. Eine weitere Substanzklasse, welche wesentlich
selektiver arbeitet als die KN-Gruppe, sind Peptid-Inhibitoren. Beispiele hierfir sind
Autocamide-2-related-inhibitory-peptide (AIP) oder Autocamide-3-Inhibitory-Peptide (AC3-1)
(Ishida et al. 1995). Die Spezifitat dieser Peptid-Inhibitoren ist jedoch teilweise umstritten, so
beschreiben Ishida et al. (1995) AIP als sehr CaMKIl-spezifisch und fanden in ihren
Untersuchungen keinen signifikanten inhibitorischen Effekt auf die PKA, PKC oder CaMKIV.
Vest et al. beschreiben jedoch in einer 2007 veroffentlichten Arbeit, dass AIP auch andere
Calmodulin-abhangige Kinasen und die PKA inhibiere.

Transgene herzspezifische Expression von AC3-1 zeigte einen protektiven Effekt einer
solchen CaMKII-Inhibition hinsichtlich der Entwicklung von Herzinsuffizienz und Hypertrophie
unter chronisch adrenergem Stress sowie nach Herzinfarkt (Zhang R et al. 2005). Allerdings
inhibiert AC3-I neben der CaMKIl auch die Proteinkinase D (Backs et al. 2009), welche
neben der CaMKII unter anderem auch fir den nuklearen Export von HDAC4 verantwortlich
ist und somit bei der Bewertung von gewonnenen Daten unter AC3-I-Inhibition beachtet

werden muss.
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Eine weitere Mdglichkeit, CaMKII-Effekte zu unterdriicken bzw. aufzuheben, ist der
genetische Knockout. Der Knockout der im Herzen dominanten CaMKIId-Isoform (Backs et
al. 2009) zeigte im Gegensatz zur AC3-I-Maus keinen Einfluss auf die Proteinkinase D. Fir
zwei verschiedene Modelle eines solchen CaMKIId-Knockouts konnte erneut ein protektiver
Effekt der CaMKII-Suppression gezeigt werden. Beide Falle wurden untersucht bei
Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion (TAC) (Backs et al. 2009; Ling et al.
2009).

1.6 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Zahlreiche Studien ergaben, dass CaMKIll-vermittelte Effekte eine wichtige Rolle in der
Entstehung der Herzhypertrophie (Backs et al. 2009; Toischer et al. 2010), Herzinsuffizienz
(Maier et al. 2003) und Arrhythmogenese (Sag et al. 2009) spielen. Weiterhin wurde kirzlich
gezeigt, dass die CaMKII auch einen Zusammenhang zum Vorhofflimmern aufweist (Neef et
al. 2010). Dementsprechend wird eine Inhibition der CaMKIl zunehmend als neuartiges
Therapieprinzip angesehen (Neef et al. 2010; Neef und Maier 2007; Sossalla et al. 2010;
Yang et al. 2006). Backs et al. (2009) sowie Ling et al. (2009) konnten bereits zeigen, dass
bei Mausen mit CaMKIId-Knockout ein  protektiver  Phanotyp  hinsichtlich
Herzinsuffizienzentwicklung bei Druckbelastung (TAC) besteht.

CaMKIl hat jedoch neben den oben beschriebenen Rollen in anderen Geweben (vgl.
1.4.1,S.9-10) auch wichtige regulatorische Funktionen im Herzen auf die
elektromechanische Kopplung (vgl. 1.4.3, S. 11). Eine spezifische Inhibition der CaMKII& als
dominanter CaMKII-Isoform im Herzen kénnte das therapeutische Potential der CaMKII-
Inhibition in Hinblick auf Herzinsuffizienz und Arrhythmien realisieren, ohne dass die
regulatorische Funktion anderer Isoformen aufgehoben wird. Dabei kdnnte die verbliebene
CaMKIlly-Aktivitat ausreichend sein die physiologischen Funktionen der CaMKII im Herzen

unter Basalbedingungen zu gewahrleisten.

Da, wie bereits beschrieben, ein protektiver Effekt des CaMKIId-Knockouts bei
Druckbelastung (TAC) aufgezeigt werden konnte (Backs et al. 2009), soll in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob die elektromechanische Kopplung in CaMKII&-Knockout-
Kardiomyozyten unter physiologischen Bedingungen und unter adrenerger Stimulation

beeintrachtigt ist.
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Im Einzelnen wurden deswegen insbesondere folgende Fragestellungen untersucht:

Fiahrt das Fehlen der CaMKI1d im Vergleich zum Wildtyp zu ...

o ...vermehrter Mortalitdt und/oder Veranderungen in den grundlegenden kardialen

biometrischen Parametern?

e ...einer Beeintrachtigung der Kalziumtransienten-Amplituden und der Kontraktilitéat in

isolierten Kardiomyozyten (systolische Funktion)?

e ...zu Veranderungen im Relaxationsverhalten und dem zugrunde liegenden
diastolischen Abfall der Kalziumtransienten (SR-Kalzium-Wiederaufnahme Uber
SERCAZ2a und Kalziumextrusion tber NCX)?

e ...einer Beeintrachtigung der FDAR?

e ...Veranderungen im Post-Pausen-Verhalten?

e ...Verédnderungen am diastolischen SR-Kalziumleck und SR-Kalziumgehalt?

e ...einem veranderten Ansprechen auf beta-adrenerge Stimulation?
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2 Material und Methoden

2.1 Isolation vereinzelter Kardiomyozyten

In der vorliegenden Arbeit wurden isolierte Kardiomyozyten von CaMKIId-Knockout-Mausen
verwendet. Generiert und zur weiteren Verpaarung und wissenschaftlichen Verwendung zur
Verfugung gestellt wurde dieser genetische CaMKII®-Knockout von Dr. Johannes Backs
(Heidelberg). Die detaillierte Generierung des genetischen CaMKIId-Knockout wurde von
Backs et al. (2009) beschrieben: Kurz zusammengefasst wurde der CaMKIId-Knockout
durch das Cre-LoxP System erreicht, indem LoxP-Stellen in den CaMKIId-Locus, die Exone
1 und 2 flankierend, eingesetzt wurden. Diese Exone kodieren einen Teil der katalytischen
Doméne der CaMKIIg, inklusive des flr die Kinase-Funktion essentiellen ATP-Bindungs-
Motivs. Eine entsprechende Deletion erfolgte dann mittels Cre-Rekombinase.

Es wurden sowohl mit Kardiomyozyten von homozygoten als auch von heterozygoten
CaMKIlld-Knockout-Mausen Versuche durchgefihrt und mit Wildtyp-Kontroll-Kardiomyozyten
verglichen. Fir die Versuche wurden weibliche und maénnliche Versuchstiere mit einem
durchschnittlichen Alter von 11 Wochen untersucht.

Alle an den Mausen durchgefiihrten MalBhahmen wurden gemafd den Anforderungen der
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals® durchgefihrt und wurden von der
ortlichen Ethikkommission genehmigt (Tierversuchsanzeige August 2006 fur die ,Totungen
von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken“ gemal® § 4 TierSchG, Aktenzeichen T 15.06,
Bezirksregierung Braunschweig).

Die Toétung der Mause, die Kardioektomie und die Isolation vitaler Kardiomyozyten wurden
von einem auf diesem Gebiet geschulten Biologisch-Technischen Assistenten durchgefihrt.
Die Maus wurde mit Isofluran narkotisiert und durch Genickbruch getétet. AnschlieRend
wurde mittels Praparierschere der Thorax erdffnet, das Herz entnommen und die Aorta
retrograd kandliert und perfundiert. (,Langendorff-Perfusion®, Langendorff 1895). Da fir die
Versuche Einzelzellen bendtigt wurden, mussten diese aus dem Zellverband geldst werden.
Dafur wurden die Kardiomyozyten mit Hilfe von enzymatischem Verdau (mittels des Enzym-
Gemischs Liberase Blendzyme 1 (Roche/Mannheim/Deutschland)) aus der, im Wesentlichen
aus Kollagenen bestehenden, Extrazellularmatrix isoliert.

Nach erfolgreicher Isolation der Kardiomyozyten durch den Biologisch-Technischen
Assistenten wurden die Zellen in dem noch Verdauenzym enthaltenden Uberstand in ein 50-
ml-Falcon-Rdhrchen Uberfihrt und Ubergeben. Dieses wurde in einem Stander aufrecht flr

7-10 Minuten stehen gelassen, so dass sich durch Absedimentation der Zellen ein Zellpellet
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am Boden des Rohrchens bildete. Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgenommen und
durch 0,1 mM Kalziumtyrode ersetzt. Schrittweise, von 0,1 mM uber 0,2 mM, 0,4 mM auf
0,8 mM, wurden die Zellen an die im Versuch verwendete Kalziumkonzentration von 1 mM
herangefihrt. Zwischen den Schritten wurden die Zellen jeweils etwa 6-7 Minuten bei
Raumtemperatur aufrecht im Falcon-R6hrchen stehen gelassen. Nach Absedimentation der
Zellen wurde der Uberstand vorsichtig durch frische, hoher konzentrierte Kalziumtyrode
ersetzt. In der Regel zeigten sich nach Isolation >70% vitale Kardiomyozyten, welche
anschliel3end plattiert werden konnten.

2.1.1 Aufbau der Messkammer und Plattieren der Zellen

Die Messkammern bestanden aus Plastikrahmen, in die je ein Deckglaschen geklebt wurde.
In einer Ecke des Rahmens befand sich eine Abflusséffnung, aus welcher unter der
Messung Uberschissige Tyrode abgesaugt werden konnte. Vor Benutzung wurden die
Messkammern gut mit Wasser gereinigt und abgetrocknet. Um den Zellen eine bessere
Adhasionsmdglichkeit zu bieten, wurde der Glasboden der Kammer gleichméRig mit einem
Film aus 1,7 I Laminin bestrichen. Nachdem das Laminin mindestens 5 Minuten
angetrocknet war, wurden je nach Zelldichte zwischen 200 pl und 600 pl der Zellsuspension
auf die Messkammer gegeben. Nach einer Anheftungsphase von mindestens 15 Minuten
konnten die Zellen in einem abgedunkelten Raum mit Fluoreszenzfarbstoff beladen und

untersucht werden.

Zufluss der jeweiligen
Messtyrode

Kardiomyozyten in
Kalziumtyrode

Abbildung 2.1: Schema einer Messkammer.
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2.2 Kalziumfluoreszenzfarbstoffe

Um intrazellulare Kalziumtransienten sichtbar zu machen, erfolgte eine Beladung der
Kardiomyozyten mit Fluoreszenzfarbstoff.

Wenn der Ubergang von einem elektronisch angeregten System in einen niedrigeren
Energiezustand mit der spontanen Emission von Licht verbunden ist, spricht man von
Fluoreszenz. Fluoreszenzfarbstoffe reagieren auf ein kurzwelliges Anregungslicht einer
jeweils definierten Wellenlange mit kurzzeitiger Fluoreszenz, also der Emission von
langwelligem, weniger energiereichem Licht. Man unterscheidet zwischen ratiometrischen
und nicht ratiometrischen Formen von Fluoreszenzfarbstoffen. Fir diese Experimente
wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-3-Azetomethylester (AM), Fura-2-AM und Fluo-4-AM
der Firma Molecular Probes verwendet. Alle drei Farbstoffe wurden in dieser veresterten
Form auf die Zellen gegeben und konnten daher, aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften,
durch die Zellmembran in den Intrazellularraum permeieren. Intrazellular wurden sie von
Esterasen in den reinen Farbstoff und einen Azetomethanolrest gespalten. Der nun
freigesetzte Farbstoff verlor durch diese Spaltung seine lipophilen Eigenschaften, konnte
somit die Zelle nicht mehr verlassen und ging Bindungen mit dem intrazellular vorhandenen

Kalzium ein.

2.2.1 Fluo-3-AM und Fluo-4-AM

Der nichtratiometrische, Kalzium-bindende Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3-AM hat die
Eigenschaft seine im ungebundenen Zustand nicht messbare Fluoreszenz, durch Bindung
mit Kalziumionen um mehr als das Hundertfache zu verstérken. Zur maximalen Emission
bendtigt der Fluo-3-Kalziumkomplex Anregungslicht der Wellenlange 488 nm. Die Intensitat
der Emissionswellen ist abhéngig von der Menge des gebundenen Kalziums. So kdnnen
Anderungen des intrazellularen Kalziums, wie sie im Rahmen der Kontraktion und Relaxation
der Zelle vorkommen, mittels Fluo-3-AM als Transienten sichtbar gemacht werden. Fluo-3-
AM erlaubt keine quantitative Aussage Uber den Kalziumhaushalt, sondern lediglich eine
semiquantitative Vergleichbarkeit der Kalziumwerte in den Kardiomyozyten.

Die hohe zeitliche Auflosung und das geringe Rauschverhaltnis des gemessenen Signals ist
ein Vorteil gegenliber den ratiometrischen Farbstoffen. Ein Grof3teil der Messprotokolle

wurde mit Fluo-3-AM als Farbstoff durchgefuhrt. Als Ergdnzung (zur Ermittlung diastolischer
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Kalziumwerte) wurden aus jeder gemessenen Maus einige Zellen mit dem ratiometrischen
Farbstoff Fura-2-AM gemessen.

Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4-AM ist ein Analogon von Fluo-3-AM. Wie auch
Fluo-3-AM andert Fluo-4-AM seine optischen Eigenschaften durch die Bindung von Kalzium.
Fluo-4-AM erreicht bei gleicher Anregungswellenlange (wie Fluo-3-AM) von 488 nm
wesentlich starkere Fluoreszenzsignale (Gee et al. 2000). Dies macht ihn geeigneter fur die
Untersuchungen am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Allerdings kommt es hierbei
auch zu einem schnelleren Ausbleichen des Farbstoffes im Vergleich zu Fluo-3-AM.
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Abbildung 2.2: Fluo-3-AM.
Die relative Intensitat der Fluoreszenz nimmt mit steigenden Kalziumkonzentrationen zu.
(Modifiziert nach: “The Molecular Probes® Handbook”, Chapter 19, Figure 19.23).

2.2.2 Fura-2-AM

Als ratiometrischer Kalziumfluoreszenzfarbstoff wurde im Rahmen dieser Arbeit Fura-2-AM
verwendet. Ratiometrische Kalziumfluoreszenzfarbstoffe ermdglichen es, quantitative
Aussagen Uber den Kalziumhaushalt der Kardiomyozyten zu machen. Im Gegensatz zu
Fluo-3-AM besitzt Fura-2-AM auch ungebunden fluoreszierende Eigenschaften. Ungebunden
erreicht Fura-2-AM eine Spitzenemission von 510 nm bei Anregung mit der Wellenlange
380 nm. Bindet Fura-2-AM an Kalzium, so entsteht ein Kalzium-Fura-2-AM-Komplex,
welcher fur die maximale Emission von 510 nm eine Anregungswellenldnge von 340 nm
bendtigt. Die unterschiedlichen Absorptionsmaxima von freiem Fura-2-AM und dem Kalzium-
Fura-2-AM-Komplex kdnnen genutzt werden, indem die mit Fura-2-AM beladene Zelle
abwechselnd mit 380 nm und 340 nm angeregt wird.

Die jeweils von der intrazellularen Kalziumkonzentration abhdngigen Emissionsintensitaten
werden in ein Verhdltnis (Ratio) gesetzt und erméglichen so den quantitativen Vergleich
unterschiedlicher Kalziumkonzentrationen. Mit dieser ratiometrischen Methode ist das Signal,
im Gegensatz zu den nicht-ratiometrischen Farbstoffen (Fluo-3-AM und Fluo-4-AM), auch

unabhangig von der Menge des beladenen Fura-2-AM-Farbstoffes.
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2.3 Aufbau und Prinzip der Messung an der Epifluoreszenzanlage

Die Messungen wurden in einem abgedunkelten Raum durchgefihrt, welcher ausschlie3lich
mit einer kleinen Rotlichtlampe beleuchtet wurde. Auf einem schwingungsarmen Tisch
befand sich ein inverses Mikroskop (Nikon Eclipse TE2000-U). Die Messkammer mit den
farbstoffbeladenen Zellen wurde in die vorgesehene Halterung auf dem Objekttisch
eingelegt. Die Zellen wurden mit einem 40-fach vergroRernden Objektiv mittels Ol-lmmersion
eingestellt. Feldstimulations-Elektroden, welche mit einem Stimulationsgeber (Myopacer, lon
Optix) verbunden waren, wurden in das Zell-Bad eingetaucht und mit der vorgesehenen
Halterung an der Kammer befestigt. Der Stimulationsgeber wurde so eingestellt, dass er die
Zellen mit 25% Uber der Reizschwelle (in der Regel bei 20 mV) mit der jeweils eingestellten
Frequenz stimulierte. Begonnen wurde mit einer 1 Hz-Stimulation. Die vorbereiteten
Messlosungen wurden in ZulaufgeféalRe eingeflllt, das zufiihrende Schlauchsystem blasenfrei
befillt und der Tropfenregulator auf eine Geschwindigkeit von 80 ml/Stunde eingestellt. Die
jeweils bendtigte Messlosung wurde an einen Dreiwegehahn angeschlossen, welcher den
zufuhrenden Schlauch mit einer Heizung verband. Diese war dem eigentlichen Zulauf in die
Messkammer vorgeschaltet und sorgte dafiir, dass die Messlésungen jeweils auf eine
Temperatur von 35 °C erwarmt wurden. Die FlUssigkeit in der Messkammer wurde zusatzlich
regelmafig vor den Messungen mit einem externen Thermometer kontrolliert. Der Zulauf
wurde verwirblungsarm unter der Flissigkeitsoberflache der Messkammer platziert. Ein
Absaugungsschlauch, welcher mit einer Pumpe verbunden war, wurde in die vorgesehene
Ablauféffnung der Messkammer eingebracht. Die Starke der Absaugungs-Pumpe wurde so

eingestellt, dass der Flissigkeitsspiegel in der Messkammer moglichst konstant bei 1 ml lag.

2.3.1 Messung der Myozytenverktrzung

Die Durchlichtquelle des Mikroskops sorgte daftir, dass der eingestellte Kardiomyozyt auf die
Myozytenkamera (Abb. 2.3 (10), S. 23) (MyoCam™;ION OPTIX) projiziert wurde. Die
verwendete Software (ION OPTIX) ermittelte Uber Frequenzanalyse des Videobildes zu
jedem Zeitpunkt die Sarkomerlange der jeweils eingestellten Zelle. Im Programm |ON
WIZARD wurde dies graphisch dargestellt. Weiterhin wurde das Video des kontinuierlich

kontrahierenden Myozyten an den Computer geleitet.
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2.3.2 Erfassung der intrazellularen Kalziumtransienten mittels Fluo-3-AM

Zur Anregung des Kalziumfluoreszenzfarbstoffes Fluo-3-AM wurde eine 75 W-Xenonlampe
(Abb. 2.3 (1)) (Xenon short arc lamp; USHIO Japan) benutzt. Ein nachgeschalteter
Anregungsfilter (Abb. 2.3 (2)) lieR nur die gewilnschte Anregungswellenldnge von
480+15 nm passieren. Ein dichroitischer Spiegel (Abb. 2.3 (3)) mit einer kritischen
Wellenlange zwischen Anregungs- und Emissionswellenlédnge der verwendeten Farbstoffe
reflektierte das Anregungslicht zur Messkammer (Abb. 2.3 (5)) mit den farbstoffbeladenen
Kardiomyozyten. Diese absorbierten das kurzwellige Anregungslicht und emittierten ein
langerwelliges Fluoreszenzlicht. Dieses hatte eine Wellenlange von 535+15 nm und war
somit in der Lage den dichroitischen Spiegel zu passieren. Uber zwei einfache
(Abb. 2.3 (4a, b)) und einen weiteren dichroitischen Spiegel (Abb. 2.3 (6)), welcher das
Fluoreszenzlicht reflektierte, gelangte es zu einem Photomultiplier (Abb. 2.3 (9)) (lonOptix
Corp, Milton, Mass.). Um Verfalschungen durch Streulicht zu vermeiden, wurde dem
Photomultiplier ein optischer Filter (Abb. 2.3 (8)) vorgeschaltet, welcher nur Licht der
Wellenlange 535+20 nm passieren lie3. Der Photomultiplier verstarkte das Signal und
wandelte es in elektrische Spannung um. Durch das ION OPTICS Interface wurden diese
Messwerte in computerlesbare Daten konvertiert und konnten auf dem Rechner mit dem
Programm ION WIZARD als Kalziumfluoreszenzkurve im zeitlichen Verlauf zusammen mit

der Sarkomerlange dargestellt und aufgezeichnet werden.

Tyrode
Durchlichtquelle (11)

Heizung, 35 °C

Emissions
Photo- filter (8)
multiplier
9)

Absaugung (13) | = Messkammer mit Kardiomyozyten (5)

\ einfacher Spiegel (4b) Stimulationselektroden (12)

<

Anregungsfilter (2)

Anregungslicht]
480£15nm

A N\

A
|

Xenonlampe (1)

einfacher Spiegel (4a)

<

dichroitischer Spiegel (6)

Myozytenkamera
(10)

Abbildung 2.3: Aufbau und Strahlengang fiir die Messungen mit Fluo-3-AM.
Zahlen im Text erklart
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2.3.3 Ratio-Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration mittels Fura-2-
AM

Fur Messungen mit dem ratiometrischen Kalziumfluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM mussten an
der oben beschrieben Epifluoreszenzanlage einige Umstellungen vorgenommen werden.
Wie unter Abschnitt2.2.2, S. 21 beschrieben, wird beim Farbstoff Fura-2-AM die
Verschiebung des Absorptionsmaximums in Abhéngigkeit von der Kalziumbindung genutzt.
Dafur wurde das Licht der Xenonlampe mittels eines rotierenden Spiegels im schnellen
Wechsel (240 Hz) durch zwei verschiedene Filter gelenkt. Einer der Filter lie3 Licht der
Wellenlange 380 nm, der andere der Wellenldnge 340 nm passieren. Die mit Fura-2-AM
beladenen Zellen wurden so im Wechsel mit 340 nm und 380 nm angeregt. Das emittierte
Fluoreszenzlicht wurde analog des fir Fluo-3-AM beschriebenen Strahlenganges durch
einen Filter der Wellenlange 510+40 nm an den Photomultiplier weitergeleitet. Je nach
aktueller intrazellularer Kalziumkonzentration und somit Kalzium-Fura-2-AM-Komplexbildung
konnten unterschiedliche Emissionsintensitdten gemessen werden. Diese wurden im
Verhéltnis  zueinander im  Computerprogramm ION  WIZARD als Ratio-

Kalziumfluoreszenzkurve dargestellit.

2.4 Untersuchung von Kalziumtransienten und Zellverkiirzung an

der Epifluoreszenzanlage

In einem abgedunkelten Raum wurde bei Rotlicht die Einfarbung der Zellen mit den jeweils
bendtigten, in Messtyrode geldsten, Fluoreszenzfarbstoffen vorgenommen. Dazu wurde
zunachst der Uberstand der Kalziumtyrode mit den darin enthaltenen, nicht angehefteten
Kardiomyozyten mittels einer Pasteurpipette vorsichtig aus der Messkammer entfernt und
200 pyl der Farbstofflosung auf die am Glasboden angehefteten Zellen gegeben. Diese
wurden nun dunkel abgedeckt und 20 Minuten (Fluo-3-AM) bzw. 15 Minuten (Fura-2-AM/
Fluo-4-AM) inkubiert. Zum Auswaschen des Farbstoffes aus der Extrazellular-Lésung, wurde
jede frisch gefarbte Messkammer bereits 5 Minuten vor Beginn der Messung an die
Superfusion angeschlossen. In dieser Zeit wurden die Zellen kontinuierlich mit 1 Hz stimuliert
und mittels eines Mikroskops eine reprasentative Kardiomyozyte ausgewahlt, welche nach
Moglichkeit eine durchschnittiche GroRe und Kontraktilitat aufwies und keine
morphologischen Aberrationen oder Arrhythmien zeigte. Die ausgewdahlte Zelle wurde dann
mittels der Myozytenkamera so eingestellt, dass sie im Videobild mittig zu sehen war. Um
Verfalschungen der Kalziumfluoreszenz zu verhindern, durfte keine weitere Zelle im Bild zu

sehen sein. Mithilfe von regulierbaren Blenden wurde der Hintergrund entsprechend
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abgedeckt. Nachdem der Farbstoff aus der Extrazellular-Losung ausgewaschen war und die
Zellen sich im so genannten ,Steady-State® eingeschlagen hatten (gleichmaRige
Kontraktionen und Kalziumtransienten), konnte die Aufzeichnung der Messung beginnen.
Dafur wurde die Messung im Programm ION WIZARD gestartet, so dass alle nachfolgenden
Kontraktionen und die Kalziumfluoreszenz graphisch aufgezeichnet werden konnten.

Um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern, wurde der Farbstoff nur in
auswertungsrelevanten Messphasen angeregt. In nicht auswertungsrelevanten Phasen
wurde der Farbstoff mit einer Blende vor dem Anregungslicht geschitzt.

Um Verfalschungen durch Hintergrundfluoreszenz zu minimieren, wurde nach jeder
gemessenen Zelle eine reine Hintergrundmessung aufgezeichnet. Dafir wurde mit dem
Mikroskop ein Bereich direkt neben der Zelle ausgewahlt, in dem jedoch weder die Zelle
selbst noch andere Zellen enthalten waren. Die Messung wurde dann mit exakt den gleichen
Blendeneinstellungen gestartet und fur ca. 10 Sekunden aufgezeichnet. Die Intensitat dieses
Hintergrundsignals wurde in der Auswertung der Daten von der gemessenen Fluoreszenz
subtrahiert.

In jeder Kammer wurden je nach Qualitat und Uberleben der Zellen durchschnittlich 2-3
Zellen gemessen. Um Verfalschungen durch zeitlich bedingte Qualitatseinbuf3en zu

minimieren, wurde pro Maus insgesamt eine Messspanne von 4 Stunden eingehalten,

2.4.1 Basisprotokoll unter Normaltyrode und Fluo-3-AM

2.4.1.1 Post-Pausen-Potenzierung

Die Post-Pausen-Potenzierung untersucht, in wieweit Kalzium wéhrend einer Pause in das
SR zuruck aufgenommen bzw. aus der Zelle heraus transportiert wird. Um das Verhalten der
Kardiomyozyten nach Aussetzen der Stimulation aufzuzeichnen, wurde die Stimulation aus
der Grundstimulation 1 Hz heraus pausiert und nach einem definierten Pausen-Intervall
wieder begonnen. Es erfolgt ein Vergleich der Kontraktionen bzw. Kalziumtransienten vor der
Pause mit der ersten Stimulation nach der Pause. Dieses Protokoll wurde fir Pausen von
10-Sekunden-, 30-Sekunden- und 60-Sekunden-Dauer durchgefiihrt. Der Anteil der Zellen,
welche die Pause ohne spontane Kontraktion (berstanden, nahm mit zunehmender
Pausenlange deutlich ab, entsprechend waren fur langere Pausendauern weniger

Messungen mdoglich.
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2.4.1.2 Kraft-Frequenz-Beziehung

Aus 1 Hz Steady-State-Bedingungen wurde die Stimulationsfrequenz auf 2 Hz, 4 Hz und
abschliel3end auf 8 Hz erhoht. Bei jeder Frequenz wurde solange aufgezeichnet, bis ein
neuer Steady-State-Zustand erreicht war und die Zelle gleichméaRig kontrahierte. Bei
schnelleren Frequenzen sind der Kalziumabfall und die Relaxation noch nicht vollstandig
abgeschlossen bevor die nachste Stimulation ankommt, daher wurde zwischen den
Frequenzwechseln eine 3-Sekunden-Pause eingebaut, um den Abfall des letzten
Transienten exakter bestimmen zu kénnen. Nach erfolgreicher Aufzeichnung der 8 Hz wurde

die Stimulation wieder auf 1 Hz hinunter reguliert.

1Hz
2 Hz
s [} HZ

8 Hz

Rohfluoreszenz

200 a.u.

200 ms

Abbildung 2.4 Originalregistrierung
Originalregistrierungen der verschiedenen Frequenzen Ubereinander gelagert. (zur Darstellung des Verhaltens
des Kalzium-Abfalls bzw. Ruckgangs in der Zelle).

2.4.1.3 Koffein-induzierter Kalziumtransient

Der SR-Kalziumgehalt der Zellen wurde semiquantitativ durch Koffein-induzierte Transienten
untersucht. Dafur wurde exakt vor der Zelle eine feine Kanule platziert, welche an ein
Reservoir mit Koffeintyrode (10 mM) angeschlossen war. Der Zelle wurde nun ein kurzer
Koffeinstol3 unter sofortigem Pausieren der Stimulation verabreicht. Koffein bindet reversibel
an die RyR2 und bewirkt deren komplette Offnung. Somit wird eine vollstandige

Kalziumentleerung des SR (siehe Abb. 3.13, S. 58) herbeigefuhrt. Der dadurch entstehende
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Koffein-induzierte Kalziumtransient erlaubt es, den Kalziumgehalt des SR semiquantitativ zu
bestimmen.

Der Abfall des Koffein-induzierten Kalziumtransienten bietet zudem die Mdoglichkeit, die
Aktivitat des NCX zu untersuchen: Da die SERCAZ2a-Funktion, bedingt durch die
kontinuierliche Offnung der RyR2, ohne funktionellen Effekt bleibt, muss der Abfall des
Transienten durch andere Mechanismen der Kalziumelimination zustande kommen, von

denen der NCX der mit Abstand dominierendste Mechanismus ist (Bers 2001).

Protokoll Farbstoff Tyrode Temperatur

Basis

Grundstimulation 1Hz Steady-State
Stimulations- 10, 30, | Aus Steady-

pausen 60 sek State

jeweils bis
Steady-State; Messtyrode
Frequenzen 1, 2, Frequenz-
4,8 Hz wechsel 35°C
durch 3 Fluo 3 AM
Sekunden
Stimulations-
pause

getrennt

Koffein bei Aus Steady-
1Hz State
Tabelle 2.1: Basis-Messprotokoll

2.4.2 lIsoproterenol (Einwaschversuche und Kraft-Frequenz-Beziehung)

Um das Ansprechen der isolierten Kardiomyozyten auf beta-adrenerge Stimulation zu
analysieren, wurden mit einigen Messkammern pro gemessener Maus Experimente unter
Isoproterenoleinsatz (4 nM) durchgefuhrt. Ausgangsbedingung war eine Stimulation mit 1 Hz
und die kontinuierliche Durchspilung mit 35°C warmer Messtyrode. Zu Beginn der
Messaufzeichnung wurden zunachst mindestens 10 Kontraktionen und Kalziumtransienten
unter Normaltyrode aufgezeichnet. Anschlielend wurde der Zulauf umgeschaltet und die
4 nM Isoproterenoltyrode eingewaschen. Das Einwaschen der Isoproterenollésung wurde
kontinuierlich verfolgt, bis das maximale Ansprechen der Zellen auf Isoproterenol deutlich

wurde und sich somit ein neuer Steady-State der Kontraktionen und Transienten eingestellt
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hatte. Nun wurden, wie unter Normaltyrode, Aufzeichnungen mit den Frequenzen 1 Hz, 2 Hz,
4 Hz und 8 Hz angeschlossen. Anschlielend wurden in derselben Kammer noch einige
weitere Zellen mit den vier verschiedenen Frequenzen gemessen. Nach jeder Messung

wurde fur die jeweilige Zelle eine eigene Hintergrundmessung aufgezeichnet.

Protokoll Farbstoff Tyrode Temperatur
Isoproterenol
Einwaschen bei Mess-+
1 Hz jeweils bis Fluo-3-AM | Isoprotere- 35°C
Frequenzen 1, 2, 4, | Steady-State noltyrode
8 Hz

Tabelle 2.2: Isoproterenol-Messprotokoll

2.4.3 Messprotokoll mit Fura-2-AM gefarbten Zellen

Aus jeder Maus wurden jeweils zwei Messkammern mit Fura-2-AM eingefarbt.
Ausgangsposition der Messung war erneut die Stimulation bei 1 Hz. Um die Qualitat der
Zellen zu testen, wurde jeder Zelle zunachst fir 10 Sekunden die Stimulation entzogen. Dies
diente der Auslese von defekten Zellen. Nach Wiedereinstellung der 1-Hz-Steady-State-
Bedingungen wurden Aufzeichnungen der Kalziumfluoreszenz-Ratio bei 1 Hz und 4 Hz

angeschlossen. AbschlieRend wurde fur jede Zelle die Hintergrundfluoreszenz gemessen.

Fura-2-AM
Grundstimulation 1 Hz Steady-State
Stimulations- 10 sek | Aus Steady-
pause State Fura-2 AM | Messtyrode 35°C
Frequenzen 1, jeweils bis

4 Hz Steady-State

Tabelle 2.3: Messprotokoll fir Fura-2-AM-Messungen

2.4.4 Messprotokoll mit Calyculin-A

Fur die Messung mit dem Phosphataseinhibitor Calyculin-A wurde bereits die Fluo-3-AM-
Farbstofflosung mit 125 uM Calyculin-A versetzt und die Zellen 15 Minuten in Dunkelheit
inkubiert. Zur kontinuierlichen Perfusion der Messkammer unter der Messung wurde eine mit

125 pM Calyculin-A versetzte und auf 35 °C erwdrmte Tyrode verwendet. Vor Beginn der
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Messung und auch vor Beginn der Zellstimulation wurde 3 Minuten die Calyculin-A-
Farbstoffmischung ausgewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer
Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz stimuliert und ein reprasentativer Kardiomyozyt ausgewahlt.
Nachdem alle Einstellungen vorgenommen waren, wurde die Aufzeichnung gestartet und die
Stimulation fir 5 Minuten auf 2 Hz eingestellt. Die Blende fiir das Anregungslicht wurde zur
Schonung des Farbstoffes nur alle 30 Sekunden fir 5 Schlage gedffnet, um
Kalziumtransienten aufzuzeichnen. Nach 5 Minuten 2 Hz-Stimulation erfolgte eine
Untersuchung der Kraft-Frequenz-Beziehung mit den Frequenzen 0,5 Hz, 1 Hz, 2 Hz und
4 Hz jeweils fur 1 Minute. AbschlieRend wurde die Hintergrundfluoreszenz aufgezeichnet.

Als Kontrolle wurden jeweils die Halfte der Kammern mit dem gleichen Protokoll, jedoch mit

normaler Messtyrode und Farbstoff ohne Calyculin-A gemessen.

Protokoll Farbstoff Tyrode Temperatur
Calyculin-A
Grundstimulation 2 Hz 5 Minuten Messtyrode/
Frequenzen 0,5,1, | Je 1 Minute | Fluo-3-AM | Calyculin-A- 35°C
2, Tyrode
4 Hz

Tabelle 2.4: Calyculin-A-Messprotokoll

2.5 Datenauswertung

Die Auswertung der an der Epifluoreszenzanlage erhobenen Messdaten erfolgte mithilfe
eines speziellen Computerprogrammes (lonWizard, Analysis Version 5 von ION OPTIX).
Auswertungsrelevante Transienten bzw. Sarkomer-Abmessungen konnten ausgewahlt
werden und wurden von lon Wizard gemittelt bzw. einzeln im Analysemodus graphisch
dargestellt. Die Auswahl der Transienten bzw. Verkurzungskurven ist in Tab. 2.5- 2.8, S.30-
31 aufgefuhrt. Im Analysemodus des Programmes lon Wizard konnten die gewlnschten
Abmessungen und Berechnungen an den jeweiligen Kalziumtransienten und
Verkirzungskurven durchgefuhrt werden. Die ermittelten Werte wurden dann in eine Excel-

Datei Ubertragen und weiter analysiert (vgl. 2.9, S. 34).
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Protokoll Auswertungsrelevante
Kalziumtransienten/Kontraktionen
Basis
Grundstimulation 1Hz Jeweils 3 Kalziumtransienten direkt vor der
jeweiligen Stimulationspause(gemittelt)
Stimulationspausen 10, 30, 60 sek | Jeweils Kalziumtransient direkt nach der Pause
(einzeln)
Frequenzen 1,2,4, 8Hz Je 10 Kalziumtransienten + Kontraktionen aus
Steady-State-Bedingungen (gemittelt) + letzter
Transient vor Stimulationsfrequenzwechsel
Tau (1) letzter Transient vor
Stimulationsfrequenzwechsel
Koffein bei 1 Hz 3 Transienten direkt vor der Koffeinapplikation
(gemittelt)
+ Koffeintransient (einzeln)

Tabelle 2.5: Auswertung Basisprotokoll

Protokoll

Auswertungsrelevante

Kalziumtransienten/Kontraktionen

Isoproterenol

Je 10 Kalziumtransienten + Kontraktionen aus
Steady-State-Bedingungen vor und nach dem
Einwaschen von Isoproterenol (jew. gemittelt)

Grundstimulation 1Hz
Einwaschen
Frequenzen 1,2, 4, 8Hz

Je 10 Kalziumtransienten + Kontraktionen aus
Steady-State-Bedingungen (gemittelt)

Tabelle 2.6: Auswertung Isoproterenol-Protokoll

Protokoll

Auswertungsrelevante
Kalziumtransienten/Kontraktionen

Calyculin-A

Grundstimulation 2 Hz

5 Minuten

Alle 60 sek 5 Kalziumtransienten +

Kontraktionen (gemittelt)

Frequenzen

05,1,2,4Hz

Je 10 Kalziumtransienten + Kontraktionen aus

Steady-State-Bedingungen (gemittelt)

Tabelle 2.7: Auswertung Calyculin-A-Protokoll
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Protokoll Auswertungsrelevante

Kalziumtransienten/Kontraktionen

Fura-2-AM
Grundstimulation 1 Hz
Stimulationspause 10 sek
Frequenzen 1,4 Hz Je 10 Kalziumtransienten aus Steady-State-
Bedingungen (gemittelt)

Tabelle 2.8: Auswertung der Fura-2-AM-Messungen

2.5.1 Auswertung der Kalziumfluoreszenz

Zunachst wurde die Hintergrundfluoreszenz von der Fluoreszenz der Messung subtrahiert.
AnschlieRend wurde von den auswertungsrelevanten Kalziumtransienten (jeweils 3
Transienten direkt vor den Stimulationspausen und vor der Koffeinapplikation und
durchschnittlich 10 reprasentative Transienten jeder gemessenen Frequenz) ein gemittelter
Kalziumtransient erstellt. Jeweils der erste Transient nach den Stimulationspausen, der
Koffein-induzierte Kalziumtransient und der letzte Transient vor Frequenzwechsel wurden
einzeln ausgewertet.

Je nach Einstellung wurden die Parameter der Transienten analysiert. Die
auswertungsrelevanten Werte wurden kopiert und in einer Excel-Datei abgelegt.

Die Amplitude der Kalziumtransienten wurde jeweils als Quotient der maximal gemessenen
Peakfluoreszenz (F) und der Fluoreszenz der Baselinefluoreszenz (F,) angegeben.

Zur Berechnung wurde in Microsoft Excel folgende Formel verwendet:

F Peakfluoreszenz (F) Baselinefluoreszenz (FO0)

FO _ Baseline fluoreszenz (FO) " Baseline fluoreszenz (FO)

Formel 2.1

Die Kalzium-Abfall-Kinetik wurde ermittelt, indem eine monoexponentielle ,Fit* Kurve tau (r)
Uber die Kalzium-Abfall-Kurve gelegt wurde. Deren Parameter t beschreibt nun die
Geschwindigkeit des Abfalls des Transienten. Fur die Auswertung des Parameters tau wurde

jeweils der letzte Transient vor der 3-Sekunden-Pause zwischen den Frequenzwechseln
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verwendet. AuRerdem wurde die Zeit von maximaler Fluoreszenz bis zum 50%igen (bzw.
unter Calyculin-A 80%igen Abfall) des Kalziumtransienten bestimmt (EZcaso%., EZcasow)-

Diese Kalzium-Abfall-Zeiten wurden jeweils als Mittelwert aus zehn Transienten bestimmt.
Peak (F)

1200 ,k:\\

1000

)
v

Rohfluoreszenz

00 02

Baseline Fq EZcas0% Zeit (s)

Abbildung 2.5: Gemittelter Kalziumtransient bei 1 Hz

2.5.2 Auswertung der Myozytenverkirzung

Fur die Auswertung der Myozytenverkiirzung wurde die prozentuale systolische Verkirzung
als fraktionelle Myozytenverkirzung in % der Ruhezelllange (RZL) bestimmt. Dies erfolgte

nach folgender Formel, berechnet aus diastolischer und systolischer Sarkomerlange (SL):

diast. SL — syst. SL

syst. Myozytenverkiirzung (in% d. RZL) = Jiast. SL x 100

Formel 2.2

Weiterhin wurde entsprechend der Auswertung der Kalziumfluoreszenz der Parameter
RZontr500 bestimmt. Dies entspricht in diesem Fall der 50%igen Relaxation der Myozyten auf
diastolische Ruhezelllange.

Diastolische Sarkomerlange

Sarkomerlange uM

00 . 02 . 04 § 06 §
0.0 02 0.4 0.6

RZKontr.SO%
Systolische Sarkomerlange

Zeit (s)

Abbildung 2.6: Gemittelte Sarkomerverkiirzung
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2.6 Messung von Kalziumsparks am konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop

Zur Bestimmung des SR Kalziumlecks wurden spontane Kalziumentladungen der RyR2, so
genannte Kalziumsparks, untersucht. Hierzu wurden Messungen an einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 5 Pascal, Zeiss) durchgeftihrt.

Ein entscheidendes Chrakteristikum der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie ist eine
punktuelle Anregung und Emissionsmessung. Angeregt wird durch einen zielgerichteten
Laserstrahl. Die jeweils erzeugte Fluoreszenz wird durch eine konfokale Lochblende
(Pinhole) mit einem variabel einstellbaren Durchmesser geleitet. Dies gewéhrleistet, dass nur
das Licht aus der jeweiligen Fokusebene vom nachgeschalteten Photomultiplier detektiert
werden kann und Licht, welches nicht aus der Brennebene kommt, ausgeblendet wird. Durch
Bewegung des Laserstrahls mit beweglichen Spiegeln (Minsky 1988) wird der eingestellte
Bereich Punkt fir Punkt bzw. Linie fur Linie ,abgerastert®.

Die verwendete Messtyrode wurde mit 3 mM Kalzium versetzt und bei Raumtemperatur zur
kontinuierlichen Perfusion der Messkammer verwendet. Die Messkammern wurden, wie in
Abschnitt 2.4, S. 24-25 beschrieben, eingefarbt und in Dunkelheit 15 Minuten inkubiert. Als
Farbstoff kam Fluo-4-AM (10uM) zum Einsatz. Durch einen Filter wurde gewahrleistet, dass
nur das emittierte Fluoreszenzlicht der Wellenlange 515 nm detektiert wurde.

Die zu messende Zelle wurde im Mikroskop zundchst mittels eines 40-fach-vergréRernden
Olimmersionsobjektivs eingestellt. Gemessen wurde im Line-Scan-Modus, d.h. in zeitlich
rasch wiederholter Abtastung einer gewahlten Linie im Bildausschnitt. Es wurde daflir eine
Linie entlang der langen Achse der Zelle gewahlt. Die Einstellungen wurden dafur
folgendermalRen gewahlt: 512 Pixel pro Linie mit einer Scanbreite von 38,4 um bei Pixelzeit
0,64 us, PixelgréRe 0,07 um x 0,07 um x 0,1 uM, Intensitatsauflosung 12 bit und einer
,Pinhole“-Offnung von 67 um. Es wurden jeweils 5000 Linien hintereinander ohne
Verzdgerung gemessen mit einer Aufzeichnungsdauer von insgesamt 3,84 Sekunden.

Die Auswertung erfolgte zunédchst am Messcomputer mit dem Programm Zeiss (CSM Image
Examiner Version 3.2.0.70) sowie anschlieRender weiterer Analyse der Fluoreszenzverlaufe
detektierter Sparks mit Microsoft Excel. Bestimmt wurde der prozentuale Anteil sparkender
Zellen, die Sparkfrequenz, die Fluoreszenzamplitude als F/F, nach Abzug der
Hintergrundfluoreszenz, die 50%ige Elimination des Kalziums nach Spark (EZcaspso%), sowie
das SR-Kalziumleck. Dieses wurde als Produkt aus Amplitude (F/Fo), EZcaspso% (MS) und
Spark-Frequenz (1/100pm/s) errechnet, entsprechend ist die Einheit des SR-Kalziumlecks
F/Fo* s*1/(s*m) = F/Fo/m.
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2.7 Ermittlung von Herz- und Kérpergewicht

Das Gewicht des isolierten Herzens wurde mit einer Feinwaage der Firma Sartorius ermittelt.
Der Korper der Maus wurde ebenfalls gewogen, um durch Addition des Herzgewichtes das
Kdrpergewicht der Maus zu errechnen.

Die Daten des Herz- sowie des Korpergewichtes wurden nun in ein Verhaltnis gesetzt, um

maogliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen zu detektieren.

g

Herzgewicht (mg)
g )=

m
Verhaltnis Herz zu Korpergewicht ( = — .
Korpergewicht (g)

Formel 2.3

2.8 Messung der Kardiomyozyten-Dimensionen

Von jedem gemessenen Kardiomyozyten wurde ein Snapshot des Videobildes gemacht.
Dieser wurde jeweils in einer Stimulationspause aufgenommen, um alle Zellen in einem
relaxierten Zustand zu erfassen. Mithilfe einer geeichten Messskala konnten nun aus den

Snapshots die Abmessungen der Zellen errechnet werden.

2.9 Statistik

Die Daten wurden jeweils als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.)
aufgetragen.

Weiterhin wurden die Daten im dem Programm Microsoft Excel mittels T-Tests auf
Signifikanzen verglichen. Der Fisher-Test und 2-Wege-ANOVA-Test fir wiederholte
Messungen wurde in SigmaStat (Systat Software GmbH/Erkrath) durchgefiihrt, letzterer mit
Holm-Sidak Post-Hoc-Testung. Als statistisch signifikant wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 festgelegt.
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2.10 Verwendete Losungen

2.10.1 Basistyrode

Die Basistyrode war Grundbestandteil aller Messldsungen. Die Substanzen wurden mit einer
Waage der Firma Sartorius analytic abgewogen und in einem Becherglas gesammelt.
AnschlieBend wurde mit doppelt destilliertem Wasser (ddH,O) auf knapp 1000 ml aufgefullt
und die Mischung auf (Typ M21/1 Framo-
Geratetechnik/Deutschland) vermischt und auf 35 °C erhitzt. Ein pH-Meter (Basic Meter PB-

einem erwarmbaren Magnetrihrer
11 Sartorius/Géttingen) diente der Uberpriifung des pH-Wertes, welcher mit NaOH auf 7,54
titriert wurde. Die Messtyrode wurde unter Beachtung des pH-Wertes mit doppelt
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt und konnte bis zur Verwendung fur maximal
2 Tage im Kihlschrank bei +4 C gelagert werden.

Substanz Konzentration Masse bzw. Gesamtvolumen
(mM) Volumen (ml)
KCI 4 298,2 mg
NaCl 140 8181,6 mg
MgCl, 1 95,2 mg 1000
HEPES 5 1191,6 mg
Glucose 10 1801,6 mg
CaCl, 1 1ml
geldst in ddH,O (pH 7,54; 35 °C), Lagerung bei +4 °C

Tabelle 2.9: Inhaltsstoffe der Basistyrode

2.10.2 Messtyrode

Vor Messbeginn wurde die gewiinschte Menge Basistyrode mit 1 mM Kalzium versetzt.

Substanz Konzentration Masse bzw. Gesamtvolumen (ml)
(mM) Volumen
CacCl, 1 Je nach Je nach bengtigter
bendtigter Menge Menge

geldst in Basistyrode (pH 7,54; 35 °C)

Tabelle 2.10: Inhaltsstoffe der Messtyrode
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2.10.3 Koffeintyrode (10 mM)

Fir die Koffeinmessungen wurde die Basistyrode mit Koffein versetzt und konnte im
Kihlschrank bei -4 °C fur 2 Wochen aufbewahrt und je nach Bedarf entnommen und zur

Messung zuséatzlich mit 1 mM Kalzium versetzt werden.

Substanz Konzentration | Masse bzw. Gesamtvolumen (ml)
(mM) Volumen
Koffein 10 1942 mg 1000

geldst in Basistyrode (pH 7,54; 35 °C) Lagerung bei +4 °C

Koffeintyrode zur Messung

CacCl, 1 Je nach Je nach bengétigter Menge
bendotigter
Menge
geldst in Koffeintyrode (pH 7,54; 35 °C)

Tabelle 2.11: Inhaltsstoffe der Koffeintyrode
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2.10.4 Isoproterenol-Tyrode

Um dem Isoproterenol einen Oxidationsschutz zu bieten, wurde zunachst Basistyrode mit
Ascorbinsaure versetzt und lichtgeschuitzt aufbewahrt. Durch Zugabe von Isoproterenol und
Kalzium konnte aus der Ascorbinsauretyrode (ASC-Tyrode) 4 nM Isoproterenol-Messtyrode
hergestellt werden. Diese wurde sowohl bei der Herstellung als auch bei der Messung

kontinuierlich vor Licht geschiitzt.

ASC-Tyrode
Substanz Masse bzw. Gesamtvolumen (ml)
Volumen
Ascorbinséaure 50 mg 1000
HCI (32%) 5 ul

geldst in Basistyrode, Lagerung lichtgeschitzt bei +4 °C

Isoproterenol Stamm | Lésung (102 M)

Isoproterenol 247,7 mg 100
geldst in ASC-Tyrode
Isoproterenol Stamm Il Lésung (10° M)
Isoproterenol Stamm | Lésung 10 pl 10
geldst in ASC-Tyrode
Isoproterenol Messtyrode (4*10° M)
Isoproterenol Stamm Il Lésung 40 ul 100
CaCl, (1 mM) 100 pl
geldst in ASC-Tyrode

Tabelle 2.12: Inhaltsstoffe der ASC-Tyrode sowie der Isoproterenol-Stamme-I- und -11-Lésung und der

Isoproterenol-Messtyrode.

2.10.5 Farbstoffe

Die Farbstofflosungen wurden alle lichtgeschutzt in einem abgedunkelten Raum angesetzt.

Fluo-3-AM/ Fura-2-AM-Farbstoffsstammldsung(l mM)

Substanz Masse Gel6st in DMSO Endkonzentration
(mg) (ki)
Fluo-3-AM 1 885 1mM
bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert
Fura-2-AM 1 998,1 1mM
bei -20 °C lichtgeschutzt gelagert

Tabelle 2.13: Inhaltsstoffe der Farbstoffstammlésung Fluo-3-AM und Fura-2-AM.
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Pluronic 20%

Substanz Masse Geldst in DMSO Endkonzentration
(mg) (ml) (mg/ml)
Pluronic wiv 200 1 200
bei Raumtemperatur gelagert

Tabelle 2.14: Inhaltsstoffe von Pluronic 20%b.

Fluo-3-AM/ Fura-2-AM-Gebrauchsldsung (10 uM)
Zunachst wurde die gewlnschte Farbstoffstammldsung lichtgeschiitzt aufgetaut und das bei

Raumtemperatur als fester Stoff vorliegende Pluronic 20% auf dem Magnetruhrer (Typ
M21/1 Framo-Geratetechnik/Deutschland) bis zur Verflissigung erwéarmt. Von nun an wurde
in einem abgedunkelten Raum mit Rotlichtquelle gearbeitet. Die Farbstoff-Stamml&ésung
wurde mit einem Vortexer (Vortex, Genie 2™, Bender and Hobein AG/Zirich) griindlich
gemischt und anschliel3end 100 pul mittels einer automatischen Pipette (Eppendorf/Hamburg)
auf das flussige Pluronic gegeben und mittels Auf-und-Ab-Pipettierens schaumig vermischt.
AnschlieRend wurde Messtyrode dazugegeben und alles griindlich mit einem Vortexer
vermengt. Der fertige Farbstoff wurde in lichtundurchlassigen 0,5 ml Tubes
(Eppendorf/Hamburg) zu je 200 pl aliquotiert und bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Substanz Volumen Gesamtvolumen (ml)
Pluronic 20% (erwarmt) 10 10 mi
Fluo-3-AM-Stammldsung 100 pl
geldst in Messtyrode, 200-ul-Portionen lichtgeschiitzt bei -4 °C gelagert
Pluronic 20% (erwarmt) 10 ul 10 mi
Fura-2-AM-Stammldsung 100 pl

geldst in Messtyrode, 200-ul-Portionen lichtgeschiitzt bei -4 °C gelagert

Tabelle 2.15: Inhaltsstoffe von Fluo-3-AM/Fura-2-AM-Gebrauchslésung (10 pM)

Fluo 4-AM Stammldsung

Substanz Masse Gelost in
Fluo-4-AM 500 ug 456 ul DMSO

lichtgeschutzt, 46,5-pl-Portionen bei -20 °C gelagert bzw. sofort zu

Gebrauchslosung verarbeitet

Tabelle 2.16 Inhaltsstoffe von Fluo-4-AM-Stammldsung
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Fluo 4-AM Gebrauchslésung (10 pM)

Substanz Masse Gelost in
Pluronic 20% (erwarmt) 4,56 pl 4,56 ml Messtyrode mit
Fluo-4 AM-Stammlésung 45,60 pl 1 mM Ca*
200-pl-Portionen lichtgeschutzt bei -4 °C gelagert

Tabelle 2.17: Inhaltsstoffe von Fluo-4-AM-Gebrauchslésung.

2.10.6 Calyculin-A

Vorbereitung und Messungen mit Calyculin-A wurden immer lichtgeschutzt durchgefihrt. Um
eine gleichzeitige Inkubation des Farbstoffes mit 10 uM Fluo-3-AM und 125 yuM Calyculin-A
zu ermoglichen, wurden jeweils doppelt konzentrierte Fluo-3-AM-Gebrauchslésung und
doppelt konzentrierte Calyculin-A-Tyrode hergestellt und direkt vor der Applikation auf die
Zellen eins zu eins vermischt, so dass die gewiinschte Konzentration resultierte.

Calyculin-A-Stammldsung

Substanz Endkonzentration | Masse bzw. Volumen Gelost in
Calyculin-A 0,5 mM 10 pg 20 ul DMSO
bei -20 °C lichtgeschitzt gelagert

Tabelle 2.18: Inhaltsstoffe der Calyculin-A-Stammlésung.

Calyculin-A-Tyrode 250 nM

Substanz Endkonzentration | Masse bzw. Volumen Gelost in
Calyculin-A- 250 nM 2 ug 4 mi
Stammldésung Messtyrode
direkt weiterverarbeitet zu Calyculin-Fluo-3-AM Mischung

Tabelle 2.19: Inhaltsstoffe der Calyculin-A-Tyrode.

Doppelt konzentrierte Fluo-3-AM Gebrauchsldosung (20 uM)

Substanz Endkonzentration | Masse bzw. | Gesamtvolumen (ml)
Volumen
Pluronic 20% 20 10 ml
(erwarmt)
Fluo-3-AM- 20 uM 200 pl
Stammldsung
geldst in Messtyrode, 200-ul-Portionen lichtgeschiitzt bei -20 °C gelagert

Tabelle 2.20: Inhaltsstoffe der doppelt konzentrierten Fluo-3-AM Gebrauchslésung (20 pM) .
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Calyculin-A =Fluo-3-AM-Mischung

Substanz Masse bzw. Volumen | Endkonzentration
Calyculin-A-Tyrode 250 nM 200 pl 125 nM Calyculin-A
20 pM Fluo-3-AM Gebrauchslésung 200 pl +

10 puM Fluo-3-AM

Je 200 pl der Mischung wurden zum Farben einer Kammer benutzt.

Tabelle 2.21: Inhaltsstoffe der Calyculin-A-Fluo-3-AM-Mischung.

2.11 Hersteller verwendeter Substanzen

Substanz Hersteller
Ascorbinsaure SIGMA-ALDRICH/Munchen/Deutschland
CaCl, SIGMA-ALDRICH/Miinchen/Deutschland
Calyculin-A Merck/Darmstadt/Deutschland
DMSO Fluka/ SIGMA-ALDRICH/Buchs/Schweiz
Fluo-3-AM Molucalar Probes/USA
Fluo-4AM Molucalar Probes/USA
Fura-2-AM SIGMA-ALDRICH/Munchen/Deutschland
Glucose Merck/Darmstadt/Deutschland
HCI 32% Carl Roth GmBH/Karlsruhe/Deutschland
HEPES Carl Roth GmBH/Karlsruhe/Deutschland
Isoproterenol SIGMA-ALDRICH/Minchen/Deutschland
KCI Merck/Darmstadt/Deutschland
Koffein SIGMA-ALDRICH/Minchen/Deutschland
Laminin SIGMA-ALDRICH/Miinchen/Deutschland
MgCl, Merck/Darmstadt/Deutschland
NaCl Fluka/ SIGMA-ALDRICH/Buchs/Schweiz
NaOH Merck/Darmstadt/Deutschland
Pluronic SIGMA-ALDRICH/Minchen/Deutschland

Tabelle 2.22 Hersteller verwendeter Substanzen
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3 Ergebnisse

3.1 Funktionelle Daten der CaMKII8-Knockout-Maus

Es wurden jeweils zwei nicht naher verwandte heterozygote CaMKIId-Knockout-Mause
verpaart. Die Nachkommen wurden entsprechend den Mendel 'schen Verteilungsmustern
(Wildtyp 25%, heterozygot KO 50%, homozygot KO 25%) geboren (siehe auch Tab. 3.1) und
Uberlebten normal. Die Tiere waren alle vital, aktiv und zeigten keine offensichtlichen
Veranderungen des Verhaltens durch den kardialen genetischen CaMKII&-Knockout. Im

Alter von durchschnittlich 11 Wochen wurden die Experimente durchgefiihrt.

Genotyp Anzahl Prozent
Wildtyp 83 26,6%
Heterozygot 147 47,1%
Knockout 82 26,3%

Tabelle 3.1: Geburten-Verteilungsmuster der Genotypen nach Verpaarung heterozygoter CaMKII18-
Knockout-Mause.
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3.1.1 Messung des Herz- und Korpergewichtes

Von jeder untersuchten Maus wurden das Herzgewicht und das Korpergewicht ermittelt und
ausgewertet. Wie Tab. 3.2 zeigt, gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Genotypen.

T-Test

HZ KO KO

WT HZ KO VS. VS. VS.

(n=18) (n=17) (n=22) WT | WT | HZ

Herzgewicht 190,9+5,7 220,2+10,5 182,2+5,2 n.s n.s n.s

(mg)
Korpergewicht | 24,5+2,3 24,1+1,2 22,8+0,8 n.s n.s n.s
9)

Herzgewicht/ 7,9+1,1 8,4+0,3 8,1+0,2

Korpergewicht n.s n.s n.s

(mg/g)
Alter 11,1+0,5 11,2+0,4 11,2+0,2 n.s n.s n.s
(Wochen)

Tabelle 3.2: Ubersicht (ber Alter der Mause sowie Herz- und Koérpergewicht incl. des
Herz/Kdrpergewicht-Verhéltnisses.

3.1.2 Dimensionen der Kardiomyozyten

Im Rahmen der Messungen wurden die einzelnen Kardiomyozyten fotografiert und
anschlielend deren Dimensionen ausgemessen bzw. berechnet. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in Lange, Breite oder Volumen zwischen den verschiedenen

Genotypen (siehe Tab. 3.3, S. 43). Abb. 3.1 Zeigt exemplarisch jeweils einen
Kardiomyozyten einer CaMKII3-Knockout- und einer Wildtyp-Maus.

Abbildung 3.1: Fotos der Kardiomyozyten.
Exemplarisches Foto jeweils eines homozygoten CaMKI13-Knockout- und eines Wildtyp-Kardiomyozyten.
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T-Test

HZ KO KO

WT HZ KO vs. | vs. | vs.

(n=122) (n=120) (n=150) WT | WT | HZ

Lange 124,4+2 126,5+2,2 121,9+1,8 n.s n.s n.s
(LM)

Breite 27,7+0,3 27,7+0,4 27,5%0,3 n.s n.s n.s
(uM)

Volumen 38,7+1,04 39,6+1,2 37,5+0,9 n.s n.s n.s
(pl)

Lange/Breite 4,610,1 4,7+0,1 4,60,1 n.s n.s n.s

Tabelle 3.3: Zelldimensionen
Das Volumen wurde berechnet durch Lange*Breite*Hdhe, die Hohe ergab sich aus der Breite multipliziert mit
dem Korrekturfaktor 0,4 (Bers 2001).

3.2 Zytoplasmatisches freies Kalzium und Myozytenkontraktion

Zum Abschatzen der Amplitude der Kalziumtransienten wurde der Parameter F/Fq
verwendet, weiterhin wurde die prozentuale Sarkomerverkirzung der Kardiomyozyten
analysiert. Die Kalziumeliminationsgeschwindigkeit wurde anhand der Funktion tau (tca)
erfasst. Ergdnzend wurde jeweils fir Kalziumelimination und Kontraktion die 50%ige

Eliminations- bzw. Relaxationszeit (EZcaso0 bzZW. RZkontr509%) VErwendet.

3.2.1 Untersuchung der systolischen Funktion auf Einzelzellebene

Die systolische Funktion der Kardiomyozyten wurde anhand der Amplitude der
Kalziumausschuttung und der Kontraktionskraft der Kardiomyozyten untersucht.

Sowohl in den homozygoten als auch in den heterozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen waren
die gemessenen Parameter im Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen nicht beeintrachtigt.
Abbildung 3.2, S.44 zeigt eine Originalregistrierung jeweils eines Kalziumtransienten einer

homozygoten CaMKII&-Knockout-Zelle und einer Wildtyp-Kontroll-Zelle.
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Abbildung 3.2: Originalregistrierungen der Kalziumamplitude.
a) homozygote CaMKI15-Knockout-Zelle

b) Wildtyp-Kontrollzelle

Jeweils Kalziumamplitude aufgetragen als F/F,

3.2.1.1 Kraft-Frequenz-Beziehung

Uber alle untersuchten Stimulationsfrequenzen hinweg zeigte sich nach 2-Wege-ANOVA-
Testung fur wiederholte Messungen kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
hinsichtlich der Amplitude der Kalziumausschittung (F/Fo). In der Post-Hoc-Testung zeigte
sich jedoch bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz bei den homozygoten CaMKIId-
Knockout-Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen das F/F, signifikant erhéht. Bei
den schnelleren, fur die Maus physiologischeren, Stimulationsfrequenzen offenbarten sich
allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen mehr. Auch im
Vergleich zum heterozygoten CaMKIId-Knockout zeigten sich insgesamt keine signifikanten
Unterschiede. Das F/F, betrug beim Wildtyp bei 1 Hz im Mittel 2,2+0,1 (n=57), beim
heterozygoten CaMKIId-Knockout 2,3+0,1 (n=69) und beim homozygoten CaMKIId-
Knockout 2,3+0,1 (n=60). Mit steigenden Stimulationsfrequenzen nahm die Amplitude der
Kalziumtransienten in allen drei Gruppen ab und es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede mehr. Bei 2 Hz lag das F/F, bei den Wildtyp-Kontroll-Zellen im Mittel bei
2,1+0,1 (n=57), bei den heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen bei 2,2+0,1 (n=69) und bei

den homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen bei 2,2+0,1 (n=60). Unter 4 Hz-Stimulation
zeigten die Wildtyp-Kontroll-Zellen ein F/F, von 2,0+0,1 (n=57), die heterozygoten CaMKII5-
Knockout-Zellen von 2,1+0,1 (n=67) und die homozygote CaMKIId-Knockout ebenfalls von

2,1+0,1 (n=59). Die Amplituden der Kalziumtransienten (F/F,) unter 8 Hz betrugen in den
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Wildtyp-Kontroll-Zellen 1,80+0,04 (n=43), 1,79+0,04 (n=44) in den heterozygoten CaMKII&-
Knockout-Zellen und 1,77+0,05 (n=39) in den homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen.
Abbildung 3.3 zeigt den Verlauf des F/F, in den verschiedenen Genotypen unter
Stimulationsfrequenzen von 1 Hz, 2 Hz, 4 Hz und 8 Hz.

2,5 1
*
2,0 A
g
[
1,5 -
—— WT
—8—Hz
KO
1,0 T T T 1
1Hz 2 Hz 4 Hz 8 Hz

Stimulationsfrequenz

Abbildung 3.3: Frequenzabhangigkeit der Kalziumamplitude.
Mittelwerte der Kalziumtransienten (F/Fy) fir die Frequenzen 1-8 Hz. Die 2-Wege-ANOVA-Testung fir
wiederholte Messungen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Im Post-Hoc-Test war

bei 1 Hz-Stimulation die Kalziumamplitude der homozygoten CaMKI13-Knockout-Zellen signifikant gegentiber
den Wildtyp-Kontroll-Zellen erhoht. * bezeichnet signifikante Unterschiede im Post-Hoc-Test zwischen
homozygoten CaMKI15-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.

Auch die Auswertung der Myozytenkontraktion zeigte Uber alle untersuchten
Stimulationsfrequenzen hinweg nach 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte Messungen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.

Sowohl die homozygoten als auch die heterozygoten CaMKII®-Knockout-Zellen
kontrahierten bei den Stimulationsfrequenzen 1 Hz, 2 Hz und 4 Hz im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontroll-Zellen tendenziell starker, es ergab sich jedoch auch nach Post-Hoc-
Testung keine Signifikanz. Mit steigenden Frequenzen ndherte sich, vergleichbar zur
Kalziumamplitude, die Kontraktilitat der Gruppen einander an, wobei die Wildtyp-Kontroll-
Zellen bei 8 Hz sowohl die heterozygoten als auch die homozygoten CaMKIId-Knockout-
Zellen Uberholten. Die Unterschiede waren jedoch wieder nicht signifikant. Die
Myozytenverkiirzung wird im Folgenden als prozentuale Verkirzung ausgehend von der
Ruhelange angegeben. Die Werte sind Tab. 3.4, S. 46 zu entnehmen. Abbildung 3.4, S. 46

zeigt eine graphische Darstellung der Daten.
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Post-Hoc-Test
HzZ KO KO
WT HZ KO Vs. VSs. Vs.
WT WT HZ
1Hz 3,01£0,2% 3,510,2% 3,410,2% n.s. n.s. n.s.
(n=57) (n=69) (n=60)
2 Hz 2,910,2% 3,410,2% 3,240,2% n.s n.s. n.s.
(n=57) (n=69) (n=60)
4 Hz 3,610,3% 4,0£0,3% 3,8+0,3% n.s. n.s. n.s.
(n=57) (n=67) (n=59)
8 Hz 4,1+0,4% 4,0+0,3% 3,9+0,4% n.s. n.s. n.s.
(n=43) (n=44) (n=39)
Tabelle 3.4: Frequenzabhéngige Kontraktilitat.
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Abbildung 3.4: Frequenzabhéangige Kontraktilitat.
Die Myozytenverkiirzung der drei Genotypen (bei verschiedenen Frequenzen gegeneinander aufgetragen). Die
2-Wege-ANOVA-Testung flr wiederholte Messungen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen. Im Post-Hoc-Test zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

4 Hz

8 Hz
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3.2.2 Untersuchung der diastolischen Funktion auf Einzelzellebene

Die Diastolische Funktion der Zellen wurde anhand der zytosolischen Kalziumelimination und
der Relaxationskinetik untersucht.

3.2.2.1 Kinetik der zytosolischen Kalziumelimination

Die Geschwindigkeit der Relaxation einer Herzmuskelzelle wird stark dadurch bestimmt, wie
schnell und effizient das Kalzium aus dem Zytosol wieder in das SR oder nach extrazelluléar
transportiert wird. Dieses geschieht zum gro3ten Teil durch die SERCA2a, zu kleineren
Anteilen durch den NCX und andere Mechanismen (vgl. 1.3.4 bis 1.3.6, S. 7-9). Mit
steigender Herz- bzw. Stimulationsfrequenz geht die Relaxation immer schneller vonstatten
(FDAR) (vgl. 1.4.3.3,S. 13und 4.3.2, S. 77-79).

Um den vollstéandigen Abfall des freien intrazellularen Kalziums auf Ruhe-Niveau auswerten
zu konnen, wurde neben der Aufzeichnung der Steady-State-Stimulation nach jeder
gemessenen Frequenz die Stimulation 3 Sekunden pausiert. Mit Hilfe der
monoexponentiellen Konstanten tau (tc,) konnte so die Geschwindigkeit der intrazellularen
Kalziumelimination wéhrend der Diastole ermittelt werden. Eine weitere Mdglichkeit, die
Kinetik der Kalziumelimination und Relaxation der Zellen zu vergleichen, ist die Auswertung
der 50%igen Eliminations- bzw. Relaxationszeit. Diese wurden jeweils fur den diastolischen
zytosolischen Kalziumkonzentrations-Abfall (EZcas00) UNd flr die Relaxation der Zelle von
der Kontraktion (RZyonr.500) bestimmt. Im Gegensatz zur Auswertung der Funktion tau, wurde
die 50%ige Eliminations- bzw. Relaxationszeit als Mittelwert aus mehreren Transienten ohne
kompletten Baselineabfall, d.h. unter fortlaufender Stimulation, ausgewertet.

Die 2-Wege-ANOVA-Testung flr das tc, und die EZcas00 der Kalziumtransienten zeigte fir
die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen eine gegeniber den Wildtyp-Kontroll-Zellen
signifikant verlangsamte diastolische Kalziumelimination. Die Post-Hoc-Testung wiederum
zeigte, dass diese Unterschiede sich vor allem auf langsame Stimulationsfrequenzen
beziehen, wahrend sich mit zunehmender Stimulationsfrequenz die genannten Parameter in
den Genotypen anglichen. Die FDAR ist also im Knockout nicht beeintrachtigt. Bei 1 Hz-
Stimulation war in den homozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen die Kalziumelimination mit
einem tc, von 123+4 ms (n= 62) und einer EZcas00, VON 95+2 ms (nN=60) signifikant langsamer
als im Wildtyp mit einem tc, von 11243 ms (n= 43) und einer EZ¢a500, VON 8812 ms (n=57).
Bei 2 Hz betrug das tc, der homozygoten CaMKII5-Knockout-Zellen 112+3 ms (n=60) und
die EZcas00 8312 ms (n=60). Somit waren beide Parameter ebenfalls signifikant langsamer
als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen mit einem tc, von 101+2 ms (n=43) und einer EZ¢as500, VON

7811 ms (n=57). Bei 4 Hz bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den
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Gruppen. Die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen zeigten ein tc, von 92+3 ms (n=60)
und eine EZca500, VON 64+1 ms (N=59), die Wildtyp-Kontroll-Zellen ein tc, von 85+2 ms (n=43)
und eine  EZcaso, von 62+l ms  (n=57). Bei 8Hz glichen sich die
Eliminationsgeschwindigkeiten weiter an. Die homozygoten CaMKII8-Knockout-Zellen
zeigten ein tc, von 75+3 ms (n=37) und eine EZca500, VON 4411 ms gegeniber den Wildtyp-
Kontroll-Zellen mit einem tc, von 71£3 ms (n=31) und einer EZ¢,509 VOn 43+0 ms (n=43).

Die heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen zeigten fur das t der Kalziumtransienten keine
signifikanten Unterschiede gegeniber Wildtyp-Kontrollzellen oder homozygoten CaMKII5-
Knockout-Zellen (1 Hz: tca 12144 ms (n= 62), 2 Hz: tc, 109£3 ms (n=59), 4 Hz: 1c, 90£2 ms
(n=60), 8 Hz: tc, 71£2 ms (n=39)).

Fur die 2-Wege-ANOVA-Testung der EZcaso, (im Vergleich zur tc, Messung ohne
kompletten Baseline-Abfall) zeigten sich die heterozygoten CaMKII®-Knockout-Zellen im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen signifikant langsamer. In der Post-Hoc-Testung
waren die Unterschiede bei 1 Hz und 2 Hz signifikant (1 Hz: EZcas00, 96£2 ms (n=69, p<0,05
HZ vs WT), 2 Hz: EZcas0% 832 ms (n=69, p<0,05 HZ vs WT), 4 Hz: EZcas0% 64+1 ms (n=67),
8 Hz: EZcason 44+1 ms (n=44)).
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Abbildung 3.5: Frequenzabhangigkeit der Kalziumelimination (tc,).

Es wurde jeweils der letzte Transient der jeweiligen Stimulationsfrequenz ausgewertet.

Die 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte Messungen zeigte eine signifikant langsamere
Kalziumelimination in homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen gegeniuiber den Wildtyp-Zellen. * bezeichnet
signifikante Unterschiede im Post-Hoc-Test zwischen homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen und Wildtyp-
Kontroll-Zellen.
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Abbildung 3.6: Frequenzabhangige Kalziumelimination (EZcas09).
Signifikant hohere Werte (entsprechend langsamere Kalziumelimination) in homozygotem und heterozygotem
CaMKIIs-Knockout im Vergleich zum Wildtyp (2-Wege-ANOVA-Testung). * signifikante Unterschiede im
Post-Hoc-Test zwischen homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen, bzw. #
signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten CaMKI138-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.

Eine Originalregistrierung der Kalziumtransienten-Verlaufe in einer CaMKIId-Knockout-Zelle
(bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen) ist in Abb. 3.7 zu sehen. Dort wird deutlich, dass

die FDAR auch ohne CaMKII§ intakt ist.

1F/Fo

200 ms

Abbildung 3.7: Originalregistrierung der Kalziumtransienten einer homozygoten CaMKII3-Knockout-
Zelle bei verschiedenen Stimulationsfrequenzen tbereinander gelagert.
Schnellere Kalziumelimination mit zunehmender Stimulationsfrequenz zeigt eine intakte FDAR.
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3.2.2.2 Sarkomer-Relaxations-Kinetik

Da die Relaxation der Myozytenkontraktion keine monoexponentielle Funktion darstellt, ist es
nicht mdglich den Parameter tau (t) zu verwenden. Daher beschrankt sich die Auswertung
der Relaxation auf die RZionrso%. Diese wurde, vergleichbar zur EZcgs00, gemittelt aus
mehreren Transienten ohne kompletten Baseline-Abfall ermittelt.

In der 2-Wege-ANOVA-Testung fiir die RZkonrs09% zeigten sich weder fir die homozygoten
noch fir die heterozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen signifikante Unterschiede gegeniber
den Wildtyp-Kontroll-Zellen. Auch fir die anschlie@ende Post-Hoc-Testung der einzelnen
Stimulationsfrequenzen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Trotzdem zeigte sich
die in der Kalziumelimination deutlicher zu sehende Tendenz der Genotypen, sich bei
schnelleren Stimulationsfrequenzen einander anzugleichen. Die einzelnen Werte der
RZxontr50% Sind Tab. 3.5 zu entnehmen. Des Weiteren zeigt Abb. 3.8, S. 51 die graphische

Darstellung der Daten.

Post-Hoc-Test

HZ KO KO

WT HZ KO VS. VS, VS.

WT WT HZ

1Hz 61+3 ms 66+3 ms 67+4 ms n.s. n.s. n.s.
(n=57) (n=69) (n=60)

2 Hz 55+3 ms 61+3 ms 60+4 ms n.s. n.s. n.s.
(n=57) (n=69) (n=60)

4 Hz 45+2 ms 48+2 ms 462 ms n.s. n.s. n.s.
(n=57) (n=69) (n=59)

8 Hz 31+l ms 32+1 ms 32+2 ms n.s. n.s. n.s.
(n=43) (n=44) (n=39)

Tabelle 3.5: RZkontr 50%
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Abbildung 3.8: Frequenzabhéangige Sarkomerrelaxation (RZyontr509 )-

Es zeigten sich weder in der 2-Wege-ANOVA-Testung noch in der Post-Hoc-Testung signifikante Unterschiede
zwischen den Genotypen.

3.2.2.3 NCX-Funktion

Die Abfall-Kinetik des Kalziumtransienten einer Zelle nach Koffeinstol3 spiegelt die Funktion
des Natrium-Kalzium-Austauschers wider. Diese konnte durch die monoexponentielle ,Fit-
Kurve® (1) des Koffein-induzierten Transienten abgeschatzt werden. Eine vergleichende
Darstellung der drei Genotypen zeigt Abb. 3.9, S. 52. Hier offenbarte sich eine signifikant
langsamere Kalziumelimination Uber den NCX in den homozygoten und heterozygoten
CaMKIlI3-Knockout-Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen: Bei den homozygoten
CaMKIlIé-Knockout-Zellen betrug das tc, 889+38 ms (n=36), bei den heterozygoten CaMKIIs-

Knockout-Zellen 96955 ms (n=41) und bei den Wildtyp-Kontroll-Zellen im Mittel 769+35 ms
(n=33),
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Abbildung 3.9: Koffein (tc,)
Die Funktion des NCX wird widergespiegelt in der Funktion tau der Kalziumelimination der Koffein-induzierten
Kalziumtransienten. Es zeigte sich eine signifikant langsamere Relaxation von heterozygotem und homozygotem

CaMKI18-Knockout im Vergleich zum Wildtyp. * signifikante Unterschiede zwischen homozygoten CaMKI13-

Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. # signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten CaMKI15-
Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.

3.2.3 Post-Pausen-Potenzierung

Zur Untersuchung der Kalziumakkumulationsfahigkeit des SR wurde mittels unterschiedlich
langer Stimulationspausen (10-Sekunden, 30-Sekunden und 60-Sekunden) die Post-
Pausen-Potenzierung untersucht. Unabhangig von der Pausenlange zeigte sich in allen drei
Genotypen eine signifikante Zunahme der Kalziumtransienten und der Kontraktionsamplitude
nach der Pause (siehe auch Abb. 3.12, S. 57).

In der homozygoten Knockout-Gruppe nahmen die Kalziumtransienten nach 10-Sekunden-
Pause auf 115+2% (n=41) der Amplitude unter 1 Hz Steady-State Kontraktion, in der
heterozygoten Knockout-Gruppe auf 116+2% (n=50) und in der Wildtyp-Gruppe auf 113+1%
(n=57) zu.

Wahrend der 30-Sekunden-Pause kam es zu einer starkeren Post-Pausen-Potenzierung als
wahrend der 10-Sekunden-Pause. Beim homozygoten CaMKII®-Knockout nahm der
Kalziumtransient nach der 30-Sekunden-Pause auf 125+3% (n=45) im Vergleich zu Steady-
State bei 1 Hz zu, beim heterozygoten CaMKIId-Knockout auf 130+3% (n=44) und beim
Wildtyp auf 121+2% (n=50). Somit war die prozentuale Steigerung der heterozygoten
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CaMKIll18-Knockout-Zellen nach der 30-Sekunden-Stimulationspause signifikant hdher als die
der Wildtyp-Kontroll-Zellen.

Bei den homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen erhdhten sich die Kalziumtransienten durch
die 60-Sekunden-Pause auf 126+4% (n=12), bei den heterozygoten CaMKIId-Knockout-
Zellen auf 133+7% (n=19) und bei den Wildtyp-Kontroll-Zellen ergab sich eine Steigerung auf
129+3% (n=28) im Vergleich zu Steady-State (vgl. Tab. 3.6 a-c, S. 53-54 und
Abb. 3.10, S. 55 und Abb. 3.12, S. 57). Es zeigten sich damit fur die 60-Sekunden-Pause

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen.

a) 10-Sekunden-Pause

F/F, F/F, F/Fo Erhéhung
(vor der (nach der (%)
Pause) Pause)
WT 2,2+0,1 2,5+0,1 113,241
(n=57)
HZ 2,4+0,1 2,7+0,1 116,1+2
(n=50)
KO 2,4+0,1 2,8+0,1 115+2
(n=41)
HZ vs. n.s. n.s. n.s.
WT
T-Test KO vs. n.s. n.s. n.s.
WT
KO vs. HZ n.s. n.s. n.s.




Ergebnisse

b) 30-Sekunden-Pause

F/F, F/F, F/Fo Erhéhung
(vor der (nach der (%)
Pause) Pause)
WT 2,2+0,1 2,7+0,1 121,4+2,2
(n=50)
HZ 2,3+0,1 3,0:0,1 129,9+2,9
(n=44)
KO 2,3+0,1 2,9+0,1 124,8+2,9
(n=45)
HZ vs. n.s. p<0,05 p<0,05
WT
T-Test KO vs. n.s. n.s. n.s.
WT
KO vs. HZ n.s. n.s. n.s.
c) 60-Sekunden-Pause
F/F, F/Fq F/Fo Erhéhung
(vor der (nach der (%)
Pause) Pause)
WT 2,2+0,1 2,8+0,1 129,2+3,2
(n=28)
HZ 2,310,1 3,1+0,2 133,1+7,3
(n=19)
KO 2,310,1 2,9+0,2 125,6+4,3
(n=12)
HZ vs. n.s. n.s. n.s.
WT
T-Test KO vs. n.s. n.s. n.s.
WT
KO vs. HZ n.s. n.s. n.s.

Tabelle 3.6: Post-Pausen-Experimente.
a) 10-Sekunden-Pause
b) 30-Sekunden-Pause
c) 60-Sekunden-Pause




Ergebnisse 55

140

120

[EnN

o

o
1

Zunahme F/F, (%)
e}
o

60 -
40 A
—— WT
20 ] —8—HZ
KO
0 T T 1
10s 30s 60 s

Stimulationspause

Abbildung 3.10: F/F, prozentual nach Stimulationspause.
Prozentuale Steigerung der Kalziumamplitude (F/F,) nach 10-, 30- und 60-Sekunden-Stimulationspause.

# signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten CaMKI113-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.
Auch die Kontraktion der Zellen verstarkte sich nach den jeweiligen Pausen. Durch die 10
Sekundenpause stieg die prozentuale Verkirzung bezogen auf die Ruhelange in den
homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen (n=41) von 3,9+0,3% auf 7,4+0,7%, bei den
heterozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen (n=50) von 4,0+0,3% auf 7,0+0,5%. Bei den
Wildtyp-Kontroll-Zellen (n=57) stieg die prozentuale Verklrzung von 4,2+0,2% auf 6,4+0,4%.
Dies entspricht bei den homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen einer prozentualen
Erhbhung auf 196,2+17,0%, bei den heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen einer
Steigerung auf 186,1+14,3% und bei den Wildtyp-Kontroll-Zellen auf 155,1+5,9%. Sowohl in
der heterozygoten CaMKIId-Knockout-Gruppe als auch in der homozygoten CaMKII&-
Knockout-Gruppe war damit eine signifikant hohere Steigerung der Verkirzung im Vergleich
zur Wildtyp-Kontroll-Gruppe zu verzeichnen.

Die Auswertung der 30-Sekunden-Pause ergab bei den homozygoten CaMKIId-Knockout-
Zellen (n=43) eine Erhohung der prozentualen Verkirzung von 3,9+0,3% (n=44) auf
8,1+0,7%, dies entspricht einer Steigerung auf 228,8+23,4%. Die heterozygoten CaMKII&-
Knockout-Zellen (n=44) stiegen von einer Verkirzung von 4,0+0,3% auf 9,2+0,6%,
dementsprechend steigerte sich die Kontraktion auf 258,0+21,3%. Bei den Wildtyp-Kontroll-
Zellen (n=49) konnte vor der Pause eine Verkirzung der Myozyten um 3,9+0,2% und nach
der Pause um 7,8+0,5% gemessen werden, dies ergab eine Steigerung auf 208,3+14,3%.

Signifikante Unterschiede ergaben sich nicht.
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Vor der 60-Sekunden-Pause kontrahierten die homozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen
(n=12) um 4,1+0,4% und nach der Pause um 7,1+0,7%, die heterozygoten CaMKIId-
Knockout-Zellen (n=19) verkirzten sich vor der Pause um 4,3+0,3% und nach der Pause um
9,4+1,0%. Die Wildtyp-Kontroll-Zellen (n=29) zeigten im Mittel eine Verkirzung um 3,7+0,2%
und steigerten sich nach der Pause auf 8,2+0,6%. Dementsprechend steigerte sich die
homozygote CaMKIIs-Knockout-Gruppe auf 182,5+18,5%, die heterozygote CaMKIIod-
Knockout-Gruppe auf 251,6+£38,4% und die Wildtyp-Gruppe auf 230,0£20,3%. Bei der
Kontraktionsverstarkung nach der 30- und 60-Sekunden-Pause zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. Diese Zusammenhange sind in
Abb. 3.11, S. 56 und Abb. 3.12, S. 57 dargestellt.
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Abbildung 3.11: Myozytenverkirzung prozentual nach Stimulationspause.

Steigerung der Myozytenverkiirzung nach 10-, 30- und 60-Sekunden Stimulationspause prozentual aufgetragen.
* signifikante Unterschiede zwischen homozygoten CaMKI15-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. #
signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten CaMKI18-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.
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Abbildung 3.12: Post-Pausen-Beziehung.

a) und b) Kalziumamplitude von homozygoten CaMKI18-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen, jeweils
vor und nach 10-, 30- und 60-Sekunden Stimulationspause

c) und d) prozentuale Myozytenverkiirzung von homozygoten CaMKI13-Knockout-Zellen und Wildtyp-
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Kontroll-Zellen, jeweils vor und nach 10-, 30- und 60-Sekunden Stimulationspause
Vergleicht man das F/F, bzw. die Myozytenverkiirzung vor und nach den jeweiligen Pausen, so zeigen sich

sowohl beim Wildtyp als auch beim Knockout signifikante Unterschiede in allen drei Pausenlangen.
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3.2.4 SR-Kalziumgehalt

Fur die Bestimmung des im SR gespeicherten Kalziums der einzelnen gemessenen
Kardiomyozyten wurde durch Koffein eine komplette Ausschiittung des im SR gespeicherten
Kalziums bewirkt. Abb. 3.13 zeigt jeweils einen reprasentativen Koffein-induzierten
Kalziumtransienten fiir die homozygote CaMKIId-Knockout- und die Wildtyp-Kontroll-Gruppe.
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Abbildung 3.13: Koffein-induzierter Kalziumtransient
Originalabbildung je eines Koffein-induzierten Kalziumtransienten einer homozygoten CaMKII18-Knockout-
und einer Wildtyp-Kontroll-Zelle Gibereinander gelagert.

Hinsichtlich des SR-Kalziumgehaltes zeigten sich dabei keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Genotypen. Lediglich tendenziell lasst sich bei den CaMKII®-Knockout-Zellen
ein etwas hoherer SR-Kalziumgehalt feststellen. Das F/F, der Koffein-induzierten
Kalziumtransienten der homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen lag im Mittel bei 3,6+0,1
(n=40), bei den heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen betrug das F/Fy3,6+0,2 (n=42) und
bei den Wildtyp-Kontroll-Zellen 3,4+0,1 (n=35). Dieses Ergebnis ist in Abb. 3.14, S. 59

dargestellt.
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Abbildung 3.14: Koffein F/Fg
Gesamtmenge des im SR gespeicherten Kalziums ausgedrickt als F/Fy der Koffein-induzierten
Kalziumtransienten.

3.2.5 Diastolisches SR-Kalziumleck/ Kalziumsparks

Um zu untersuchen, ob in den homozygoten CaMKII3-Knockout-Kardiomyozyten das SR-
Kalziumleck via RyR2 verdndert ist, wurden in der vorliegenden Arbeit Experimente
bezlglich der Kalziumspark-Frequenz und Spark-Kinetik am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop durchgeftihrt. Es wurden homozygote CaMKII&-Knockout-Zellen gegen Wildtyp-
Kontroll-Zellen getestet. 55 wvon 319 untersuchten homozygoten Zellen zeigten
Kalziumsparks, das sind 17% der homozygoten CaMKII®-Knockout-Kardiomyozyten. Im
Vergleich dazu sparkten bei der Wildtyp-Kontroll-Gruppe 28% aller gemessenen
Wildtypzellen, namlich 148 von 524 untersuchten Zellen. Somit zeigten in der homozygoten

CaMKII8-Knockout-Gruppe signifikant weniger Zellen Kalziumsparks als in der Kontroll-

Gruppe (p<0,05 Fisher-Test).
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Abbildung 3.15: Anteil sparkender Zellen (in %) bezogen auf alle gemessenen Zellen.

* signifikante Unterschiede im Fisher-Test (p<0,05) zwischen CaMKIId-Knockout-Zellen und Wildtyp-
Kontroll-Zellen.

Bezogen auf alle sparkenden Zellen war die Spark-Frequenz in den homozygoten CaMKII&-
Knockout-Zellen (n=55) mit 1,5+0,1 Sparks pro 100 um/s geringer als in den Wildtyp-
Kontroll-Zellen (n=148) mit einer Spark-Frequenz von 1,7+0,1 Sparks pro 100 um/s. Es
ergab sich jedoch keine Signifikanz. Abb. 3.16 zeigt die Spark-Frequenz der beiden Gruppen

gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 3.16: Spark-Frequenz

Spark-Frequenz der homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen und der Wildtyp-Kontroll-Zellen, bezogen auf
alle sparkenden Zellen, als MaR fiir das SR-Kalziumleck. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Die mittlere Amplitude der spontanen SR-Kalzium-Freisetzungsereignisse wird in
Abb. 3.17, S. 61 in Form des F/F, dargestellt. Die homozygote CaMKIId-Knockout-Gruppe
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zeigte ein F/Fq von 1,51+0,02 (n=98), welches im Vergleich zur Wildtyp-Kontroll-Gruppe mit
einem F/Fo von 1,52+0,02 (n=128) unveréndert war.
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Abbildung 3.17: F/F, der Kalziumsparks
F/F, der Kalziumsparks in den homozygoten CaMKI15-Knockout-Zellen und den Wildtyp-Kontroll-Zellen. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

Die Zeit bis zum 50%igem Kalziumabfall der einzelnen Sparks war in den homozygoten
CaMKIId-Knockout-Kardiomyozyten (n=96) mit einer EZcasps0% vOn 23+1 ms im Vergleich
zur Wildtyp-Kontroll-Gruppe (n=126) mit einer EZcaspson VOn 22+1 ms nicht signifikant

verandert.
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Abblldung 3.18: EZCaSp.SO%
Die EZcasp.50% der homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen war leicht jedoch nicht signifikant langer als in der
Wildtyp-Kontroll-Gruppe.
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Das SR-Kalziumleck wurde als Produkt aus Amplitude (F/Fo), EZcasps0% (MS) und Spark-
Frequenz (1/100um/s) errechnet, entsprechend ist die Einheit des SR-Kalziumlecks F/F, *
s*1/(s*m) = F/Fo/m.

Berechnet man das SR-Kalziumleck lediglich aus den Zellen, welche Sparkaktivitat
aufwiesen, so ergeben sich keine relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen (532+27
F/Fo/m in der homozygoten CaMKII3-Knockout-Gruppe im Vergleich 555+23 F/Fy/m in der
Wildtyp-Kontroll-Gruppe).

Berechnet man jedoch das ,totale® SR-Kalziumleck bezogen auf alle gemessenen
Kardiomyozyten (d.h. inklusive derer ohne detektierte Spark-Aktivitat), so ist dieses in der
homozygoten CaMKII&-Knockout-Gruppe mit 92+5 F/Fy/m signifikant geringer als das der
Wildtyp-Kontroll-Gruppe mit 157+7 F/Fo/m.
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Abbildung 3.19: ,,totales* SR-Kalziumleck
Berechnet als Produkt aus Amplitude, EZc,sp 500, Und Spark-Frequenz bezogen auf alle gemessenen

Kardiomyozyten. * signifikante Unterschiede zwischen homozygoten CaMKI18-Knockout-Zellen und Wildtyp-
Kontroll-Zellen.

3.2.6 Freies diastolisches Kalzium und diastolische Sarkomerlange

In den Experimenten fir die vorliegende Arbeit wurde mittels des ratiometrischen Farbstoffes
Fura-2-AM das freie diastolische Kalzium der Kardiomyozyten am Epifluoreszenzmikroskop
untersucht.

Das Ergebnis wird als Verhaltnis der Fluoreszenzintensitidten bei Anregung mit zwei
unterschiedlichen Wellenlangen angegeben, der ,Ratio” (vgl. 2.2.2, S. 21 und 2.3.3, S. 24).
Die Zellen wurden unter den Stimulationsfrequenzen 1 Hz und 4 Hz untersucht.

Uber die beiden untersuchten Stimulationsfrequenzen hinweg zeigten sich nach 2-Wege-
ANOVA-Testung fur wiederholte Messungen signifikante Unterschiede zwischen

homozygoten CaMKIId-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. In der Post-Hoc-Testung zeigte
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sich dementsprechend auch, dass bei den homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen (n=29)
das diastolische Kalzium mit einer Ratio von 0,82+0,03 bei 1 Hz signifikant hoher lag als bei
den Wildtyp-Kontroll-Zellen mit einer Ratio von 0,73+0,03 (n=23). Die heterozygoten
CaMKIId-Knockout-Zellen zeigten mit einer Fura-2-Ratio von 0,74+0,04 (n=9) keine
signifikanten Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen. Bei 4 Hz stieg das diastolische
Kalzium in allen drei Genotypen an. Die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen lagen auch
bei 4 Hz mit einer Ratio von 0,96+0,03 (n=29) signifikant Gber dem Niveau der Wildtyp-
Kontroll-Zellen mit einer Ratio von 0,83+0,03 (n=23). Die heterozygoten CaMKIId-Knockout-
Zellen lagen mit einer mit einer Ratio von 0,87%0,04 (n=9) zwischen homozygotem CaMKII&-
Knockout und Wildtyp. Signifikante Unterschiede ergaben sich fir die heterozygoten Zellen

erneut nicht.
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Abbildung 3.20: Freies diastolisches Kalzium.

Die 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte Messungen zeigte signifikante Unterschiede zwischen
homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. Im Post-Hoc-Test zeigten sich ebenfalls
sowohl unter 1 Hz- als auch unter 4 Hz-Stimulation signifikante Unterschiede zwischen den oben genannten
Gruppen. * bezeichnet signifikante Unterschiede im Post-Hoc-Test zwischen homozygoten CaMKI15-Knockout-
Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.

Die diastolische Sarkomerlange (SL) zeigte sich sowohl in den homozygoten als auch
heterozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen in der 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte
Messungen kirzer als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen. In der anschlieRenden Post-Hoc-
Testung bestétigten sich diese Signifikanzen. Bei 1 Hz betrug die diastolische SL in den

homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen 1,76+0,01 um (n=60) und in den heterozygoten
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CaMKIlId-Knockout-Zellen 1,76+0,01 um (n=69). Dies war signifikant kirzer als in den
Wildtyp-Kontroll-Zellen mit einer diastolischen SL von 1,78+0,00 um (n=57).

Bei 2 Hz-Stimulation war die diastolische SL in den homozygoten CaMKII5-Knockout-Zellen
mit 1,76+0,01 um (n=60) und in den heterozygoten CaMKII5-Knockout-Zellen 1,76+0,01 pm
(n=69) signifikant kirzer als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen mit einer diastolischen SL von
1,77+0,00 pm (n=57).

Auch unter 4 Hz-Stimulation blieb die diastolische SL in den homozygoten CaMKIId-
Knockout-Zellen mit 1,75+0,01 um (n=59) und den heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen
mit 1,74+0,01 um (n=67) jeweils signifikant kurzer als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen mit einer
diastolischen SL von 1,77+0,00 um (n=57) (Siehe hierzu auch Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21 diastolische Sarkomerlange (um)

Die 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte Messungen zeigte signifikante Unterschiede sowohl der
homozygoten als auch der heterozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen gegeniiber den Wildtyp-Kontroll-Zellen.
Im Post-Hoc-Test bestétigten sich diese Signifikanzen. * bezeichnet signifikante Unterschiede im Post-Hoc-Test
zwischen homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. # bezeichnet signifikante
Unterschiede im Post-Hoc-Test zwischen heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-
Zellen.
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3.3 Adrenerge Stimulation

Um das Ansprechen der CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten auf adrenerge Stimulation zu
untersuchen, wurden Einwasch-Experimente mit Isoproterenol in einer Konzentration von
4 nM durchgefuhrt. AnschlieBend wurden Zellen mit den Frequenzen 1 Hz, 2 Hz, 4 Hz und

8 Hz stimuliert.

3.3.1 Einwasch-Versuche mit 4 nM Isoproterenollésung

Das Einwaschen der Isoproterenollosung fihrte in allen drei Genotypen zu einem
ausgepragten inotropen Effekt. Sowohl die Kalziumtransienten als auch die Kontraktilitat
nahmen signifikant zu.

Die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen (n=17) steigerten in den Einwasch-Versuchen
die Amplitude ihrer Kalziumtransienten von einem F/Fy von 2,1+0,1 auf 3,7+0,2 und ihre
Zellverkirzung von 3,5+0,4% auf 8,2+0,5%. Die heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen
(n=10) zeigten vor der Isoproterenolstimulation ein F/F, von 1,9+0,1, welches unter
Isoproterenol auf 3,4+0,2 anstieg. Die prozentuale Verkirzung stieg von 3,4+0,3% auf
8,0+0,7%. Die Wildtyp-Kontroll-Zellen (n=11) starteten mit einem F/F, von 2,0+0,1 und einer
prozentualen Verkirzung von 4,0+0,4% und stiegen durch adrenerge Stimulation auf ein
F/F, von 3,8+0,2 und eine Kontraktilitat von 9,2+0,6% an.
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Abbildung 3.22: Einwaschen von 4 nM lIsoproterenollésung F/Found Kontraktion.
a) Kalziumtransienten

b) prozentuale Verkirzung

Jeweils vor und wéhrend adrenerger Stimulation mit 4 nM Isoproterenol.

Es zeigte sich starker inotroper Effekt durch Isoproterenol in allen drei Gruppen.
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Die Kalziumelimination der Zellen sowie die Relaxation wurde anhand der EZcas00, UNd
RZontrs09% UNtersucht. In Abb. 3.23 ist zu sehen, dass 4 nm Isoproterenol in allen drei
Gruppen einen starken lusitropen Effekt ausléste. Die homozygoten CaMKII&-Knockout-
Zellen (n=17) wiesen vor dem Einwaschen von Isoproterenol eine EZcas500, VOn 90£3 ms und
eine RZxontr509% VON 766 ms auf. Nach der adrenergen Stimulation verkirzte sich die EZcas0%
auf 65+1 ms (n=46) und die RZxonrs00 auf 301 ms (n=46). Die heterozygoten CaMKIId-
Knockout-Zellen (n=10) zeigten vor dem Einwaschen von Isoproterenol eine EZcas09 VON
8115 ms und eine RZxonrs09% VON 71+12 ms. Nach der adrenergen Stimulation verkirzte sich
die EZcas09 auf 6522 ms (n=29) und die RZyonr500 auf 28+1 ms (n=29). Die Wildtyp-Kontroll-
Zellen relaxierten unter Normalbedingungen (n=11) mit einer EZ¢as500, VOn 80£3 ms und einer
RZontr50% 67+£8 ms und unter Isoproterenol (n=36) mit einer EZ¢as00, VON 561 ms und einer
RZontr50% VON 2321 ms. Die homozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen eliminierten ihr Kalzium
bereits vor der adrenergen Stimulation schon signifikant langsamer als die Wildtyp-Kontroll-
Zellen. Auch unter Isoproterenol blieb diese Diskrepanz zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen
signifikant bestehen. Die EZcas00 der heterozygoten CaMKII6-Knockout-Zellen lag vor dem
Einwaschen des Isoproterenols etwa auf Wildtyp-Niveau, zeigte sich unter Isoproterenol
jedoch signifikant langsamer als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen und in etwa auf dem Niveau
der homozygoten CaMKII®-Knockout-Zellen.

Fur die RZkonrsow unter lIsoproterenol ergab sich sowohl eine signifikant langsamere
Relaxation der homozygoten als auch der heterozygoten CaMKII&-Knockout-Zellen im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontroll-Zellen.
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Abbildung 3.23: Einwaschen von 4 nM Isoproterenollésung EZcas00 UNA RZkontr 509
a) EZcas0%

b) RZKontrASO%
Jeweils vor und unter adrenerger Stimulation mit 4 nM Isoproterenol. Es ist ein starker lusitroper Effekt in allen

drei Gruppen zu sehen. * signifikante Unterschiede zwischen homozygoten CaMKI15-Knockout-Zellen und

Wildtyp-Kontroll-Zellen. # signifikante Unterschiede zwischen heterozygoten CaMKI18-Knockout-Zellen und
Wildtyp-Kontroll-Zellen.
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Abbildung 3.24: Originalregistrierung unter Isoproterenol

a) CaMKII5-Knockout

b) Wildtyp

Jeweils bei 1Hz vor Isoproterenol, wéhrend des Einwaschens und unter voller Isoproterenolwirkung
Ubereinander gelagert.

3.3.2 Kraft-Frequenz-Beziehung unter 4 nM Isoproterenollésung

Die Stimulation der Kardiomyozyten mit Frequenzen von 1 Hz, 2 Hz, 4 Hz und 8 Hz unter
4 nM Isoproterenol brachte in der 2-Wege-ANOVA-Testung fir wiederholte Messungen keine
signifikanten Unterschiede bezlglich der Kalziumamplitude und Myozytenverkirzung. In
Abb. 3.25 aund b, S.68 ist zu sehen, dass sich die verschiedenen Gruppen im Verlauf der
Stimulationswechsel relativ ahnlich verhielten. Auch in der Post-Hoc-Testung zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede fir die einzelnen Stimulationsfrequenzen. Die homozygoten
CaMKIlId-Knockout-Zellen hatten unter einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz (n=46) ein F/F,
von 3,7+0,2 und eine Myozytenverkirzung von 8,2+0,5%, unter 2 Hz (n=46) betrug das F/F
3,6%0,2 und die Myozytenverkiirzung 8,7+0,5%, unter 4 Hz-Stimulation (n=46), betrug das
F/Fy 3,410,1 und die Myozytenverkirzung 10,5+0,6% und unter einer Stimulationsfrequenz
von 8 Hz zeigten die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen (n=41) schlief3lich ein F/Fy von
2,7£0,1 und eine Myozytenverklrzung von 10,5+0,5%.

Die heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen zeigten unter 1 Hz-Stimulation (n=29) ein F/F,
von 3,4+0,2 und eine Myozytenverkiirzung von 8,0+0,7%. Unter 2 Hz-Stimulation (n=26)
betrug das F/F, 3,3£0,2 und die Myozytenverkiirzung 8,2+0,8%. Unter 4 Hz-Stimulation
(n=26) zeigte sich ein F/Fy von 3,2+0,2 und eine Myozytenverkirzung von 9,8+0,9%. Unter
8 Hz-Stimulation (n=23) zeigte sich schlie3lich bei den heterozygoten CaMKIId-Knockout-

Zellen ein F/F, von 2,6x0,1 und eine Myozytenverklrzung von 9,8+0,8%.
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Das F/Fq der Wildtyp-Kontroll-Zellen verhielt sich relativ parallel zum F/F, der homozygoten
CaMKIId-Knockout-Zellen. Unter 1 Hz (n=36) betrug das F/F, der Wildtyp-Kontroll-Zellen
3,7+0,2, die Myozytenverkirzung lag bei 9,2+0,6%. Unter 2 Hz-Stimulation (n=36) lag die
Kalziumamplitude bei einem F/F, von 3,6+0,2 und die Myozytenverkirzung bei 9,4+0,6%.
Unter einer Stimulationsfrequenz von 4 Hz (n=36) betrug das F/F, 3,4+0,2 und die
Myozytenverkiirzung lag bei 11,1+0,6%. Unter 8 Hz zeigten die Wildtyp-Kontroll-Zellen ein
F/Fo von 2,9+0,1, die Myozytenverkirzung lag bei 11,4+0,5%.
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Abbildung 3.25: Frequenzabhéangigkeit der Kalziumamplitude bzw. Myozytenverkirzung unter 4 nM
Isoproterenol.

a) F/F,

b) Myozytenverkirzung (%)

Jeweils unter 4 nM Isoproterenol und steigenden Stimulationsfrequenzen. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.

Auch unter der adrenergen Stimulation eliminierten sowohl die heterozygoten als auch die
homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen nach 2-Wege-ANOVA-Testung fur wiederholte
Messungen ihr freies zytosolisches Kalzium signifikant langsamer als die Wildtyp-Kontroll-
Zellen und relaxierten ebenso signifikant langsamer. Mit steigenden Stimulationsfrequenzen
nahern sie sich immer mehr dem Wildtyp-Niveau an, wobei die Unterschiede der EZcaso%
sowohl flr heterozygot als auch fur homozygot CaMKIId-Knockout gegeniiber dem Wildtyp
nach Post-Hoc-Testung bis zu einer Stimulationsfrequenz von 4 Hz signifikant blieben. Die
Post-Hoc-Testung der RZkontr 500 €rgab fur den homozygoten CaMKII5-Knockout gegentber
dem Wildtyp signifikante Unterschiede in allen gemessenen Stimulationsfrequenzen, fir den
heterozygoten CaMKII®-Knockout gegenitiber dem Wildtyp ergaben sich signifikante
Unterschiede fir die 1 Hz- und 2 Hz-Stimulation. Die Tab. 3.7 S. 69 und Tab. 3.8, S. 69

zeigen Ubersichtlich die genauen Werte der EZcasoy SOwWie der RZyonrsow Unter 4 nM



Ergebnisse 69

Isoproterenol, weiterhin sind die Zusammenhénge in Abb. 3.26 aund b, S. 70 graphisch

dargestellt.
Post-Hoc-Test

HZ KO KO

WT HZ KO VS. VS, VS.

WT WT HZ

1Hz 56+1 ms 65+2 ms 65+1 ms p<0,05 | p<0,05 | n.s.
(n=36) (n=29) (n=46)

2 Hz 52+1 ms 59+2 ms 59+1 ms p<0,05 | p<0,05 n.s.
(n=36) (n=26) (n=46)

4 Hz 45+1 ms 49+1 ms 50+1 ms p<0,05 | p<0,05 n.s.
(n=36) (n=26) (n=46)

8 Hz 38+1 ms 39+1 ms 39+1 ms n.s. n.s. n.s.
(n=35) (n=23) (n=41)

Tabelle 3.7: EZ¢g500, Unter 4 nM Isoproterenol.

Post-Hoc-Test

HZ KO KO

WT HZ KO VS. VS. VS.

WT WT HZ

1Hz 24+1 ms 29+1 ms 30+1 ms p<0,05 | p<0,05 n.s.
(n=36) (n=29) (n=46)

2 Hz 22+1 ms 26+1 ms 27+1 ms p<0,05 | p<0,05 n.s.
(n=36) (n=26) (n=46)

4 Hz 20+1 ms 22+1 ms 231 ms n.s p<0,05 | n.s.
(n=36) (n=26) (n=46)

8 Hz 18+1 ms 19+1 ms 201 ms n.s. p<0,05 n.s.
(n=34) (n=23) (n=41)

Tabelle 3.8: RZkontr500 Unter 4 nM Isoproterenol.
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Abbildung 3.26: EZca5006 UNA RZkontr 5000 UNter 4 M Isoproterenol.

a) EZcason

b) RZKontr.SO%

Jeweils unter 4 nM Isoproterenol. Die 2-Wege-ANOVA-Testung fiir wiederholte Messungen zeigte jeweils
signifikante Unterschiede sowohl der homozygoten als auch der heterozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen
gegeniber den Wildtyp-Kontroll-Zellen. * bezeichnet signifikante Unterschiede im Post-Hoc-Test zwischen
homozygoten CaMKII5-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen. # bezeichnet signifikante Unterschiede

im Post-Hoc-Test zwischen heterozygoten CaMKI113-Knockout-Zellen und Wildtyp-Kontroll-Zellen.

3.4 Kalziumelimination unter Calyculin-A

Da Ergebnisse von Huke und Bers (2007) ergeben haben, dass die CaMKII-
Autophosphorylierung durch Phosphatasen (insbesondere der Protein-Phosphatase-1)
abgebaut wird, wurden in der vorliegenden Arbeit einige Experimente mit dem spezifischen
Protein-Phosphatase-1- und 2a-Inhibitor Calyculin-A durchgefiihrt, um die CaMKII-
Dephosphorylierung zu unterdriicken und so durch verstarkte CaMKII-Aktivierung mégliche
Unterschiede zwischen den Genotypen besser herausarbeiten zu kénnen. Es wurden dabei
nur homozygote CaMKII&-Knockout-Zellen mit Wildtyp-Kontroll-Zellen verglichen. Die Zellen
wurden gemalfd Calyculin-A-Protokoll (vgl. 2.4.4, S. 28-29) vorbereitet, dann bei 2 Hz fir 5
Minuten stimuliert und anschliel3end einer Kraft-Frequenz-Untersuchung unterzogen.
Wahrend der funfmindtigen Stimulation wurde jede Minute einmal 10 Kontraktionen
aufgezeichnet und ausgewertet.

Insgesamt konnte eine signifikante Beschleunigung der Kalziumelimination durch Calyculin-
A-Behandlung sowohl in den homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen als auch in den
Wildtyp-Kontroll-Zellen festgestellt werden.

Die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen (n=21) relaxierten jedoch auch unter Calyculin-A
insgesamt langsamer als die Wildtyp-Kontroll-Zellen (n=17), jedoch ohne dass sich eine

Verstarkung dieses Effektes im Vergleich zu den Messungen unter Normaltyrode zeigte.
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Diese Unterschiede, welche anhand der EZc,500 ausgewertet wurden, waren jedoch nicht

signifikant.
KO KO T-Test WT WT T-Test
(Calyculin-A) | (Kontrolle) Calyculin- (Calyculin-A) (Kontrolle) | Calyculin-
(n=21) (n=21) A (n=17) (n=19) A
Ve vs.
Kontrolle Kontrolle
EZcago% 12845 ms | 181+6 ms | p<0,05 12242 ms | 177+6 ms | p<0,05
Zeitpunkt: 0
EZcasow 128+4 ms | 178+5ms | p<0,05 120+2 ms | 176x5ms | p<0,05
Zeitpunkt: 1
EZcaso0% 1274 ms | 176x5ms | p<0,05 120+2 ms | 180+7 ms | p<0,05
Zeitpunkt: 2
EZcaso0% 1285 ms | 1746 ms | p<0,05 121+2 ms | 1755 ms | p<0,05
Zeitpunkt: 3
EZcaso0% 12945 ms | 176x5ms | p<0,05 12242 ms | 181+5ms | p<0,05
Zeitpunkt: 4
EZcasow 128+5ms | 181+4 ms | p<0,05 124+2 ms | 180+5ms | p<0,05
Zeitpunkt: 5
Tabelle 3.9: EZ¢a500, Mit und ohne Calyculin-A
Homozygote CaMKII§-Knockout-Zellen Wildtyp-Kontroll-Zellen
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Abbildung 3.27: Calyculin-A EZcag00-
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a) 80%ige Kalziumelimination von homozygoten CaMKII5-Knockout-Zellen unter 2 Hz-Stimulation mit und

ohne Calyculin-A.

b) 80%ige Kalziumelimination von Wildtyp-Kontroll-Zellen unter 2 Hz-Stimulation mit und ohne Calyculin-A.
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Es wurden unter Calyculin-A die Frequenzen 0,5 Hz, 1 Hz, 2 Hz und 4 Hz gemessen. Die
homozygoten CaMKII3-Knockout-Zellen eliminierten ihr Kalzium auch unter Calyculin-A bei
langsamen Frequenzen tendenziell, jedoch nicht signifikant langsamer (0,5 Hz: EZcag0%
152+11 ms (n=11); 1 Hz: EZcag0% 147110 ms (n=12) ) als die Wildtyp-Kontroll-Zellen (0,5 Hz:
EZcagow 14414 ms (n=11); 1 Hz: EZcago0 142+4 ms (n=12) ). Mit steigenden Frequenzen
naherten sich, wie bereits in Normaltyrode, die homozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen
(2 Hz: EZcagow 1317 ms (n=12); 4 Hz: EZcag0%, 101+4 ms (n=12)) und die Wildtyp-Kontroll-
Zellen (2 Hz: EZcagow 13014 ms (n=12); 4 Hz: EZcag800, 100+2 ms (n=12)) einander an.
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Abbildung 3.28: Frequenzabhéngige EZcaggo -

80%ige Kalziumelimination unter 0,5 Hz, 1 Hz, 2 Hz und 4 Hz jeweils homozygote CaMKI13-Knockout-Zellen
und Wildtyp-Kontroll-Zellen. Jeweils mit und ohne Calyculin-A.
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4 Diskussion

Kalzium und Kalziumhaushalt spielen eine fundamentale Rolle bei der elektromechanischen
Kopplung der Kardiomyozyten und somit bei der Kontraktion des Herzens.

In zahlreichen Arbeiten konnte die CaMKII als zentraler Regulator der elektromechanischen
Kopplung identifiziert werden. Unter anderem reguliert sie die Funktion des L-Typ-Kalzium-
Kanals (Kohlhaas et al. 2006; Xiao RP 1994; Yuan und Bers 1994), des RyR2 (Hain et al.
1995; Maier et al. 2003; Neef et al. 2010; Witcher et al. 1991) sowie die SERCA2a-Funktion
Uber Phosphorylierung von Phospholamban (Davis et al. 1983; Koss und Kranias 1996; Sag
et al. 2007). Wagner et al. zeigten 2006 erstmals einen Einfluss der CaMKIl auf
Natriumstréme im Herzen. Die Rolle der CaMKIl fir Genexpression und nukleare Prozesse
wurden ebenfalls mehrfach beschrieben (u. a. Backs et al. 2009; Zhang T und Brown 2004)
und damit die pathophysiologisch relevante Rolle der CaMKII unterstrichen.

Zudem scheint die CaMKII eine wichtige Rolle bei der Herzinsuffizienz zu spielen: Es kommt
zu einer Zunahme der CaMKII-Expression (Hoch et al. 1999; Kirchhefer et al. 1999).
Genetische Mausmodelle mit einer Uberexpression der CaMKII5, fihren zu erheblicher
kardialer Hypertrophie und Dilatation, zur Entstehung einer schweren Herzinsuffizienz, hoher
Mortalitdt und vermehrter Arrhythmieneigung (Maier et al. 2003; Sag et al. 2009; Zhang T et
al. 2002; Zhang T et al. 2003). Ein wichtiger Mechanismus hierfir scheint ein CaMKII-
bedingtes, diastolisches Kalziumleck durch Hyperphosphorylierung der RyR2 an der CaMKII-
spezifischen Phosphorylierungsstelle Ser-2815 zu sein, welches zu einem verminderten SR-
Kalziumgehalt und konsekutiv zu verminderten Kalziumtransienten fihrt. Dies wird mit der
verminderten Kontraktilitat bei Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht. Weiterhin bewirkt die
CaMKIlId bei Druckbelastung eine Aktivierung hypertropher Genprogramme (Backs et al.
2006).

Eine genetische Inhibition der CaMKIl flhrte in der AC3-I-Maus zur Protektion vor
Herzinsuffizienz und Hypertrophie im Kontext von chronisch adrenergem Stress und
Myokardinfarkt (Zhang R et al. 2005). Tatsachlich konnte durch eine akute Inhibition der
CaMKIl in isolierten Muskelstreifen aus insuffizientem humanem Myokard eine
Funktionsverbesserung erreicht werden (Sossalla et al. 2010).

Somit wird eine Inhibition der CaMKIl als ein vielversprechender Therapieansatz bei der
Behandlung von Herzinsuffizienz und Arrhythmien diskutiert (Neef und Maier 2007; Sossalla
et al. 2010; Yang et al. 2006). Jedoch spielen neben den im Herzen vorkommenden
Isoformen CaMKII® und CaMKIly verschiedene CaMKIl-Isoformen auch in anderen

Geweben wichtige Rollen. So sind beispielsweise im zentralen Nervensystem die Isoformen
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CaMKlla und CaMKIIB von groRRer Bedeutung fir die Lernfunktion und die Neuroplastizitat
des Gehirns (u. a. Lisman et al. 2002; Silva et al. 1992). Eine globale Inhibition der CaMKII
wirde auch diese Isoformen betreffen. Zudem wird die CaMKIl auch mit wichtigen
regulatorischen Funktionen im Herzen sowie mit der Erholungsfahigkeit (Recovery) bei
Azidose in Verbindung gebracht (Komukai et al. 2001; Mattiazzi et al. 2007; Sag et al. 2007),
wie im Folgenden diskutiert werden wird.

Ein gezieltes Ausschalten der im Herzen dominierenden Isoform CaMKII® konnte die
erhofften therapeutischen Effekte erzielen, ohne die Funktion anderer CaMKIlI-Isoformen zu
beeinflussen. Das therapeutische Potential dieses Ansatzes wurde von Backs et al. 2009
sowie von Ling et al. 2009 an CaMKII®-Knockout-Méausen hinsichtlich eines Schutzes vor
Herzinsuffizienz bei kardialer Druckbelastung durch transversale Aortenkonstriktion belegt.
Xu et al. (2010) zeigten in der von Backs et al. (2009) und auch in der vorliegenden Arbeit
verwendeten CaMKIId-Knockout-Mauslinie, dass die verbliebene CaMKlly 38% der
urspringlichen Gesamt-CaMKII-Aktivitat aufrechterhalten konnte.

Die vorliegende Arbeit untersucht nunmehr erstmalig, in wie fern die physiologische Funktion

der Kardiomyozyten nach CaMKII6-Knockout beeinflusst wird.

4.1 Unveranderte Mortalitat und biometrische Daten unter

Basalbedingungen

Die genetischen CaMKIId-Knockout-Méause zeigten unter Basalbedingungen keine erhéhte
Mortalitdt und wurden nach den zu erwartenden Mendel schen Verhaltnissen geboren. Dies
spricht dafir, dass keine pranatale Selektion stattgefunden hat und deutet darauf hin, dass
das Fehlen der CaMKII® unter Basalbedingungen keinen Uberlebensnachteil fur die Mause
darstellt. Unter Normalbedingungen scheint demnach der CaMKII&-Knockout keine
merkliche Beeintrachtigung fir die Maus darzustellen.

Es ist bekannt, dass die CaMKII (Hoch et al. 1999; Kirchhefer et al. 1999) bzw. CaMKIId
(Backs et al. 2009; Ling et al. 2009) in die Hypertrophieentwicklung unter
pathophysiologischen Bedingungen involviert ist. Der spezifische Knockout der CaMKIId
scheint mdglicherweise einen protektiven Einfluss vor maladaptiver Hypertrophieentwicklung
zu haben, ohne dass die physiologische Entwicklung des Herzmuskels reduziert ist (keine
Hypotrophie). Auch hinsichtlich des Korpergewichtes konnten in der vorliegenden Arbeit
keine Unterschiede zwischen Knockout und Wildtyp festgestellt werden. Kirzlich konnte eine
Studie publiziert werden, welche auch die Daten der vorliegenden Dissertation enthalt (Neef
et al. 2013). Auch die darin erhobenen echokardiographischen Daten zeigen keine
Hypertrophie des Herzens oder anderweitige Verdnderungen der Herzdimensionen in den

CaMKII8-Knockout-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollmausen.
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4.2 Intakte systolische Funktion der CaMKII&-Knockout-

Kardiomyozyten

Die systolische Funktion wurde in vitro anhand der Kalziumamplituden und
Kontraktionsstarke der isolierten Kardiomyozyten untersucht. Die Kalziumamplituden und die
Kontraktionskraft zeigten sich in den CaMKIId-Knockout-Kardiomyozyten im Vergleich zum
Wildtyp nicht beeintrachtigt. Vielmehr waren die Kalziumamplituden und die Kontraktion
sogar in den beiden Knockout-Gruppen tendenziell starker als in der Wildtyp-Kontroll-
Gruppe.

Bei langsamerer Stimulationsfrequenz zeigte sich sogar eine signifikant bessere systolische
Funktion der CaMKII&-Knockout-Zellen. So hatte die homozygote Mauslinie, im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontroll-Zellen, bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz signifikant héhere
Kalziumamplituden. Mit steigenden Stimulationsfrequenzen bis 8 Hz naherten sich die
Gruppen jedoch immer mehr an (vgl. Abb. 3.3, S. 45), so dass sich bei ho6heren
Stimulationsfrequenzen nunmehr keinerlei Unterschiede zeigten. Auch insgesamt Uber alle
Stimulationsfrequenzen hinweg (2-Wege-ANOVA-Testung) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.

Die Kontraktionskraft war vergleichbar zu den Kalziumtransienten bei Frequenzen von 1 Hz
bis 4 Hz sowohl in den homozygoten als auch in den heterozygoten CaMKIId-Knockout-
Zellen tendenziell, jedoch nicht signifikant, starker als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen
(vgl. Abb. 3.4, S. 46).

Steigende Herzfrequenzen fihren im gesunden humanen Myokard sowie im Myokard der
meisten Saugetieren zu einer Steigerung der Kontraktionskraft. Diese positive Kraft-
Frequenz-Beziehung wurde erstmals von Bowditch (1871) beschrieben und wird auch als
Bowditch-Effekt bezeichnet. Im Gegensatz zu den meisten Saugetieren zeigt das Myokard
von Méausen und Ratten eine negative Kraft-Frequenz-Beziehung (Bers 2001). So ist auch in
der vorliegenden Studie bei allen drei Genotypen in den Einzelzellmessungen ein negatives
»1reppenphanomen® zu verzeichnen.

Insgesamt ist festzuhalten, dass sich in den CaMKII5-Knockout-Zellen keine signifikant
negativen Auswirkungen auf die Kalziumtransienten oder die Kontraktionskraft zeigten. Auch
in vivo (Echokardiographie) zeigte sich bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
CaMKIId-Knockout-Mausen keine Veranderung der kardialen Kontraktilitat (Neef et al. 2013)
Diese Daten sind jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Dissertation.

Einschrankend muss fur die Einzelzellmessungen in vitro angemerkt werden, dass
physiologische Herzfrequenzen einer Maus (ca. 10 Hz; 600/Min) nicht erreicht wurden. Xu et
al. (2010) kamen bei Untersuchungen in der gleichen CaMKII&-Knockout-Mauslinie zu

anderen Ergebnissen: Bei 1 Hz beschrieben Xu et al. zunéchst vergleichbare Ergebnisse
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und fanden, wie auch Backs et al. (2009) keine Unterschiede der Kalziumtransienten
zwischen CaMKIId-Knockout und Wildtyp. Unter 3 Hz-Stimulation beschreiben Xu et al.
jedoch signifikant geringere Kalziumtransienten und auch Kontraktionsmessungen in den
CaMKIId-Knockout-Zellen gegenuber den Wildtyp-Kontroll-Zellen. Diese Ergebnisse wurden
jedoch an einer deutlich geringeren Anzahl an gemessenen Zellen (3 Hz-Stimulation: n=13
KO und n= 15 WT) erhoben als in der vorliegenden Arbeit (4 Hz-Stimulation: n= 59 KO und
n=57 WT).

Je langsamer die Frequenz, desto mehr Zeit steht den Kardiomyozyten fir die Relaxation
und Speicherung des Kalziums im SR zur Verfugung. Der SR-Kalziumgehalt wiederum
korreliert sehr stark mit der Kontraktionskraft der Herzzellen (Bers 2001; Maier und Bers
2002). Eine mdogliche Erklarung fir die signifikant hohere Kalziumamplitude der CaMKII&-
Knockout-Kardiomyozyten gegentber den Wildtyp-Kontroll-Kardiomyozyten (bei 1 Hz)
kénnte ein héherer SR-Kalziumgehalt sein. Dieser wurde durch Koffeinapplikation gemessen
und ergab keine signifikanten Unterschiede. Es war jedoch ein leichter Trend der CaMKIIo-
Knockout-Zellen zu einem etwas héheren SR-Kalziumgehalt festzustellen, welcher wiederum
zu den héheren Kalziumamplituden gefuihrt haben kdnnte. Auch hier zeigten sich Differenzen
zur Arbeit von Xu et al. (2010). Diese fanden in den CaMKII®-Knockout-Tieren einen

signifikant niedrigeren SR-Kalziumgehalt.

4.3 Veranderte diastolische Funktion der CaMKIId-Knockout-

Kardiomyozyten

4.3.1 Verminderte SERCA2a-Funktion

Die diastolische Funktion der CaMKII&-Knockout-Zellen scheint insofern beeintrachtigt zu
sein, dass zumindest die Kalziumelimination bei niedrigen Frequenzen signifikant langsamer
vonstattengeht als in den Wildtyp-Kontroll-Zellen. Dies zeigte sich sowohl unter
Normalbedingungen (vgl. Abb. 3.5, S. 48 und 3.6, S. 49) als auch unter Isoproterenol-
Stimulation (vgl. Abb. 3.26a, S. 70). Backs et al. (2009) fanden in den CaMKII5-Knockout-
Méausen eine erniedrigte Thr-17-Phosphorylierung an Phospholamban. Da nicht-
phosphoryliertes Phospholamban die SERCAZ2a inhibiert, erklart dieses die etwas
langsamere Relaxation auf Einzelzellebene im Knockout.

Keine Beeintrachtigung der Relaxation fanden Ling et al. (2009) in einem anderen CaMKIId-
Knockout-Modell. Bei diesen Versuchen handelte es sich jedoch um hamodynamische
Messungen in vivo. Eine Erklarung fur diese abweichenden Ergebnisse kdnnte zum einen
sein, dass die Herzfrequenz der Mause in vivo die in der vorliegenden Studie verwendeten

Stimulationsfrequenzen in vitro deutlich Ubersteigt. Die langsamere Relaxation der Knockout-
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Tiere auf Einzelzellebene lag vor allem bei langsameren Stimulationsfrequenzen vor. Des
Weiteren beeinflussen in vivo noch andere Faktoren (z.B. die Vorlast des Herzens) die
Geschwindigkeit der Relaxation. Diese physiologischen Regelkreislaufe sind in den in-vitro-
Experimenten mit Einzelzellen nicht vorhanden. Zusammengenommen kénnten so die auf
den ersten Blick diskrepanten Ergebnisse erklart werden. Weiterhin wird durch die
ungleichen Ergebnisse deutlich, dass eine langsamere Relaxation auf Einzelzellebene in

vitro nicht zwangslaufig zu einer hd&modynamisch relevanten Stérung in vivo fihren muss.

4.3.2 Intakte FDAR im CaMKII8-Knockout

Die Elimination des intrazellularen Kalziums bzw. die Relaxation des Herzens, und somit
auch die Relaxation auf Zellebene, beschleunigen sich mit zunehmender Herzfrequenz.
Dieser fundamentale Mechanismus wird als ,Frequency—dependent-accelleration of
relaxation* (FDAR) bezeichnet. Die FDAR ist notwendig, um die frequenzbedingte
Verkirzung der Diastolendauer effizient zu nutzen. Somit ist die FDAR essentiell, um einen
regelkonformen Ablauf der elektromechanischen Kopplung bei hohen Frequenzen zu
gewabhrleisten.

Die Zusammenhéange zwischen Phospholamban, SERCA2a und die Abhangigkeit der FDAR
von der CaMKII sind Inhalt zahlreicher Forschungen, werden aber nach wie vor kontrovers
diskutiert und sind noch nicht abschlie3end geklart. Mehrere Arbeitsgruppen publizierten,
dass CaMKII-Inhibition zu einer Unterdriickung der FDAR fuhre und schlussfolgerten daher
einen kausalen Zusammenhang zwischen der CaMKIl und der FDAR (u. a. Bassani et al.
1995; DeSantiago et al. 2002; Li et al. 1998). Andere Arbeitsgruppen wiederum konnten
durch Inhibition der CaMKII keinen Einfluss auf die FDAR feststellen (u. a. Hussain et al.
1997; Valverde et al. 2005).

Hagemann et al. veroffentlichten 2000 eine Studie, in welcher sie PLB, bzw. die CaMKII-
bedingte Phosphorylierung von PLB, als primaren Mechanismus fir das Zustandekommen
der FDAR vermuteten. Diese Annahmen wurden jedoch durch Studien mit einer PLB-
Knockout-Maus widerlegt, da diese Mause trotz vollstdndiger PLB-Defizienz eine
beschleunigte Relaxation unter steigenden Frequenzen, also eine intakte FDAR, aufwiesen
(DeSantiago et al. 2002; Li et al. 1998). So ware es immer noch moglich, dass die FDAR
PLB-unabhangig, jedoch CaMKIl-abhangig ist. Der Mechanismus dafir kann dann jedoch
nicht die CaMKII-abhangige Phosphorylierung von PLB sein. Picht et al. (2006) fanden eine
abgeschwachte FDAR in SR-AIP-M&ausen, in welchen die CaMKII gezielt am SR inhibiert ist.
Huke und Bers konnten andererseits 2007 eindriicklich zeigen, dass der zeitliche Verlauf der
FDAR weder mit der CaMKII-bedingten PLB-Phosphorylierung noch der CaMKII-bedingten
RYR2-Phosphorylierung korreliert und dass die FDAR bei Frequenzerh6hung bereits eintritt,
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bevor die vermehrte Aktivierung der CaMKIl abgeschlossen ist. Weiterhin konnten sie
zeigen, dass die CaMKII durch Stimulation zwar aktiviert, jedoch sofort durch Phosphatasen
abgebaut wird. Eine Inhibition von CaMKII-spezifischen Phosphatasen fuhrte zwar zu einer
verstarkten Phosphorylierung der CaMKII-Substrate PLB und RYR2, sowie der CaMKIl—
Autophosphorylierung, der zeitliche Zusammenhang zwischen der FDAR (innerhalb weniger
Sekunden komplett) und dem verzdgerten Aufbau der Phosphorylierungen passte jedoch
auch unter CaMKII-spezifischer Phosphatasen-Inhibition nicht zusammen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten CaMKII®-Knockout-Mause zeigten ein intaktes
FDAR-Phanomen, tendenziell sogar eine leicht verstarkte FDAR, da sich die CaMKIId-
Knockout-Zellen von signifikant langsameren Relaxationszeiten bei langsamen Frequenzen
dem Wildtyp-Niveau bei schnelleren Stimulationsfrequenzen immer weiter anglichen. Dies
konnte ein Hinweis daflir sein, dass die schnellere SR-Kalziumaufnahme bei hoheren
Frequenzen durch einen CaMKIId-unabhangigen Mechanismus erfolgt. Vermutungen in
dieser Richtung wurden auch schon von Huke und Bers (2007) formuliert. Andererseits
vertffentlichten Backs et al. (2009) in einer Studie mit der CaMKIId-Knockout-Maus-Linie,
welche auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, dass die Phosphorylierung von
PLB an Thr-17, also der CaMKII spezifischen Phosphorylierungsstelle, im Knockout lediglich
leicht vermindert war. Xu et al. (2010) konnten im gleichen Maus-Modell zeigen, dass es
nach CaMKIId-Knockout zu einer Verminderung der gesamten CaMKII-Aktivitat um 62%
bzw. einer verbleibenden Rest-CaMKII-Aktivitdt von immerhin 38% kommt. Erklarbar ist dies
am ehesten durch die Aktivitat der verbliebenen CaMKIly-Isoform.

Backs et al. (2009) hatten eine unbeeinflusste CaMKIly gesehen, welche sich nicht
kompensatorisch erhéht gezeigt hatte. So kann angenommen werden, dass die CaMKIlly fir
die verbliebene PLB-Phosphorylierung nach CaMKII&-Knockout verantwortlich ist.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass CaMKII® offensichtlich fiir die FDAR nicht
zwingend notwendig ist. Ob die FDAR ein komplett CaMKII-unabhéngiger Mechanismus ist,
lasst sich jedoch aus der vorliegenden Untersuchung aufgrund der verbliebenen CaMKIly-
Aktivitat nicht schlieBen. Diese Fragestellung liel3e sich erst in einem kompletten kardialen
CaMKIlI-Knockout untersuchen.

Eine Erklarung fir die langsamere Relaxation, vor allem bei langsameren Frequenzen,
kénnte eine verminderte NCX-Funktion sein. Bei niedrigeren Stimulationsfrequenzen hat die
Kalziumelimination durch den NCX mehr Relevanz als bei schnelleren Frequenzen. Durch
schnellere Stimulation wird die SERCA2a-Aktivitat verstarkt (Bers 2001) und bekommt im
Vergleich zu langsameren  Stimulationsfrequenzen einen hoéheren  Stellenwert.
Dementsprechend verliert der NCX an Relevanz fir die Kalziumelimination und die

Unterschiede gleichen sich bei schnelleren Frequenzen an.
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Tatsachlich zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine signifikant erniedrigte NCX-Funktion
im CaMKIId-Knockout im Sinne eines langsameren Abfalls der Koffein-induzierten
Transienten (vgl. Abb. 3.9, S. 52). Dies passt auch zu den Ergebnissen von Maier et al., die
besagen, dass die NCX-Funktion in CaMKIId.-liberexprimierenden Tieren um 30% verstarkt
aktiviert wird (Maier et al. 2003).

4.4 Vermindertes SR-Kalziumleck, aber nicht signifikant erhohter
SR-Kalziumgehalt im CaMKII5-Knockout

Ein erhohtes diastolisches SR-Kalziumleck steht im Verdacht sowohl ein verstarktes
arrhythmogenes Potential aufzuweisen (Sag et al. 2009) als auch zu einem geringeren SR-
Kalziumgehalt (Maier et al. 2003) und somit zu verminderter Kontraktilitat zu fuhren (Neef
und Maier 2007). Zunehmend setzt sich die Einschétzung durch, dass CaMKIl wesentlich flr
das spontane diastolische SR-Kalziumleck und die damit verbundene Verminderung des SR-
Kalziumgehaltes verantwortlich ist, welche bei Herzinsuffizienz letztendlich zur verminderten
Kontraktilitdt beitragt.

Zunachst publizierten Witcher et al. (1991) sowie Hain et al. (1995) Daten, in denen die
CaMKII-Phosphorylierung am RYR2 aktivierende Effekte zeigte. Passend zu diesen Daten
sind auch die Ergebnisse, welche duBell et al. (1996) an CaMKIl-dephosphorylierenden-
Uberexprimierenden Ratten durchfuhrten, welche eine geringere SR-Kalziumausschittung
via RyR2 aufwiesen. Ergebnisse von Maier et al. (2003) in transgenen CaMKIId,-
Uberexprimierenden Ma&ausen ergaben weiterhin ein signifikant hoheres spontanes
diastolisches Kalziumleck via RyR2 aus dem SR. Auch Currie et al. (2004) fanden bei AIP
behandelten Kaninchenmyozyten, im Vergleich zu nicht behandelten, eine verringerte RyR2-
Aktivitat sowie verringerte Spark-Frequenzen. Ferrero et al. zeigten 2007 an Ratten eine
durch RB-adrenerge Stimulation verursachte Phosphorylierung der RyR2 durch die CaMKII.
Curran et al. (2007) fanden heraus, dass das beta-adrenerg erhohte diastolische
Kalziumleck CaMKII-vermittelt ist.

Auch bei Herzinsuffizienz (u. a. Ai et al. 2005; Sossalla et al. 2010) und bei humanem
Vorhofflimmern (Neef et al. 2010) konnte ein CaMKII-abhangiges SR-Kalziumleck festgestellt
werden, assoziiert mit Hyperphosphorylierung des RyR2 an der CaMKIl-abh&ngigen Stelle
Ser-2815.

Demgegentiber stehen einige Arbeiten, die eine entgegengesetzte Wirkung der CaMKIl am
RyR2 fanden. Lokuta et al. (1995) fanden eine inhibierende Wirkung der CaMKIl auf den
RyR2 in Kaninchen und Schweinen. Passend zu diesen Ergebnissen fanden Wu et al.
(2001) eine erhohte SR-Kalziumausschittung via RyR2 in Kaninchenkardiomyozyten,

welche mit AC3-I behandelt worden waren.
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Insgesamt scheint die Rolle der CaMKIl am RyR2 noch nicht abschlieRend geklart, denkbar
sind mdglicherweise sowohl aktivierende als auch deaktivierende Effekte der CaMKIId am
RyR2.

Bezogen auf alle sparkenden Zellen zeigte sich im Knockout zwar bereits ein Trend zur
selteneren Spark-Entladung als im Wildtyp, diese Daten erlangten jedoch keine Signifikanz.
Dadurch, dass zudem der Anteil an Zellen, welche Uberhaupt ein messbares SR-Kalziumleck
in Form von Sparks aufwiesen, im Knockout deutlich geringer war als im Wildtyp, ergibt sich
jedoch fur den Knockout ein nunmehr signifikant niedrigeres ,totales” SR-Kalziumleck.

Diese Reduktion des SR-Kalziumlecks konnte ein wichtiger Mechanismus fir den in der
Knockout-Maus von anderen beobachteten protektiven Phanotyp bei Druckbelastung der
Tiere mittels transversaler Aortenkonstriktion (Backs et al. 2009) sein.

Ein vermindertes SR-Kalziumleck kann zum einen durch eine Reduktion der
Offnungswahrscheinlichkeit  des RyR2  durch  verminderte  CaMKII-abhangige
Phosphorylierung, oder aber durch einen verminderten Kalziumgehalt des SR zustande
kommen. Tatsachlich stellte sich in der vorliegenden Arbeit der SR-Kalziumgehalt im
CaMKIId-Knockout aber sogar tendenziell vermehrt dar, wie auch im folgenden Abschnitt
noch einmal diskutiert wird, so dass am ehesten ein Einfluss auf den RyR2 als Ursache fur
das reduzierte ,totale“ SR-Kalziumleck anzunehmen ist.

Der SR-Kalziumgehalt wurde mit Hilfe von Koffein-induzierten Transienten untersucht. Hier
zeigte sich ein leichter Trend sowohl bei den heterozygoten als auch bei den homozygoten
CaMKIId-Knockout-Zellen zu einem hoheren SR-Kalziumgehalt. Diese Resultate erreichten
jedoch im T-Test keine Signifikanz (vgl. Abb. 3.13, S. 58 und 3.14, S. 59).

Die Tendenz zur vermehrten SR-Beladungsfahigkeit der Knockout-Tiere ist nicht vollstandig
unerwartet, da Maier und Kollegen in CaMKIId.-Uberexprimierenden Tieren zuvor eine
signifikant geringere SR-Beladung fanden (Maier et al. 2003). Als Ursache fur die geringere
SR-Kalziumbeladung der transgenen CaMKIId -tiberexprimierenden Mause wurde ein
signifikant erhdhtes SR-Kalziumleck angenommen (Maier et al. 2003).

Eine mogliche Erklarung fur den tendenziell erhéhten SR-Kalziumgehalt trotz signifikant
geringerem ,totalem® diastolischen Kalziumleck kdnnte sein, dass die Wiederaufnahme des
Kalziums in das SR durch die SERCA2a im Knockout (zumindest bei der 1 Hz-Stimulation,
bei welcher sowohl Koffein als auch Spark-Experimente durchgefihrt wurden) leicht
vermindert war (langsamere SR-Kalzium-Ruckaufnahme).

Interessanterweise sahen auch Ling et al. (2009) in einem anderen CaMKIId-Knockout-
Mausmodell im Kontext transversaler Aortenkonstriktion verminderte Kalziumsparks, der SR-
Kalziumgehalt zeigte sich jedoch vergleichbar zu den vorliegenden Daten auch hier nicht

wesentlich verandert.
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4.5 Unbeeintrachtigtes Post-Pausen-Verhalten im CaMKII5-

Knockout

Um die Kalzium-Akkumulationsfahigkeit des SR zu untersuchen, wurden in der vorliegenden
Arbeit Post-Pausen-Experimente mit verschieden langen Stimulationspausen durchgefuhrt.
Diese Post-Pausen-Potenzierung ist insofern ein integratives Mald fir die Kalzium-
Akkumulationsfahigkeit des SR als verschiedene Einflussgroflen wie SR-Kalziumleck
(Kalzium-Verlust) und SERCAZ2a-Funktion (Kalzium-Rickaufnahme in das SR) mit eingehen.
Als Indikator fur die Fahigkeit des SR, wahrend der Stimulationspause Kalzium
einzuspeichern, dient dabei die Zunahme der Kontraktionskraft und des Kalziumtransienten
nach der Pause. Normalerweise zeigt sich bei nicht insuffizienten humanen Herzen eine
typische positive Post-Pausen-Potenzierung mit zunehmender Pausendauer bis 240
Sekunden (Maier et al. 2000c; Pieske et al. 1996).

Die prozentuale Steigerung der Kalziumamplitude zeigte einen starkeren Anstieg der
Kalziumakkumulation nach der 30-Sekunden-Pause im Vergleich zur 10-Sekunden-Pause in
allen drei Gruppen. Das heil3t alle drei Genotypen konnten die Pause nutzen, um vermehrt
Kalzium zu akkumulieren. Der heterozygote Knockout steigerte seine Kalziumakkumulation
wahrend der 30-Sekunden-Pause sogar signifikant starker als der Wildtyp
(vgl. Abb. 3.10, S. 55). Insgesamt scheint die Post-Pausen-Potenzierung damit durch
Knockout der CaMKII® nicht beeintrachtigt zu sein. Dass es trotz verminderten SR-
Kalziumlecks zu keiner vermehrten Post-Pausen-Potenzierung im CaMKIId-Knockout
kommt, ist am ehesten auf eine weniger ausgepragte SR-Kalzium-Ruckaufnahme im

Knockout (weniger SERCAZ2a-Funktion) zurtickzufiihren.

4.6 Erhohte diastolische Kalziumkonzentration und Kkirzere

diastolische Sarkomerlange im CaMKIId-Knockout

In den CaMKII®-Knockout—Zellen zeigte sich ein signifikant erhéhtes diastolisches Kalzium
mit passend dazu signifikant verklrzter diastolischer Sarkomerlange in den isolierten
Kardiomyozyten. Interessanterweise sahen bereits Maier et al. (2003) in CaMKII®,-
Uberexprimierenden Mausen das entsprechende Gegenteil, n&mlich erniedrigte diastolische
Kalziumkonzentrationen. Dies war vergesellschaftet mit niedrigerem SR-Kalziumgehalt,
erhohtem diastolischem SR-Kalziumleck und vermehrter NCX-Expression (Maier et al.
2003). Ein vermehrtes SR-Kalziumleck kann eine typische Ursache erhdhten diastolischen
Kalziums sein (Neef et al. 2010). Das SR-Kalziumleck zeigte sich aber, wie bereits diskutiert,
in den untersuchten CaMKIId-Knockout-Zellen sogar vermindert (vgl. Abb. 3.19, S. 62), so

dass dieses nicht die Ursache fiir das erhdhte diastolische Kalzium sein kann. Eine weitere
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maogliche Ursache flr hoheres diastolisches Kalzium ist eine reduzierte NCX-Aktivitat und
damit eine verminderte Kalziumextrusion aus der Zelle. Tatséchlich zeigte sich in den
CaMKIId-Knockout-Zellen die NCX-Funktion bei den Koffein-Messungen signifikant
vermindert. Die dritte Erklarung kdnnte ein vermehrter Kalziumeinstrom in die Zelle tber den
L-Typ-Kalzium-Kanal sein. Dieser Umstand wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Xu et al. (2010) fanden jedoch bei der CaMKIId-Knockout-Mauslinie, welche
auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, in eigenen Experimenten einen im
Vergleich zum Wildtyp signifikant erhohten L-Typ-Kalziumstrom.

Zusammengenommen konnte die Kombination aus vermehrtem Kalziumeinstrom in die
Zellen und verminderter Kalziumextrusion aus den Zellen die Ursache fur das erhohte
diastolische Kalzium sein. Ein weiterer additiver Faktor konnte zudem die langsamere SR-

Kalzium-Ruckaufnahme des Knockouts bei langsameren Stimulationsfrequenzen sein.

Hohe diastolische Kalziumkonzentrationen stehen im Verdacht zu einer Beeintrachtigung der
Relaxation und klinisch zu einer diastolischen Dysfunktion zu fihren (Grossman et al. 1985).
Des Weiteren kann ein erhdhtes diastolisches Kalzium ein Trigger fir Arrhythmien sein (Bers
2002; Ter Keurs und Boyden 2007).

Tatséachlich zeigten Studien mit CaMKIl-Inhibitoren jedoch, dass eine Inhibition der CaMKII
zu einer signifikanten Verminderung der Arrhythmieneigung fiihrt (u. a. Sag et al. 2009; Wu
et al. 2002), so dass trotz erhdhtem diastolischem Kalzium und auch angesichts der
Reduktion des pro-arrhythmogenen SR-Kalziumlecks in der CaMKII®-Knockout-Maus am
ehesten ein antiarrhythmischer Effekt durch die Reduktion der CaMKII-Aktivitat (nur noch

verbleibende restliche CaMKIly-Funktion) zu erwarten ware.

4.7 Unvermindertes inotropes und lusitropes Ansprechen auf

Isoproterenol im CaMKII®-Knockout

Wichtige physiologische Reaktionen des Herzens auf Stress-Situationen und konsekutive
adrenerge Stimulation sind zum einen die Steigerung der Kontraktionskraft (positiv inotroper
Effekt) und zum anderen die beschleunigte Relaxation (positiv lusitroper Effekt). Es gibt
mehrere Hinweise darauf, dass die CaMKIl beta-adrenerg vermittelte Effekte aufweist. So
publizierten Baltas et al. bereits 1997, dass beta-adrenerge Stimulation zu einer Aktivierung
der CaMKIl fuhren kann und Curran et al. fanden 2007 einen Zusammenhang zwischen
CaMKIll und dem beta-adrenerg-bedingt gesteigerten SR-Kalziumleck.

Um eine adrenerge Stresssituation zu simulieren, wurden an den isolierten Kardiomyozyten

Untersuchungen mit 4 nM Isoproterenol-Losung vorgenommen.
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Isoproterenol fuhrte in allen drei Gruppen zu einem ausgepragten positiv inotropen Effekt.
Dies zeigte sich durch hohere Kalziumtransienten und eine vermehrte Kontraktilitat der
Kardiomyozyten, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Ebenso
beschleunigten sich unter Isoproterenol-Einfluss der Abfall der Kalziumtransienten
(entsprechend vermehrter SERCA2a-Funktion) und die Geschwindigkeit der Relaxation der
Zellen in homo- und heterozygoten CaMKIId-Knockout-Zellen, ebenso wie im Wildtyp.
Sowohl das inotrope als auch das lusitrope Ansprechen auf adrenerge Stimulation sind damit
im CaMKIId-Knockout nicht beeintrachtigt. Auch Zhang R et al. publizierten 2005
vergleichbare Ergebnisse aus der endogen CaMKIl-inhibierenden AC3-I-Maus und
schlussfolgerten, dass eine chronische CaMKIId-Inhibition keinen negativen Einfluss auf den
physiologischen katecholinergen Effekt im Herzen habe.

Von Sag et al. wurden 2009 Untersuchungen zur Rolle der CaMKIId in Bezug auf die
Arrhythmogenese bei Herzinsuffizienz verdffentlicht. Sie untersuchten dabei sowohl
CaMKIlldc-Uberexprimierende Mause als auch CaMKIl-inhibierte und CaMKIId-Knockout-
Mause ohne und mit Isoproterenol-Exposition hinsichtlich ihres arrhythmogenen Verhaltens.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass CaMKII-Inhibition die Arrhythmieneigung sowohl in vivo
als auch in vitro verringert und dass auch durch Isoproterenol getriggerte Arrhythmien durch
CaMKIlI-Inhibition oder genetischen Knockout deutlich verringert werden kénnen.

Insgesamt scheinen also die gewtlinschten positiven Effekte adrenerger Stimulation (positive
Inotropie und Lusitropie) im CaMKII®-Knockout erhalten zu sein, wahrend die

arrhythmogenen Effekte adrenergen Stresses reduziert sein kénnten.

4.8 Einbettung der Befunde hinsichtlich therapeutischer

Anwendung

Inhibition der CaMKIl wird zunehmend als neues Therapieprinzip bei Herzinsuffizienz und
Arrhythmien in Erwagung gezogen (vgl. 1.6, S. 16-17). Berticksichtigt werden muss hierbei
jedoch, dass die CaMKIl in verschiedenen extrakardialen Geweben und auch im Herzen
selbst, wichtige regulatorische Rollen innehat. Die dominante kardiale Isoform der CaMKII ist
die CaMKIId. Transgene Uberexpression der CaMKII®: in Mausen fiihrt zu schwerer
Herzinsuffizienz und erhohter Anfalligkeit fiur Arrhythmien. Eine gezielte Inhibition der
CaMKIId kénnte therapeutisch effektiv sein, ohne CaMKII-Funktionen in anderen Geweben
zu beeintrachtigen. Zudem konnte im Herzen die verbliebene CaMKIly ausreichen,
regulatorische CaMKII-Funktionen im Herzen zu erhalten, wahrend die CaMKII5-
Suppression protektiv sein konnte. Tats&chlich konnte ein protektiver Phanotyp fir den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten CaMKII&-Knockout (Backs et al. 2009) und ein anderes
CaMKIId-Knockout-Maus-Modell  (Ling et al. 2009) hinsichtlich der Entwicklung einer
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Herzinsuffizienz infolge chronischer Druckbelastung (transversale Aortenkonstriktion)
aufgezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt nun, dass die systolische Funktion der CaMKII5-Knockout-
Kardiomyozyten sowie das Ansprechen auf beta-adrenerge Stimulation (inotroper und
lusitroper Effekt) in vitro vollstandig erhalten sind. Die diastolische Funktion zeigte sich
jedoch bei langsamen Stimulationsfrequenzen, im Sinne geringflgig langsamerer Elimination
des zytosolischen Kalziums, leicht eingeschrankt. Zudem zeigten sich erhdhte diastolische
Kalziumlevel im Knockout. Die FDAR war jedoch nicht beeintrachtigt. Weiterhin zeigte sich
ein leicht vermindertes diastolisches SR-Kalziumleck unter Basalbedingungen, welches die
zuvor beschriebenen protektiven Effekte des Knockout erklaren konnte. Der SR-
Kalziumgehalt war jedoch nicht signifikant erhéht, was an der leicht langsameren bzw.
verminderten SR-Kalzium-Ruckaufnahme liegen konnte. Inotropes und lusitropes
Ansprechen in den Kardiomyozyten waren unter Isoproterenol nicht beeintrachtigt.
Insgesamt zeigte sich die physiologische kardiale Funktion im CaMKII&-Knockout damit
unter Basalbedingungen nicht relevant beeintrachtigt und auch das wichtige adrenerge
Ansprechen zeigte sich intakt. Damit kdnnte eine gezielte Inhibition der CaMKIId tatsachlich
einen unter Basalbedingungen sicheren therapeutischen Ansatz darstellen, wobei auch der
therapeutische Benefit eines CaMKII&-Knockouts im pathophysiologischen Kontext einer
Druckbelastung des Herzens, wie erwahnt, bereits demonstriert wurde. Fir eine weitere
Ursache von Herzinsuffizienz, myokardiale Isch&mie, liegen noch keine Untersuchungen an
einem CaMKIId-Knockout-Modell vor. Fir ein global CaMKIlI-inhibitorisches Mausmodell, die
AC3-I-Maus, wurde jedoch ein Benefit auch in diesem Kontext gezeigt (wobei einschrankend
in der AC3-I-Maus auch die PKD verandert ist).

Eine weitere wichtige physiologische Funktion der CaMKII ist die kontraktile Erholung von
Azidose (Recovery). Hierbei kommt es im Zuge der Azidose zu einer vermehrten Aktivierung
der CaMKIl, welche uber Phosphorylierung von PLB (an Thr-17) zu einer Verstarkung der
bei Azidose verminderten SERCA2a-Aktivitat und damit zu einer Verbesserung der SR-
Kalzium-Beladung fuhrt. Einer Abnahme des SR-Kalziumgehalts und einem Einbrechen der
Kontraktilitdt kann so teilweise entgegengewirkt werden (Komukai et al. 2001; Mattiazzi et al.
2007; Sag et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit hat sich unter Basalbedingungen und Isoproterenol-Stimulation im
CaMKIId-Knockout eine verminderte SERCAZ2a-Funktion im Sinne eines langsameren
Abfalls der Kalziumtransienten gezeigt. Angesichts der oben skizzierten angenommenen
Rolle der CaMKIl fir das Recovery von Azidose und der gefundenen verminderten
SERCAZ2a-Funktion im CaMKIId-Knockout wurde vermutet, dass das Recovery von Azidose
bei verminderter CaMKII-Funktion eingeschrénkt sein konnte. Und tatsachlich zeigen

entsprechende Untersuchungen (Neef et al. 2013) an den in der vorliegenden Arbeit
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untersuchten CaMKII5-Knockout Mausen eine stark beeintrachtigte Erholungsfahigkeit von
Azidose durch unzureichende SR-Kalzium-Ruckaufnahme. Auch durch vollstandige
Inhibition der CaMKIlI mit dem globalen CaMKIl-Inhibitor KN-93 konnte in diesen
Untersuchungen in Wildtyp-Kontrollzellen das Recovery unterdriickt werden (Neef et al.
2013). Demnach ist anzunehmen, dass die CaMKII unter Azidosebedingungen essentiell fir
die Erholungsfahigkeit der Kardiomyozyten ist. Dieses konnte in bestimmten klinischen
Situationen, z.B. bei Schock mit Azidose, den therapeutischen Einsatz von CaMKII-Inhibition
limitieren.

Zusammengenommen scheint somit die Inhibition der CaMKII unter Basalbedingungen als
therapeutisches Konzept durchaus mdglich, wohingegen bestimmte pathophysiologische
Situationen (wie z.B. Azidose) bestehen kénnten, in denen eine Inhibition der CaMKIl sogar
schadlich sein kénnte. Diese Situationen missen vor dem therapeutischen Einsatz von

CaMKIlI-Inhibition klar definiert werden.
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5 Zusammenfassung

Die CaMKIl ist ein zentraler Regulator des Kalziumhaushalts und der elektromechanischen
Kopplung in Kardiomyozyten. Die dominante Isoform im Herzen ist die CaMKIId. Eine
gesteigerte CaMKII-Aktivitat wird mit der Entstehung von Herzhypertrophie, Herzinsuffizienz
und gesteigerter Arrhythmogenese in Verbindung gebracht. Eine Inhibition der CaMKIl wird
deswegen als vielversprechender therapeutischer Ansatz angesehen. Jedoch hat die
CaMKIl auch wichtige regulatorische Funktionen im Herzen (u. a. adrenerges Ansprechen)
und verschiedene CaMKII-Isoformen spielen wichtige Rollen in anderen Geweben. Gezielte
Inhibition der CaMKIId kdnnte das therapeutische Potential fur das Herz realisieren, ohne
andere wichtige CaMKII-Funktionen zu beeintrachtigen.

Die vorliegende Arbeit untersucht deswegen den Einfluss eines CaMKIId-Knockouts auf die
elektromechanische Kopplung (Kalziumhaushalt und Kontraktilitat) und das SR-Kalziumleck
in Kardiomyozyten unter Basalbedingungen sowie unter adrenergem Stress.
CaMKIId-Knockout-Mause wurden in den zu erwartenden Mendel'schen Verhaltnissen
geboren. Hinsichtlich Herz- und Korpergewicht sowie der Dimensionen der Zellen zeigten
sich keine Unterschiede. Hinsichtlich der systolischen Funktion der Kardiomyozyten zeigte
sich der Knockout nicht beeintrachtigt, die Zellen zeigten weder eine Einschrankung der
Kalziumamplitude noch der Kontraktionskraft. Hinsichtlich der diastolischen Funktion zeigte
sich im Knockout jedoch in vitro eine verlangsamte Relaxation und Kalziumelimination im
Sinne einer verminderten SERCA2a-Funktion. Dabei glichen sich die Relaxationsparameter
der CaMKII®-Knockout-Kardiomyozyten mit steigenden Stimulationsfrequenzen immer mehr
dem Wildtyp-Niveau an. Die frequenzabhéngige Beschleunigung der Relaxation ist also
vollig intakt. Das diastolische zytosolische Kalzium war im Knockout zudem erhoht, wobei
mdogliche Ursachen hierfir eine leichte Verminderung der NCX-Funktion wie auch ein
vermehrter L-Typ-Kalziumeinstrom sein kdnnten. Trotz eines unter Basalbedingungen
verminderten SR-Kalziumlecks im CaMKII&-Knockout war der SR-Kalziumgehalt jedoch nicht
vermehrt. Mdgliche Ursache hierfir konnte eine verminderte SR-Kalzium-Rickaufnahme
sein. Das Ansprechen auf beta-adrenerge Stimulation war im Knockout intakt, die
Kardiomyozyten zeigten einen starken inotropen und lusitropen Effekt. Insgesamt zeigte der
CaMKIId-Knockout damit unter Basalbedingungen keine wesentliche Beeintrachtigung der
Funktion der Kardiomyozyten. Zudem konnte eine Reduktion des SR-Kalziumlecks gezeigt
werden, welche die im CaMKIId-Knockout in Vorbefunden beschriebenen protektiven Effekte
z.B. bei chronischer Druck-Uberlastung erklaren kénnte. Damit konnte eine gezielte Inhibition

der CaMKII& einen unter Basalbedingungen sicheren therapeutischen Ansatz darstellen.
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