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Einleitung

1. Einleitung

Jahrlich sterben in Deutschland mehr als 125.000 Menschen an den Folgen einer
Minderdurchblutung des Herzmuskels (Myokardischdamie). Damit steht diese Erkrankung mit 15 % an
erster Stelle in der Todesursachenstatistik (STATISTISCHES BUNDESAMT 2010). Betroffen sind v.a.
dltere Menschen mit multiplen kardiovaskularen Risikofaktoren (u.a. arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus, Zigarettenrauchen; HAFFEY 2009). Ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus, der
einer Myokardischiamie zugrunde liegt, ist eine Ubersduerung (Azidose) des betroffenen Myokards.
Die Folgen einer Azidose auf Kardiomyozyten und deren Kalziumstoffwechsel werden seit
Jahrzehnten intensiv erforscht (POOLE-WILSON 1989). Mittlerweile wird der Kalzium/Calmodulin-
abhidngigen Proteinkinase Il (CaMKIl), einem wichtigen Regulator des Kalziumstoffwechsels, eine
herausragende Bedeutung fiir die Vorgdnge bei einer Azidose zugeschrieben. So konnte gezeigt
werden, dass die CaMKIl essentiell fiir die Erhaltung bzw. Wiedererholung von Kalziumtransienten
und Kontraktilitdt im Verlauf einer Azidose ist und somit deren negative Folgen z.T. kompensieren

kann (SAG et al. 2007, MATTIAZZI et al. 2007).

Da aber die CaMKIl bei anderen pathophysiologischen Situationen, insbesondere einer Herz-
insuffizienz, deren Entstehung bzw. Fortschreiten beginstigt (KOHLHAAS et al. 2006; ZHANG T et al.
2003), wurde in den vergangenen Jahren intensiv Uber eine therapeutische Inhibition der CaMKII
diskutiert (ANDERSON ME et al. 2011). Diese Arbeit soll nun mégliche negative Folgen einer CaMKII-
Inhibition auf die Azidose untersuchen. Dazu wurde ein innovatives Modell einer CaMKII18-Knockout-
Maus verwendet (BACKS et al. 2009). Isolierte Kardiomyozyten aus diesen Mausen wurden mithilfe
der Epifluoreszenz-Mikroskopie hinsichtlich verschiedener Parameter des Kalziumstoffwechsels (u.a.
Kontraktionsverhalten, Kalziumtransienten, Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums)

untersucht und mit CaMKII&-exprimierenden Kardiomyozyten verglichen.

Im folgenden Abschnitt werden zunachst die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle sowie die fiir den

Kalziumstoffwechsel relevanten Proteine und Signalwege beschrieben.

Daraufhin wird die elektromechanische Kopplung unter besonderer Berlicksichtigung der CaMKII-
abhidngigen Einflisse beleuchtet, um anschlieBend auf Methoden der CaMKIl-Inhibition,

einschlieBlich des in dieser Arbeit verwendeten CaMKII5-Knockout-Mausmodells, einzugehen.

Der letzte Abschnitt der Einleitung widmet sich den pathophysiologischen Vorgangen wahrend einer

Azidose am Herzen und leitet zu den Fragestellungen dieser Doktorarbeit tiber.
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1.1 Die Herzmuskelzelle

1.1.1 Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle

Z-Scheibe Terminale Zisternen

Myofilamente
I-Bande A-Bande

Sarkolemm T-Tubulus
Abbildung 1.1 - Die Ultrastruktur der Herzmuskelzelle. Modifiziert nach Lillmann-Rauch 2009, Seite 220

Die Herzmuskulatur besteht aus einem verzweigten, dreidimensionalen Netz von Herzmuskelzellen,
die jeweils im Bereich der Glanzstreifen (Disci intercalares) sowohl Gber Haftkontakte mechanisch als

auch liber gap junctions chemisch und elektrisch miteinander verbunden sind.

Die einzelnen Herzmuskelzellen sind meist einkernig und werden von einer als Sarkolemm
bezeichneten Membran umgeben, welche Uber Einstiilpungen (sogenannte T-Tubuli) in regelmaRigen

Abstdnden ins Zellinnere hineinragt (LULLMANN-RAUCH 2009).

Die intrazellularen Strukturen lassen sich nach ihren speziellen Aufgaben zwei Funktionsbereichen
zuordnen, dem kontraktilen Apparat sowie dem Kalziumstoffwechsel. Diese werden in den folgenden
beiden Abschnitten mit einem Schwerpunkt auf den fir das Verstdndnis dieser Arbeit wichtigen

Strukturen im Detail dargestellt.
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1.1.2 Der kontraktile Apparat

Der kontraktile Apparat hat die Aufgabe, chemische Energie in eine physikalisch messbare
mechanische Verkirzung der Herzmuskelzelle zu iberfiihren. Dazu enthéalt die Herzmuskelzelle eine
Vielzahl von Myofilamenten, die ungefdahr 45-60% des Zellvolumens ausmachen. Die Myofilamente
bestehen aus zwei Hauptproteinen, dem dicken Myosin (ca. 15 nm Durchmesser) und dem diinnen
Aktin (ca. 10 nm Durchmesser). Diese sind in einer charakteristischen Weise angeordnet, wodurch
eine im Lichtmikroskop sichtbare Querstreifung der Herzmuskelzelle entsteht (siehe Abbildung 1.1).
Die diinnen Filamente sind im Bereich der Z-Scheiben unter anderem durch das Protein a-Aktinin
miteinander verknipft. Auf diese Weise wird der kontraktile Apparat anhand der Z-Scheiben in seine

Grundstrukturen, die Sarkomere, unterteilt (BERS 2001).

Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens im Polarisationsmikroskop kann man ferner die I-Bande
(isotrop, d.h. hell) als Bereich, an dem nur diinne Filamente vorliegen, und die A-Bande (anisotrop,
d.h. dunkel) als Bereich, an dem die dicken Filamente lokalisiert sind, voneinander abgrenzen. Von
groRRer funktioneller Bedeutung ist, dass die diinnen Filamente in einem unterschiedlichen AusmaR in
die A-Bande hineinragen, wobei der Grad der Uberlappung von Aktin- und Myosinfilamenten
entscheidend fir die mechanische Verkiirzung der Herzmuskelzelle ist. Den Bereich innerhalb der A-
Bande, in dem die Myosinfilamente alleine, d.h. ohne Uberlappung durch Aktinfilamente, vorliegen,

bezeichnet man als H-Bande.

Indem bei der Kontraktion die Aktinfilamente beider Sarkomerhalften zwischen die Myosinfilamente
gleiten, kommt es zu einer Verkiirzung des Sarkomers auf maximal 70% seiner Ruhelange von ca. 2,2
um. Dabei bleibt die Lange der Aktin- und Myosinfilamente unverandert, die I-Bande und die H-

Bande werden dagegen schmaler (LULLMANN-RAUCH 2009).

a) Aufbau des Myosinfilaments:
Das Myosinfilament (siehe Abbildung 1.3) entsteht durch die Zusammenlagerung und
Verdrillung verschiedener Myosinmolekiile (jeweils zwei schwere und vier leichte Ketten).
Hierdurch lassen sich drei Strukturen unterscheiden: der Myosinkopf, der Myosinhals und

der Myosinschaft (BERS 2001).

b) Aufbau des Aktinfilaments:
Das Aktinfilament besteht aus einer Vielzahl kugelférmiger (globuldrer) Aktinmolekile, die
entlang eines fadenférmigen Tropomyosin-EiweiBkdrpers angeordnet sind. Dabei erstreckt

sich ein Tropomyosinmolekil tiber 7 Aktinmolekiile. Die Aktinmolekiile haben neben ihren

3
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Bindungsstellen fiir benachbarte globuldare Aktinmolekiile, das Tropomyosin und den
Myosinkopf weitere Bindungsstellen fir Troponin. Hierbei handelt es sich um ein fir die
Myozytenkontraktion sehr wichtiges regulatorisches Protein, welches seinerseits aus drei
Untereinheiten besteht: Troponin (Tn) | (Bindung an Aktin), TnT (Bindung an Tropomyosin)
und TnC (Bindung an Kalzium) (KLINKE und SILBERNAGEL 2005).

Das genaue Zusammenspiel der einzelnen Strukturen fiir die Myozytenkontraktion erklart Abschnitt

1.2 (S. 8).

1.1.3

Der Kalziumstoffwechsel

Die Funktion des Kalziumstoffwechsels besteht darin, das fiir die Kontraktion notwendige Kalzium zur

Verfligung zu stellen bzw. im Anschluss wieder aus dem Zytoplasma zu entfernen. Die Kenntnis der

im Folgenden genannten Strukturen des Kalziumstoffwechsels ist flir das weitere Verstandnis dieser

Arbeit von grolRer Bedeutung:

a)

Der transsarkolemmale Kalziumeinstrom: L-Typ-Kalziumkanal

Der L-Typ-Kalziumkanal ist ein spannungsabhdngiger Kalziumkanal, der die Membran der
Herzmuskelzellen, das Sarkolemm, durchzieht. Wegen seiner pharmakologischen
Beeinflussbarkeit durch 1,4-Dihydropyridin wird er auch als Dihydropyridin-Rezeptor
bezeichnet. Er befindet sich in besonders hoher Dichte im Bereich der T-Tubuli und somit in
enger raumlicher Nahe zum Sarkoplasmatischen Retikulum (WIBO et al. 1991).

Uber den L-Typ-Kalziumkanal strémt ein Teil des fiir die Kontraktion der Herzmuskelzelle
bendtigten Kalziums von extrazelluldr in die Zelle hinein. Die Hauptfunktion dieses Kalziums
liegt allerdings in der kalziuminduzierten Kalziumfreisetzung (FABIATO A 1983), auf die im
Abschnitt 1.2 (S. 8) ndher eingegangen wird.

Aktiviert wird der L-Typ-Kalziumkanal spannungsabhdngig im Rahmen eines
Aktionspotentials. Sinkt das Membranpotential durch die anschlieRende Repolarisation
wieder ab, kommt es zu einer Inaktivierung des L-Typ-Kalziumkanals (BERS 2002).
Unterstltzend wirkt zudem eine negative Rickkopplung durch steigende intrazellulare
Kalziumkonzentrationen, die u.a. Gber das kalziumbindende Protein Calmodulin (CaM; siehe

unten) vermittelt wird (PITT 2007).
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b) Der intrazelluldre Kalziumspeicher: das Sarkoplasmatische Retikulum

Das Sarkoplasmatische Retikum (SR) ist ein membranumgebenes, intrazelluldres
Hohlraumsystem, das jede einzelne Myofibrille manschettenartig umgibt. Man unterscheidet
longitudinal in Richtung der Myofibrillen orientierte Schlauche (L-System) von den quer dazu
stehenden terminalen Zisternen (T-System; LULLMANN-RAUCH 2009).

Die wichtigste Funktion des SR ist die Speicherung, Freisetzung und Wiederaufnahme von
Kalzium. Indem es einen GrofSteil des notwendigen Kalziums zur Verfligung stellt, ist das
Sarkoplasmatische Retikulum maRgeblich in die Myozytenkontraktion involviert.
Verantwortlich flir die Speicherung von Kalzium im Lumen des Sarkoplasmatischen
Retikulums ist vor allem das Protein Calsequestrin mit einer Speicherkapazitat von etwa 35-
40 Kalziumionen pro Molekiil (BERS 2001).

In die Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums eingebettet finden sich zwei funktionell
bedeutende Proteine, die Ryanodinrezeptoren und die SR-Ca**-ATPase (SERCA). Diese sind in
charakteristischer Weise auf der Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums verteilt, was
funktionell von grofRer Bedeutung fiir den Kalziumstoffwechsel ist und an spaterer Stelle
erldutert wird (BERS 2001). Der Gesamtgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums an Kalzium
ergibt sich aus der Differenz der Kalziumaufnahme Uber die SERCA und der Kalziumabgabe
Giber die Ryanodinrezeptoren. Neben der Aktivitat der SERCA bestimmt auch der diastolische
Kalziumgehalt einer Zelle, wie viel Kalzium ins Sarkoplasmatische Retikulum aufgenommen
wird. Der SR-Kalziumgehalt wiederum steht weitgehend in einem proportionalen Verhiltnis
zur Hohe des systolisch ausgeschitteten Kalziums und letztendlich auch zur entwickelten

Kontraktionskraft (BERS 2001).

Die SR-Kalziumausschittung: Ryanodinrezeptoren

Die Kalziumfreisetzungskanale werden als Ryanodin-Rezeptoren (RyR) bezeichnet, da sie eine
hohe Affinitdt zum pflanzlichen Alkaloid Ryanodin aufweisen. lhre Funktion ist die
Ausschittung von im Sarkoplasmatischen Retikulum gespeichertem Kalzium in das
Zytoplasma der Herzmuskelzelle, wodurch eine Kontraktion bewirkt wird (BERS 2001). Dabei
stehen die RyR im Zentrum eines groBen makromolekularen Proteinkomplexes aus FK506-
Bindungsprotein 12.6, Calmodulin, CaMKIl, Proteinphosphatasen, Proteinkinase A und
weiteren assoziierten Proteinen, die direkt oder indirekt Einfluss auf ihre Funktion nehmen
koénnen (Al et al. 2005). Des Weiteren sind die Ryanodinrezeptoren vor allem im Bereich der
terminalen Zisternen lokalisiert und somit in unmittelbarer Ndahe zu den T-Tubuli und L-Typ-
Kalziumkanédlen (siehe Abbildung 1.1). Diesen Komplex bezeichnet man als Diade, den

zytosolischen Raum dazwischen nennt man entsprechend diadischen Spalt. Die funktionelle
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Bedeutung dieser Strukturen wird im Abschnitt , Die elektromechanische Kopplung” (siehe
Abschnitt 1.2; S. 8) ndher erldutert (BERS 2001).

Der Ryanodinrezeptor lasst sich auch pharmakologisch durch eine Koffeinlosung beein-
flussen, die auch in dieser Arbeit zur Anwendung kommt. Koffein in hohen Konzentrationen
bewirkt eine Ausschiittung des luminalen SR-Kalziumgehalts Uber die Ryanodinrezeptoren
und ermoglicht dadurch, Aussagen Uber den Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen
Retikulums zu treffen. Dahinter steht ein erst kirzlich verstandener Mechanismus einer

reduzierten Erregungsschwelle des RyR durch luminales Kalzium (KONG et al. 2008).

d) Die SR-Kalziumaufnahme: Sarko(endo)plasmatisches Retikulum Ca**-ATPase (SERCA) und

Phospholamban (PLB):

Wahrend im Bereich der terminalen Zisternen die Ryanodinrezeptoren Uberwiegen, findet
sich in den Membranen des longitudinalen Systems des Sarkoplasmatischen Retikulums
tberwiegend die SR-Ca**-ATPase (SERCA). Ihre Funktion ist kontrdr zum Ryanodinrezeptor die
Wiederaufnahme von Kalzium in das Sarkoplasmatische Retikulum (BERS 2001). Dazu werden
unter Verbrauch von je einem Molekil Adenosintriphosphat (ATP) zwei Kalziumionen aus
dem Sarkoplasma in das Lumen des SR gepumpt (TADA et al. 1982). Da die SERCA der
wichtigste Mechanismus ist, um das wahrend der Systole ins Zytoplasma freigesetzte Kalzium
wieder zu entfernen, beendet die SERCA die Kontraktion der Herzmuskelzelle und leitet die
diastolische  Relaxation ein  (ERKASAP  2007). Die Relaxationsgeschwindigkeit
(=Relaxationszeit) der Kalziumtransienten (t¢,) gilt somit anndhernd als MaR fiur die Aktivitat

der SERCA (PERIASAMY et al. 2008).

Von den fiinf derzeit in Muskelzellen bekannten Isoformen der SERCA (SERCA1a, 1b, 2a, 2b,
2c) ist die SERCA2a die im Herzen dominierende Form (DALLY et al. 2006).

Neben der direkten Beeinflussung der SERCA durch beispielsweise eine Azidose (FABIATO A
und FABIATO F 1978) wird ihre Aktivitdt von Phospholamban (PLB) reguliert (PERIASAMY et
al. 2008; siehe Abbildung 1.6). Aufgrund der grofRen Bedeutung fiir diese Arbeit soll nun auf

PLB ndher eingegangen werden.

Phospholamban nimmt eine Schlisselfunktion in der Regulation der basalen myokardialen
Kontraktilitdat ein. Im unphosphorylierten Zustand wirkt es hemmend auf die SR-
Kalziumaufnahme und somit auch auf die myokardiale Kontraktilitat. Es kann allerdings durch
verschiedene Kinasen phosphoryliert werden, wodurch eine Enthemmung der SERCA und in
der Folge ein Anstieg der Kontraktilitdt resultiert. Es gibt zwei wesentliche

Phosphorylierungsstellen am PLB, eine Proteinkinase-A-abhangige Phosphorylierung an
6
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Serin-16 (Ser-16) sowie eine Kalzium/Calmodulin (CaMK)-abhangige Phosphorylierung an
Threonin-17 (Thr-17). Uber die Phosphorylierung an Ser-16 wird u.a. die Wirkung von B-
Agonisten auf die Myozytenkontraktilitdt und die diastolische Relaxation vermittelt (LUO et
al. 1994). Zunachst ging man durch Experimente mit B-Agonisten davon aus, dass eine
Phosphorylierung an Ser-16 die Voraussetzung fiir eine Phosphorylierung an Thr-17 ist (LUO
et al. 1998). Mittlerweile ist allerdings bekannt, dass unter bestimmten Bedingungen auch
eine alleinige Phosphorylierung an Thr-17 moglich ist. Dies ist insbesondere der Fall, wenn
die intrazelluldre Kalziumkonzentration erhoht ist und die Phosphatasen (insbesondere PP1;
als Gegenspieler zur CaMK-abhangigen Phosphorylierung) gehemmt sind, wie beispielsweise

bei einer Azidose (VITTONE et al. 1998).

e) Natrium/Kalzium-Austauscher (NCX):
Der Na*/Ca**-Austauscher transportiert fir drei Natriumionen ein Kalziumion entlang eines
elektrochemischen Gradienten. Er ist nach der SERCA einer der wichtigsten Mechanismen,
um das wahrend der Systole ins Zytoplasma gelangte Kalzium wieder zu eliminieren und so
die Diastole einzuleiten (BERS 2002). Bei einer erhéhten intrazelluliren Na‘-Konzentration
kann der NCX allerdings auch einen lonentransport in die umgekehrte Richtung (reverse
mode) ermoglichen und so das intrazelluldre Kalzium erhéhen. Dies ist insbesondere fiir die
in dieser Arbeit untersuchte Azidose von grofRer Bedeutung, da diese liber kompensatorische
Aktivierung von Natrium/Protonen-Austauschern zu einem Anstieg der intrazelluliren Na*-

Konzentration fiihrt (MATTIAZZI et al. 2007).

Das Zusammenspiel des kontraktilen Apparates mit den Strukturen des Kalziumstoffwechsels wird als

elektromechanische Kopplung bezeichnet und im nachsten Abschnitt im Detail beschrieben.
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1.2 Die elektromechanische Kopplung

Die elektromechanische Kopplung ist der Prozess von der elektrischen Erregung der Herzmuskelzelle
bis zur mechanischen Kontraktion des Herzens. Entscheidendes Bindeglied dieser beiden Vorgange
ist Kalzium (BERS 2002), dessen Bedeutung RINGER bereits im Jahr 1883 beweisen konnte. Die
genauen Mechanismen der elektromechanischen Kopplung werden allerdings erst seit dem Ende des

20. Jahrhunderts in zunehmendem MalRe verstanden.

1.2.1 Die elektrische Erregung

Jeder Kontraktion der Herzmuskelzellen geht die Entstehung eines Aktionspotentials Gber dem
Sarkolemm voraus. Ausgeldst durch einen elektrischen Reiz, der im gesunden Myokard meist vom
Sinusknoten ausgeht und unter experimentellen Bedingungen durch einen kurzen externen
StromstoR generiert werden kann, kommt es zu einer Anhebung des Membranpotentials ausgehend
von ca. -85 mV (Ruhepotential). Bereits bei ca. -65 mV (dem sogenannten Schwellenpotential) startet
der Kardiomyozyt mit dem Ablauf eines immer gleichen und fiir ihn spezifischen Aktionspotentials

(KLINKE und SILBERNAGEL 2005).

Das Aktionspotential am Herzen kann in flinf Phasen eingeteilt werden (siehe Box in Abbildung 1.2):

In der Phase 0 (Depolarisationsphase) kommt es durch die voriibergehende Offnung
spannungsabhangiger Natriumkanale zu einem raschen Einstrom von Natriumionen in das Zellinnere,
gemall dem elektrochemischen Gradienten. Dadurch steigt das Membranpotential bis weit in den

positiven Bereich (ca. +30 mV).

In der Phase | (friihe Repolarisationsphase) kommt es durch die Aktivierung von auswartsgerichteten

Kaliumkanalen zu einer kurzen Erniedrigung des Aktionspotentials.

In der Phase Il (Plateau-Phase) bleibt das Membranpotential anndhernd konstant, da sich ein
Gleichgewicht zwischen einwartsgerichteten Stromen (hauptsichlich L-Typ-Kalziumkanale) und

auswartsgerichteten Strémen (hauptsachlich Kaliumkanale) einstellt.

In der Phase lll (spdte Repolarisationsphase) erfolgt eine erneute Repolarisation bis hin zum
Ruhepotential. Dazu nimmt der einwartsgerichtete Kalziumstrom ab, bei gleichzeitiger Zunahme

auswarts gerichteter Kaliumstrome (delayed rectifier channels).

In der Phase IV wird das Ruhemembranpotential durch sogenannte inward rectifier Kanale bis zum

nachsten Aktionspotential aufrechterhalten (BIRKELAND et al. 2005).
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Abbildung 1.2 — Die elektromechanische Kopplung. Durch einen elektrischen Reiz entwickelt sich Gber dem Sarkolemm ein
in verschiedenen Phasen ablaufendes Aktionspotential (AP; siehe Box), welches zu einem Einstrom von Kalziumionen (Ca)
ins Sarkoplasma fihrt (rote Pfeile). Hierbei ist insbesondere der kalziuminduzierte Kalziumeinstrom aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) von Bedeutung. Durch Wechselwirkung von Kalzium mit den Myofilamenten kommt es
zu einer Myozytenkontraktion. Diese wird beendet, indem Kalzium Uber verschiedene Mechanismen wieder aus dem
Sarkoplasma heraustransportiert wird (griine Pfeile) - modifiziert nach BERS und DESPA 2006, Seite 316

1.2.2

a)

Die mechanische Kontraktion

Die kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung:

Wie aus der Box in Abbildung 1.2 ersichtlich ist, folgen auf den elektrischen Reiz des Aktions-
potentials mit geringer Verzogerung ein Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
und wenig spater eine physikalisch messbare Kontraktion des Myokards.

Es ist dabei von entscheidender Bedeutung, dass der Anstieg des intrazelluldren Kalziums nur
zu einem Teil durch den L-Typ-Kalziumstrom wahrend der Plateauphase des
Aktionspotentials bedingt ist. Vielmehr hat diese lokale Erhéhung der Kalziumkonzentration
im subsarkolemmalen Spalt eine Triggerwirkung auf die in enger rdumlicher Nachbarschaft
befindlichen Ryanodinrezeptoren. Durch die Offnung der Ryanodinrezeptoren kommt es zu
einer massiven Freisetzung von Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum und dadurch
zu einem Anstieg der freien Kalziumkonzentration im Intrazelluldrraum von ca. 100 nM auf
Gber 1 uM (BERS 2001). Diesen Prozess bezeichneten FABIATO A und FABIATO F (1975) als

,kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung”.
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Des Weiteren ist auch der in Abschnitt 1.1.3 (S. 4) erwahnte sarkolemmale Na'/Ca®-
Austauscher (NCX) im reverse mode zu einem geringen Anteil an der Erhéhung der

subsarkolemmalen Kalziumkonzentration beteiligt (MAIER und BERS 2002).

Die Kontraktion:
Entscheidend fiir die Kontraktion ist der Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration.
Aktinmonomer
ohne Ca
Tropomyosin
Myosinkopf
Myosinhals
Myosinschaft
mit Ca%*

Abbildung 1.3 — Die Myozytenkontraktion. Unter einer erhohten intrazelluldren Kalziumkonzentration kommt es
durch Bindung von Kalziumionen an Troponin C (TnC) zu einer Deblockade der Myosinbindungsstellen am Aktin. In
der Folge lagert sich der Myosinkopf an Aktin an und verursacht durch eine zyklische Konformationsanderung die
Myozytenkontraktion —modifiziert nach BERS 2001, Seite 23

Indem bis zu 4 Kalziumionen an die Troponin-Untereinheit C (TnC) binden, verlagert sich der
Tropomyosinfaden mehr zur Mittelachse des Aktinfilaments. Durch diese Konformations-
dnderung werden am Aktinfilament Bindungsstellen fir den Myosinkopf freigegeben
(Deblockade). Infolgedessen beginnt eine zyklische Aktin-Myosin-Wechselwirkung, die erst
dann wieder aufhért, wenn infolge absinkender intrazellularer Kalziumspiegel die
Myosinbindungsstellen erneut durch Tropomyosin blockiert werden.

Die zyklische Aktin-Myosin-Wechselwirkung lasst sich in 4 Phasen unterteilen:

- Phase 1: Der Myosinkopf ist fest an Aktin gebunden, sodass Aktomyosin vorliegt.

- Phase 2: ATP bindet an den Myosinkopf, wodurch sich dieser vom Aktinmolekiil trennt.
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- Phase 3: Durch Spaltung des ATP in ADT + Phosphat richtet sich der Myosinkopf auf,
sodass der Myosinkopfwinkel 90° betragt. Die Affinitat zwischen Aktin und Myosinkopf
nimmt wieder zu und es entsteht eine erneute zunachst schwache Bindung.

- Phase 4: Die schwache Bindung zwischen Aktin und Myosinkopf geht in eine festere Bin-
dung Uber. Hierbei wird das Myosinfilament in das Aktinfilament hinein gezogen und der
Myosinkopfwinkel verringert sich auf 50°. Dieser Vorgang ist die eigentliche mechanische

Kraftentwicklung des Herzmuskels und resultiert in einer mechanischen Kontraktion.

Das Entfernen des ADP vom Myosinkopf beendet den Zyklus, sodass der Myosinkopfwinkel
wieder 45° betragt. Der Kreislauf wiederholt sich nun so lange, bis ein deutliches Absinken
des intrazelluldren Kalziumgehalts die Kontraktion beendet. Je mehr Kalzium im Rahmen des
Aktionspotentials und der kalziuminduzierten Kalziumfreisetzung nach intrazellular

freigesetzt wird, desto starker ist die Myozytenkontraktion (KLINKE und SILBERNAGEL 2005).

Der beschriebene Prozess wird nach HUXLEY (1969) als Gleit-Filament-Theorie bezeichnet.

Die Beendigung der Kontraktion:

Die mechanische Kontraktion der Herzmuskelzelle endet, sobald das in der Systole
freigesetzte Kalzium wieder aus dem Sarkoplasma entfernt wird, da es ohne Kalzium zu einer
erneuten Blockade der Myosinbindestellen am Aktin kommt und so die zyklische Aktin-
Myosin-Wechselwirkung sistiert (KLINKE und SILBERNAGEL 2005).

Das Absinken der intrazelluldren Kalziumkonzentration leitet die diastolische Relaxation der
Herzmuskelzelle ein. Hauptverantwortlich dafiir ist die in Abschnitt 1.1.3 (S. 4) beschriebene
SERCA, die bei einer Maus, als in dieser Arbeit verwendeten Spezies, ca. 90 % des in der
Systole freigewordenen Kalziums in das Sarkoplasmatische Retikulum zurlickpumpt. Zu
einem kleineren Teil wird sie vom Na*/Ca**-Austauscher (NCX, ca. 9%), den Plasmamembran-
Ca**-ATPasen (PMCA) und mitochondrialen Kalziumtransportern (ca. 0,5%) unterstiitzt (siehe
Abbildung 1.2; LI et al. 1998, ERKASAP 2007). Dies gilt fir basale Bedingungen und kann sich
bei Erhéhung der Stimulationsfrequenz deutlich dndern (PIESKE et al. 1999).

1.3 Die Regulation des Kalziumstoffwechsels

Der Kalziumstoffwechsel wird durch eine Reihe von Proteinen und Signalwegen reguliert, um ihn an
wechselnde physiologische und pathophysiologische Umgebungsbedingungen anzupassen. Dabei
spielt die Kalzium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) eine entscheidende Rolle. Sie ist in

der Lage, viele Strukturen des Kalziumstoffwechsels in ihrer Aktivitat zu modulieren. Dies geschieht
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sowohl kurzfristig von Herzschlag zu Herzschlag als auch langfristig Gber Veranderungen in der

Gentranskription (MAIER 2009).

Neben der CaMKIl gibt es noch weitere kalziumabhdngige Signalmolekiile, wie die
Kalzium/Calmodulin-abh&ngige Phosphatase Calcineurin und die Proteinkinase D, welche ebenfalls

regulatorisch in den Kalziumstoffwechsel eingreifen kdnnen (FIELITZ et al. 2008, BACKS et al. 2009).

1.3.1 Die Kalzium/Calmodulin-abhidngige Proteinkinase II

Bei den Kalzium/Calmodulin-abhingigen Kinasen (CaMK) handelt es sich um eine Familie von 81
verschiedenen multifunktionalen Serin/Threonin-Protein-Kinasen, die eine zentrale Rolle in der
Transmission von Kalziumsignalen spielen (MANNING et al. 2002). Die wichtigste ist die
Kalzium/Calmodulin-abhingige Proteinkinase 1l (CaMKIll). Sie wurde initial im zentralen
Nervensystem entdeckt (KENNEDY und GREENGARD 1981) und spater auch im Herzen nachgewiesen
(JETT et al. 1987). Vier verschiedene Gene (a, B, y, 6) kodieren fir die CaMKIIl, von denen die B-
(SINGH et al. 2005), y- und &-lIsoformen im Herzen vorkommen. Dabei iberwiegt die 6-Isoform,
welche zwei  Splice-Varianten bildet: die dank einer elf Aminosduren langen nukledren
Lokalisationssequenz v.a. im Zellkern vorkommende CaMKII6z sowie die ohne nukledre
Lokalisationssequenz auf das Zytoplasma begrenzte CaMKII§. (HUDMON und SCHULMAN 2002).
Daneben existieren im Myokard in geringer Menge noch weitere Isoformen wie 6, und §, (ZHANG T

und BROWN 2004).

Jeweils sechs bis zwolf CaMKII-Monomere arrangieren sich in einer charakteristischen, radartigen
Struktur (siehe Abbildung 1.4). Jedes CaMKII-Monomer besteht aus 3 verschiedenen Domanen, einer
katalytischen Domane am Amino(N)-Terminus, einer regulatorischen Doméane in der Mitte sowie
einer Assoziationsdomane am Carboxy(C)-Terminus (BRAUN und SCHULMAN 1995 b). Dabei liegen
die C-terminalen Bindungsdomdnen im Zentrum des Rades und die N-terminal gelegenen

katalytischen Domanen ragen nach aufen (KANASEKI et al. 1991).

Besondere Beachtung verdient die regulatorische Domane, die in zwei sich teilweise Gberlappende
Bereiche unterteilt werden kann, einen autoinhibitorischen Bereich und einen Calmodulin-bindenden
Bereich. Im Ruhezustand blockiert der autoinhibitorische Bereich das aktive Zentrum der
katalytischen Domane und verhindert dadurch die Enzymaktivitat der CaMKII. Erst durch den Anstieg
des intrazellularen Kalziums in der Systole kommt es zu einer Enthemmung des aktiven Zentrums.
Dazu gehen je bis zu 4 Kalziumionen einen Komplex mit Calmodulin ein, welcher an den Calmodulin-
bindenden Bereich der regulatorischen Domane binden kann und dadurch den autoinhibitorischen
Bereich aus dem aktiven Zentrum verdrangt (BRAUN und SCHULMAN 1995 b). Erst jetzt kann ATP im

aktiven Zentrum binden und die Enzymaktivitat eingeleitet werden (RELLOS et al. 2010).
12



Einleitung

Eine besondere Eigenschaft der CaMKIl ist ihre Fahigkeit zur Autophosphorylierung an Threonin-287
im inhibitorischen Bereich. Auf diese Weise steigt nicht nur die Affinitat der CaMKII fir Calmodulin
um ein Vielfaches (ca. 700-fach hohere Aktivitdt), sondern es kommt zudem zu einer Vermittlung
langfristiger Effekte, da Calmodulin auch noch nach Abfall des intrazelluldaren Kalziums an die CaMKII
gebunden bleibt (ZHANG T und BROWN 2004) und sie so ihre volle Aktivitat behalt (MEYER et al.
1992). Selbst wenn CaM schlieRlich abdissoziiert, behalt die CaMKII durch die Autophosphorylierung
eine partielle Aktivitat von 20 - 80 % (LAl et al. 1986, LOU et al. 1986, SCHWORER et al. 1986). Die
langfristigen Effekte der CaMKII-Autophosphorylierung spielen nicht nur im Herzen eine Rolle,
sondern auch bei der Langzeitpotenzierung im Rahmen der neuronalen Gedachtnisbildung im Gehirn
(RELLOS et al. 2010). Erst durch die Wirkung von Phosphatasen wie PP1, PP2a und PP2C kommt es
schlieBlich zu einer kompletten Inaktivierung der CaMKII (ZHANG T und BROWN 2004).

Erst kirzlich entdeckten ERICKSON et al. (2008) einen weiteren, neuartigen Mechanismus der

CaMKII-Aktivierung durch Oxidation an Methionin-281/282 durch u.a. freie Sauerstoff-Radikale.

Regulatorische Domane
Al CaM-B

Katalytische
Doméne

Assoziations-
domane

CaMKIl
Untereinheit C:_.‘

CaMKIl
Holoenzym

\\\‘Dg : - Ca*/CaM \eb

Autophosphorylierung Phosphorylations-
abhangige
c: +Ca */CaM ‘ a : Aktivitat

Autoinhibition CalCaM-
abhangige
Aktivitat PP P
+H,0 — Ca?/

22 A Ca CaM c:
Oxidation Oxidations-
abhangige

Aktivitat

Abbildung 1.4 - Struktureller Aufbau und Aktivierung der CaMKIl. Oben: Aufbau eines CaMKII-Monomers aus 3 Domanen.
Jeweils 6 - 13 Monomere formen eine radartige Struktur. Unten: Ohne Ca/CaM-Bindung ist die katalytische Doméane
blockiert. Erst durch Bindung von Ca/CaM an die regulatorische Doméane wird die katalytische Domane enthemmt und kann
ihrer Funktion nachgehen. Durch Autophosphorylierung an Threonin-287 oder Oxidation an Threonin-281/282 kann die
CaMKIl auch nach Abdissoziation von Ca/CaM weiterhin aktiviert bleiben und so unabhingig von der intrazelluldren
Kalziumkonzentration ihren Funktionen nachgehen - modifiziert nach ANDERSON ME 2009, Seite 1083
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Neben der CaMKIl kommen in deutlich geringerer Zahl auch noch weitere Kalzium/Calmodulin-
abhangige Kinasen im Herzen vor. Relevant sind v.a. die monomerischen Kinasen CaMKI und CaMKIV.
CaMKI findet sich ubiquitdar im menschlichen Kérper und so auch in Kardiomyozyten. lhre kardialen
Funktionen sind noch weitgehend unklar. CaMKIV kommt v.a. im Thymus, Hoden und Gehirn vor und
ist insbesondere im Zellkern lokalisiert, was auf eine mogliche Rolle fiir die Genexpression hinweist.
Das Vorkommen von CaMKIV im Myokard ist aktuell noch umstritten (ZHANG T und BROWN 2004,
COLOMER et al. 2003). So fanden KATO et al. (2000) eine vermehrte CaMKIV-Expression in durch
leukemia inhibitor factor hypertrophierten Herzen. COLOMER et al. (2003) konnten sie dagegen bei
infolge einer Aortenkonstriktion hypertrophierten Herzen nicht nachweisen. Umgekehrt konnte
gezeigt werden, dass eine CaMKIV-Uberexpression die Hypertrophiekaskade iiber CaMKIl einleiten
kann (PASSIER et al. 2000). Anders als die CaMKIl benétigen CaMKIl und CaMKIV zusatzlich zu
Ca**/CaM eine weitere Aktivierung durch eine CaM-Kinase-Kinase-beta. Diese wird ebenfalls durch

einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration aktiviert (ANDERSON KA et al. 1998).

1.3.2 Einfluss der CaMKII auf physiologische Herzfunktionen

Die Funktionen der CaMKII stehen in direktem Zusammenhang zur im Abschnitt 1.2 (S. 8) beschrie-
benen elektromechanischen Kopplung, dem beim Menschen in Ruhe durchschnittlich 60 Mal pro
Minute stattfindenden Prozess von der elektrischen Erregung bis zur Myozytenkontraktion. Damit
dieser Ablauf koordiniert und an die aktuelle intrazelluldre Kalziumkonzentration angepasst ablaufen
kann, bedarf es differenzierter Regulationsmechanismen, in deren Zentrum Calmodulin und die
CaMKIl stehen. Letztere ist in der Lage, eine Vielzahl der an der elektromechanischen Kopplung betei-
ligten lonenkanéle und Transporter auf Sarkolemm und Sarkoplasmatischem Retikulum zu phospho-
rylieren und in ihrer Aktivitat zu beeinflussen. Dazu befindet sich die CaMKIl oft in enger raumlicher

Beziehung zu ihren Substraten und den Phosphatasen, ihren Antagonisten (MAIER und BERS 2007).

So zeigten WITCHER et al. (1991) erstmalig, dass die CaM-Kinase bei einem Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration, wie sie beispielsweise im Rahmen der Systole stattfindet, die
Ryanodinrezeptoren phosphorylieren kann. Auch WEHRENS et al. (2004) konnten bei Erhéhung der
Herzfrequenz eine CaMKIl-abhédngige RyR-Phosphorylierung mit konsekutiv erhéhten systolischen
Kalziumtransienten zeigen und vermuteten, dass diese mitverantwortlich fiir die bei héheren
Herzfrequenzen beobachtete Zunahme der Kontraktilitdt sein kénnte. Auch in der Diastole scheint
die CaMKIl-abhangige Phosphorylierung des Ryanodinrezeptors von groRer Bedeutung zu sein. So
zeigten unter anderem MAIER et al. (2003), dass eine CaMKII5-Uberexpression den diastolischen
Kalziumverlust iiber Ryanodinrezeptoren (sogenannte Ca’*-sparks) erhdht und eine CaMKII-Inhibition
diesen reduziert. Durch adenovirale Uberexpressionsexperimente der CaMKII& konnten die

letztgenannten Autoren sowie spater auch KOHLHAAS et al. (2006) zudem zeigen, dass die im Herzen
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haufigste und auch in dieser Arbeit besondere Beachtung findende 6-Isoform der CaMKIl an der

Phosphorylierung der Ryanodinrezeptoren beteiligt ist.

Weiterhin ist bekannt, dass die CaMKIl Phospholamban an Threonin-17 phosphorylieren kann,
welches im unphosphorylierten Zustand ein Inhibitor der SERCA ist. Dadurch wird konsekutiv die
Aktivitat der SERCA erhoht und die Kalziumaufnahme ins Sarkoplasmatische Retikulum steigt (KOSS
und KRANIAS 1996). BASSANI et al. (1995) vermuteten, dass die CaMKIl-abhadngige Phosphorylierung
an Phospholamban fiir die physiologisch sehr wichtige frequenzabhadngige Beschleunigung der
Relaxation (FDAR) verantwortlich sein kénnte, die dem Herz erméglicht, bei héheren Frequenzen
trotz kirzerer Diastolendauer eine ausreichende diastolische Fillung zu erreichen (COUCHONNAL
und ANDERSON ME 2008). So kénnte eine PLB-Phosphorylierung tber eine Aktivierung der SERCA zu
einer beschleunigten Aufnahme von Kalzium ins Sarkoplasmatische Retikulum fihren. Allerdings ist
die Bedeutung sowohl der CaMKIl wie auch des PLB-SERCA-Weges fiir die FDAR bis heute umstritten.
So zeigten zwar einige Arbeitsgruppen, dass eine CaMKII-Inhibition die FDAR verringert (BASSANI et
al. 1995, DESANTIAGO et al. 2002, PICHT et al. 2007). Allerdings zeigten PLB-Knockout-Mause
weiterhin eine deutliche FDAR (DESANTIAGO et al. 2002). Auch konnten HUKE und BERS (2007)
zeigen, dass die CaMKll-abhangige Aktivierung des PLB-SERCA-Weges zeitlich verzégert zur deutlich
schnelleren FDAR auftritt. Zusammenfassend scheint die CaMKIl zwar eine Rolle bei der FDAR zu
spielen, eventuell auch durch eine direkte Wirkung der CaMKIl auf die SERCA. Dennoch kdnnten
andere Ursachen wie eine reduzierte Myofilament-Sensitivitat bei héheren Frequenzen von gréRerer

Bedeutung sein (PICHT et al. 2007, VARIAN und JANSSEN 2007, MAIER und BERS 2007).

Neben einer moglichen Bedeutung einer CaMKIlI-abhangigen PLB-Phosphorylierung an Thr-17 fiir die
FDAR ist dieser Weg allerdings noch aus pathophysiologischen Griinden hervorzuheben, da er fiir die
in dieser Arbeit untersuchte Azidose von groRer Bedeutung ist, wie in den folgenden Abschnitten im

Detail ausgefiihrt wird (siehe Abschnitt 1.5.1; S. 24).

Weiterhin reguliert die CaMKIIl auch spannungsabhidngige Kalziumkanale (ANDERSON ME et al. 1994)
und beeinflusst so das wichtige Phanomen der Fazilitation malRgeblich. Hierbei handelt es sich um
einen erleichterten Einstrom von Kalzium in die Zelle, wenn das intrazelluldre Kalzium bereits erhoht
ist, im Sinne einer positiven Riickkopplung (HRYSHKO und BERS 1990). Auf molekularer Ebene liegt
der Fazilitation eine durch die erhdhte intrazelluldre Kalziumkonzentration verstarkte CaMKII-
Aktivierung zugrunde, welche dann die spannungsabhangigen Kalziumkanale direkt phosphoryliert
und so ihre Offnungswahrscheinlichkeit erhéht (DZHURA et al. 2000). Die physiologische Bedeutung
der Fazilitation ist nicht ganzlich geklart. Es wird diskutiert, dass es sich um einen partiellen
Kompensationsmechanismus eines bei hohen Herzfrequenzen reduzierten Kalziumeinstroms {ber L-

Typ-Kalziumkanale handelt (MAIER und BERS 2007). Mittlerweile ist durch adenovirale
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Uberexpression weiterhin bekannt, dass auch die in dieser Doktorarbeit untersuchte &-Isoform der
CaMKIl an diesem Phdanomen maRgeblich beteiligt ist. Eine zusatzliche Beteiligung anderer CaMKII-
Isoformen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden (MAIER et al. 2003). Abbildung 1.5 illustriert
die genannten Vorgdange am spannungsabhangigen L-Typ-Kalziumkanal und zeigt zudem seine

Inaktivierung durch Calmodulin.
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Abbildung 1.5 - Inaktivierung und Fazilitation des L-Typ-Kalziumkanals. Im Ruhezustand ist der Kanal geschlossen und
bindet Calmodulin im Bereich der A-Region. Bei Depolarisation 6ffnet er sich und lasst Ca* in die Zelle einflieRen. Das Ca*'
bindet an Calmodulin und fiihrt schlieRlich zur Inaktivierung des L-Typ-Kalziumkanals. Auch die CaMKII reguliert die Aktivitat
des L-Typ-Kalziumkanals im Sinne eines erleichterten Kalziumeinstroms (Fazilitation), indem sie den L-Typ-Kalziumkanal
phosphoryliert - modifiziert nach MAIER und BERS 2002, Seite 925

Auch fiir die Anpassung an einen hypertrophen Stimulus, wie eine transverse Aortenkonstriktion
(TAC), ist die CaMKIl von groBer Bedeutung, indem sie den Kalziumstoffwechsel an verschiedenen
Stellen modifiziert. So konnten TOISCHER et al. (2010) bei TAC-Mé&usen u.a. eine erhdhte Aktivitat
des L-Typ-Kalziumkanals, erhohte Kalziumtransienten und eine erhohte fraktionelle SR-
Kalziumfreisetzung beobachten, die sich durch genetische Inhibition der &-lsoform der CaMKII
reduzieren lieBen. Mittlerweile ist weiterhin bekannt, dass mithilfe der CaMKIl die Aktivitdt von
Natriumkanélen an die intrazelluldre Kalziumkonzentration angepasst werden kann (TAN et al. 2002,
WAGNER et al. 2006a). Zudem beobachteten TESSIER et al. (1999) in Kardiomyozyten mit
chronischem Vorhofflimmern, dass die CaMKIl auswartsrichtende Kaliumkanale regulieren kann und
eine CaMKIlI-Inhibition zu einer schnelleren Inaktivierung der Kaliumkandle mit einer konsekutiv
verkiirzten Dauer des Aktionspotentials fliihrt. SERGEANT et al. (2005) konnten anhand bestimmter
Kaliumkanale (Kv4.3) eine direkte CaMKII-Phosphorylierung an Ser-550 zeigen. Die resultierende

physiologische Funktion ist je nach Kaliumkanal verschieden (WAGNER et al. 2006b).

Abbildung 1.6 fasst die genannten regulatorischen Funktionen der CaMKIl auf die

elektromechanische Kopplung zusammen.
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Hervorzuheben ist, dass die CaMKIl nicht nur kurzfristige Anpassungen der Kardiomyozyten an die
intrazelluldre Kalziumkonzentration vermittelt, sondern den Kalziumstoffwechsel durch
Autophosphorylierung an Thr-287 liber den Zeitraum erhdhter Kalziumkonzentration hinaus im Sinne
eines molekularen Gedachtnisses beeinflusst. So spielt sie tiber Gentranskription auch bei der lang-
fristigen Anpassung der Herzmuskelzelle an verdanderte Kalziumkonzentrationen eine entscheidende
Rolle. Dies wird als excitation-transcription-coupling (ETC) bezeichnet und ist v.a. fur die Entstehung

einer Herzhypertrophie von Bedeutung (MAIER und BERS 2002, BACKS et al. 2009).
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Abbildung 1.6 - Einfluss der CaMKII auf die elektromechanische Kopplung. Die CaMKIl phosphoryliert u.a. Na'-, K*- und
Ca®*-Kanile sowie den Ryanodinrezeptor, PLB und moglicherweise direkt die SERCA und beeinflusst dadurch deren Aktivitat
- Modifiziert nach MAIER 2009, S. 487

Von zunehmender Bedeutung ist die differenzierte Betrachtung der Funktion der unterschiedlichen
Isoformen der CaMKII. Durch adenovirale Uberexpression der &-Isoform konnten dieser eine Wirkung
auf Ryanodinrezeptoren (MAIER et al. 2003, KOHLHAAS et al. 2006) und L-Typ-Kalziumkanile
zugeordnet werden, wodurch allerdings nicht eine zusatzliche Wirkung anderer CaMKIl-Isoformen,
wie der y-lsoform, auf diese Zielstrukturen ausgeschlossen werden kann (MAIER et al. 2003).
Weiterhin beschrieben ZHANG T et al. 2007, dass sowohl die zytoplasmatische (CaMKII8¢) als auch
die nukledre Isoform der CaMKII§ (CaMKIIS;) die Genexpression beeinflussen wirden. Einfluss auf
die Phosphorylierung von Proteinen des Kalziumstoffwechsels (insbesondere PLB und RyR) wiirde
allerdings nur die zytoplasmatische Isoform nehmen (ZHANG T et al. 2007). Insgesamt resiimierten

ZHANG T und BROWN (2004), dass aber erst die Entwicklung von Tiermodellen mit genetischer
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Ablation spezifischer CaMKII-Isoformen, wie der in dieser Arbeit verwendeten CaMKII&-Knockout-

Maus, detailliertere Informationen liber die Notwendigkeit einzelner Isoformen erbringen wird.

Auch Uber die Aufgaben der weiteren CaMKIl-Isoformen in Myozyten, wie der CaMKIly, ist bislang
wenig bekannt (ZHANG T und BROWN 2004, BACKS et al. 2009). Bei der im Myokard in nur sehr
geringen Mengen nachweisbaren B-Isoform der CaMKIl (BAYER et al. 2002, SINGH et al. 2005) wird
aufgrund der raumlichen Lokalisation in der Ndhe der SERCA2a eine der CaMKII&c dhnliche Rolle bei

der PLB-Phosphorylierung vermutet (SINGH et al. 2009).

1.3.3 Bedeutung der CaMKII bei kardialen Dysfunktionen

Solange die CaMKII dem Einfluss wechselnder systolischer und diastolischer Kalziumkonzentrationen
unterliegt, kann sie in sinnvoller Weise regulierend in den Kalziumstoffwechsel eingreifen. Kommt es
allerdings zu einer kalziumunabhangigen, autonomen Aktivitdt, wie es beim Verlust der
zytoplasmatischen Kalziumhomoostase oder bei erhohtem oxidativen Stress der Fall ist, resultieren
schwerwiegende Folgen. So wird die CaMKIl mit der Entstehung einer Vielzahl pathophysiologischer
Situationen wie Herzinsuffizienz oder Arrhythmien in Verbindung gebracht. Dennoch gibt es auch
pathophysiologische Zustande, wie die in dieser Doktorarbeit ndher untersuchte Azidose, bei denen

die CaMKII vermutlich eine kardioprotektive Funktion ausiibt (SAG et al. 2007, ANDERSON ME 2009).

Vor lber zehn Jahren konnten HOCH et al. (1999) als erste Arbeitsgruppe zeigen, dass die CaMKII bei
herzinsuffizienten Patienten deutlich erhoht ist. Initial wurde eine kompensatorische Funktion
vermutet. So kdnnte sie iber eine Phospholamban-Phosphorylierung - und damit einhergehend tber
einen erhéhten SR-Kalziumgehalt und hohere Kalziumtransienten - helfen, eine ausreichende Herz-
funktion aufrecht zu erhalten. Mittlerweile stellte sich aber kontrar zur initialen Hypothese heraus,
dass die CaMKII-Uberexpression ursiachlich an der Entstehung einer Herzinsuffizienz beteiligt ist
(ZHANG T et al. 2003, ZHANG T und BROWN 2004, KOHLHAAS et al. 2006) bzw. die kardiale
Insuffizienz erhalt (SOSSALLA et al. 2010). So zeigten Untersuchungen von ZHANG T und BROWN
(2004), dass eine transgene Uberexpression der zytosolischen CaMKIIS. eine Herzinsuffizienz mit
reduziertem SR-Kalziumgehalt induzieren kann. Dabei vermittelt die CaMKIl verschiedene
Mechanismen wie Herzhypertrophie, Apoptose, Arrhythmien, Inflammation und veranderte
Kalziumhomdostase, deren Zusammenwirken letztlich den Ubergang in eine Herzinsuffizienz
bewirken kann (ANDERSON ME 2009). Weiterhin wird die CaMKIl mit der Induktion von Apoptose
(VILA-PETROFF et al. 2007, ERICKSON et al. 2008, ZHU et al. 2007) und verschiedenen Formen von
Arrhythmien (WU et al. 1999, KHOO et al. 2005, SAG et al. 2009) in Verbindung gebracht.

Auch im Verlauf einer Azidose, die im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wird, und bei der

Reperfusion eines reversibel ischamisch geschadigten Herzens kommt es zu einer CaMKIl-abhangigen
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Beeinflussung verschiedener Proteine des Kalziumstoffwechsels. Hierbei nimmt die CaMKII allerdings
vermutlich eine kardioprotektive Funktion ein (VITTONE et al. 2002, MATTIAZZI et al. 2007). Die der

Azidose zugrundeliegenden Mechanismen werden im Abschnitt 1.5 (S. 21) im Detail erldutert.

1.4 Inhibition der CaMKII und die CaMKII8-Knockout-Maus

Physiologischerweise sind ein Abfall der intrazelluldaren Kalziumkonzentration mit Abdissoziieren von
Ca**/Calmodulin sowie die anschlieRende Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen, wie PP1,
PP2A und PP2C, verantwortlich fur die Inaktivierung der CaMK (ZHANG T und BROWN 2004, HUKE
und BERS 2007). Die Aktivitdt der Proteinphosphatasen hangt dabei stark von den
Umgebungsbedingungen ab. So kommt es beispielsweise im Rahmen einer Azidose zu einer
verringerten Aktivitat (VITTONE et al. 1998) und bei einer Herzinsuffizienz zu einer erhéhten Aktivitat
(NEUMANN et al. 1997).

Neben der physiologischen Inhibition der CaMK wird eine experimentelle CaMK-Hemmung seit vielen
Jahren zur differenzierten Untersuchung ihrer physiologischen und pathophysiologischen Funktionen
verwendet (GAO et al. 2006). Ausgehend von den im vorherigen Abschnitt (1.3.3; S. 18) erlauterten
pathophysiologischen Mechanismen, die der CaMKIl zugeschrieben werden, ist in den vergangenen
Jahren zunehmend auch tiber Mdglichkeiten einer therapeutischen Inhibiton der CaMKIl diskutiert

worden (WANG et al. 2004, ZHANG T et al. 2007, ANDERSON ME et al. 2011).

Pharmakologische Ansatze der CaMKlIl-Inhibition konzentrieren sich v.a. auf eine Blockierung des
aktiven Zentrums (kompetitive Hemmung) oder der Autophosphorylierungsstelle der CaMKII. Ein
haufig verwendeter pharmakologischer CaMK-Inhibitor, der auch in dieser Arbeit zur Anwendung
kommt, ist der im Jahr 1991 von SUMI et al. beschriebene organische Inhibitor KN-93 (ein
Methoxybenzensulfonamid). Dieser blockiert kompetitiv die Bindung von CaM an die regulatorische
Untereinheit der CaM-Kinasen, insbesondere der CaMKII, und verhindert dadurch deren Aktivierung
(ANDERSON ME et al. 1998). Dabei beeinflusst KN-93 andere Ser/Thr-Kinasen wie z.B. Proteinkinase
A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) nicht nennenswert (NIKI et al. 1993). Allerdings Gbt KN-93
zusatzlich unspezifische Wirkungen aus, indem es insbesondere dosis- und inkubationszeitabhangig
die L-Typ-Kalziumkanale hemmt. Der besseren Vergleichbarkeit halber wurde daher das in Bezug auf
die CaMKIl inaktive Analogon KN-92 entwickelt (GAO et al. 2006), das ebenfalls in dieser Arbeit

verwendet wird.

Ein weiterer bedeutender Inhibitor ist das synthetisch hergestellte Peptid AIP (Autocamtide-2-

verwandtes inhibitorisches Protein). Es bindet kompetitiv an die Autophosphorylierungsstelle der
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CaMKIl und erreicht so eine 50 - 500x potentere Wirkung als KN-93 (ISHIDA et al. 1995). Des
Weiteren beeinflusst es nicht die Kalziumkanale (GAO et al. 2006) und scheint auch nicht auf andere

CaM-Kinasen wie die CaMKIV zu wirken (ISHIDA et al. 1995).

Dem AIP verwandt ist das Autocamtide-3-inhibitorische Protein (AC3-l). Dieses Peptid, das BRAUN
und SCHULMAN (1995 a) durch Modifizierung eines Abschnitts aus dem autoinhibitorischen Bereich
der regulatorischen Domane der CaMKIl entwickelten, fungiert als kompetitiver Antagonist der
CaMKIl. Neben der akuten Inhibition durch Hinzugabe von AC3-1 wurde mittlerweile auch ein
Mausmodell entwickelt, welches das Autocamtide-3-inhibitorische Protein Uberexprimiert und so
ermoglicht, die Auswirkungen einer chronischen CaMKII-Inhibition in vivo zu untersuchen (ZHANG R
et al. 2005, KHOO et al. 2005, WU et al. 2006). Allerdings hat AC3-1 den Nachteil, dass es nicht nur die
CaMKIl hemmt, sondern auch die ebenfalls aus der Superfamilie der CaM-Kinasen stammende
Proteinkinase D (BACKS et al. 2009). Interessanterweise verhielten sich AC3-I-M&use unter normalen
Bedingungen vollig unauffillig und zeigten auch nach mehrmonatiger Beobachtung keinerlei

Anzeichen einer kardialen Dysfunktion (ZHANG R et al. 2005).

Die CaMKII6-Knockout-Maus

Erst kirzlich wurde ein wegweisendes Mausmodell eines genetischen CaMKI156-Knockouts vorgestellt
(BACKS et al. 2009). Es handelt sich dabei um das erste kardiologisch relevante Modell einer spezi-
fischen Ausschaltung nur einer der CaMKIll-Isoformen auf genetischer Ebene. Ein dhnliches Maus-
modell gab es bislang nur fir die im ZNS vorkommende a-lIsoform, wo es einen wichtigen Beitrag

zum Verstandnis der molekularen Basis der Gedachtnisbildung geleistet hat (ELGERSMA et al. 2004).

Eine genetische CaMK-Inhibition hat anders als alle pharmakologischen Inhibitoren und auch die
AC3-I-Maus den Vorteil, dass keine zusatzlichen unspezifischen Effekte auftreten. Zudem ist in dem
genannten neuen Mausmodell nicht die gesamte CaMKIl, sondern speziell die &-lsoform als
wichtigste Isoform der CaMKIl im Herzen genetisch ausgeschaltet. Insofern ergeben sich neue
Moglichkeiten, die Funktion der &-lsoform unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen genauer zu untersuchen (BACKS et al. 2009). Obwohl die Untersuchung spezifischer
Isoformen in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus vieler Arbeitsgruppen geriickt ist (ZHANG T
et al. 2007), konnte mit den bisherigen Methoden der CaMK-Inhibition und Uberexpression nur
wenig (ber das Zusammenspiel der verschiedenen CaMKIlI-Isoformen bei physiologischen und
pathophysiologischen Situationen herausgefunden werden. So beschrieben beispielsweise HOCH et
al. (1999), dass die 6-Isoform bei Herzinsuffizienz erhéht ist. Weiterhin konnten ZHANG T et al. (2002,
2003) zeigen, dass eine Uberexpression der nukledren 8-Isoform lediglich zu einer Herzhypertrophie

fiihrt, hingegen eine Uberexpression der zytoplasmatischen 8-Isoform zunichst eine Hypertrophie,
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letztlich aber eine Herzinsuffizienz verursacht. Allerdings ermdglichte die Uberexpression einzelner
Isoformen lediglich Aussagen (iber eine Beteiligung dieser CaMKII-Isoform an einer bestimmten Funk-
tion. Eine Unterscheidung, ob sie dafiir essentiell ist oder ob mehrere Isoformen zusammenwirken,
war dagegen nicht moglich. Dies ist aber einer der grofRen Vorteile der CaMKII6-Knockout-Maus

(BACKS et al. 2009) und ausschlaggebend fiir die Verwendung im Rahmen dieser Arbeit.

Bislang konnten bereits einige Erkenntnisse mithilfe der CaMKII&6-KO-Maus gewonnen werden. So
publizierten BACKS et al. (2009), dass sich die Mause unter physiologischen Bedingungen bis ins
Erwachsenenalter vollig normal entwickeln und keine Auffalligkeiten in Bezug auf Herzstruktur und
Funktion zeigen. Uberraschenderweise war die Phosphorylierung an Thr-17 des PLB, einer der am
besten untersuchten Phosphorylierungsstellen der CaMKII, nur geringfligig reduziert. Dies kdnnte auf
eine zum Teil kompensatorische Phosphorylierung durch andere Kinasen hinweisen, moglicherweise
im Sinne von redundanten Funktionen anderer CaMKIl-Isoformen. Allerdings konnten die Autoren
keine Veranderung der Proteinexpression der y-Isoform der CaMKIl feststellen. Dennoch ist eine

kompensatorische Wirkung durch §-unabhéngige CaMKII-Isoformen nicht ausgeschlossen.

Erst bei pathophysiologischen Situationen fielen Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Mausen auf.
So zeigten die chronisch CaMKII6-defizienten Mause unter einer erhdhten Druckbelastung infolge
einer Verengung der thorakalen Aorta einen geringeren hypertrophen Umbau der Herzstruktur und
eine Reduktion der in die Hypertrophiekaskade involvierten HDAC4 (Histondeacetylase 4) im
Vergleich zum Wildtyp. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die &-Isoform der CaMKIl eine
Schlusselfunktion fur den strukturellen Umbau des Herzens bei Druckbelastung einnimmt (BACKS et

al. 2009).

Aufgrund der genannten Ergebnisse diskutierten diese, dass eine selektive Inhibition der CaMKII6
eine therapeutisch sinnvolle Option bei Herzhypertrophie sein kénnte, empfahlen allerdings vorher
weitere Untersuchungen der CaMKII6-KO-Maus hinsichtlich negativer Konsequenzen fiir andere
pathophysiologische Situationen durchzufiihren (BACKS et al. 2009). An dieser Stelle setzt die
vorliegende Arbeit an, indem die CaMKII6-Knockout-Maus unter dem pathophysiologischen Zustand

der Azidose untersucht wird.

1.5 Das Verhalten von Kardiomyozyten unter Azidose

Gerade einmal 15 s nach dem Verschluss einer Koronararterie entwickelt sich beim menschlichen
Myokard eine Azidose, die mit einem Abfall der myokardialen Kontraktilitdt einhergeht (POOLE-
WILSON 1989). Ursachlich fur die Azidose im Rahmen einer Myokardischamie ist ein Anstieg des
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Laktats aufgrund anaerober Glykolyse der betroffenen Herzmuskelzellen bei verminderter
Sauerstoffzufuhr (metabolische Azidose). Aber auch ein CO,-Anstieg im Ischdmiegebiet tragt zur
Azidose bei (respiratorische Azidose; MATTIAZZI et al. 2007). Obwohl die Beziehung zwischen
intrazellularer Azidose und Abfall der myokardialen Kontraktilitdt schon seit Giber 130 Jahren bekannt
ist (GASKELL 1880), gelang es erst in den vergangenen Jahrzehnten, die physiologischen Vorgange im
Detail zu verstehen. Viele Autoren unterscheiden nunmehr zwei Phasen im Verlauf einer Azidose

(siehe Abbildung 1.7):

Ctl Azidose Ctl

|1 -4 min| | 6-12 min |

fruh spat

Abbildung 1.7 - Die Verdnderung der Kalziumtransienten im Verlauf einer Azidose. An eine initiale Phase der
Transientenabnahme (friihe Azidose) schlieft sich eine zunehmende Wiedererholung bzw. Aufrechterhaltung der
Kalziumtransienten Uber die restliche Zeit der Azidose an (spate Azidose) - Modifiziert nach MATTIAZZI et al. 2007, S. 649

Frithe Azidose:

Die Azidose interferiert mit verschiedenen an der Regulation des Kalziumstoffwechsels beteiligten
Systemen. Dadurch kommt es zunéchst zu einer Abnahme der Kontraktionskraft und Verlangsamung
der Relaxationsgeschwindigkeit. Die verringerte Kontraktionskraft beruht insbesondere auf einer
erniedrigten Sensitivitdt der Myofilamente gegeniiber Kalzium durch die Azidose (FABIATO A und
FABIATO F 1978). Konkret handelt es sich dabei um eine kompetitive Verdrdangung der Kalziumionen
von ihren Myofilament-Bindungsstellen (v.a. am Troponin) durch die erhéhte H*-Konzentration
(BLANCHARD und SOLARO 1984). Zuséatzlich kommt es auch zu einer Beeinflussung der
Kalziumhomoostase. Indem die Azidose die Ryanodinrezeptoren hemmt, sinkt deren Sensitivitat auf
Trigger-Kalzium (XU L et al. 1996, KENTISH und XIANG 1997) und somit die Kalziumfreisetzung aus
dem Sarkoplasmatischen Retikulum (ORCHARD 1987). Weiterhin hemmt die Azidose die SERCA2a,
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was eine reduzierte SR-Kalziumaufnahme (FABIATO A und FABIATO F 1978) und eine Verlangsamung
der Relaxationsgeschwindigkeit (MANDEL et al. 1982) zur Folge hat. Die Aktivitit des L-Typ-
Kalziumkanals kann unter Azidose reduziert (IRISAWA und SATO 1986) oder unverdndert (HULME
und ORCHARD 1998) sein. Die aus dem Zusammenwirken der genannten Faktoren resultierenden
systolischen Kalziumtransienten kénnen in der frilhen Azidose sowohl ansteigen (NOMURA et al.
2002), abfallen (CHOI et al. 2000, DESANTIAGO et al. 2004, SAG et al. 2007) als auch unverandert
bleiben (HULME und ORCHARD 1998). Auch die Na’-/K*-ATPase wird durch eine Azidose gehemmt
und kann (iber einen Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration und die daraus resultierende

Beeinflussung des NCX den Kalziumhaushalt beeinflussen (SATOH et al. 1995).

Das Ausmal der Kontraktionskraftabnahme bei einer Azidose hangt vor allem von der Abnahme des
intrazelluldren pH-Werts ab. Dies stiitzt sich auf Beobachtungen, dass eine respiratorische Azidose zu
einer deutlich rascheren Abnahme von intrazellularem pH-Wert und Kontraktilitdt fiihrt als eine

metabolische Azidose, wie sie in dieser Arbeit verwendet wird (FRY und POOLE-WILSON 1981).

Obwohl die Myokardischamie die haufigste Ursache einer Azidose ist, ist es wichtig, Azidose und
Ischdmie voneinander abzugrenzen. So ist das Ausmal der Kontraktilitdtsabnahme bei einer Ischamie
groRer als bei einer reinen Azidose. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass eine Ischamie neben einer
intrazelluldren Azidose weitere metabolische Verdanderungen, wie eine Abnahme von Energiedqui-

valenten (Kreatinphosphat und ATP) sowie eine Zunahme von Phosphat, verursacht (KENTISH 1986).

Spate Azidose:

Trotz weiter bestehender Azidose kommt es nach wenigen Minuten zu einer Stabilisierung bzw.
einem Wiederanstieg der Kalziumtransienten und der Kontraktionskraft (sog. Kalziumtransienten-
bzw. Kontraktilitdtserhalt). Der Aufrechterhaltung ausreichender systolischer Kalziumtransienten
bzw. deren Wiederzunahme beruht auf einem Anstieg des SR-Kalziumgehalts (HULME und ORCHARD
1998), wofiir es mehrere Ursachen gibt. In Experimenten an Rattenmyozyten mit inhibiertem Na*/H'-
Austauscher konnten CHOI et al. (2000) zeigen, dass den Ryanodinrezeptoren eine entscheidende
Bedeutung zukommt. Sie postulierten, dass infolge der durch die Azidose gehemmten
Ryanodinrezeptoren die Kalziumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum sinkt, sodass der
SR-Kalziumgehalt nach einigen Minuten der Azidose ansteigt. Dadurch komme es in der Folge zu

einem Wiederanstieg der systolischen Kalziumtransienten.

Dass auch dem Na*/H*-Austauscher (NHE) eine wichtige Bedeutung zukommt, konnten u.a.
BOUNTRA und VAUGHAN-JONES (1989) nachweisen. Sie beobachteten einen Anstieg der
intrazelluldren Natriumkonzentration im Verlauf einer Azidose, den sie auf eine erh6hte Aktivitat des

NHE infolge der durch die Azidose erhéhten H*-Konzentration zuriickfiihrten. Der Anstieg der
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intrazellularen Natriumkonzentration wiederum resultiert in einer verdnderten Aktivitat des
Na*/Ca**-Austauschers (NCX), mit der Folge, dass das intrazelluldre (= diastolische) Kalzium ansteigt.
Dadurch gelangt mehr Kalzium ins Sarkoplasmatische Retikulum mit konsekutiv héheren systolischen
Kalziumtransienten und Kontraktilitdt im Verlauf der Azidose. In den Experimenten von BOUNTRA
und VAUGHAN-JONES (1989) konnte eine Inhibition des Na*/H"-Austauschers mit Amilorid sogar den
Kontraktilitdtserhalt verhindern und verursachte eine weitere Abnahme der Kontraktionskraft, was

die Bedeutung dieses Transporters fir die Azidose unterstreicht.

Einige weitere Mechanismen fiihren ebenfalls zu einem Anstieg des diastolischen Kalziums und so
Uber eine Erhohung des SR-Kalziumgehalts zu stabilen bzw. steigenden Kalziumtransienten und
Kontraktilitat. Zu nennen sind insbesondere intrazellulare Puffersysteme, bei denen Ca®*- und H*-
lonen miteinander konkurrieren. Durch den Anstieg von H*-lonen in der Azidose dissoziieren daher
freie Kalziumionen ins Zytoplasma (ORCHARD und KENTISH 1990). Auch fiihrt die bereits erwéhnte
direkte Hemmung der SERCA durch die Azidose zu einem Anstieg des diastolischen Kalziums
(MANDEL et al. 1982). Ein ergdnzender Mechanismus ist zudem die azidosebedingte Hemmung der
Na’/K'-ATPase. In der Folge steigt die intrazellulire Natriumkonzentration und damit Giber den NCX

auch der Kalziumeinfluss in die Zelle (SPERELAKIS und LEE 1971).

Von den genannten Vorgangen kommt nach einem aktuellen Review von MATTIAZZI et al. (2007)
dem NHE/NCX-Weg die wichtigste Bedeutung fur die Erhohung des diastolischen Kalziums zu. Die

relative Bedeutung der anderen Vorgange ist aber noch nicht abschlieRend geklart.

Auch der Erholung der Kalziumsensitivitat der Myofilamente durch eine zunehmende Normalisierung
des intrazelluldren pH-Werts bedingt durch den Na*/H"-Austauscher (NHE) und Na*/HCO;-Symporter
kommt eine bislang unterschatzte Bedeutung fir die Aufrechterhaltung einer adaquaten Kontrak-
tilitdt in der spaten Azidose zu (LEEM et al. 1999, VILA-PETROFF et al. 2010). Auch ORCHARD
vermutete bereits 1987, dass diese fiir einen kleinen Teil der Kontraktilitdtswiedererholung am Ende
der Azidose zustandig sein kénnte, bei dem die Amplitude der Kalziumtransienten nicht mehr weiter

zunimmt. Auf neue Erkenntnisse zum NHE wird im Abschnitt 4.3 (S. 92) ndher eingegangen.

1.5.1 Die Bedeutung der CaMKII fiir die Azidose

In den vergangenen Jahren ist ein weiterer bedeutender Mechanismus fiir die Wiedererholung
wahrend der Azidose in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerlickt. MUNDINA-
WEILENMANN et al. (1996) fanden heraus, dass sich der Phosphorylierungszustand an
Phospholamban, dem wichtigsten Regulator der SERCA, im Verlauf einer Azidose dandert.

Letztgenannte Autoren sowie VITTONE et al. (1998) untersuchten das Zusammenspiel PKA- und
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CaMKIl-abhangiger PLB-Phosphorylierung auf der einen Seite und Dephosphorylierung durch
Phosphatasen auf der anderen Seite genauer. Dabei mehrten sich die Hinweise auf eine Beteiligung
der CaMKIl an der PLB-Phosphorylierung im Verlauf einer Azidose. Aber erst KOMUKAI et al. (2001)
konnten die essentielle Bedeutung der CaMKII fiir die Azidose nachweisen. In Inhibitionsversuchen
an Rattenmyozyten konnten sie zeigen, dass eine CaMKIlI-Inhibition mit KN-93 den Anstieg des SR-

Kalziumgehalts und der Kalziumtransienten im Verlauf einer Azidose verhindern kann.

Mittlerweile ist allgemein anerkannt, dass die CaMKIl eine Schlisselfunktion fir die
Aufrechterhaltung von Kalziumtransienten und Kontraktilitdit im Verlauf der Azidose einnimmt,
indem sie verschiedene Strukturen des Kalziumstoffwechsels phosphoryliert und so in ihrer Aktivitat
beeinflusst. Aktiviert wird die CaMKII durch die azidosebedingte Hemmung von Phosphatasen, v.a.
aber durch den Anstieg der diastolischen Kalziumkonzentration im Verlauf der Azidose, weshalb

diese auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit besonders untersucht wird (MATTIAZZI et al. 2007).

Im Zentrum der CaMKII-Wirkung auf die Azidose scheint eine Phosphorylierung von PLB an Thr-17 zu
stehen. MUNDINA-WEILENMANN et al. (2005) untersuchten als erste Arbeitsgruppe den zeitlichen
Verlauf der PLB-Thr-17-Phosphorylierung wahrend einer respiratorischen Azidose und beobachteten,
dass diese zwischen 30 s und 3 min nach Beginn der Azidose erhoht ist. In zeitlichem Zusammenhang
dazu beobachteten sie eine Wiederbeschleunigung der durch die Azidose verlangsamten SR-
Kalziumaufnahme im Sinne einer schnelleren Relaxationsgeschwindigkeit. Diese fiihrten sie auf eine
CaMKIl-abhangige Phosphorylierung von PLB und die damit einhergehende Aktivierung der SERCA
zuriick. Weiterhin kam es zu einer raschen Wiedererholung von Kalziumtransienten und
Kontraktilitdét. Wurde nun der CaMKlIl-Inhibitor KN-93 hinzugegeben, konnte die PLB-
Phosphorylierung an Thr-17 bereits in niedriger Dosierung auf das Basalniveau reduziert werden,
einhergehend mit einer ca. 50 % Reduktion der SERCA-Wiederbeschleunigung. Ein Effekt von KN-93
auf die Wiedererholung der Kontraktilitdt blieb allerdings zunachst aus. Erst eine hohere Dosierung
von KN-93 konnte diese verhindern. Die Autoren schlossen daraus, dass neben PLB weitere CaMKII-
abhangig regulierte Proteine, wie beispielsweise die Ryanodinrezeptoren, fir die Wiedererholung der
Kontraktilitat verantwortlich sein kénnten. Dass Phospholamban dennoch ein Schliisselprotein fiir die
azidotische Wiedererholung ist, konnten DESANTIAGO et al. (2004) eindrucksvoll an PLB-Knockout-

Mausen zeigen, bei denen eine Kontraktilitatswiedererholung vollstandig ausblieb.

Neben PLB hat die CaMKIl auch direkte Phosphorylierungsstellen am L-Typ-Kalziumkanal und den
bereits angesprochenen Ryanodinrezeptoren (MATTIAZZI et al. 2007). Obwohl XU A und
NARAYANAN (2000) eine direkte Wirkung der CaMKII auf die SERCA vermuteten, widerlegten einige
andere Arbeitsgruppen (REDDY et al. 1996, VALVERDE et al. 2005) dies deutlich.
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Zusammenfassend (siehe Abbildung 1.8) scheint die CaMKII-Aktivierung demnach unverzichtbar fiir
die Aufrechterhaltung der Kontraktilitat in der Azidose zu sein. Dabei kommt der CaMKIll-abhangigen
PLB-Thr-17-Phosphorylierung mit konsekutiv erhohter SERCA-Aktivitat eine zentrale Bedeutung zu.
Da die SERCA der wichtigste Mechanismus der diastolischen Kalziumwiederaufnahme und Relaxation
ist (siehe Abschnitt 1.1.3 d), resultieren zudem schnellere Relaxationsgeschwindigkeiten von
Kalziumtransienten und Myozytenkontraktilitait. Dieser Prozess wird im Folgenden als
Wiedererholung der Relaxationszeiten bezeichnet. Fir die Wiedererholung der Kontraktilitat

scheinen jedoch neben der SERCA noch weitere Mechanismen eine Rolle zu spielen (MATTIAZZI et al.

2007).
@
PP1 Kontraktilitat Relaxation
RYR2/ & | 4
oo j‘ Lok AZIDOSE | |
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T NBC NaK ®,
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© erhéhte SR-Kalziumfreisetzung?

P

Abbildung 1.8 - Die Bedeutung der CaMKIl fiir die spatazidotische Wiedererholung der Kontraktilitat. Infolge einer
Azidose kommt es zu weitreichenden Veranderungen im Kalziumstoffwechsel mit Abnahme der Kontraktilitat, Inhibition
der SERCA (mit konsekutiv verlangsamten Relaxationsgeschwindigkeiten von Kalziumtransienten und Myozytenverkiirzung),
RyR, Kalziumkanile (Ic,) und Na‘/K'-ATPase. Gegenregulatorisch folgt eine vermehrte Aktivitat des Na’/H'-Austauschers
(NHE-1). Die dadurch erhohte intrazelluldre Natriumkonzentration fuhrt Gber den Na*/Ca®*-Austauscher (NCX) auch zu einer
erhohten intrazellularen Kalziumkonzentration, wodurch die CaMKII aktiviert wird. Zusammen mit der azidosebedingt redu-
zierten Aktivitat der Phosphatase 1 (PP1) resultiert eine verstarkte Phosphorylierung des SERCA-Regulators Phospholamban
an Thr-17 (PThr”-PLN). Dadurch kommt es zu einer verstarkten SERCA-Aktivitdat mit Wiederzunahme des SR-Kalziumgehalts
und somit der Kontraktilitdt. Zudem zeigen sich schnellere Relaxationsgeschwindigkeiten von Kalziumtransienten und
Myozytenverkiirzung. Schwarze Linien stellen stimulatorische, graue Linien inhibitorische Effekte dar; gestrichelte Linien
sind noch nicht allgemein wissenschaftlich akzeptiert - modifiziert nach MATTIAZZI et al. 2007, S. 653
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1.6 Uberleitung zu den Versuchen

In den vergangenen Jahren wurde vielfach Uber eine therapeutische CaMKIll-Inhibition zur
Behandlung von kardialen Erkrankungen wie Hypertrophie oder Arrhythmien diskutiert (ANDERSON
ME et al. 2011, CURRIE et al. 2011, SAG et al. 2009). Die moglichen negativen Folgen einer solchen
Inhibition flir andere pathophysiologische Vorgange sind allerdings noch nicht hinreichend erforscht.
So gibt es Hinweise darauf, dass die CaMKIl bei einer Azidose, wie sie beispielsweise im Rahmen
einer koronaren Herzerkrankung auftritt, sogar eine bedeutende kardioprotektive Funktion einnimmt
(SAG et al. 2007), indem sie die Kardiomyozyten bei der Wiedererholung von Kontraktilitdt und
Kalziumtransienten unterstiitzt. Daher ist es von grolRer Bedeutung, die Rolle der CaMKII - und dabei
insbesondere die Funktion der verschiedenen Isoformen - wdhrend einer Azidose naher zu

untersuchen, wozu diese Doktorarbeit beitragen soll.

Hierzu wurde ein von BACKS et al. (2009) erstmalig beschriebenes, innovatives Mausmodell
verwendet, bei dem die im Herzen am haufigsten exprimierte 6-Isoform der CaMKII auf genetischer
Ebene inhibiert wurde (CaMKIIS-Knockout-Maus). Auf diese Weise lassen sich vollig neue

Informationen Gber die Funktion der &-Isoform der CaMKII bei einer Azidose gewinnen.

Die Fragestellungen lauten daher:

1. Wie verhalten sich CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten unter Kontrollbedingungen?

2. Kommt es bei Kardiomyozyten der CaMKII6-Knockout-Maus zu einer veranderten Inzidenz
der Wiedererholung von fraktioneller Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten in der
spaten Azidose im Vergleich zu Kontrollzellen?

3. Messung der Kontraktilitat:

a) Zeigen CaMKII&-KO-Kardiomyozyten eine verdnderte Aufrechterhaltung der
Kontraktilitat in der spaten Azidose?

b) Finden sich bei CaMKII6-KO-Kardiomyozyten verdnderte Relaxationszeiten der
Myozytenverkiirzung in der spaten Azidose?

4, Messung der Kalziumtransienten mittels Fluo-3-AM:

a) Gelingt den CaMKII§6-KO-Kardiomyozyten die Aufrechterhaltung der Kalzium-
transienten in der Spatphase der Azidose?

b) Zeigt sich bei CaMKII6-KO-Kardiomyozyten in der spaten Azidose eine veranderte
Abfallskinetik der Kalziumtransienten als Hinweis auf eine verdnderte SERCA-

Aktivitat?
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5. Zeigt sich zwischen CaMKII5-Knockout- und Kontrollzellen eine veranderte Kalziumbeladung
des Sarkoplasmatischen Retikulums wahrend der Azidose?

6. Gibt es Unterschiede im diastolischen Kalziumgehalt zwischen Kontrollzellen und
Kardiomyozyten der CaMKII6-KO-Maus unter der Azidose?

7. Wie verhalten sich Kardiomyozyten der CaMKII6-KO- und der Kontrollmduse im Verlauf der
Azidose nach zusatzlicher pharmakologischer Inhibition aller CaMKII-Isoformen durch KN-93

im Vergleich zu Kardiomyozyten unter KN-927?

Um diese Fragestellungen zu beantworten, kamen die im folgenden Abschnitt erlauterten Methoden

zur Anwendung.
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2. Material und Methoden

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung der &-Isoform der CaMKIl fiir die Wiedererholung von
Kalziumtransienten, Kontraktilitdt und Relaxationskinetik in der spaten Azidose zu untersuchen. Dazu
wurde ein von Johannes BACKS et al. (2009) nach dem Cre-LoxP-System entwickeltes, neuartiges
Mausmodell eines herzspezifischen CaMKII6-Knockouts verwendet. Bei diesem wurden zunachst die
Exone 1 und 2, welche u.a. die fiir die katalytische Funktion der CaMKII6 essentielle ATP-Bindestelle
enthalten, durch LoxP-Stellen beidseits flankiert. Durch Kreuzen mit CAG-Cre-transgenen Mausen
wurden diese DNA-Abschnitte nun mithilfe der Cre-Rekombinase aus dem Genom heraus-
geschnitten. In der Folge blieb die Transkription der Exone 1-4 aus, wie sich durch eine Polymerase-

Ketten-Reaktion (PCR) zeigen lieR8, sodass funktionsunfahige CaMKII&-Fragmente entstanden.

Die aus CaMKII&-Knockout-Herzen isolierten Kardiomyozyten wurden einer metabolischen Azidose
ausgesetzt und dabei simultan Kalziumtransienten und Myozytenverkiirzung gemessen. Um das
Sarkoplasmatische Retikulum (SR) zu untersuchen, dem fiir die azidotische Wiedererholung eine
bedeutende Rolle zukommen soll (HULME und ORCHARD 1998), wurde der SR-Kalziumgehalt im
Verlauf der Azidose mithilfe von Koffein untersucht (KONG et al. 2008). Weiterhin wurden
Messungen mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 und dem inaktiven Analogon KN-92 durchgefihrt (SUMI
et al. 1991, GAO et al. 2006), um die CaMKII-Abhangigkeit der Beobachtungen zu bestéatigen.
Samtliche Messungen wurden mit Kontrollzellen aus in Bezug auf die CaMKII&-Funktion intakten
,Flox“-Mdusen verglichen, bei denen zwar die LoxP-Stellen ins Genom eingefligt worden waren, aber
keine anschlieBende Deletion durch die Cre-Recombinase erfolgte (BACKS et al. 2009). Zur optimalen

Vergleichbarkeit wurden Geschwistertiere verwendet.

2.1 Isolation von murinen Kardiomyozyten und Vorbereitung zur Messung

Alle Tierexperimente wurden von der ortlichen Tierschutzkommission genehmigt (Tierversuchsanzei-
ge , Funktionelle Untersuchungen an Herzmuskelzellen von Mausen” gemal §4 TierSchG, Aktenzei-
chen T15.06, Laufzeit 29.08.2006 — 31.08.2008, Bezirksregierung Braunschweig, Prof. Dr. L. Maier)

und gemals dem ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (1996) durchgefiihrt.

Die Mause wurden vor der Isolation mit einem Code versehen, der eine beziiglich des Genotyps

verblindete Durchfiihrung und Auswertung aller erhobenen Daten ermdoglichte.

Die Isolation erfolgte sowohl bei CaMKII&-Knockout- als auch bei Kontrollm&usen (Flox) im Alter von

14 + 2 Wochen mithilfe einer modifizierten Perfusionsanlage nach LANGENDORFF (siehe Abbildung
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2.1); die urspriingliche Publikation von 1895 beschrieb die damals bahnbrechende Beobachtung, dass
explantierte Herzen nach Reperfusion der Koronararterien erneut zu schlagen begannen. Fir die
Isolation ist aber vor allem die Tatsache von Bedeutung, dass das Herz retrograd durch die Aorta

perfundiert werden und so mithilfe von Enzymen in einzelne Kardiomyozyten zersetzt werden kann.

Perfusions- / Verdaulsung

Temperierte
Blasenfalle

Abbildung 2.1 - Schematische Darstellung der Isolationsanlage nach LANGENDORFF (1895). Uber eine Blasenfalle wird die
Perfusions- bzw. Verdauldsung angewarmt und perfundiert dann retrograd durch die abgesetzte Aorta das Herz

Zunéachst wurden die Méuse in einer Gaskammer mit Halothan (800 ul, Eurime-Pharm Arzneimittel
GmbH) betaubt. Das regungs- und reflexlose Tier wurde nun mit einem Genickbruch schmerzfrei
getotet und der Thorax mit einer Praparierschere eroffnet. Anschlieend wurde das Herz an Aorta
und Vena cava abgesetzt und nach Ausdriicken des restlichen Blutes in eine eisgekiihlte Petrischale
Uberfiihrt. Hier wurde die Aorta unter einem Binokular retrograd kaniiliert. Zur Befestigung der Aorta
an der Kanile dienten ein Polyesterfaden sowie eine Klemme. Der korrekte Sitz der Kanlle wurde
mittels Durchspilung mit 37 °C warmer Perfusionslosung (siehe Tabelle 2.1) Gberprift. Als Zeichen
fir eine korrekte Kaniilierung galt eine milchglasartige Verfarbung der Koronararterien. Nun wurde
das Herz an die Langendorff-Anlage angeschlossen und 4 min retrograd mit der warmen
Perfusionslosung durchspilt. AnschlieRend erfolgte die Perfusion mit Liberase | enthaltender
Verdauldsung (siehe Tabelle 2.1). Einen suffizienten Verdau erkannte man an einer milchglasartigen
Verfarbung der gesamten Herzstruktur durch Auflésung der die Kardiomyozyten umgebenden

Bindegewebsstrukturen. Nach ca. 5 min Verdau wurden die Vorhofe des Herzens abgetrennt und die
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Ventrikel in ein vorgewdrmtes und weiterhin Verdaulosung (siehe Tabelle 2.1) enthaltendes

Becherglas gegeben. Hier wurden sie erst grob, spater griindlich mit einer Schere zerkleinert und

anschlieRend gefiltert (Nylongaze, Porendurchmesser von 200 um) in ein Falconréhrchen Gberflhrt.

Die Hinzugabe von Stopplésung 1 (siehe Tabelle 2.1) beendete den Verdau.

(BCS, 5%)

Losung Substanz Konzentration / Durchfuhrung
Menge
Perfusionslésung | NaCl 113 mmol/| - geldst in doppelt
KCI 4,7 mmol/l destilliertem H,O bei
KH,PO, 0,6 mmol/I pH 7,46 (37 °C)
Na,HPQO,e2H,0 0,6 mmol/I| - bei + 4 °C aufbewahren
MgSO4e7H,0 1,2 mmol/Il
Phenolrot 0,032 mmol/|
NaHCO; 12 mmol/Il
KHCO, 10 mmol/I
HEPES 10 mmol/|
Taurin 30 mmol/|
BDM (2,3-butandion- 10 mmol/l
monoxim)
Glucose 55 mmol/|
Verdaulésung Perfusionslésung 20 ml - auf 37 °C erwdrmen
Liberase Blendzyme 1 5 mg
Trypsin 111,2 pl
10 mM CaCl, 25 pl
Stoppldsung 1 Perfusionslésung 2,25 ml - auf 37 °C erwdrmen
Bovines Kalberserum 0,25 ml
(BCS, 5%)
10 mM CaCl, 3,125 pl
Stoppldsung 2 Perfusionslésung 28,5 ml
(far den
Kalziumaufbau)
Bovines Kélberserum 1,5 ml
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Kalziumaufbau 0,1 mM Ca?* 5 pl CaCl, (100 mM) in 5 ml Stopplésung 2
0,2 mM Ca** 10 ul CaCl, (100 mM) in 5 ml Stopplésung 2
0,4 mM Ca* 40 pl CaCl, (100 mM) in 10 ml Stopplésung 2
0,8 mM Ca** 80 ul CaCl, (100 mM) in 10 ml Stopplésung 2

Tabelle 2.1 - verwendete Losungen fiir die Kardiomyozytenisolation und den Kalziumaufbau (nach SAG et al. 2009)

Vorbereitung der Messungen:

Um die Zellen langsam an die Messbedingungen mit 1 mM Kalziumkonzentration zu gewdhnen,
wurde ein Kalziumaufbau durchgefiihrt. Nach jeweils 7 min Ruhezeit wurde der Uberstand entfernt
und das Zellsediment mit Losungen eines ansteigenden Kalziumgehalts (0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM,
0,8 mM) versetzt, die zusatzlich zunachst 5 ml, spater 10 ml Stopplésung 2 enthielten (siehe Tabelle

2.1).

Nun wurden je nach Zelldichte ca. 400 ul der kardiomyozytenhaltigen Lésung auf zuvor mit 1,4 pl
Laminin bestrichene Messkammern gegeben. Das Laminin (Gibco, Grand Island, New York, USA)

ermoglichte eine bessere Anhaftung der Kardiomyozyten an der Messkammeroberflache.

2.2 Epifluoreszenzmikroskopie und Myozytenkamera

Um simultan die Verdnderungen der Myozytenverkiirzung und der Kalziumkonzentration
darzustellen und im zeitlichen Verlauf zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit eine Myozytenkamera
in Kombination mit der Epifluoreszenzmikroskopie verwendet. Abbildung 2.2 zeigt schematisch den

Versuchsaufbau.
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1) | Myozytenstimulator (MyoPacer, lonOptix) (6) | Myozytenkamera (MyoCam, lonOptix)
(2) | Zulauf + Heizung (7) | MyoCam Controller
®) ;%\6%:[5)”93 Mikroskop (Nikon Eclipse TE (8) | Fluoreszenz-System Interface
(4) | Absaugung mithilfe einer Vakuumsaugflasche (9) | Computer mit Aufzeichnungssoftware
(5) | Photomultiplier (lonWizard Acquire) und _
Auswertungssoftware (lonWizard Analyse)

Abbildung 2.2 - schematische Darstellung des Epifluoreszenz-Setups. Auf dem Objekttrager des Mikroskops (Nikon Eclipse
TE 2000-U) wurden Zellkammern mit zuvor eingefarbten Kardiomyozyten eingespannt und mithilfe eines Myozyten-
stimulators (1 Hz) stimuliert. Wahrenddessen wurden sie von einer vorgeheizten Superfusionslosung (37 °C) durchspiilt, die
auf der anderen Seite durch eine Vakuumflasche abgesaugt wurde. GemaR dem Versuchsprotokoll wurden die Zellen nach
Erreichen von konstanten Bedingungen unter normazider Lésung fir ca. 10 min mit einer Azidoselosung perfundiert.
AnschlieBend wurde diese mit normazider LOosung wieder ausgewaschen. Wahrend des Versuchs wurde die
Myozytenverkiirzung kontinuierlich mithilfe einer an einen Controller angeschlossenen Myozytenkamera aufgezeichnet und
auf einen mit Aufzeichnungssoftware (lonWizard Acquire) ausgestatteten Computer Ubertragen. Die Kalziumtransienten
wurden mithilfe von je nach verwendetem Farbstoff unterschiedlich konfigurierten Fluoreszenz-Setups gemessen (Fluo-3-
AM / Fura-2-AM: siehe Abbildung 2.4 / Abbildung 2.6). Die entstehende Fluoreszenzstrahlung wurde nach Verstarkung
durch die Photomultiplier durch ein Fluoreszenz-System Interface in maschinenlesbare Daten umgewandelt und durch die
Aufzeichnungssoftware graphisch dargestellt - Abbildung erstellt mithilfe von www.ionoptix.com, www.nikon-
instuments.jp, www.phywe.de, lonWizard 5.0
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Im Zentrum des Versuchsaufbaus stand ein invertiertes Lichtmikroskop (Nikon Eclipse TE 2000-U),
welches die untersuchten Kardiomyozyten und deren Myofilamentstruktur fiir das menschliche Auge

sichtbar machte.

Um gleichzeitig die Kalziumkonzentrationsdnderungen messen zu konnen, wurde der Versuchs-
aufbau um das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie erweitert. Dieses beruht auf der Tatsache, dass
einige Molekile Lichtenergie absorbieren kdnnen und dadurch in einen angeregten Zustand gebracht
werden. Wenn sie anschlieRend wieder in den Ruhezustand zurlickkehren, wird ein Teil der zuvor
absorbierten Energie als Fluoreszenzstrahlung frei. Dabei ist die Energie der emittierten Photonen
immer geringer als die der zuvor anregenden Photonen, sodass die Fluoreszenzstrahlung langwelliger
wird. Diese Verschiebung der Wellenldnge bezeichnet man als Stokes-Verschiebung (ROST 1992).
Jeder Farbstoff hat ein charakteristisches Spektrum von Anregungs- und Emissionsfrequenzen. Die
Erkenntnis, dass diese Spektren in Abhangigkeit von den Umgebungsbedingungen variieren, ist dafiir
verantwortlich, dass Fluoreszenzfarbstoffe als Sensor fiir die Konzentration bestimmter lonen in
einer Losung verwendet werden kdnnen. Man unterscheidet zwei Arten von Farbstoffen, die beide
im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden: nicht-ratiometrische und ratiometrische Farbstoffe.
Nicht-ratiometrische Farbstoffe emittieren in Abhdngigkeit von der Konzentration ihres Substrats
eine unterschiedliche Menge an Fluoreszenzstrahlung. Bei ratiometrischen Farbstoffen andert sich
nicht die Emissionsstarke, sondern die Wellenldnge des emittierten und / oder absorbierten Lichts in

Abhangigkeit von der Substratkonzentration (ISLAM 2012).

Weiterhin lassen sich Farbstoffe danach unterscheiden, in welchem Konzentrationsbereich sie zum
Messen eines bestimmten lons geeignet sind. Ausschluss dariber gibt die sogenannte
Dissoziationskonstante Ky eines Farbstoffs. Sie ist ein Mald fiir die Gleichgewichtsreaktion zwischen
dem Farbstoff und dem von ihm messbaren lon. Der messbare Konzentrationsbereich liegt in etwa
zwischen 0,1 x Kq und 10 x Ky, sodass man in Abhangigkeit von den erwarteten Konzentrations-
dnderungen einen geeigneten Farbstoff auswahlen muss. Fir die im Rahmen der Herzaktion zu
erwartenden Kalziumkonzentrationsdnderungen eigneten sich insbesondere die Farbstoffe Fluo-3-
AM und Fura-2-AM, die in dieser Arbeit zur Anwendung kamen. So hat Fura-2-AM eine K4 von 0,135 —
0,258 uM (ISLAM 2012) und Fluo-3-AM von 0,39 uM (JOHNSON und SPENCE 2010).
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2.2.1 Messung der Myozytenverkiirzung

Mithilfe einer Myozytenkamera (Myocam, lonOptix), die an das Epifluoreszenzmikroskop
angeschlossen wurde (siehe Abbildung 2.2), sowie der dazugehérigen Software (lonWizard Acquire
Version 4.4, lonOptix) konnte die Myozytenverkiirzung am Computer-Monitor sichtbar gemacht und
aufgezeichnet werden. Dazu ermittelte das Computerprogramm die Uber viele Myofilamente
gemittelte, durchschnittliche Sarkomerlange im Zeitverlauf. Da das volle Lichtspektrum einer weif3en
Lampe den Fluoreszenzfarbstoff angeregt hatte, diente Rotlicht mit einer Wellenldnge von > 650 nm

zur Durchleuchtung der Zellen.

Nach Abschluss der Aufzeichnungen wurden diese an einem separaten Computer mithilfe der
Auswertesoftware lonWizard Analyse (Version 5.0) beziglich der fraktionellen Myozytenverkiirzung
(in Prozent der Ruhezelllange = % RZL) und des Relaxationsverhaltens (Relaxationszeit, nach der 90 %

der diastolischen Sarkomerlange wieder erreicht wird = RTqo) ausgewertet.

2.2.2 Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration

a) Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration mit dem Fluoreszenzindikator Fluo-3-AM

Der 1989 von MINTA und TSIEN et al. entwickelte Farbstoff Fluo-3 eignet sich hervorragend zur
Messung von Kalziumkonzentrationen. Fluo-3 kann durch Licht der Wellenlange 488 nm angeregt
werden und emittiert bei der Riickkehr auf sein Ursprungsniveau energiedrmeres Licht mit
Wellenldngen von 535 + 20 nm. Durch Bindung von Kalzium an den Farbstoff andert dieser seine
chemischen Eigenschaften und kann vermehrt Photonen absorbieren und anschlieRend
Fluoreszenzstrahlung emittieren. Die Menge an emittierten Photonen kann so auf mehr als das
Hundertfache ansteigen (MINTA et al. 1989). Diese Eigenschaft kann dazu genutzt werden, um mit
Hilfe von Fluoreszenzkurven (siehe Abbildung 2.3) Aussagen Uber die Kalziumkonzentration zu

treffen.

Da Fluo-3 ein sehr gutes Verhaltnis von Signal- zu Hintergrundrauschen aufweist, eignet es sich sehr
gut fur niedrige Kalziumtransienten, wie sie bei der in dieser Arbeit untersuchten Azidose auftreten.
Zudem a&andert sich die Dissoziationskonstante unter einer Azidose nur gering, sodass valide

Ergebnisse gemessen werden kénnen (KENTISH und XIANG 1997).

Da Fluo-3 normalerweise nicht in der Lage ist, die Zellmembran zu perfundieren, in dieser Arbeit
allerdings die intrazelluldare Kalziumkonzentration gemessen werden soll, wurde Fluo-3-AM
(Molecular Probes) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Veresterung des Farbstoffs mit

Azetoxymethanol. Dadurch wird das Molekiil lipophil genug, um die Zellmembran zu perfundieren.
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Im Zytoplasma wird es dann durch intrazelluldre Esterasen wieder in den aktiven Farbstoff und einen

Azetoxymethanol-Rest gespalten und verbleibt im Zytoplasma als nicht-permeabler Farbstoff.

A B
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Abbildung 2.3 - (A) Strukturformel von Fluo-3; (B) Darstellung des Emissionsspektrums in Abhangigkeit von der Kalzium-
konzentration. Auf der Abszisse ist die Wellenlange, auf der Ordinate die Intensitat der Emission dargestellt; die Anregungs-
frequenz liegt unabhangig von der Kalziumkonzentration bei 488 nm —nach JOHNSON und SPENCE (2010), Abschnitt 19.3

Das Fluo-3-Setup:

Um die Kalziumkonzentration mithilfe von Fluo-3-AM bestimmen zu konnen, musste das in
Abbildung 2.2 gezeigte Epifluoreszenz-Setup mithilfe von Filtern und Spiegeln so modifiziert werden,
dass der im Folgenden beschriebene Strahlengang (siehe Abbildung 2.4) entstand: Mittels einer UV-
Lampe (Xenon Short Arc Lamp, Typ UXL-75XE, Ushio Inc., Japan) und einem vorgeschalteten Filter
(D480 + 15 nm) wurde Licht im Anregungsbereich von Fluo-3 erzeugt und mit einem dichroitischen
Spiegel (D505DC long pass) zur Messkammer reflektiert. Dieser Spiegel hat die Eigenschaft, dass er
Licht mit einer Wellenldange unter 505 nm reflektiert, Licht mit einer héheren Wellenlange dagegen
passieren lasst. Auf diese Weise wurde das durch die Fluo-3-Anregung kalziumkonzentrations-
abhidngig emittierte Licht der Wellenldnge 535 * 20 nm ungehindert durchgelassen und mittels
weiterer Spiegel und einem dichroitischen Spiegel fiir 685 nm zu den Photomultipliern geleitet.
Diesen war ein Filter fiir 535 nm * 20 nm vorgeschaltet, um sicherzustellen, dass nur das Fluo-3-
Emissionslicht zu den Photomultipliern gelangte. Die Photomultiplier verstarkten die
Fluoreszenzstrahlung, um sie messbar zu machen und ermdéglichten so eine Darstellung der
Kalziumtransienten am Computerbildschirm.

Das zur Messung der Myozytenverkiirzung verwendete Rotlicht mit einer Wellenlange > 650 nm
konnte Fluo-3 nicht anregen und wurde dank seiner anderen Welleneigenschaften von den

dichroitischen Spiegeln und konventionellen Spiegeln zur Myozytenkamera geleitet.
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9.
10. Photomultiplier

11. Myozytenkamera

Material und Methoden

UV-Lampe

Filter D480+15 nm
Dichroitischer Spiegel
D505DC long pass
Kardiomyozyten in
Messkammer
Rotlichtlampe mit Filter
595 nm long pass
Spiegel

Dichroitischer Spiegel
D685DC long pass
Spiegel

Filter D535+20 nm

Abbildung 2.4 - Fluo-3-Setup. Eine UV-Lampe mit vorgeschaltetem Filter erzeugt Licht im Bereich der Anregungsfrequenz
von Fluo-3. Dieses wird Uber einen dichroitischen Spiegel zu den Kardiomyozyten geleitet. Das in Abhdngigkeit von der
Kalziumkonzentration entstehende langerwellige Licht passiert den genannten dichroitischen Spiegel und wird mittels eines
weiteren dichroitischen Spiegels vom Durchleuchtungslicht der Myozytenkamera getrennt. Nach Zwischenschaltung eines

Filters wird die Fluoreszenzintensitdt durch die Photomultiplier gemessen

www.ionoptix.com, www.nikon-instruments.jp

- Abbildung erstellt mithilfe wvon
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Herstellung der Fluo-3-AM-Farbstofflésung:

Der Farbstoff wurde gemald Tabelle 2.2 zur Messung vorbereitet. Dazu wurde zunachst eine 1 mM
Vorratslésung angelegt, die aus Fluo-3-AM und dem Ldsungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO)
bestand. Die Vorratsldsung wurde lichtgeschiitzt verpackt und bei -20 °C eingefroren. Die eigentliche
Farbstofflosung wurde erst vor Versuchsbeginn hergestellt, indem der geloste Farbstoff mit
Messtyrode (zur Herstellung siehe Tabelle 2.4) und Pluronsdure auf eine Konzentration von 10 pmol /
| verdiinnt wurde. Pluronsdure diente zudem der gleichmaRigeren Verteilung des Farbstoffs in der
Losung und somit der besseren Aufnahme in die Zellen. Bis zur Verwendung wurde die

Farbstofflésung bei -20 °C gelagert.

Losung Substanz Durchfihrung

1 mg Fluo-3-AM
(1129,86 g/mol) in 885 pl
DMSO lésen und

Fluo-3-AM Fluo-3-AM

Vorratslésung

1mM
( ) DMSO (Fluka 41640) bei -20°C lagern
FIU6-3-AM Fluo-3-AM Vorratslésung (1 mM) 100 pl der Fluo-3-AM
Lésung und 10 pl
Farbstofflésun 5 ;
Lo uM g Pluronsaure (200 mg/ml) Pluronséure in 10 ml
(10 pM) Messtyrode
Messtyrode l6sen und bei -20°C lagern

Tabelle 2.2 - Herstellung der Fluo-3-AM-Vorrats- und -Messfarbstofflosung. DMSO = Dimethylsulfoxid. Zur Herstellung der
Messtyrode siehe Tabelle 2.4 — Konzentrationen gemaR SAG et al. 2007

b) Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration mit dem Fluoreszenzindikator Fura-2-AM

Wie Fluo-3 wurde auch Fura-2 zur Bestimmung der intrazelluldaren Kalziumkonzentration verwendet.
Als ratiometrischer Farbstoff weist er allerdings einige Unterschiede im Vergleich zu Fluo-3 auf. So
liegt das Maximum seiner Emissionsstrahlung immer im Bereich von 510 nm, das Maximum der
Anregungsfrequenz verschiebt sich dagegen in Abhdngigkeit von der Kalziumkonzentration. Wahrend
sich Fura-2 in Abwesenheit von Kalzium am besten durch Licht der Wellenlange 360 nm anregen
lasst, verschiebt eine hohe Kalziumkonzentration das Immissionsmaximum in Richtung 340 nm. Diese
Eigenschaft wird als Spektralverschiebung bezeichnet und ist charakteristisch fiir ratiometrische
Farbstoffe. Um die Kalziumkonzentration mithilfe von Fura-2 zu bestimmen, regt man den Farbstoff
abwechselnd mit 340 nm und 380 nm an und ermittelt dann das Verhaltnis der jeweiligen Emissionen

zueinander (ISLAM 2012). Der Vorteil von Fura-2 gegeniber Fluo-2 liegt darin, dass es aufgrund des
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Verhaltniswerts deutlich unempfindlicher gegenliber Ausbleichen, ungleichmaRiger
Farbstoffbeladung und ungleichen Zelldicken ist. So kann man mit Fura-2 im Idealfall langer als 1 h
ohne nennenswertes Ausbleichen messen. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde Fura-2 in den Experi-
menten mit KN92/93 (siehe Abschnitt 2.5; S. 44) verwendet, da in diesen Experimenten lingere
Fluoreszenzmessungen (alle 2 min fir ca. 1 min) durchgefiihrt wurden. Fluo-3 hatte bei diesem
Protokoll eine starkere Ausbleichung und deshalb weniger valide Werte ermittelt. Der Nachteil sind
allerdings niedrigere und deshalb schlechter auswertbare Kalziumtransienten unter Fura-2.

Auch Fura-2 ist normalerweise impermeabel fiir die Zellmembran, sodass das mit Azetoxymethanol

veresterte Fura-2-AM verwendet wurde.

A
o o o o ®
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Abbildung 2.5 - (A) Strukturformel von Fura-2-AM; (B) Darstellung des Immissionspektrums von Fura-3 in Abhdngigkeit
von der Kalziumkonzentration (in uM). Auf der Abszisse ist die Anregungswellenldange in nm dargestellt, auf der Ordinate
die Fluoreszenzintensitat; die Emissionsfrequenz liegt unabhdngig von der Kalziumkonzentration bei 510 nm - nach
JOHNSON und SPENCE (2010), Abschnitt 19.2

Das Fura-2-Setup:

Aufgrund des unterschiedlichen Anregungs- und Emissionsspektrums wurde fiir die Messungen mit
Fura-2 ein anderes Epifluoreszenz-Setup verwendet als bei Fluo-3. Rotierende Spiegel in Kombination
mit Filtern (siehe Abbildung 2.6) dienten dazu, abwechselnd Licht der Wellenlangen 340 nm und 380
nm aus dem Spektrum einer konventionellen UV-Lampe (Xenon Short Arc Lamp, Typ UXL-75XE, Ushio
Inc., Japan) herauszufiltern. Dieses Licht wurde mithilfe eines dichroitischen Spiegels fiir 400 nm zum
Objekttrager reflektiert, um dort die Fura-2-Molekiile anzuregen, Fluoreszenzlicht im Bereich von 510
nm zu emittieren. Dieses konnte aufgrund der héheren Wellenldnge den genannten dichroitischen
Spiegel ungehindert passieren und wurde dann Uber herkémmliche Spiegel und einen weiteren

dichroitischen Spiegel fiir 685 nm zu den Photomultipliern geleitet. In Abhangigkeit von der
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Kalziumkonzentration entstanden so zwei voneinander unabhangige Transienten (fir 340 nm bzw.

380 nm), aus deren Verhéltnis sich Aussagen Uber die Kalziumkonzentration treffen lieRen.

Das zur Messung der Myozytenverkiirzung verwendete Rotlicht mit einer Wellenldange > 650 nm
wurde durch die dichroitischen Spiegel und herkdmmlichen Spiegel zur Myozytenkamera geleitet,

ohne die Kardiomyozyten hinsichtlich der Fluoreszenzstrahlung zu beeinflussen.

7. Dichroitischer Spiegel Fura-2-Setup
400DC long pass

8. Kardiomyozyten UV-Lampe

in Messkammer Spiegel

Rotierender Spiegel
(Hyperswitch), 240 Hz
Filter D380 + 5 nm
Filter D340 + 5 nm
Dichroitischer Spiegel
370DC long pass

9. Rotlichtlampe mit Filter
595 nm long pass

10. Spiegel

11. Dichroitischer Spiegel
685DC long pass

12. Spiegel

13. Filter D535 + 20 nm

14. Photomultiplier

15. Myozytenkamera

MyoCam-S

Abbildung 2.6 - Fura-2-Setup - eine UV-Lampe erzeugt mithilfe eines rotierenden Spiegels und Filtern Licht der
Wellenlangen 340 nm und 380 nm. Bei niedriger Kalziumkonzentration kommt es vor allem bei Anregung durch 380 nm zu
einer Fluoreszenzemission im Bereich von 510 nm, bei hoher Kalziumkonzentration dagegen vermehrt bei Anregung durch
UV-Licht der Wellenlange 340 nm. Das Emissionslicht wird Uber dichroitische Spiegel und konventionelle Spiegel zum
Photomultiplier geleitet und dort verstarkt. Am Ende konnen aus dem Verhdltnis der beiden Transienten die
Kalziumkonzentrationen im Zeitverlauf bestimmt werden - modifiziert nach www.ionoptix.com, www.nikon-instruments.jp

Herstellung der Fura-2-AM-Farbstofflésung:

Die Herstellung von Fura-2-AM-Farbstofflosung erfolgte analog zu der von Fluo-3-AM. Zunachst
wurde eine 0,5 mM Vorratslésung angelegt, die aus Fura-2-AM und Dimethylsulfoxid (DMSO)
besteht. Die Vorratslosung wurde lichtgeschitzt verpackt und bei -20 °C eingefroren. Zur Herstellung
der eigentlichen Farbstofflosung wurde der geldste Farbstoff vor Versuchsbeginn mit Messtyrode
(zur Herstellung siehe Tabelle 2.4) und Pluronsdure auf eine Konzentration von 5 pumol / | verdiinnt.
Auch bei Fura-2-AM unterstitzte Pluronsdure die Aufnahme des Farbstoffs in die Zellen. Bis zur

Verwendung wurde die Farbstofflosung bei -20 °C gelagert.
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Loésung Substanz Durchfiuithrung

1 mg Fura-2-AM (1001,86

Fura-2-AM Fura-2-AM
g/mol) in 1996,29 ul DMSO
Vorratslésung
0.5 mM I6sen und
,5m
( ) DMSO (Fluka 41640) bei -20°C lagern

Fura-2-AM Vorratslésung (1 mM) 100 pi der Fura-2-AM

Fura-2-AM
. Lésung und 10 pl
Farbstofflésun y .
5 UM ? Pluronsaure (200 mg/ml) Pluronsaure in 10 ml
1M Messtyrode
Messtyrode I6sen und bei -20°C lagern

Tabelle 2.3 - Herstellung der Fura-2-AM-Vorrats- und -Messfarbstofflosung. DMSO = Dimethylsulfoxid. Zur Herstellung der
Messtyrode siehe Tabelle 2.4. Konzentrationen nach HULME und ORCHARD (1998)

2.3 Untersuchung der Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten der

CaMKII8-Knockout-Maus unter Azidose
Um die Bedeutung der 6-Isoform der CaMKIl fir die Azidose und dabei insbesondere fiir das
Verhalten von Kalziumtransienten, Kontraktilitdt und Relaxationskinetik zu untersuchen, wurden
Kardiomyozyten von 12 CaMKII6-Knockout-Mdusen wahrend einer 10-minitigen metabolischen

Azidose mit Kardiomyozyten aus 13 Flox-Kontrollmausen (siehe Abschnitt 2; S. 29) verglichen.

Dazu wurden die isolierten und auf Zellkammern fixierten Kardiomyozyten (siehe Abschnitt 2.1; S.
29) zundchst mit raumtemperierter Fluo-3-AM-Lésung angefarbt. Der nicht fixierte Zellliberstand
wurde hierzu mit einer Pipette abgenommen und die am Boden der Messkammer fixierten
Kardiomyozyten mit 200 ul Farbstoff (zur Herstellung siehe Abschnitt 2.2.2; S. 35) beladen. Nach 15
min Inkubationszeit in einem abgedunkelten Raum wurde die Messkammer in eine speziell konstru-
ierte Halterung auf dem Objekttrdger des Epifluoreszenzmikroskops eingesetzt (siehe Abbildung 2.2)
und mit einer normaziden Lésung (Normaltyrode, siehe Tabelle 2.4) superfundiert. Dadurch wurden
nicht in die Zellen aufgenommene Farbstoffpartikel sowie Zelldetritus ausgewaschen. Um den Zellen
realitdtsnahe Umgebungsbedingungen zu liefern, wurde die Superfusionslésung so aufgeheizt, dass
die Temperatur in der Mitte der Zellkammer 35 + 2°C entsprach. Auf diese Temperatur wurden auch

die Superfusionslosungen hinsichtlich ihres pH-Werts eingestellt.

AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Frequenz von 1 Hz und einer elektrischen Spannung ca. 25

% liber der Reizschwelle (20 £ 4 V) stimuliert (MyoPacer, lonOptix) und eine vitale Zelle zur Messung
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ausgewahlt. Kriterien fiir Vitalitdit waren eine normale Zellform, deutlich sichtbare, homogene
Sarkomerstrukturen und gleichmaRige Kontraktilitat. Die Zelle wurde solange unter Stimulation mit
Normaltyrode superfundiert, bis sich Kontraktilitdat und Kalziumtransienten nicht mehr nennenswert
veranderten (sogenannter steady state). Dies galt als Hinweis darauf, dass sich die Zelle ausreichend

an die Umgebungsbedingungen angepasst hatte.

Nun wurde die normazide Tyrode gegen eine ansonsten gleich zusammengesetzte
Superfusionslosung mit einem pH-Wert von 6,75 (siehe Tabelle 2.4) ausgetauscht. Wahrend die
Myozytenkontraktilitdit kontinuierlich erfasst wurde, wurden die Kalziumtransienten in
unregelmaligen Abstanden, aber mindestens je 1x in der frilhen Azidose (1 — 4 min) und in der
spaten Azidose (5 - 10 min), gemessen. So sollte das Ausbleichen des Farbstoffs (siehe Abschnitt

2.2.2; S. 35) reduziert werden.

Nach ca. 10 min Azidose wurde erneut auf die Normaltyrode umgeschaltet und Uberprift, ob die
Zellen noch vital genug waren, um sich von der Azidose zu erholen. Nur Zellen, die diesen Schritt

liberlebten, wurden am Ende ausgewertet.

Nach Abschluss der Messung wurde die Hintergrundfluoreszenz im direkten Umfeld der gemessenen
Zelle bestimmt. Bei Fura-2-AM musste diese anders als bei Fluo-2-AM fiir beide

Anregungsfrequenzen (340 nm und 380 nm) separat ermittelt werden.

Messlosungen:

Losung Substanz Konzentration
NaCl 140 mmol/I
Messtyrode KCl 4 mmol/l gelost in doppelt
mit pH 7,4 destilliertem Wasser;
MgCl, 1 mmol/|
(Normaltyrode) bzw. pH 7,4 bzw. pH 6,5
pH 6,75 mit NaOH bei 37°C
HEPES 5 mmol/l
(Azidoseldsung)
Glukose 10 mmol/|
CacCl, 1 mmol/l

Tabelle 2.4 - Zusammensetzung der beiden Messlosungen (Normaltyrode und Azidoselosung). Kalzium wurde unmittelbar
vor Beginn der Messung hinzugegeben. Nach SAG et al. (2009)
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2.4 Messung des Kalziumgehalts des Sarkoplasmatischen Retikulums und

der Aktivitiat des Natrium/Kalzium-Austauschers (NCX) in der Azidose
Zur Messung des SR-Kalziumgehalts in der Azidose wurde Koffein (10 mM) verwendet (KONG et al.
2008). Dieses fiihrt zu einer Offnung der Kalziumfreisetzungskanile (Ryanodinrezeptoren) des
Sarkoplasmatischen Retikulums mit konsekutiver Entleerung der Kalziumspeicher ins Zytoplasma. Die
wahrenddessen mit Fluo-3-AM gemessenen intrazelluldren Kalziumtransienten wurden als
qualitatives Mal8 fir den SR-Kalziumgehalt verwendet. Weiterhin konnte aus der Abfallskinetik der
Koffeintransienten (Tyosein) die Aktivitdt bestimmter Kalziumextrusionsmechanismen geschatzt
werden. Aufgrund der durch Koffein wirkungslosen Kalziumaufnahme ins Sarkoplasmatische
Retikulum gilt Txosein V.a. als Mald fir die Aktivitat des NCX, wobei zu einem geringeren Ausmal? auch
andere langsame Mechanismen wie mitochondriale Kalziumtransporter und die sarkolemmale

Kalzium-ATPase eine Rolle spielen (LI et al. 1998).

Tyrode mit Koffein 10 mmol/l 1,942 g Koffein geléstin 1 |
Koffein Messtyrode mit pH 7,4

Tabelle 2.5 - Herstellung von Koffeintyrode. Dazu wurde Koffein in einer normaziden Tyrode (Herstellung siehe Tabelle 2.4)
geldst, sodass sich eine Konzentration von 10 mmol/l ergab. GemaR HULME und ORCHARD (1998)

Durchfiihrung:

Das Versuchsprotokoll zur Messung des SR-Kalziumgehalts wahrend der Azidose wurde in Anlehnung
an das im Abschnitt 2.3 (S. 41) beschriebene Messprotokoll durchgefiihrt. Die isolierten und mit
Laminin an der Messkammer fixierten Kardiomyozyten wurden analog mit Fluo-3-AM angeféarbt.
Nach einer kurzen Einschlagzeit (1 Hz) unter Normaltyrode wurde fiir 10 min auf die Azidosel6sung
umgeschaltet und anschlieRend mit Normaltyrode ausgewaschen. Wahrenddessen wurde in 2-
mindtigen Abstdanden (mindestens 1x in der Einschlagzeit, genau 5x wahrend der Azidose und
mindestens 1x wahrend des Auswaschens) der SR-Kalziumgehalt bestimmt. Dazu wurde jeweils 10
mmol/l Koffeinlosung (siehe Tabelle 2.5) direkt neben die Zelle auf die Messkammer gegeben.
Unmittelbar davor wurde die elektrische Stimulation unterbrochen und erst nach Abfall des Koffein-
transienten auf das Basalniveau wieder eingeschaltet. Nur Zellen, die sich bis zur ndchsten Messung
in Bezug auf Kalziumtransienten und Myozytenverkiirzung ausreichend vom KoffeinstoR wiederer-
holten, wurden in die Auswertung einbezogen. Zellen, die Hyperkontrakturen oder andere Hinweise
auf nicht ausreichende Vitalitat zeigten, wurden ausgeschlossen. Insgesamt wurden Kardiomyozyten
aus 7 Flox-Kontrollmausen und 6 CaMKII56-KO-Mausen gemessen. Abbildung 2.7 zeigt beispielhaft

einen von NAKAMURA et al. (2008) auf die beschriebene Weise erzeugten Koffeintransienten.
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0.6° ES (1Hz)

Abbildung 2.7 - Beispielhafter Koffeintransient — nach Pausieren der elektrischen Stimulation (ES, 1 Hz) wird direkt neben
die zu untersuchende Zelle ein Tropfen Koffeinlésung appliziert. In der Folge entsteht durch Entleerung der Kalziumspeicher
des Sarkoplasmatischen Retikulums der oben dargestellte Koffeintransient. Messung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indo-1.
Modifiziert nach NAKAMURA et al. (2008), Seite 894

2.5 CaMKII-Inhibition

Um zu untersuchen, ob es wahrend einer Azidose Unterschiede zwischen einer vollstandigen CaMKII-
Inhibition und der isolierten Ausschaltung der &-Isoform gibt, wurden weitere Messreihen mit dem in
der Einleitung beschriebenen CaMKII-Inhibitor KN-93 durchgefiihrt (siehe Abschnitt 1.4; S. 19). Da
dieser neben der CaMKII-Inhibition weitere unspezifische Effekte hat, erfolgte ein Vergleich mit KN-
92, dem inaktiven Analogon.

Zur Messung der Kalziumtransienten diente der ratiometrische Farbstoff Fura-2-AM. Dieser wurde
ausgewahlt, weil er gegenliber dem nicht-ratiometrischen Fluo-3-AM geringere Auswascheffekte
zeigt und in dieser Messserie haufigere Fluoreszenzmessungen (alle 2 min jeweils ca. 30 s)

durchgefiihrt werden sollten.

Konkret wurden nach Absetzen des Uberstandes 200 pl der Fura-2-AM-Farbstoffldsung (zur
Herstellung siehe Abschnitt 2.2.2; S. 35) auf die mit Laminin an der Messkammer fixierten
Kardiomyozyten pipettiert. Nach 15 min Anfarbezeit in einem abgedunkelten Raum wurde die
Messkammer auf dem Objekttrager des Epifluoreszenz-Mikroskops (zum Versuchsaufbau siehe

Abbildung 2.2) befestigt und fir 15 min ohne elektrische Stimulation mit KN-93- bzw. KN-92-haltiger
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normazider Messtyrode (jeweils 1 uM) superfundiert. Auf diese Weise wurde schon vor Beginn der
eigentlichen Messung eine suffiziente CaMKII-Inhibition sichergestellt. Nach Einschaltung der
Myozytenstimulation (1 Hz) begann die eigentliche Messung mit regelmaRiger Bestimmung der
Kalziumtransienten. Nach einer kurzen Einschlagzeit wurde auf eine azide Losung, die ebenfalls KN-
93 bzw. KN-92 enthielt, umgeschaltet und diese nach 10-minltiger Azidose wieder mit der

normaziden Losung ausgewaschen. Tabelle 2.6 zeigt die Herstellung der verwendeten Losungen.

Normaltyrode KN-93 1 umol/l 0,599 mg KN-93 geldstin 1 |
mit KN-93 Messtyrode mit pH 7,4
Normaltyrode KN-92 1 umol/l 0,555 mg KN-92 geldst in 1 1
mit KN-92 Messtyrode mit pH 7,4

Azidosetyrode

KN-93 1 umol/l 0,599 mg KN-93 geldstin 1 |
mit KN-93

Messtyrode mit pH 6,75

Azidosetyrode

KN-92 1 umol/l 0,555 mg KN-92 geldstin 11
mit KN-92

Messtyrode mit pH 7,4

Tabelle 2.6 - Messlésungen mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 bzw. seinem inaktiven Analogon KN-92 — Konzentrationen
gemaR VILA-PETROFF et al. 2010

Neben den Messungen mit CaMKII&-Knockout-Madusen wurden weiterhin analoge Messreihen mit
Kontrollm&usen (Flox) durchgefiihrt. Sollte es wie in der Literatur (MATTIAZZI et al. 2007)
beschrieben bei diesen Mausen ohne CaMKII-Inhibition (d.h. mit KN-92) im Verlauf der Azidose zu
einer Wiedererholung von Kalziumtransienten und Kontraktilitdit kommen, kénnte mithilfe von KN-93
Uberprift werden, ob diese Wiedererholung einen CaMKIll-abhadngigen Prozess darstellt. Insgesamt
wurde der CaMKIllI-Inhibitor KN-93 an 8 Flox- und 11 CaMKII6-KO-Mausen getestet, wahrend das
inaktive CaMKII-Kontrollagens KN-92 bei 6 Flox- und 7 CaMKII6-KO-Mausen zur Anwendung kam.

2.6 Datenauswertung

Nach Erhebung der Daten mithilfe des Epifluoreszenz-Setups, wurden diese mit der Auswertungssoft-
ware lonWizard Analyse (Version 5.0, lonOptix) hinsichtlich der Kalziumtransienten-Amplitude,
fraktionellen Myozytenverkiirzung und Relaxationsgeschwindigkeiten (=Relaxationszeiten) analysiert.
Zur Berechnung der Kalziumtransienten-Amplitude wurde bei Fluo-3-AM zunachst die

Hintergrundfluoreszenz abgezogen, die im Anschluss an jede Messung in direkter Umgebung der
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gemessenen Zelle ermittelt wurde. Nach Auswahl eines geeigneten Analysebereichs gemall den
beschriebenen Versuchsprotokollen (siehe Abschnitte 2.3 und 2.4; ab S. 41), wurde mithilfe der
Auswertungssoftware ein aus mehreren Transienten gemittelter Kalziumtransient berechnet.
Abbildung 2.8 zeigt beispielhaft einen solchen Kalziumtransienten. Die von der Software ermittelten
Werte fiir die systolische und die diastolische Kalziumfluoreszenz (F bzw. Fy) wurden in eine Excel-

Tabelle (Excel, Office 2010, Microsoft, USA) Ubertragen und die Kalziumtransienten-Amplitude

(AF/Fg) mithilfe folgender Formel errechnet:

Fo

F
A(F/F) = T,

Formel 2.1

(F = systolische Kalziumfluoreszenz; F, = diastolische Kalziumfluoreszenz)

systolische
1 /Fluoreszenz

| Tca

[ |

G o

2 3

6o

=2 E

@L<

R .
~ Zeit (s)
diastolische

Fluoreszenz

Abbildung 2.8 - Beispielhafter Kalziumtransient fiir Fluo-3-AM. Dieser ermdglicht die Berechnung der Kalziumtransienten-
Amplitude und der Abfallskinetik der Kalziumtransienten (tc,)

Bei Fura-2-AM hingegen wurde die emittierte Fluoreszenz bei zwei verschiedenen
Anregungsfrequenzen (340 nm und 380 nm) gemessen, da dieser ein ratiometrischer Farbstoff ist.

Die resultierenden Kalziumtransienten ergaben sich aus dem Verhéltnis beider gemessener

Fluoreszenzen gemaR folgender Formel:

F340 emittierte Fluoreszenz bei Anregung mit 340 nm
Fygo emittierte Fluoreszenz bei Anregung mit 380 nm

Formel 2.2
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Zuvor musste jeweils die flr beide Anregungsfrequenzen getrennt ermittelte Hintergrundfluoreszenz

abgezogen werden. Abbildung 2.9 zeigt beispielhaft einen gemittelten Fura-2-AM-Transienten.

systolische

. / Fluoreszenz

Tca

v

Fluoreszenz -
Amplitude

Fo

\ S
~ Zeit (s)

diastolische
Fluoreszenz

Abbildung 2.9 - Beispielhafter Kalziumtransient fiir Fura-2-AM. Dieser ermdglicht die Berechnung der Kalziumtransienten-
Amplitude und der Abfallskinetik der Kalziumtransienten (t¢,)

Die Kalziumtransienten-Amplitude errechnete sich bei Fura-2-AM gemaR folgender Formel:

Kalziumtransienten — Amplitude
= systolische Fluoreszenz — diastolische Fluoreszenz

Formel 2.3

Weiterhin errechnete die Auswertungssoftware aus dem gemittelten Kalziumtransienten dessen
Abfallskinetik (tc,). e, gilt als MaR fiir die Aktivitdt der Transportsysteme, die das intrazelluldre
Kalzium nach Ende der Systole wieder auf das Ruheniveau (diastolisches Kalzium) absenken und
somit insbesondere als MaR fur die SERCA-Funktion. Mathematisch handelt es sich bei tc, um eine

gefittete monoexponentielle Funktion, die wie folgt definiert ist:

Tcqa = A X e ¢
Formel 2.4

(A = Amplitude; t = Zeit)
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Eine entsprechende monoexponentielle Funktion gilt auch fir die Abfallskinetik der
Koffeintransienten (Tyofrein), die, wie in Abschnitt 2.4 (S. 43) beschrieben, v.a. als MaR fiir die Aktivitat

des Natrium/Kalzium-Austauschers (NCX) gilt.

AnschlieBend wurden die Ergebnisse mithilfe von SigmaPlot (Version 10.0) auf statistische

Signifikanzen untersucht.

Analog wurde mit der Myozytenverkiirzung vorgegangen. lonWizard Analyse lieferte nach Auswahl
eines geeigneten Auswertebereichs eine gemittelte Kurve der Myozytenverkiirzung, die in Abbildung

2.10 beispielhaft dargestellt ist.

diastolische Sarkomerlange

\ e
E \
= |
=
3 \ ,
m &
=
z RZ 90y,
E i “
=] /
= /
-
systolische Sarkomerlange Zeit(s)
Abbildung 2.10 - Beispielhafte Myozytenverkiirzungskurve - hieraus konnen die diastolische bzw. systolische

Sarkomerlange und die Relaxationszeiten (u.a. RZggy) bestimmt werden

Aus dieser Kurve lieBBen sich die diastolische und die systolische Sarkomerlange ablesen und mithilfe
der folgenden Formel in Excel die fraktionelle Myozytenverkiirzung (in Prozent der Ruhezelllange, %

RZL) berechnen:

diastolische Sarkomerlange — systolische Sarkomerlange % 100

Fraktionelle Myozytenverkiirzung = diastolische Sarkomerlage

Formel 2.5
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Weiterhin wurden die Relaxationszeiten, nach denen die Zelle beispielsweise 90 % der
urspringlichen diastolischen Lange wiedererreicht hat (RZyy), aus der Myozytenverkiirzungskurve
abgelesen und anschlieRend mithilfe von SigmaPlot (Version 10.0) auf statistische Signifikanzen

untersucht.

Statistische Auswertung:

Alle Ergebnisse wurden angegeben als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts.
Die Bestimmung von statistischen Signifikanzen erfolgte mittels Fisher’s Exact Test, Student’s T-Test
und der Zwei-Wege-Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (ANOVA) kombiniert mit dem Fisher-

LSD post-hoc Test. Als statistisch signifikant galt eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt eines CaMKIIS-KO auf das Verhalten von isolierten

Kardiomyozyten unter Azidose
GemaR dem im vorherigen Abschnitt dieser Arbeit beschriebenen Versuchsprotokoll wurden isolierte
Kardiomyozyten aus Kalzium/Calmodulin-Kinase-116-defizienten Mausen (CaMKII8-KO) einer 10-
mindtigen Azidose unterzogen und mit in Bezug auf die CaMKII§ intakten Kardiomyozyten (Flox)
verglichen (siehe Abschnitt 2.3; S. 41). Dabei zeigten sich besonders in der Spatphase der Azidose (ca.
5 - 10 min) wichtige Unterschiede zwischen beiden Genotypen beziglich fraktioneller Myozyten-
verkirzung, Kalziumtransienten-Amplitude und Relaxationszeiten. Aber auch unter normaziden
Kontrollbedingungen fanden sich bereits Hinweise auf einen unterschiedlich regulierten

Kalziumstoffwechsel.

3.1.1 Bedeutung der 8-Isoform der CaMKII fiir die Aufrechterhaltung der fraktionellen
Myozytenverkiirzung in der Spatphase der Azidose
Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch charakteristische Originalaufzeichnungen der Myozytenverkiirzung
im Verlauf des gesamten Azidoseprotokolls. Aufgrund der Aufzeichnungsgeschwindigkeit der
insgesamt ca. 15-minitigen Messungen lassen sich einzelne systolisch-diastolische Kontraktionen
nicht mehr voneinander differenzieren. Nach Erreichen einer im Zeitverlauf nahezu konstanten
Kontraktilitdt unter normazider Kontrolllésung (steady state), fiihrte der Wechsel auf eine azide
Superfusionslosung (pH 6,75) bei Flox- und CaMKII§6-KO-Kardiomyozyten zu einer raschen
Kontraktilitdtsabnahme. Wahrend die Kontraktilitat bei der Flox-Zelle nach ca. 4 min ein Minimum
erreichte, dann aber trotz weiter bestehender Azidose kontinuierlich wieder anstieg, blieb der
Wiederanstieg bei Kardiomyozyten mit genetischer Deletion der &-lsoform der CaMKiIl
typischerweise aus. Stattdessen kam es auch in der Spatphase der Azidose zu einer weiteren

kontinuierlichen Kontraktilititsabnahme.

Um die Vitalitdt der Zellen zu Uberprifen, wurde nach ca. 10 min erneut auf die normazide
Kontrolllésung umgeschaltet. Eine Wiederzunahme der Kontraktilitat galt als Zeichen anhaltender

Vitalitat und war Voraussetzung fir die spatere Auswertung der Zellen.

Die Aufrechterhaltung einer addquaten Kontraktilitdt in der spaten Azidose bei in Bezug auf die
CaMKIl intakten Kardiomyozyten ist ein seit langem bekanntes Charakteristikum einer Azidose und

wird insbesondere auf CaMKIll-abhangige Mechanismen zuriickgefiihrt (siehe Abschnitt 1.5; S. 21).
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Diese Arbeit konnte zeigen, dass der typische Kontraktilitdtserhalt bei CaMKII15-defizienten Mausen in

der Regel ausbleibt.

Kontrolle Azidose Kontrolle
pHy [ 74 | 6,75 [ 74 |
2.0-
CaMKII6-KO
5E
g3
)
52
B S
| Fruh 1 Spat |
2 min
Kontrolle Azidose Kontrolle
pHol 7,4 6,75 7.4
Flox
5E
e 319
S o
=2
&

1.8+

l Frih I Spat I

2 min

Abbildung 3.1 - Originalabbildungen der Myozytenverkiirzung im Azidoseprotokoll. Wahrend Flox-Zellen (unten) eine
Wiedererholung der Kontraktilitat zeigen, bleibt diese in CaMKII5-KO-Zellen (oben) aus. pH, = pH-Wert der Messlésung
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Abbildung 3.2 dient der differenzierten Betrachtung einzelner systolisch-diastolischer Myozyten-
verkirzungen und zeigt typische Originalabbildungen der Kontraktionskraftamplituden aus den
charakteristischen Phasen der Azidose bei Flox- und CaMKII6-KO-Kardiomyozyten. Im Flox konnte in
der spaten Azidose eine Zunahme der fraktionellen Myozytenverkirzung (in Prozent der
Ruhezellldnge, RZL) beobachtet werden, wohingegen diese bei dem dargestellten typischen CaMKII6-

Knockout-Kardiomyozyten ausblieb und im Verlauf der spaten Azidose sogar weiter abnahm.

Flox - Kontrolle Flox - Friihe Azidose Flox - Spite Azidose

—
[
=2 ‘ I Wiederzunahme
o™
200 ms 200 ms
CalMKII&-KO - Kontrolle CaMKIIZKO - Frithe Azidose CaMKI&HKO - Spate Azidose
- - R
o ‘ LB 2.1 weitere Abnahme
== == ==
[ | [y | o™
2%5 2Fms 2En5

Abbildung 3.2 - Fir den jeweiligen Genotyp (Flox vs. CaMKII&-KO) charakteristische Originalabbildungen der
Myozytenverkiirzung im Verlauf der Azidose (pH 6,75). Anders als in der Kontrollmaus (Flox) bleibt die Wiederzunahme
der fraktionellen Myozytenverkiirzung bei dem dargestellten CaMKII§-KO-Kardiomyozyten in der spaten Azidose aus.
Stattdessen kommt es zu einer weiteren Abnahme der Kontraktilitat

Zur Bestimmung etwaiger statistischer Signifikanzen wurden die Mittelwerte der fraktionellen
Myozytenverkiirzung aller in dieser Serie gemessenen Zellen bestimmt und in Abbildung 3.3

graphisch dargestellt.

Hierbei zeigte sich unter Kontrollbedingungen bei beiden Genotypen eine zunachst annidhernd
gleiche fraktionelle Myozytenverkiirzung. Nach Beginn der Azidose sank diese bei Flox-Zellen von
3,8510,24 % der Ruhezelllange (RZL) auf 1,54+0,15 % der RZL ab (P<0,05 vs. Kontrollphase). Auch bei
den Knockout-Zellen nahm die fraktionelle Myozytenverkiirzung signifikant von 3,3340,24 % RZL auf
1,64+0,17 % ab (P<0,05 vs. Kontrollphase). Wie bereits beispielhaft in den Originalabbildungen
gezeigt (siehe Abbildung 3.1), blieb die Wiedererholung der fraktionellen Myozytenverkiirzung beim
CaMKII86-Knockout in den allermeisten Fallen aus, sodass sich dies auch auf die Mittelwerte durch
eine weitere signifikante Abnahme der fraktionellen Myozytenverkiirzung auf 1,09+0,17 % RZL

auswirkte. Zellen des Flox zeigten dagegen in der spaten Azidose eine Aufrechterhaltung der
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fraktionellen Myozytenverkirzung mit 1,5620,19 % der Ruhezellldnge (P<0,05 vs. CaMKII56-KO). Somit
konnte erstmals gezeigt werden, dass eine genetische Inhibition der CaMKII6 den
Kontraktilitatserhalt der fraktionellen Myozytenverkiirzung in der spaten Azidose verhindert. Der 6-
Isoform der CaMKIl kommt somit eine essentielle Bedeutung fiir die spatazidotische

Aufrechterhaltung der Kontraktilitat zu.

Nach der Rickkehr auf die normazide Kontrollldsung erholten sich die Zellen beider Genotypen im
Durchschnitt wieder auf 2,8240,33 % RZL (Flox) bzw. 1,88+0,3 % RZL (Knockout; jeweils P<0,05 vs.

Spatphase der Azidose sowie P<0,05 Knockout vs. Flox).
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Abbildung 3.3 — Mittelwerte der fraktionellen Myozytenverkiirzung im Verlauf der Azidose (pH 6,75) bei CaMKII8-KO- vs.
Flox-Kardiomyozyten. Nach initialem Abfall der Kontraktilitat zu Beginn der Azidose bei beiden Genotypen bleibt diese bei
Flox-Kardiomyozyten im weiteren Verlauf stabil, wohingegen es bei CaMKII§-KO-Kardiomyozyten zu einem weiteren
signifikanten Kontraktilitatsverlust kommt. RZL = Ruhezellldnge; * signifikante Verdnderung gegeniiber vorheriger Phase; #
signifikante Verdnderung gegeniiber anderem Genotyp. Flox: n=49 aus 13 Mdusen,; KO: n=41 aus 12 Mdusen

3.1.2 Veranderung der Kalziumtransienten-Amplitude im Verlauf der Azidose bei
CaMKII§-KO

Auch bei der Kalziumtransienten-Amplitude ergaben sich unter dem Einfluss einer Azidose dhnliche

Befunde wie bei der Kontraktilitat.

Abbildung 3.4 stellt charakteristische originale Kalziumtransienten von Flox- und Knockout-Zellen dar.

Beide Genotypen zeigten nach Umschalten auf die azide Messtyrode zunidchst eine

Transientenabnahme im Vergleich zur Kontrollphase. Im weiteren Verlauf kam es jedoch beim Flox
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zu einer Aufrechterhaltung (bzw. leichten Wiederzunahme) der Kalziumtransienten, wohingegen die

Kalziumtransienten-Amplitude der Knockout-Zellen weiter abnahm.

Flox - Kentrolle Flox - Friihe Azidose Flox - Spate Azidose

[\f_ Wiederzunahme

L LL [T
3 3 3
-] " (-]
g g g
200 ms 200 ms 200 ms
CaMKIE—KO - Kontrolle CaMKII&—KO - Friihe Azidose CaMKIIZKO - Spite Azidose
mmmT@éIi{é'r;E't':ﬁ'é'ﬁ'ﬁié'mm
('S L [T
3 3 3
" " L]
= 2 2
(2} (2} (3]
200 ms 200 ms 200 ms

Abbildung 3.4 - Fir den jeweiligen Genotyp (Flox vs. CaMKII&-KO) charakteristische Originalabbildungen der
Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose (pH 6,75). Anders als bei der Kontrollmaus (Flox) bleibt die Wiederzunahme der
Kalziumtransienten bei dem dargestellten CaMKI186-KO-Kardiomyozyten in der spdten Azidose aus. Stattdessen kommt es zu
einer weiteren Kalziumtransientenabnahme. a.u.F. (arbitrary unit of fluorescence) = Einheit der mit Fluo-3-AM gemessenen
Fluoreszenz

Die dazu gehorigen Durchschnittswerte (siehe Abbildung 3.5) zeigen ein dhnliches Bild. Unter
Kontrollbedingungen lieR sich kein signifikanter Unterschied in der Kalziumtransienten-Amplitude
zwischen beiden Genotypen feststellen (1,13+0,05 a.U.F. (Flox) bzw. 1,0240,06 a.U.F. (KO), P=n.s.).
Auch in der friihen Azidose nahmen beide Genotypen signifikant auf vergleichbare Werte ab
(0,82+0,05 a.U.F. im Flox vs. 0,80%0,05 a.U.F. im KO; P<0,05 vs. Kontrollphase). Wahrend es dem Flox
jedoch gelang, die Kalziumtransienten-Amplitude in der spaten Azidose mit 0,83%0,06 a.U.F. stabil zu
halten (P<0,05 vs. KO), kam es im CaMKII&-Knockout zu einer weiteren signifikanten Abnahme auf
0,65+0,06 a.U.F. (P<0,05 vs. friihe Azidose). Dadurch stellte sich der Kalziumtransient der KO-Zelle in

der Spatphase signifikant kleiner dar als in der Kontrollgruppe. Schlussfolgernd scheint die Expression
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der 6-Isoform der CaMKII essentiell fir die Aufrechterhaltung der Kalziumtransienten-Amplitude in
der spaten Azidose zu sein.

Beim anschlieRenden Auswaschen mit normazider Tyrode stiegen die Amplituden beider Genotypen
wieder signifikant an (0,9540,08 a.U.F im Flox bzw. 0,814+0,08 a.U.F im KO; jeweils P<0,05 vs. spéate
Azidose).

Zusammenfassend fanden sich bei unter Kontrollbedingungen zunachst nicht signifikant
unterschiedlicher systolischer Funktion (fraktionelle Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten-
Amplitude) im Verlauf der Azidose deutliche Unterschiede zwischen CaMKI158-Knockout- und Kontroll-
Kardiomyozyten (Flox). Wahrend dem Flox ein Erhalt von Kontraktilitdit und Kalziumtransienten
gelang, blieb dieser in den CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten aus. Stattdessen kam es zu einer
weiteren Abnahme der genannten Parameter. Demzufolge scheint die Expression der 6-Isoform der

CaMKIl eine essentielle Bedeutung fir die spatazidotischen Erhaltungsvorgange zu haben.

1,3 -

1,2

Flox (n=49)

in a.U.F.

CaMKII3-KO (n=41)

Kalziumtransienten-Amplitude (A(F/Fg)),

0,5 T T T T
Kontrolle Friihe Azidose Spate Azidose Kontrolle

Abbildung 3.5 — Mittelwerte der mit Fluo-3-AM gemessenen Kalziumtransienten-Amplitude (A(F/F;) im Verlauf der
Azidose (pH 6,75) bei CaMKII&-KO- vs. Flox-Kardiomyozyten. Nach initialem Abfall der Kalziumtransienten-Amplitude in
der friihen Azidose bei beiden Genotypen bleibt diese bei den Flox-Kardiomyozyten im weiteren Verlauf stabil, wohingegen
es bei CaMKI16-KO-Kardiomyozyten zu einer weiteren signifikanten Abnahme kommt. a.U.F. = arbitrary unit of fluorescence;
* signifikante Verdnderung gegentiber vorheriger Phase; # signifikante Verdnderung gegeniiber anderem Genotyp.

Flox: n=49 aus 13 Mdusen; KO: n=41 aus 12 Mdusen
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3.1.3 Effekt von CaMKII8-KO auf die Verinderung der Relaxationszeiten im Verlauf der
Azidose

Im Anschluss an die systolische Kalziumfreisetzung und Myozytenverkirzung folgt die diastolische
Relaxation, bei der das Kalzium wieder in die Kalziumspeicher aufgenommen bzw. aus der Zelle
transportiert wird und die Kardiomyozyten zur urspriinglichen GroRRe zurlickkehren (siehe Abschnitt
1.1.3; S. 4). Bei den Azidose-Experimenten zeigten sich bereits in der Kontrollphase Unterschiede in
der diastolischen Funktion zwischen CaMKII&-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten (siehe Abbildung
3.6). So war die Relaxationszeit der Kalziumtransienten (tc,, siehe Abschnitt 2.6; S. 45), die als ein
Mal fur die SERCA-Aktivitat gilt, mit 144+11 ms im CaMKII6-Knockout etwas verlangsamt gegeniber
dem Flox (11447 ms, n.s.). Damit einhergehend war die Relaxationszeit der Myozytenverkiirzung
(RZog%) im CaMKII&-Knockout mit 308+29 ms deutlich verlangsamt gegeniliber den Flox-
Kardiomyozyten (209+16 ms, P<0,05). Somit schien die diastolische Funktion in den CaMKII&-
Knockout-Zellen bereits unter Kontrollbedingungen beeintrachtigt zu sein, bei jedoch erhaltener
systolischer Funktion (Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten; siehe Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2
sowie Abbildungen 3.3 und 3.5).

Mit Eintritt in die Azidose zeigten sowohl Flox- als auch Knockout-Mause eine signifikante
Verlangsamung der Relaxationszeit der Kalziumtransienten (tc,) von 114+7 ms auf 13949 ms (Flox;
P<0,05 vs. Kontrollphase) bzw. von 144+11 ms auf 188116 ms (KO; P<0,05 vs. Kontrollphase und vs.
Flox). Im Flox kam es im weiteren Verlauf der Azidose zu einer nicht-signifikanten, diskreten
Wiederbeschleunigung der Relaxationszeit der Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.6). So nahm
diese von 13949 ms auf 13348 ms leicht ab bzw. blieb stabil. Im CaMKII5-Knockout hingegen zeigte
sich eine weitere signifikante Verlangsamung von t¢, von 188+16 ms auf 236426 ms (P<0,05 mittels
ANOVA, P<0,05 vs. frithe Azidose sowie P<0,05 vs. Flox). Somit konnte diese Arbeit einen wichtigen

Beitrag der &-Isoform der CaMKIl zum Relaxationserhalt in der Azidose nachweisen.

Nachdem im Anschluss an die Azidose erneut auf die normazide Superfusionsléosung umgeschaltet
wurde, reagierten beide Genotypen gleichartig mit einer nicht-signifikanten, diskreten
Beschleunigung von 1, auf 12949 ms (Flox) bzw. 228+26 ms (KO). Dabei blieben die deutlichen

Unterschiede zwischen beiden Genotypen erhalten (P<0,05 fiir CaMKII5-KO vs. Flox).

56



Ergebnisse

0.28 1 ANOVA
P<0,05
0,26 A
0,24 A
CaMKII8-KO (=41
0,22 A
@ 0,20 A
S
Q
e 0,18 4
0,16 A
0,14 A
FloXx (n=49)
0,12 A
0,10 T T T T
Kontrolle Frihe Azidose Spate Azidose  Kontrolle
0.45 7 ANOVA
P<0,05
)
£ 0,40 A1
o
c
5
:g 0,35 A
x CaMKII8-KO (n=41)
g
c
& 0,30 -
S
N
o
>
=
» 0,25 A
o
o°
g A
OX (n=49
& 0,20 - (=49
a4
# .
0,15 T T T T

Kontrolle Friihe Azidose Spate Azidose  Kontrolle

Abbildung 3.6 — Mittelwerte der Relaxationszeiten im Verlauf einer Azidose (pH 6,75) bei isolierten CaMKII5-KO- vs. Flox-
Kardiomyozyten. Oben: Relaxationszeit der Kalziumtransienten (tc,). Nach initialer Verlangsamung bei beiden Genotypen
gelingt es den Flox-Kardiomyozyten, die Relaxationszeit im weiteren Verlauf der Azidose stabil zu halten, wohingegen es im
CaMKII8-KO zu einer weiteren signifikanten Verlangsamung kommt. Unten: Relaxationszeit der Myozytenverkiirzung
(RZgo%). Bereits in der Kontrollphase zeigen sich zwischen beiden Genotypen signifikante Unterschiede in der RZggy,.
Wihrend es nach initialer Verlangsamung den Flox-Kardiomyozyten gelingt, die Relaxationszeit der Myozytenverklrzung im
Verlauf der Azidose wieder signifikant zu beschleunigen, verlangsamt sich diese im CaMKIIS-KO weiter. * signifikante
Verinderung gegeniiber vorheriger Phase; S signifikante Verdnderung gegeniiber der Kontrollphase; # signifikante
Verdnderung gegeniiber anderem Genotyp. Flox: n=49 aus 13 Mdusen; KO: n=41 aus 12 Mdusen
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Entsprechende Befunde ergaben sich auch fiir die Relaxationszeiten der Myozytenverkirzung (RZgoy;
siehe Abbildung 3.6). Auch hier kam es zu Beginn der Azidose bei beiden Genotypen zu einer
Verlangsamung von 209+16 auf 283+23 ms (Flox) bzw. von 308429 auf 37243 ms (KO; jeweils P<0,05
vs. Kontrollphase). Im weiteren Verlauf zeigte sich dann eine signifikante Wiederbeschleunigung der
RZgp4 im Flox auf 253424 ms (P<0,05 friihe Azidose sowie P<0,05 vs. KO), wohingegen diese beim
CaMKII6-Knockout ausblieb. Hier kam es stattdessen zu einer weiteren leichten Verlangsamung der

Relaxationszeit der Myozytenverkirzung auf 399+36 ms (P<0,05 vs. Kontrollphase).

Beim Ausspilen mit normazider Losung nach Ende der zehnminiitigen Azidose zeigten beide
Genotypen eine Beschleunigung der RZgyy, auf 212425 ms (Flox; P<0,05 vs. spdte Azidose) bzw.
338+37 ms (KO; P<0,05 vs. spate Azidose), wobei der Unterschied zwischen den Genotypen bestehen

blieb (P<0,05 Flox vs. KO).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass isolierte CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten bereits
unter Kontrollbedingungen eine diastolische Dysfunktion mit verlangsamten Relaxationszeiten der
Kalziumtransienten und der Myozytenverkiirzung zeigten, bei allerdings intakter systolischer

Funktion (Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten, siehe Abbildungen 3.3 und 3.5).

Im Verlauf der Azidose nahmen die Unterschiede zwischen beiden Genotypen zu. Wahrend es im
Flox zu einer Aufrechterhaltung (bzw. Wiederbeschleunigung) der Relaxationszeiten von
Kalziumtransienten und Myozytenverkirzung kam, blieb diese beim CaMKII&-Knockout aus. Dies
ging, wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, zeitlich einher mit einem Abfall von fraktioneller
Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten in CaMKII5-KO-Kardiomyozyten. Die delta-Isoform der
CaMKII scheint somit essentiell zur Aufrechterhaltung (bzw. Wiedererholung) dieser Parameter im

Verlauf einer Azidose beizutragen.

3.2 Effekt von CaMKII8-KO auf die diastolische Kalziumfluoreszenz und

den SR-Kalziumgehalt im Verlauf der Azidose
Um die Ursachen zu finden, die bei CaMKII5-KO-Kardiomyozyten fiir den ausbleibenden
spatazidotischen Erhalt von Kalziumtransienten und Kontraktilitdt verantwortlich sind, wurden 1.)
das diastolische Kalzium und 2.) der Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums untersucht.
Hinweise auf eine mogliche Bedeutung dieser Parameter fiir die spatazidotischen Erhaltungs-
vorgadnge lieferten bereits die im Abschnitt 3.1 (S. 50) beschriebenen Untersuchungen zur Relaxa-
tionszeit der Kalziumtransienten (t¢,). Da sich im CaMKII6-KO in der spaten Azidose im Vergleich zum

Flox eine deutlich verlangsamte T, zeigte, welche als ein MaR fiir die Aktivitat der SR-Ca**-ATPase gilt
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(PERIASAMY et al. 2008), sollten die folgenden Experimente (iberprifen, ob sich auch der

resultierende SR-Kalziumgehalt und das diastolische Kalzium bei beiden Genotypen unterscheiden.

3.2.1 Auswirkungen von CaMKII§-KO auf die diastolische Kalziumfluoreszenz im Verlauf
der Azidose bei isolierten Kardiomyozyten

Die CaMKII&-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten unterschieden sich bereits in der Kontrollphase

deutlich in der diastolischen Kalziumfluoreszenz (siehe Abbildung 3.7). Diese lag im CaMKII6-

Knockout mit 873,5+65,9 a.U.F. (engl.: arbitrary unit of fluorescence) deutlich héher als im Flox mit

650,4438,8 a.U.F. (P<0,05). Damit einhergehend fand sich in CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten

auch eine verkirzte diastolische Sarkomerlange (1,797+0,008 um im Flox vs. 1,775+0,008 pum im

CaMKII6-KO; P<0,05).
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Abbildung 3.7 - Diastolische Kalziumfluoreszenz und Sarkomerldange unter Kontrollbedingungen. Links: die mittels Fluo-3-
AM bestimmte diastolische Kalziumfluoreszenz ist im CaMKII6-Knockout signifikant hoher als im Flox. Rechts: die
diastolische Sarkomerlange ist im CaMKII&-Knockout signifikant niedriger als im Flox. a.U.F = arbitrary unit of fluorescence
(engl.). Flox: n=49 aus 13 Mdusen; KO: n=41 aus 12 Mdusen

Betrachtet man im Verlauf der Azidose die diastolische Kalziumfluoreszenz (siehe Abbildung 3.8), die
zur besseren Vergleichbarkeit auf die in der normaziden Kontrollphase ermittelten Werte normiert
wurde (= 10010 %), zeigte sich innerhalb der ersten 4 min der Azidose (friihe Azidose) zunachst ein
nahezu identischer diskreter Anstieg des diastolischen Kalziums auf 101,7+2,4 % (im Flox) vs.
101,2+2,1 % (im Knockout; jeweils P=n.s.). Im weiteren Verlauf der Azidose setzte sich dieser Trend
im Knockout auf 102,84+2,8 % weiter fort, wohingegen es beim Flox zu einer signifikanten Abnahme

der diastolischen Kalziumfluoreszenz auf 94,843,3 % kam (P<0,05 vs. friihe Azidose sowie P<0,05 vs.
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Knockout). Nach Auswaschen mit Kontrolllosung sank die diastolische Kalziumfluoreszenz in beiden

Gruppen auf 95,4+3,8 % im Knockout vs. 88,343,7 % im Flox (jeweils P<0,05 vs. spate Azidose) ab.
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Abbildung 3.8 — Diastolische Kalziumfluoreszenz bei isolierten CaMKII6-KO- vs. Flox-Kardiomyozyten im Verlauf der
Azidose. Wahrend die diastolische Kalziumfluoreszenz beim Flox im Verlauf der Azidose signifikant abnimmt, kommt es bei
CaMKI16-KO-Kardiomyozyten tber den gesamten Verlauf der Azidose zu einer tendenziellen leichten Zunahme.

* signifikante Verdnderung gegeniiber der vorherigen Phase; # signifikante Verdnderung gegeniiber dem anderem Genotyp.
Flox: n=49 aus 13 Mdusen; KO: n=41 aus 12 Mdusen

Zusammenfassend zeigten sich sowohl unter Kontrollbedingungen als auch im Verlauf der Azidose
deutliche Unterschiede im diastolischen Kalziumgehalt. Dieser war in CaMKII&-Knockout-
Kardiomyozyten Uber alle Phasen hinweg deutlich erhoht gegentiber Flox-Kardiomyozyten, wobei die
Unterschiede im Verlauf der Azidose weiter zunahmen. Somit scheint eine genetische Inhibition der
6-Isoform der CaMKIl insbesondere die relative Wiederabnahme des diastolischen Kalziums in der

Spatphase der Azidose zu verhindern.

Um einen Einfluss des Sarkoplasmatischen Retikulums auf die Unterschiede im diastolischen Kalzium
und auf das unterschiedliche Verhalten beider Genotypen im Verlauf der Azidose zu untersuchen,
wurde in einer weiteren Versuchsreihe der Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums mittels

Koffein bestimmt.
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3.2.2 Auswirkungen von CaMKII§-KO auf den SR-Kalziumgehalt wihrend der Azidose bei
isolierten Kardiomyozyten

Bei Kontrollkardiomyozyten (Flox) kam es im Verlauf der Azidose zu einer Erhéhung des

Kalziumgehalts des Sarkoplasmatischen Retikulums. Dagegen konnte gezeigt werden, dass eine

genetische Deletion der 6-Isoform der CaMKIl eine Erhéhung des Kalziumgehalts des

Sarkoplasmatischen Retikulums im Verlauf der Azidose verhindert.

Zur qualitativen Beurteilung des SR-Kalziumgehalts wurden Messungen mit Koffein durchgefiihrt.
Dieses fiihrt, wie in Abschnitt 2.4 (S. 43) beschrieben, durch Offnen der Ryanodinrezeptoren zu einer
Kalziumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum, wodurch ein rascher Anstieg des mit
Fluo-3-AM ermittelten intrazellularen Kalziums resultiert. Abbildung 3.9 zeigt charakteristische
Originaltransienten. Dabei kam es bei der dargestellten Flox-Zelle Gber den gesamten Verlauf der
Azidose zu einer Zunahme der koffeininduzierten Kalziumtransienten, wahrend diese bei der

beispielhaft dargestellten CaMKI16-KO-Zelle im Verlauf der Azidose abnahmen.
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Abbildung 3.9 - Beispielhafte Koffein-Originaltransienten bei isolierten Kardiomyozyten aus einer CaMKII&-KO vs.
Kontrollmaus (Flox). Unmittelbar nach Pausieren der elektrischen Stimulation wurde ein Tropfen Koffein direkt neben die
untersuchte Zelle gegeben. Dadurch kam es zu einer Ausschiittung des SR-Kalziumgehalts ins Zytoplasma. Je hoher der mit
Fluo-3-AM gemessene koffeininduzierte Kalziumtransient ist, desto hoher ist der SR-Kalziumgehalt. Die Abbildung zeigt,
dass der koffeininduzierte Kalziumtransient bei der beispielhaft dargestellten Flox-Maus Uber den gesamten Verlauf der
Azidose ansteigt, wahrend es bei der typischen CaMKII5-KO-Zelle zu einer Abnahme kommt. a.u.F. = arbitrary unit of
fluorescence (engl.)
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Die Durchschnittswerte aller mit Koffein gemessenen Zellen werden in Abbildung 3.10 dargestellt.
Hierbei zeigten CaMKII6-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten in der Kontrollphase zundchst einen
anndhernd identischen Koffeintransienten als Mal fiir den Kalziumgehalt des Sarkoplasmatischen

Retikulums.

Im Verlauf der Azidose kam es im Flox ausgehend von einem Kontrollwert von 2,2+0,17 a.U.F. zu
einem kontinuierlichen Anstieg der koffeininduzierten Fluoreszenz und somit des Kalziumgehalts des
Sarkoplasmatischen Retikulums (ber die gesamte Azidose. Die regelmaRig alle 2 min durchgefiihrten
Messungen des Koffeingehalts ergaben in der friihen Azidose nach 2 min 2,31+0,21 a.U.F. sowie nach
4 min 2,3940,23 a.U.F. In der spaten Azidose stiegen die Werte weiter auf 2,51+0,26 a.U.F. (nach 6
min Azidose), 2,61%0,3 a.U.F. (nach 8 min Azidose; P<0,05 vs. friihe Azidose) und 2,66%0,33 a.U.F.
(nach 10 min Azidose; P<0,05 vs. friihe Azidose).

Die Zellen des CaMKII&-Knockouts zeigten einen signifikant anderen Verlauf der koffeininduzierten
Fluoreszenzwerte und somit des SR-Kalziumgehalts (P<0,05 im ANOVA). Durch die genetische
Inhibition der &-lsoform blieb der Anstieg des SR-Kalziumgehalts im Verlauf der Azidose aus.
Stattdessen sanken die koffeininduzierten Kalziumtransienten von 2,25+0,15 a.U.F. (nach 2 min
Azidose) Uber 2,08+0,12 a.U.F. (nach 4 min Azidose), 1,860,111 a.U.F. (nach 6 min Azidose; P<0,05 vs.
frihe Azidose) und 1,64+0,14 a.U.F. (nach 8 min Azidose; P<0,05 vs. friihe Azidose und vs. Flox) auf

1,49+0,15 a.U.F. am Ende der 10-minitigen Azidose (P<0,05 vs. frithe Azidose und vs. Flox).

Somit zeigten beide Genotypen im Verlauf der Azidose einen signifikant unterschiedlichen SR-
Kalziumgehalt. Wahrend es den Kontrollkardiomyozyten gelang, das Sarkoplasmatische Retikulum
mit Kalzium zu beladen, blieb dies beim CaMKII6-KO aus. Mechanismen, die im Zusammenhang mit
der &6-Isoform der CaMKIl stehen, scheinen somit essentiell fiir die Beladung des Sarkoplasmatischen

Retikulums im Verlauf der Azidose zu sein.
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Abbildung 3.10 — Koffeininduzierte Kalziumtransienten im Verlauf einer Azidose bei isolierten CaMKII&6-KO- vs.
Kontrollkardiomyozyten (Flox). Gemessen mit Fluo-3-AM alle 2 min. Wahrend es beim Flox zu einer kontinuierlichen
Zunahme der koffeininduzierten Kalziumtransienten als qualitativem MaR fiir den SR-Kalziumgehalt kommt, sinken diese
beim CaMKII8-KO im Verlauf der Azidose kontinuierlich ab. # signifikant verschieden zwischen beiden Genotypen; S
signifikant verschieden im Vergleich zur friihen Azidose (2 min). Flox: n=19 aus 7 Mdusen; KO: n=16 aus 6 Mdusen

3.3 Effekt von CaMKIIS-KO auf den Natrium/Kalzium-Austauscher im

Verlauf der Azidose bei isolierten Kardiomyozyten

Da auch eine verminderte Kalziumextrusion fiir das im CaMKII6-KO erhdéhte diastolische Kalzium
mitverantwortlich sein kdnnte, wurde die Aktivitdt des Natrium/Kalzium-Austauscher (NCX) mithilfe
der Relaxationszeit der Koffeintransienten (tgosein) NAherungsweise ermittelt.

Hierbei zeigte sich bei beiden Genotypen mit Eintritt in die Azidose zunachst eine leichte Abnahme
der NCX-Aktivitdt im Sinne eines verlangsamten Abfalls der Koffeintransienten (d.h. Ty.fein Stieg an;
siehe Abbildung 3.11). Wahrend die NCX-Aktivitat in den Kontrollzellen (Flox) im weiteren Verlauf der
Azidose stabil blieb bzw. allenfalls diskret weiter abnahm, zeigte sich in CaMKII5-KO-Kardiomyozyten
in der spaten Azidose eine sehr deutliche weitere Abnahme. Erst nach erneutem Umschalten auf die

normazide Kontrolllésung nahm die NCX-Aktivitat wieder in Richtung des Ausgangsniveaus zu. Somit
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wurden die Unterschiede zwischen beiden Genotypen im Verlauf der Azidose zunehmend grofier,
auch wenn es bereits in der Kontrollphase Hinweise auf eine diskret reduzierte NCX-Aktivitat im
CaMKII6-Knockout gab.

Konkret zeigte sich bei Flox-Kardiomyozyten eine Verlangsamung der Abfallskinetik der
Koffeintransienten von 0,62+0,08 s in der Kontrollphase auf 1,07+0,08 s nach 2 min Azidose und
1,0740,10 s nach 4 min Azidose. Im Verlauf der spaten Azidose sank diese allenfalls diskret weiter ab
bzw. blieb stabil (1,10£0,10 s nach 6 min Azidose; 1,13+0,09 s nach 8 min Azidose; 1,19+0.11 s nach
10 min Azidose). Nach Riickkehr auf die normazide Kontrolllésung beschleunigte sich die
Abfallskinetik wieder auf 1,00+0,13 s (nach 2 min) und schlielllich 0,73+0,15 s (nach 4 min).
Signifikante Unterschiede gab es im zeitlichen Verlauf der Flox-Kardiomyozyten nicht.

Bei CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten kam es von der Kontrollphase (0,97+0,20 s) zur frihen
Azidose (1,1840,26 s nach 2 min Azidose; 1,3940,14 s nach 4 min Azidose) zunachst ebenfalls nur zu
einer langsamen wund statistisch nicht-signifikanten Verlangsamung der Abfallskinetik der
Koffeintransienten und somit ndaherungsweise der NCX-Aktivitdt. Im weiteren Verlauf der Azidose
kam es dann aber zu einer deutlichen Verlangsamung auf 2,2840,30 s (nach 6 min Azidose; P<0,05 vs.
Kontrollphase und vs. Flox), 3,04+0,45 s (nach 8 min Azidose; P<0,05 vs. Kontrollphase und vs. Flox)
und schlieBlich 2,99+0,40 s (nach 10 min Azidose; P<0,05 vs. Kontrollphase und vs. Flox). Nach
erneutem Umschalten auf die normazide Kontrollldsung beschleunigte sich die Koffeintransienten-
Abfallskinetik wieder deutlich auf zun&chst 2,16+0,45 s (2 min Kontrollldsung; P<0,05 vs. spéte
Azidose und vs. Flox) und letztlich 2,02+0,38 s (4 min Kontrolllésung; P<0,05 vs. spate Azidose und vs.

Flox).
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Abbildung 3.11 — Abfallskinetik der Koffeintransienten zur Beurteilung der Aktivitit des Natrium/Kalzium-Austauschers
(NCX) bei isolierten Kardiomyozyten von CaMKII5-KO vs. Flox im Verlauf einer Azidose. Zu Beginn der Azidose kommt es
bei beiden Genotypen zu einer diskreten (nicht-signifikanten) Verlangsamung des Koffeintransientenabfalls und somit
ndherungsweise der NCX-Aktivitat. Wahrend diese im weiteren Verlauf bei den Kontrollzellen (Flox) stabil bleibt bzw.
allenfalls diskret weiter abnimmt, kommt es bei CaMKI16-KO-Kardiomyozyten in der spaten Azidose zu einer weiteren, deut-
lichen Verlangsamung des Koffeintransientenabfalls. S signifikant im Vergleich zur Kontrollphase; § signifikant im Vergleich
zur spdten Azidose (10 min); # signifikant gegeniiber dem anderen Genotyp. Flox: n=6 aus 5 Mdusen; KO: n=8 aus 6 Mdusen

3.4 Einfluss der &-Isoform der CaMKII auf die spatazidotische
Wiedererholung von Kontraktilitit und Kalziumtransienten bei
isolierten Kardiomyozyten

3.4.1 Einfluss der &-Isoform der CaMKIl auf die Inzidenz der spitphasigen
Wiedererholung von Kontraktilitidt und Kalziumtransienten wiahrend der Azidose

Wie bereits im Abschnitt 1.5 (S. 21) im Detail beschrieben, gilt die Wiedererholung von Kontraktilitat

und Kalziumtransienten als charakteristisches Merkmal einer Azidose und wird v.a. auf CaMKII-

abhangige Prozesse zurilickgefihrt (MATTIAZZI et al. 2007).

Daher wurde bei beiden Genotypen der Anteil an Zellen ermittelt, die im Verlauf einer Azidose nicht

nur stabile, sondern erneut ansteigende Kalziumtransienten und Kontraktilitdit zeigten.

Bemerkenswerterweise fanden sich wahrend der Messungen vereinzelt auch CaMKII6-Knockout-
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Kardiomyozyten, die trotz des Fehlens der 6-Isoform eine Wiedererholung von Kontraktilitat und
Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose zeigten.

Abbildung 3.12 zeigt eine Gegentiberstellung der Inzidenzen von spatphasigen Wiedererholungen in
beiden Genotypen. Daraus ist ersichtlich, dass die Inzidenz im CaMKII6-Knockout mit gerade einmal
12 % der gemessenen Zellen sehr viel niedriger war als im Flox mit 57 % (P<0,05 im Fisher’s Exact
Test). Dies erklart, weshalb auch die Durchschnittswerte fir Kontraktilitdt und Kalziumtransienten in
der spaten Azidose im Flox stabil bzw. diskret ansteigend waren, wohingegen es im CaMKII§-KO zu

einer deutlichen Abnahme dieser Parameter kam (siehe Abbildungen 3.3 und 3.5).

Dennoch bleibt festzuhalten, dass eine genetische Inhibition der delta-lsoform der CaMKII nicht zu
einem volligen Ausbleiben der fir den Flox typischen spatphasigen Wiedererholung von

Kontraktilitat und Kalziumtransienten fihrt, sondern diese lediglich deutlich verringert.

P<0,05 (Fisher’s Exact Test)

60

50

40

30

20

10

Wiedererholung von Sarkomerlange und

Flox CaMKII6—-KO

(n=49) (n=41)

Kalziumtransienten-Amplitude (in % der Zellen)

Abbildung 3.12 - Inzidenz der spatazidotischen Wiedererholung von Sarkomerlange und Kalziumtransienten-Amplitude
bei CaMKII6-KO- vs. Flox-Kardiomyozyten. CaMKII6-KO-Kardiomyozyten zeigen signifikant seltener eine Wiedererholung
von Sarkomerldnge und Kalziumtransienten-Amplitude im Verlauf einer Azidose. Flox: n=49 aus 13 Mdusen; KO: n=41 aus
12 Méusen
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3.4.2 CaMKII3-KO-Kardiomyozyten mit Wiedererholung von Kontraktilitit und
Kalziumtransienten

Abbildung 3.13 zeigt beispielhaft Originaltransienten eines CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten, der
nach initialem Abfall in der frilhen Azidose eine Wiedererholung von Kontraktilitdit und

Kalziumtransienten zeigte.

Kontrollphase

Spate Azidose

Frihe Azidose

-
N
14 w
X s
N Frihe Azidose <
o
Spate Azidose 8
—
<——— Kontrollphase
200 ms 200 ms

Abbildung 3.13 - Originalabbildung eines CaMKII&6-KO-Kardiomyozyten, der eine Wiedererholung von Myozyten-
verkiirzung (links) und Kalziumtransienten (rechts) zeigte. RZL = Ruhezelllinge; a.u.F. = arbitrary unit of fluorescence

Interessanterweise unterschieden sich die spatphasigen Wiedererholungen der CaMKII6-Knockout-
Zellen von denen in Kontrollzellen (Flox). Abbildung 3.14 zeigt den Vergleich ausschlieRlich der Flox-
und CaMKIl6-Knockout-Zellen, die eine Wiedererholung von fraktioneller Myozytenverkiirzung und
Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose aufwiesen. Dabei sind alle Werte auf die Kontrollphase

normiert, die als 100 % definiert wurde.

Wadhrend Flox-Zellen von friiher zu spater Azidose sowohl in Bezug auf fraktionelle
Myozytenverkiirzung, Kalziumtransienten-Amplitude, als auch Relaxationszeiten eine signifikante
Wiederzunahme bzw. Wiederbeschleunigung zeigten, fiel diese bei den CaMKII&-Knockout-Zellen
trotz der Selektion geringer aus. Innerhalb der Zellpopulation mit Wiedererholung von Kontraktilitat
und Kalziumtransienten scheint das Ausmall der Wiedererholung bei Kardiomyozyten mit

genetischer Inhibition der &-Isoform der CaMKIlI demzufolge schwéacher zu sein.

Konkret zeigten die selektierten Flox-Zellen in Bezug auf die normierte fraktionelle
Myozytenverkiirzung eine signifikante Wiederzunahme von 42,243,7 % in der friihen Azidose auf
59,1+4,9 % in der spaten Azidose (P<0,05 vs. frihe Azidose). Bei CaMKII&-Knockout-Zellen mit

Wiedererholung von Kontraktilitdit und Kalziumtransienten fiel diese etwas schwéacher und somit
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nicht statistisch signifikant aus mit 49,5+6,7 % in der frilhen Azidose und 59,3+8,3 % in der spaten

Azidose (P=n.s. vs. friihe Azidose).

Ahnlich waren die Ergebnisse bei der auf die Kontrollphase normierten Kalziumtransienten-
Amplitude. Diese stieg im Flox signifikant von 80,5+3,4 % (frihe Azidose) auf 94,4+4,8 % (spate
Azidose; P<0,05 vs. frilhe Azidose) an. Die CaMKII6-Knockout-Zellen erreichten dagegen im
arithmetischen Mittel nur eine Zunahme von 80,449,5 % auf 89,249,9 % (P= nicht signifikant vs. friihe

Azidose).

Einhergehend mit diesen Unterschieden zeigte sich auch ein unterschiedliches Relaxationsverhalten.
Wie schon bei den Durchschnittswerten aller gemessenen Zellen (siehe Abbildung 3.6) zu
beobachten war, kam es auch bei der Selektion auf sich in Bezug auf Kontraktilitdit und
Kalziumtransienten wiedererholende Flox-Zellen zu einer signifikanten Wiederbeschleunigung der

Relaxationszeit der Kalziumtransienten (t¢,) im Verlauf der Azidose.

So kam es im Flox zu einer starken Wiederbeschleunigung von t¢, von 121,0£3,9 % (friihe Azidose)
auf 109,443,6 % (spate Azidose; P<0,05 vs. frithe Azidose). Diese Wiederbeschleunigung kénnte, wie
bereits im Abschnitt 3.2 (S. 58) beschrieben, den Anstieg des SR-Kalziumgehalts und letztendlich den

Anstieg der Kalziumtransienten und der Kontraktilitat im Verlauf der Azidose erklaren.

Bei den selektierten CaMKII6-Knockout-Zellen, die zwar eine Wiedererholung von Kalziumtransienten
und Kontraktilitat zeigten, fand sich dagegen keine Wiederbeschleunigung von tc, und somit der
SERCA-Aktivitat. Die Werte dnderten sich lediglich im Rahmen der normalen Messwertschwankungen
von 128,6+9,3 % (friihe Azidose) auf 127,4+10,4 % (spate Azidose; P=nicht signifikant vs. frihe
Azidose).

Zusammenfassend scheint die delta-Isoform der CaMKIl somit trotz des vereinzelten Auftretens von
spatazidotischen Wiedererholungen von fraktioneller Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten-
Amplitude essentiell fir die Wiederbeschleunigung von t¢, und somit der SERCA zu sein, die bei den
Flox-Zellen der entscheidende Faktor fiir die spatazidotische Wiedererholung von Kontraktilitat und
Kalziumtransienten zu sein scheint. Den vereinzelten Wiedererholungen im CaMKII6-KO kdnnte

dagegen ein anderer Mechanismus zugrunde liegen.
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Abbildung 3.14 - Mittelwerte der fraktionellen Myozytenverkiirzung, Kalziumtransienten-Amplitude (A(F/F,),
Relaxationszeit der Kalziumtransienten (tc,) und der fraktionellen Myozytenverkiirzung (RZ90%) ausschlieBlich bei
isolierten CaMKII16-KO- und Flox-Kardiomyozyten, die eine Wiedererholung von fraktioneller Myozytenverkiirzung und
Kalziumtransienten-Amplitude im Verlauf der Azidose zeigen. Es findet sich bei Flox-Zellen eine stdrkere Wiedererholung
von fraktioneller Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten-Amplitude als bei CaMKII5-KO-Zellen. Ursachlich kdnnte ein
anderer Mechanismus sein, der fir die Wiedererholungsvorgange verantwortlich ist. So stehen diese beim Flox
moglicherweise im Zusammenhang zu einer Wiederbeschleunigung der Relaxationszeiten, im Sinne einer verstarkten
SERCA-Aktivitat. Diese bleibt im CaMKII&-KO allerdings aus. * signifikant gegeniber vorheriger Phase; # signifikant
gegeniber anderem Genotyp. Flox: n=28 aus 12 Mdusen; KO: n=5 aus 5 Mdusen

3.5 Das Verhalten von CaMKII§-KO- und Flox-Kardiomyozyten nach
pharmakologischer Inhibition aller Isoformen der CaMKII durch KN-93

im Verlauf der Azidose
In der Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse zeigten sich bereits unter Kontrollbedingungen,
v.a. aber im Verlauf der Azidose, Unterschiede zwischen Flox- und CaMKII§-KO-Kardiomyozyten.
Dabei konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine genetische Inhibition der &-Isoform der CaMKIl die
im Flox zu beobachtenden spatazidotischen Erhaltungsvorginge fast vollstindig verhindert. Um
deren CaMKIIl-Abhdngigkeit zu belegen, wurden Experimente mit dem CaMKIll-Inhibitor KN-93

durchgefihrt.
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Da KN-93 zu einer vollstandigen Inhibition aller CaMKII-Isoformen fihrt (siehe Abschnitt 1.4; S. 19),
ermoglicht es zudem, die CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten hinsichtlich der Wirkung weiterer
CaMKIl-Isoformen auf die Azidose zu untersuchen. So kdnnten moglicherweise andere Isoformen
zumindest teilweise kompensatorisch auf die Wiedererholungsvorgiange im Verlauf der Azidose

wirken.

Aufgrund unspezifischer Effekte von KN-93 (GAO et al. 2006) wurden jeweils
Vergleichsuntersuchungen mit dem in Bezug auf die CaMKIl-inaktiven KN-92 durchgefihrt. Als
Indikator zur Beurteilung der spatazidotischen Wiedererholungsvorgiange wurden die
Kalziumtransienten gewahlt. Da im Unterschied zu den bisherigen Versuchen die
Myozytenverkiirzung nicht als Indikator herangezogen werden sollte, ermdglichte dies die
Verwendung eines anderen Fluoreszenzfarbstoffs, Fura-2-AM. Dessen fiir die vorherigen Versuche
bedeutender Nachteil einer starkeren Kalziumbindung und somit niedrigerer Sarkomerverkirzung
(siehe Abschnitt 2.2; S. 32) war fir diese Versuchsreihe weniger relevant. Stattdessen ermoglichte
Fura-2-AM eine haufigere Durchfiihrung von Kalziumtransientenmessungen, da es im Gegensatz zu
Fluo-3-AM deutlich geringere Ausbleicheffekte zeigte. Somit war es moglich, genau alle zwei Minuten

eine mindestens 20 s andauernde Kalziumtransientenmessung durchzufiihren.

3.5.1 Uberpriifung der CaMKII-Abhingigkeit der spitazidotischen Erhaltungsvorginge in
isolierten Flox-Kardiomyozyten mittels des CaMKII-Inhibitors KN-93 bzw. seines
inaktiven Analogons KN-92

Um zu Uberpriifen, ob die CaMKIl unabdingbar fiir die Vorgdnge in der spaten Azidose ist oder ob die

spatazidotischen Kalziumtransienten auch ohne die CaMKIl aufrechterhalten werden konnen,

wurden Flox-Kardiomyozyten mit einer Kontrollldsung bzw. aziden Lésung (pH 6,75) perfundiert, die
zusatzlich den CaMKlI-Inhibitor KN-93 (1 pM) enthielt. Aufgrund weiterer unspezifischer Effekte von

KN-93 erfolgte ein Vergleich mit dem in Bezug auf die CaMKII inaktiven Analogon KN-92 (ebenfalls 1

UM). Abbildung 3.15 stellt beispielhaft charakteristische Originalabbildungen dar. Unter dem

inaktiven KN-92 kam es zu Beginn der Azidose zu einem Abfall der mittels Fura-2-AM-gemessenen

Kalziumtransienten-Amplitude, die im weiteren Verlauf der Azidose wieder anstieg. Dieser Verlauf

entspricht somit dem Verlauf von mit Fluo-2 AM gemessenen Kalziumtransienten in Flox-Zellen

(siehe Abbildungen 3.4 und 3.5).

Anders verhdlt es sich nun bei den mit KN-93 gemessenen Zellen. Durch die vollstandige Inhibition
aller Isoformen der CaMKIl durch KN-93 kam es zwar initial ebenfalls zu einem Absinken der

Kalziumtransienten, die anschlieRende spatazidotische Erhaltung bzw. in diesem Fall sogar
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signifikante Wiedererholung derselben blieb allerdings aus. Stattdessen kam es zu einer weiteren

Abnahme der Fura-2-AM-Amplitude.
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Abbildung 3.15 — Beispielhafte Originalabbildungen der mit Fura-2-AM gemessenen Kalziumtransienten-Amplitude bei
Flox-Zellen mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 bzw. dem inaktiven Analogon KN-92. Waihrend die mit KN-92 perfundierte
Zelle die Kalziumtransienten-Amplitude in der spaten Azidose erhalten und sogar leicht wiedererholen kann, sinkt diese bei
Perfusion mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 weiter ab. F340nm/F380nm = Fura-2-AM-Verhdltniseinheiten

Einen entsprechenden Verlauf zeigen auch die Durchschnittswerte (siehe Abbildung 3.16) aller nach
diesem Protokoll gemessenen Zellen. So fielen die Fura-2-AM-Transienten unter KN-92 zunéachst von
0,24+0,03 Fura-2-AM-Verhiltniseinheiten (Fss nm / Fiso nm) in der Kontrollphase auf 0,21+0,02
Einheiten in der frilhen Azidose ab (P<0,05 vs. Kontrollphase). Im weiteren Verlauf der Azidose
erholten sie sich wieder auf 0,2440,03 Fura-2-AM-Verhaltniseinheiten (P<0,05 vs. friihe Azidose). Ein
anschlieRendes Auswaschen mit normazider KN-92-Losung filihrte zu einem weiteren Anstieg der

Kalziumtransienten auf 0,3240,04 Einheiten (P<0,05 vs. spate Azidose).

Unter KN-93 ergab sich dagegen in der Spatphase der Azidose ein anderes Ergebnis. Zunachst sanken
die Transienten auch hier zwischen Kontrollphase und friiher Azidose von 0,13+0,02 auf 0,11+0,02
Fura-2-AM-Verhéltniseinheiten (P=n.s.). Dieser Abfall setzte sich aber in der spaten Azidose auf
0,09+0,02 Fura-2-AM-Verhaltniseinheiten fort (P<0,05 vs. Kontrollphase). Das anschlieBende
Auswaschen mit normazider Kontrolllosung lieR die Kalziumtransienten wieder auf 0,18+0,03

Einheiten ansteigen (P<0,05 vs. spate Azidose).
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Somit zeigt diese Messserie, dass eine vollstindige CaMKIl-Inhibition mittels KN-93 die
spatazidotischen Erhaltungsvorgange verhindern kann. Die CaMKIl scheint somit von entscheidender
Bedeutung fiir die Vorgange zu sein, die fir die Aufrechterhaltung bzw. Wiedererholung der

Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose verantwortlich sind.
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Abbildung 3.16 — Verlauf der Kalziumtransienten-Amplitude bei isolierten Kontroll-Kardiomyozyten (Flox) unter dem
CaMKlIl-Inhibitor KN-93 vs. dem inaktiven Analogon KN-92 wahrend der Azidose. Der CaMKII-Inhibitor KN-93 verhindert
bei Flox-Kardiomyozyten die Wiedererholung der Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose. F340nm/F380nm = Fura-2-
AM-Verhiltniseinheiten; * signifikant gegeniiber der vorherigen Phase; S signifikant gegeniiber der Kontrollphase; #
signifikant gegeniiber dem anderen Genotyp. Flox + KN-93: n=16 aus 8 Mdusen; Flox + KN-92: n=14 aus 6 Mdusen

3.5.2 Auswirkungen einer zusitzlichen, pharmakologischen Inhibition aller CaMKII-
Isoformen durch KN-93 auf isolierte CaMKII§-KO-Kardiomyozyten im Verlauf der
Azidose

Wie im Abschnitt 3.1 (S. 50) im Detail erortert wird, kann eine genetische Inhibition der &-Isoform der

CaMKIl die bei Kontrollzellen (Flox) beobachteten spatazidotischen Erhaltungsvorginge fast

vollstandig verhindern. So kam es bei fast allen CaMKI16-KO-Kardiomyozyten in der spaten Azidose zu

einer weiteren signifikanten = Abnahme von fraktioneller = Myozytenverkirzung und

Kalziumtransienten. Dennoch gab es, wie in Abbildung 3.12 dargestellt wurde, vereinzelt

Kardiomyozyten, die trotz genetischer Inhibition der CaMKII§ eine Wiederzunahme von fraktioneller

Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten zeigten. Eine vollstandige, pharmakologische Inhibition
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aller CaMKIl-Isoformen bei Kontrollzellen konnte dagegen jegliche Wiedererholung der
Kalziumtransienten verhindern (siehe Abschnitt 3.5.1; S. 70). Um die Bedeutung weiterer CaMKII-
Isoformen naher zu untersuchen, wurden bereits hinsichtlich der &-lIsoform inhibierte
Kardiomyozyten (CaMKII6-KO-Zellen) einer die CaMKIl vollstindig hemmenden KN-93-Lésung

ausgesetzt. Zum Vergleich diente das inaktive Analogon KN-92.

Abbildung 3.17 zeigt beispielhaft charakteristische Originaltransienten jeweils einer CaMKII&-
Knockout-Zelle mit KN-92 bzw. KN-93. Dabei verhielten sich die mit KN-92 als dem inaktiven
Analogon des pharmakologischen CaMKII-Inhibitors KN-93 gemessenen Zellen dhnlich denen ohne
KN-92 (siehe Messreihe mit Fluo-3-AM, Abschnitt 3.1.2, S. 53). So kam es, wie bei der Beispielzelle
dargestellt, in fast allen Fallen zu einer Abnahme der Kalziumtransienten zwischen frither und spater
Azidose. Dennoch resultierten (anders als bei der Messreihe mit CaMKI156-KO-Zellen unter Fluo-3-AM)
Durchschnittswerte mit anndhernd konstanten Kalziumtransienten im weiteren Verlauf der Azidose
(siehe Abbildung 3.18). Ursachlich dafir waren vereinzelte Kardiomyozyten, die trotz der genetischen
CaMKII6-Inhibition eine leichte Wiedererholung der Kalziumtransienten zeigten. Hierbei ist
unbedingt darauf hinzuweisen, dass sich die Kontrollmause mit intakter CaMKII-Funktion (Flox) vollig
anders verhielten. Bei ihnen stiegen die mit Fura-2-ermittelten Kalziumtransienten im Verlauf der

Azidose nicht nur leicht, sondern sehr deutlich an (siehe Abbildungen 3.16 und 3.19).

Im Detail ergaben sich folgende Ergebnisse fiir die Kalziumtransienten bei CaMKII6-KO-Zellen unter
KN-92. Zunachst sank die Kalziumfluoreszenz von 0,18%+0,01 Fura-2-AM-Verhéltniseinheiten in der
Kontrollphase auf 0,15+0,02 Fura-2-AM-Verhaltniseinheiten in der frilhen Azidose. Sie blieb dann bis
zur spaten Azidose mit 0,16+0,02 Fura-2-AM-Verhéltniseinheiten nahezu konstant (P=nicht
signifikant vs. friihe Azidose). Nach erneutem Umschalten auf eine normazide Kontrollldsung stiegen
die Kalziumtransienten wieder deutlich auf 0,25+0,04 Fura-2-AM-Verhaltniseinheiten an (P<0,05 vs.

spate Azidose).

Das eigentlich Interessante ist allerdings der Vergleich mit den Kalziumtransienten unter dem
vollstandigen CaMKII-Inhibitor KN-93. Hier kam es, wie anhand der beispielhaften Originalabbildung
3.17 gezeigt wird, zu einer deutlichen Abnahme der Kalziumtransienten lber die gesamte Azidose.
Gemittelt auf alle gemessenen Zellen ergaben sich somit deutlich unterschiedliche Werte zu denen
der KN-92-Messreihe. Im Detail kam es zwischen Kontrollphase und frither Azidose mit KN-93
ebenfalls zu einem Absinken von 0,12+0,01 auf 0,11+0,01 Fluoreszenzeinheiten. Zwischen friiher und
spater Azidose setzte sich nun aber die Fluoreszenzabnahme deutlich auf 0,0940,01
Fluoreszenzeinheiten in der spaten Azidose fort (P<0,05 vs. Kontrollphase und P<0,05 vs. KN-92

perfundierte CaMKII56-KO-Zellen).
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Das abschlieBende Umschalten auf eine normazide Kontrolllésung lield die Kalziumtransienten erneut
auf 0,18+0,02 Fluoreszenzeinheiten ansteigen (P<0,05 vs. spate Azidose, P<0,05 vs. KN-92

perfundierte CaMKII5-Knockout-Zellen).
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Abbildung 3.17 — Beispielhafte Originalabbildungen der mit Fura-2-AM gemessenen Kalziumtransienten-Amplitude bei
CaMKI16-KO-Zellen mit dem CaMKlII-Inhibitor KN-93 bzw. dem inaktiven Analogon KN-92. Sowohl mit KN-92 als auch KN-
93 kommt es zu einer Abnahme der Kalziumtransienten Gber den gesamten Verlauf der Azidose. Unter KN-93 kommt es
aber zu einer stirkeren Abnahme der Kalziumtransienten in der spaten Azidose. F340nm/F380nm = Fura-2-AM-
Verhdltniseinheiten

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine vollstandige, pharmakologische Inhibition aller
CaMKll-Isoformen Uber den gesamten Verlauf der Azidose eine ausgepragtere Abnahme der mit
Fura-2-AM gemessenen Kalziumtransienten zur Folge hatte als eine alleinige, genetische Inhibition

der 6-Isoform.
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Abbildung 3.18 — Verlauf der Kalziumtransienten-Amplitude bei isolierten CaMKII&6-KO-Kardiomyozyten unter dem
CaMKlIl-Inhibitor KN-93 vs. dem inaktiven Analogon KN-92 widhrend einer Azidose. Wahrend die Kalziumtransienten unter
KN-92 im Verlauf der Azidose weitgehend stabil bleiben, kommt es bei CaMKII6-KO-Zellen mit KN-93 zu einer
kontinuierlichen Abnahme Uber den gesamten Verlauf der Azidose. Fssonm/Fssonm = Fura-2-AM-Verhdltniseinheiten. *
signifikant gegeniiber der vorherigen Phase; S signifikant gegeniiber der Kontrollphase; # signifikant gegeniiber dem
anderen Genotyp. KO + KN-93: n=16 aus 11 Mdusen; KO + KN-92: n=9 aus 7 Médusen

3.5.3 Effekt einer KN-93-vermittelten vollstindigen CaMKII-Inhibition auf CaMKII§-KO-
vs. Kontrollkardiomyozyten (Flox) im Verlauf der Azidose

Abbildung 3.19 stellt die bereits in den beiden vorherigen Abschnitten prasentierten Daten der
CaMKII6-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten mit KN-92 bzw. KN-93 in einer gemeinsamen Abbildung
dar. Anders als zuvor werden alle in zweiminitigen Abstidnden durchgefiihrten Kalzium-
fluoreszenzmessungen gezeigt.

Neben den bereits im Detail beschriebenen Ergebnissen zeigt diese Abbildung eindrucksvoll, dass
eine vollstandige Inhibition aller CaMKIl-Isoformen mittels KN-93 bei Flox- und CaMKII&-Knockout-
Kardiomyozyten zu einem nahezu identischen Verlauf der Kalziumtransienten-Amplitude tber das

gesamte Versuchsprotokoll fuhrt.

Weiterhin scheint die Kalziumtransienten-Amplitude in der KN-92-Serie bei Flox-Kardiomyozyten
bereits in der Kontrollphase etwas hoher zu sein als bei CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten. Dies

erreicht allerdings noch nicht das Signifikanzniveau von P<0,05.
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Abbildung 3.19 — Verlauf der Kalziumtransienten-Amplitude bei Flox vs. CaMKI16-KO-Kardiomyozyten mit dem CaMKII-
Inhibitor KN-93 vs. dem inaktiven Analogon KN-92 iiber eine 10-miniitige Azidose. Wahrend es bei den Kontrollmdusen
(Flox) mit KN-92 im Verlauf der Azidose zu einer signifikanten Wiedererholung der Kalziumtransienten-Amplitude kommt,
bleibt diese bei CaMKII&-KO-Mausen mit KN-92 aus. Die Inhibition weiterer CaMKII-Isoformen durch KN-93 fiihrt zu einer
starkeren Abnahme der Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose. Dies ldsst vermuten, dass neben der &-Isoform weitere
CaMKlI-Isoformen einen Einfluss auf die Wiedererholung der Kalziumtransienten im Verlauf der Azidose haben konnten.

* signifikant gegeniiber der vorherigen Phase (d.h. Kontrollphase, Azidose bei 2 min oder Azidose bei 10 min); S signifikant
gegeniiber der Kontrollphase. Flox + KN-93: n=16 aus 8 Mdusen; Flox + KN-92: n=14 aus 6 Mdusen,; KO + KN-93: n=16 aus 11
Mdusen; KO + KN-92: n=9 aus 7 Mdusen
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten trotz einer unter
Kontrollbedingungen weitgehend erhaltenen systolischen Funktion unter der pathophysiologischen
Situation einer Azidose eine deutliche Funktionsbeeintrachtigung aufweisen. Wahrend vergleichend
untersuchte Kontrollmduse (Flox) im Verlauf der Azidose eine Wiedererholung bzw.
Aufrechterhaltung von Kontraktilitdt und Kalziumtransienten zeigten, blieb diese bei der Mehrzahl
der CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten aus. Die Ursache dafiir ist am ehesten eine beeintrachtigte
Kalziumbeladung des Sarkoplasmatischen Retikulums im Verlauf der Azidose bei CaMKII&-KO. Dies
deutet auf eine wichtige Funktion der &6-Isoform der CaMKII fiir die Phosphorylierung des SERCA-
Regulators Phospholamban hin, wie bereits BACKS et al. (2009) vermuteten. Bei den wenigen
Kardiomyozyten, die trotz genetischer Inhibition der CaMKII6 eine Wiedererholung von Kontraktilitat
und Kalziumtransienten zeigten, koénnten andere CaMKIll-abhangig regulierte Prozesse von

Bedeutung sein.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lasst sich fiir die Klinik schlussfolgern, dass eine therapeutische
CaMKII&-Inhibition, wie sie unter anderem zur Behandlung einer Herzinsuffizienz diskutiert wird
(ANDERSON ME 2009), mit einer erheblichen Beeintrachtigung der kardialen Funktion unter einer
Azidose einhergehen konnte. Dies sollte in bestimmten klinischen Situationen, wie z.B. einem

kardiogenen Schock, berlicksichtigt werden.

4.1 Das Verhalten von CaMKII8-Knockout-Kardiomyozyten unter Kontroll-
bedingungen

Bereits die Untersuchung des CaMKII&-Knockouts in der Kontrollphase erbrachte einige fiir das

funktionale Verstandnis der &-lIsoform interessante Ergebnisse. So zeigte sich zusammenfassend,

dass CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten trotz tendenziell beeintrachtigter diastolischer Funktion

eine intakte systolische Funktion aufweisen. So war u.a. die diastolische Kalziumkonzentration im

CaMKI16-Knockout signifikant gegeniiber Kontrollzellen (Flox) erhéht.

4.1.1 Erhaltene systolische Funktion unter Kontrollbedingungen

Trotz genetischer Ablation der 6-Isoform der CaMKIl zeigte sich unter Kontrollbedingungen in vitro
eine erhaltene systolische Funktion. Um diese zu untersuchen, wurden aus Mauseventrikeln isolierte
CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten mit einer normaziden Losung perfundiert und mit einer Frequenz
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von 1 Hz stimuliert. Im Anschluss wurden sie hinsichtlich der fraktionellen Myozytenverkiirzung und
der Kalziumtransienten im Epifluoreszenz-Mikroskop untersucht und mit Flox-Kardiomyozyten
verglichen.

Dabei zeigten beide Genotypen unter normaziden Bedingungen dhnliche Werte fir die fraktionelle
Myozytenverkiirzung (siehe Abbildung 3.3) und die Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.5; jeweils

P = nicht signifikant gegenliber dem anderen Genotyp).

Diese Ergebnisse vereinfachen nicht nur die Interpretation der im Verlauf der Azidose erhobenen Be-
funde (siehe Abschnitt 3; S. 50); sie liefern auch neue Erkenntnisse (iber die Funktion der &-Isoform
der CaMKII. Uber die Funktionen der CaMKIl im Allgemeinen fiir den kardialen Kalziumstoffwechsel
und die Myozytenkontraktion konnten in den vergangenen Jahren viele Erkenntnisse gewonnen wer-
den (siehe Abschnitt 1.3; S. 11). Uber die Funktionen einzelner Isoformen ist dagegen noch wenig be-
kannt (ZHANG T und BROWN 2004). Obwohl die CaMKII& die haufigste Isoform der CaMKIl im Myo-
kard ist, kann daraus nicht abgeleitet werden, dass samtliche der CaMKIl im Allgemeinen zugeschrie-
benen Funktionen von der 6-Isoform vermittelt werden. So vermuteten SINGH et al. (2009) aufgrund
der raumlichen Lokalisation in der Nahe der SERCA2a, dass die B-Isoform eine Rolle bei der PLB-Phos-
phorylierung einnehmen konnte. COLOMER et al. (2003) zeigten weiterhin, dass die y-Isoform bei
einer kardialen Druckiberlastung vermehrt exprimiert wird. Insgesamt ist zu vermuten, dass je nach

CaMKll-Isoform unterschiedliche Aufgaben im Vordergrund stehen (ZHANG T und BROWN 2004).

Auch Uberexpressionsexperimente, die nur bei der zytoplasmatischen CaMKII§,, nicht aber bei der
Uberexpression der CaMKII&; die Entwicklung einer Herzinsuffizienz belegen konnten (ZHANG T et al.
2007), stiitzen diese These. Unlangst berichteten MISHRA et al. (2011) allerdings, dass die
funktionellen Unterschiede zwischen CaMKII&z und CaMKII&; weniger von der Isoform als vielmehr

von der Lokalisation im Zytoplasma oder im Zellkern abhangen.

Dass CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten im Rahmen dieser Arbeit eine intakte systolische Funktion
zeigten, ist zunachst erstaunlich aufgrund der vielféltigen Aufgaben, die die CaMKIl im Allgemeinen
fir die Feinabstimmung der elektromechanischen Kopplung erfiillt. Allein die seit langem bekannte
aktivierende Funktion der CaMKIl auf Ryanodinrezeptoren (MAIER und BERS 2007) hatte beim
CaMKII6-Knockout eine verminderte fraktionelle Kalziumfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen
Retikulum und dadurch verringerte Kalziumtransienten und Kontraktilitdt zur Folge haben kénnen.
Allerdings zeigten bereits TRAFFORD et al. (1998) und spater CHOI et al. (2000), dass Effekte auf den
Ryanodinrezeptor aufgrund gegenregulatorischer MaBnahmen nur von voriibergehender Wirkung
sind. Dennoch konnten BELL et al. (2011 b) unléngst zeigen, dass eine chronische CaMKlII-Inhibition in
vivo zu einer reduzierten Kontraktilitdt flihrt. Und so sind auch die Folgen einer genetischen

Inhibition der &-Isoform der CaMKIl auf isolierte Kardiomyozyten komplex und nicht vorhersehbar.
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Eine intakte systolische Funktion bedeutet insofern nicht, dass die einzelnen Bestandteile des
Kalziumstoffwechsels gegeniiber dem Flox unverdandert sind. In der Tat zeigten sich, wie bereits
erwdahnt und im kommenden Abschnitt im Detail erlautert, Hinweise auf eine diastolische

Dysfunktion im CaMKII&-Knockout.

Auch eine gegenregulatorische Uberexpression anderer Isoformen der CaMKIl ist als mogliche
Ursache fir die intakte systolische Funktion zu diskutieren. Diese kdnnten unter der Voraussetzung
einer chronisch inhibierten CaMKII& einen Teil der sonst von der 6-Isoform ausgelibten Funktionen

Ubernehmen.

In der Tat konnten BACKS et al. (2009), welche die in dieser Arbeit verwendete CaMKII5-Knockout-
Maus entwickelt und erstmals beschrieben haben, zeigen, dass die fir die CaMKII charakteristische
Bindungsstelle an Phospholamban-Thr-17 nur etwas weniger phosphoryliert ist als bei Flox-Zellen. Als
Ursache vermuteten sie eine partielle kompensatorische Phosphorylierung durch andere Kinasen.
Allerdings konnten sie keine Erhéhung der B- oder y-Isoform der CaMKIl nachweisen. Die CaMKlla
lieR sich gar nicht nachweisen. Dennoch folgerten die Autoren, dass dies nicht eine
kompensatorische Funktion der CaMKIIB oder CaMKIly ausschlieRe. Auch XU L et al. (2010)
untersuchten die in dieser Arbeit verwendete CaMKII&-Knockout-Maus hinsichtlich der
Proteinexpressionsmenge der CaMKIl und konnten zeigen, dass die gesamte CaMKII-Aktivitdt durch
die genetische Ablation um 62% gegeniiber den Kontrollzellen reduziert ist. Die verbleibende CaMKII-
Aktivitat fuhrten sie auf eine unverdnderte Expression der CaMKIlly zuriick. Aber auch andere
Kalzium-Calmodulin-abhangige Kinasen kdnnten bei der CaMKII5-Knockout-Maus kompensatorische
Funktionen (ibernehmen. Zu nennen sind unter anderem CaMKI und CaMKIV. CaMKI findet sich
ubiquitar im menschlichen Korper und somit auch in Kardiomyozyten, wohingegen CaMKIV vor allem
im Thymus, Hoden und Gehirn vorkommt. Das Vorkommen von CaMKIV im Herzen ist aktuell noch
umstritten. Es wird allerdings eine Funktion in der Hypertrophiekaskade diskutiert (KATO et al. 2000,
PASSIER et al. 2000, WU et al. 2002, COLOMER et al. 2003).

Auch unterstiitzen die von BACKS et al. (2009) und XU L et al. (2010) auf Einzelzellebene erhobenen
Befunde die in dieser Arbeit gezeigte intakte systolische Funktion. So zeigten diese bei einer
Stimulation von 1 Hz ebenfalls normale Kalziumtransienten und Kontraktilitdt. Bei hoheren
Frequenzen konnten XU L et al. (2010) allerdings eine Reduktion der systolischen Funktion
feststellen. Interessant sind auch die von XU L et al. (2010) mittels Echokardiographie erhobenen in
vivo Daten. Diese konnten eine in Ruhe sogar verstarkte Kontraktilitit im CaMKII6-Knockout
nachweisen. Auch beobachteten BACKS et al. (2009) eine unter physiologischen Bedingungen bis ins

Erwachsenenalter normale Entwicklung in Bezug auf Herzstruktur und Funktion.
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4.1.2 Beeintrachtigte diastolische Funktion unter Kontrollbedingungen

Trotz intakter systolischer Funktion zeigten sich bei der Untersuchung der CaMKII&-Knockout-Maus
bereits unter Kontrollbedingungen Hinweise auf eine gestorte diastolische Funktion. Dazu wurde die
diastolische Kalziumelimination anhand des Relaxationsverhaltens der isolierten Kardiomyozyten

untersucht.

Hierbei zeigten sich eine tendenziell, aber noch nicht signifikant, langsamere Relaxationszeit der
Kalziumtransienten sowie eine signifikant langsamere Relaxationszeit der Myozytenverkirzung (siehe
Abbildung 3.6) in CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten. Ergdnzend in unserer Arbeitsgruppe
durchgefiihrte und noch unveroéffentlichte Messungen konnten eine basale Verlangsamung der

Relaxationszeiten in CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten eindeutig bestatigen.

Ursachlich fur die langsameren Relaxationszeiten ist am ehesten eine verringerte SERCA-Aktivitat, da
dieser, insbesondere bei Mausen, der groRte Anteil an der diastolischen Elimination von Kalzium aus
dem Zytoplasma zukommt (MAIER et al. 2003). Dies korreliert gut mit dem von BACKS et al. (2009)
beschriebenen Befund, dass die Thr-17-Phosphorylierung an Phospholamban, dem wichtigsten

Regulator der SERCA-Aktivitat, im CaMKII&-Knockout reduziert ist.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch die Relaxationszeit der
Koffeintransienten, die als ein MaR fiir die Aktivitdt des Natrium/Kalzium-Austauschers sowie in
geringerem MaRe auch von mitochondrialen Kalziumtransportern und sarkolemmaler Ca**-ATPase
gilt (LI et al. 1998), bereits in der Kontrollphase in CaMKII&-KO-Kardiomyozyten tendenziell erniedrigt
ist (siehe Abbildung 3.11). Begleitend in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte, aber noch
unveroffentlichte Untersuchungen konnten die Signifikanz dieser Aussage anhand einer grofReren

Zellzahl bestatigen.

Somit scheinen CaMKII5-KO-Mause zumindest in vitro und bei niedriger Stimulationsfrequenz (1 Hz)
vermindert in der Lage zu sein, das in der Systole freiwerdende Kalzium in der Diastole ins
Sarkoplasmatische Retikulum und aus der Zelle hinaus zu transportieren, bei allerdings erhaltener

systolischer Funktion.

Ob diese Ergebnisse eine physiologische Relevanz haben, ldsst sich anhand der in dieser Arbeit
erhobenen Befunde nicht beurteilen. Interessanterweise konnten XU L et al. (2010) im CaMKII6-KO
bei hoheren Herzfrequenzen (3 Hz) reduzierte Kalziumtransienten und Sarkomerverkiirzung
feststellen. Dies fiihrten sie unter anderem auf eine verringerte SERCA-Aktivitdt bei hdheren
Herzfrequenzen zuriick. Insofern kénnte der negativ inotrope Effekt der diastolischen Dysfunktion
bei hoheren Herzfrequenzen starker zur Auspragung kommen. Allerdings konnte in einem anderen

CaMKI16-Knockout-Mausmodell von LING et al. (2009) bei hamodynamischen Messungen (in vivo)
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keine Veranderung der Relaxation festgestellt werden. Diese Messungen wurden allerdings unter
Vorlast durchgefiihrt, wodurch die Relaxation per se erleichtert ist. Weiterhin muss die direkte
Vergleichbarkeit zu dem in dieser Arbeit verwendeten Mausmodell (BACKS et al. 2009) kritisch
betrachtet werden, da sich beide in der ausgeschalteten Region des CaMKII&-Gens unterscheiden. So
wurden bei BACKS et al. (2009) die Exons 1 und 2, die fiir die ATP-bindende Domaéane verantwortlich
sind, ausgeschaltet, wohingegen LING et al. (2009) die Exons 9 - 11, welche fiur die katalytische
Domane verantwortlich sind, ausschalteten (ANDERSON ME 2009).

4.1.3 Erhohtes diastolisches Kalzium unter Kontrollbedingungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass der diastolische Kalziumgehalt in
CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten bereits unter Kontrollbedingungen signifikant gegeniiber dem
Flox erhoht ist (siehe Abbildung 3.7 (links)). Damit einhergehend zeigte sich auch eine signifikant

niedrigere diastolische Sarkomerlange (siehe Abbildungen 3.1 und 3.7 (rechts)).

Ursachlich fir einen erhohten diastolischen Kalziumgehalt kann ein erhohter diastolischer
Kalziumverlust aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum sein. Um die Funktion des
Sarkoplasmatischen Retikulums zu liberprifen, wurde der SR-Kalziumgehalt in dieser Arbeit mittels
Koffein zwischen CaMKII6-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten verglichen. Hierbei zeigte sich bei
einer Stimulation von 1 Hz bei beiden Genotypen allerdings ein zumindest unter
Kontrollbedingungen anndhernd gleicher SR-Kalziumgehalt (siehe Abbildungen 3.9 und 3.10). XU L et
al. (2010) beobachteten dagegen beim gleichen Mausmodell bereits bei einer Stimulation mit 1 Hz,

vermehrt aber bei 3 Hz, einen im &-Knockout verminderten SR-Kalziumgehalt.

Vor dem Hintergrund einer reduzierten SERCA-Aktivitit und somit verminderter SR-
Kalziumaufnahme im verwendeten CaMKII6-KO-Modell (siehe Abschnitt 4.1.2; S. 80) ist der in dieser
Arbeit gemessene, gegeniber Kontrollzellen unverdnderte, SR-Kalziumgehalt ein erstaunliches
Ergebnis. Ursachlich koénnte eine Verringerung des diastolischen Kalziumverlustes (ber
Ryanodinrezeptoren sein (Ca**-sparks). So konnten CURRIE et al. (2004) zeigen, dass eine CaMKII-
Inhibition durch AIP bei Mausekardiomyozyten den diastolischen Kalziumverlust (Ca**-sparks)
reduzieren kann. Auch LING et al. (2009) beobachteten an einem &hnlichen CaMKII&-Knockout-
Mausmodell eine verringerte Phosphorylierung an Serin-2815, einer fur die CaMKIl-typischen
Phosphorylierungsstelle am Ryanodinrezeptor. Begleitend in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte
und noch unveroéffentlichte Experimente konnten mithilfe der Konfokalmikroskopie in der Tat eine
Reduktion der Ca®-sparks bei CaMKII5-KO-Kardiomyozyten feststellen. Unter Beriicksichtigung der

genannten Literatur und der Ergebnisse dieser Arbeit erscheint es daher wahrscheinlich, dass der &-
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Isoform der CaMKIl eine wichtige Funktion fiir die Phosphorylierung des Ryanodinrezeptors und den

damit verbundenen diastolischen SR-Kalziumverlust zukommt.

Bezogen auf die urspringliche Fragestellung nach der Ursache des erhdhten diastolischen
Kalziumgehalts in CaMKII6-KO-Kardiomyozyten, scheint den Ryanodinrezeptoren daher eine
untergeordnete Funktion zuzukommen. Einen alternativen Erklarungsansatz ermoglicht allerdings
eine Beobachtung von XU L et al. (2010). Diese Autoren konnten nachweisen, dass der CaMKII6-
Knockout eine erhéhte Dichte an L-Typ-Kalziumkandlen (LTCC) aufweist. Da eine aktivierende
Wirkung der CaMKIl auf den LTCC bekannt ist (ANDERSON ME et al. 1994), vermuteten sie eine
kompensatorisch erhohte Expression des LTCC, (iber den die Zelle versucht, eine infolge der CaMKII6-
Inhibition verminderte Offnung der LTCC zu kompensieren. Dieser Kompensationsmechanismus
scheint sehr effektiv zu sein, da die Autoren einen erhéhten maximalen Kalziumeinstrom in CaMKII6-
Knockout-Kardiomyozyten beobachten konnten. Diesen machten sie zudem fiir eine in vivo erhéhte

Ruhekontraktilitat verantwortlich.

Das Zusammenwirken eines erhéhten systolischen Kalziumeinstroms Gber vermehrt exprimierte L-
Typ-Kalziumkanale und eines verminderten diastolischen Kalziumausflusses (ber vermindert
aktivierte SR-Kalzium-ATPase und Natrium/Kalzium-Austauscher kénnte somit das in dieser Arbeit

beobachtete erhdhte diastolische Kalzium im CaMKII6-Knockout erklaren.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass eine genetische Inhibition der 6-Isoform der
CaMKiIl vielfaltige Auswirkungen auf die elektromechanische Kopplung hat. Insgesamt resultiert aber
trotz einer gewissen diastolischen Dysfunktion eine zumindest unter Kontrollbedingungen intakte

systolische Funktion.

4.2 Das Verhalten der CaMKII8-Knockout-Kardiomyozyten im Verlauf der

Azidose
Wadhrend sich Kardiomyozyten der CaMKII6-Knockout-Maus unter Kontrollbedingungen noch
weitgehend unauffillig verhielten (siehe Abschnitt 4.1; S. 77), demarkierte sich unter der
pathophysiologischen Situation einer Azidose eine deutliche Dysfunktion im Vergleich zu
Kontrollmdusen (Flox). So blieb der in Kontrollzellen zu beobachtende spatazidotische
Kontraktilitatserhalt in CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten weitgehend aus und sie entwickelten eine
zunehmende systolische und diastolische Dysfunktion. In dieser Arbeit konnte somit erstmals die
wichtige Bedeutung der 6&-lsoform der CaMKIl fiir die Aufrechterhaltung einer adaquaten

systolischen und diastolischen Funktion im Verlauf einer Azidose gezeigt werden.
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4.2.1 Abnahme von Kontraktilitit und Kalziumtransienten in der frithen Azidose bei
CaMKII§-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten

Charakteristischerweise reagieren Kardiomyozyten auf eine intrazellulare Azidose mit einer initialen

Abnahme der Kontraktilitat. Dies geht meist einher mit reduzierten Kalziumtransienten und verlang-

samten Relaxationsgeschwindigkeiten (MATTIAZZI et al. 2007; siehe auch Abschnitt 1.5, S. 21).

Um das Verhalten von CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten im Verlauf einer Azidose zu untersuchen,
wurden diese einer 10-minltigen metabolischen Azidose mit einem pH-Wert von 6,75 in der
Superfusionslosung ausgesetzt und mit Flox-Kardiomyozyten verglichen. Bisherige Untersuchungen
zum Verhalten von Kardiomyozyten unter Azidose wurden vor allem mit einem niedrigeren pH-Wert
von 6,5 in der Superfusionslosung durchgefiihrt, bei dem KOMUKAI et al. (2001) einen Abfall des
intrazelluldaren pH-Werts um 0,51 — 0,55 pH-Einheiten feststellen konnten. Trotz des in dieser Arbeit
zu erwartenden geringeren intrazelluldren pH-Wert-Abfalls, zeigten nicht nur Kontrollmause,
sondern auch die erstmals bei einer Azidose untersuchten CaMKII5-KO-Mduse die oben erwdhnten

typischen Verdnderungen einer intrazelluldren Azidose.

So zeigten beide Genotypen unmittelbar nach Beginn der aziden Superfusion eine langsame,
signifikante Abnahme von Kontraktilitdt (siehe Abbildungen 3.1, 3.2 und 3.3) und Kalziumtransienten
(siehe Abbildungen 3.4 und 3.5). Trotz der in dieser Arbeit zeitgleich auftretenden Abnahme beider
Parameter ist vermutlich eine reduzierte Myofilamentsensitivitdit und weniger die Abnahme der
Kalziumtransienten fir die in der frihen Azidose verringerte Kontraktilitdt verantwortlich (ORCHARD
und KENTISH 1990). Unter einer reduzierten Myofilamentsensitivitdt versteht man eine reduzierte
Kalziumbindung an die Myofilamente aufgrund von konkurrierenden Protonen. Dazu passend
konnten in anderen Arbeiten je nach Autor eine Zunahme (NOMURA et al. 2002), Abnahme (u.a. SAG
et al. 2007) oder auch gleichbleibende (HULME und ORCHARD 1998) Kalziumtransienten zu Beginn

der Azidose festgestellt werden.

Weiterhin zeigten beide Genotypen in dieser Arbeit die flr eine beginnende Azidose typische
Abnahme der Relaxationszeiten von Myozytenverkiirzung und Kalziumtransienten (siehe Abbildung
3.6). Auch hierfir ist am ehesten die Protonenkonkurrenz um Kalziumbindungsstellen, in diesem Fall

an der SERCA2a, und somit eine verringerte SERCA-Aktivitdt verantwortlich (MANDEL et al. 1982).

Zudem konnte in dieser Arbeit bei beiden Genotypen ein Anstieg des diastolischen Kalziums in der
frihen Azidose festgestellt werden (siehe Abbildung 3.8). Dieser lasst sich vermutlich auf mehrere
Mechanismen zurtickfiihren. So lieR sich eine bereits von PHILIPSON et al. (1982) beschriebene
Hemmung des Natrium/Kalzium-Austauschers (NCX) durch die Azidose anhand verlangsamter

Relaxationsgeschwindigkeiten der Koffeintransienten bestatigen (siehe Abbildung 3.11). Dieses
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Verhalten konnte bei beiden Genotypen beobachtet werden und fiihrt zu einem Anstieg der
diastolischen Kalziumkonzentration. Weiterhin kénnte auch der von HARRISON et al. (1992)
beschriebene Mechanismus einer vermehrten Aktivierung des Na‘/H™-Austauschers durch die in
einer Azidose erhohte intrazelluldre Protonenkonzentration in dieser Arbeit zu einem erhdhten
diastolischen Kalzium beigetragen haben. Dadurch wiirde laut den genannten Autoren die
intrazellulare Natriumkonzentration ansteigen, welche zu einer Verlangsamung des regularen Modus
des NCX im Sinne einer verminderten Kalziumextrusion oder sogar zu einer Umkehr mit
Kalziumeinstrom {ber den NCX fihren koénnte. Auch die von SPERELAKIS und LEE (1971)
beschriebene Inaktivierung der Na*/K*-ATPase durch die Azidose kénnte (iber einen weiteren Anstieg
der intrazellularen Natriumkonzentration und den NCX einen Beitrag am erhohten diastolischen

Kalzium geleistet haben.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass anhand der Kontrollzellen (Flox) gezeigt werden konnte,
dass sich auch bei einem pH-Wert von 6,75 in der Superfusionslésung die typischen fiir die Friihphase
der Azidose beschriebenen Phianomene (siehe MATTIAZZI et al. 2007) einstellten. Zudem konnte
erstmals nachgewiesen werden, dass auch CaMKI16-KO-Kardiomyozyten zumindest initial in ahnlicher

Weise auf eine Azidose reagieren wie Kontrollzellen.

Betrachtet man die Ergebnisse allerdings genauer, dann lieRen sich interessanterweise auch in der
frihen Azidose wichtige Unterschiede zwischen beiden Genotypen feststellen. So zeigten sich bereits
in der Kontrollphase Hinweise auf eine diastolische Dysfunktion in der CaMKII56-KO-Maus im Sinne
von verlangsamten Relaxationszeiten (siehe Abbildung 3.6). Diese Unterschiede nahmen in der
frihen Azidose im Vergleich zur Kontrollphase weiter zu. So zeigte der CaMKII§-Knockout eine
signifikant langsamere Relaxationszeit der Kalziumtransienten, im Sinne einer geringeren SERCA-
Aktivitat, als Kontrollzellen. Dennoch fand sich bei CaMKII56-KO-Kardiomyozyten in der friihen
Azidose noch eine den Kontrollzellen vergleichbar erniedrigte systolische Funktion
(Myozytenkontraktilitdt und Kalziumtransienten; siehe Abbildungen 3.3 und 3.5) und auch der SR-
Kalziumgehalt unterschied sich noch nicht zwischen beiden Genotypen (siehe Abbildung 3.10).
Verantwortlich dafiir kénnten die bereits im Abschnitt 4.1 (S. 77) vermuteten Kompensationsmecha-

nismen im Sinne eines verringerten SR-Kalziumverlustes tiber Ryanodinrezeptoren (Ca”*-sparks) sein.

Auch die beim CaMKII5-KO vermehrt exprimierten L-Typ-Kalziumkanale (XU L et al. 2010) kénnten in
der frilhen Azidose zu Unterschieden im Kalziumstoffwechsel beider Genotypen gefiihrt haben. So
zeigten IRISAWA und SATO (1986), dass eine Azidose eine Inhibition des LTCC zur Folge hat. Diese
Inhibition kdnnte moglicherweise beim CaMKII6-KO gravierendere Folgen als bei Kontrollzellen
haben. So vermuteten XU L et al. (2010), dass die Uberexpression des LTCC im CaMKII5-KO ein

Kompensationsmechanismus aufgrund verringerter CaMKII6-abhéngiger Aktivierung ist. Dadurch
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wiirde ein ausreichender Kalziumeinstrom im Rahmen der kalziuminduzierten Kalziumfreisetzung
und in der Folge addquate Kalziumtransienten und Kontraktilitat sichergestellt werden. Insofern ist
zu vermuten, dass die Kalziumtransienten beim CaMKII6-KO in einem groReren Ausmald von der
Aktivitat des LTCC abhdngen als bei Kontrollzellen. Eine azidosebedingte Inhibition dieses Kanals
kénnte daher im CaMKII6-KO gravierendere Auswirkungen haben. Dennoch konnten, wie zuvor
erwdhnt, in beiden Genotypen ahnliche Kalziumtransienten in der frihen Azidose beobachtet
werden, sodass moglicherweise weitere kompensatorische Mechanismen eine Rolle spielen. Diese

wurden im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht ndher untersucht.

4.2.2 Aufrechterhaltung von Kontraktilitit und Kalziumtransienten in Kontrollzellen in
der spiten Azidose

Bereits im Jahr 1983 beobachteten ALLEN und ORCHARD ein mittlerweile als charakteristisch fur den

Verlauf einer Azidose angesehenes Phdnomen einer erneuten Wiederzunahme bzw.

Aufrechterhaltung adaquater Kalziumtransienten und Kontraktilitdt nach initialer Abnahme dieser

Parameter und trotz fortbestehender Azidose. Mittlerweile wird angenommen, dass ein Anstieg der

SERCA-Aktivitat und damit einhergehend ein Anstieg des SR-Kalziumgehalts eine entscheidende Rolle

flr diesen Vorgang spielen (siehe Abschnitt 1.5; S. 21).

Die genauen zeitlichen Abldufe dieser Wiedererholungs- bzw. Erhaltungsvorgiange variieren in
Abhdngigkeit von den Versuchsbedingungen, insbesondere zwischen metabolischer und
respiratorischer Azidose. So kam es bei SAID et al. (2008) bei einer respiratorischen Azidose bereits
innerhalb von ca. 2 min nach Beginn der Azidose zu einer raschen Wiedererholung der Kontraktilitat,
wohingegen SAG et al. (2007) bei einer metabolischen Azidose erst ab ca. 5 min eine langsame
Kontraktilitatswiedererholung beobachten konnten. Als Ursache beschrieben bereits FRY und POOLE-
WILSON (1981) einen rascheren Abfall des intrazelluldiren pH-Werts bei einer respiratorischen
Azidose. Damit einhergehend berichteten die Autoren auch von einem ausgeprdgteren negativ

inotropen Effekt einer respiratorischen Azidose.

Obwohl ein Anstieg des SR-Kalziumgehalts von den meisten Autoren als Voraussetzung fir die
spatazidotischen Wiedererholungs- bzw. Erhaltungsvorgange akzeptiert wird (MATTIAZZI et al. 2007),
besteht noch Uneinigkeit Gber dessen genaue Verdnderungen. So malRen SAID et al. (2008) bereits
eine Minute nach Beginn einer respiratorischen Azidose einen maximal erhohten SR-Kalziumgehalt,
der aber im weiteren Verlauf wieder abnahm, jedoch immer hoher als in der Kontrollphase blieb.
SAG et al. (2007) beobachteten dagegen bei einer metabolischen Azidose (extrazelluldrer pH-Wert
6,5) einen Anstieg des SR-Kalziumgehalts um ca. 14 % von der frihen (ca. 1 — 4 min) auf die spate

Azidose (ab ca. 5 min). Dass dies nicht allein auf Unterschiede zwischen respiratorischer und
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metabolischer Azidose zurlickgefiihrt werden kann, zeigten die Untersuchungen von NOMURA et al.
(2002), die auch bei einer respiratorischen Azidose einen kontinuierlichen Anstieg des SR-

Kalziumgehalts tiber den gesamten Verlauf der Azidose feststellen konnten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei Kontrollzellen (Flox) auch unter einer relativ
milden metabolischen Azidose (extrazelluldrer pH-Wert 6,75) nach initialem Abfall von Kontraktilitat
und Kalziumtransienten im weiteren Verlauf zu einer Aufrechterhaltung addquater Werte dieser
Parameter kam und dass dieses Verhalten im Einklang mit vorherigen Arbeiten (MATTIAZZI et al.

2007) a.e. auf einer Zunahme des SR-Kalziumgehalts beruht.

So sistierte die initial beobachtete Abnahme von Kontraktilitdt und Kalziumtransienten bei Flox-
Kardiomyozyten nach ca. finfminttiger Azidose und blieb im Durchschnitt bis zum Ende der Azidose
stabil (siehe Abbildungen 3.3 und 3.5). Auf Einzelzellebene zeigten die meisten untersuchten
Kardiomyozyten eine erneute Zunahme von Kontraktilitdt und Kalziumtransienten in der spéaten
Azidose (siehe Abbildungen 3.1, 3.2 und 3.4). Vom zeitlichen Verlauf deckt sich dies gut mit den
Befunden von SAG et al. (2007), die ebenfalls nach ca. 5 min eine Wiederzunahme der genannten
Parameter beobachten konnten. Damit einhergehend kam es in dieser Arbeit zu einer
Wiederbeschleunigung der Relaxationszeiten von Kalziumtransienten und Myozytenverkiirzung
(siehe Abbildung 3.6) als Hinweis auf eine beschleunigte SR-Kalzium-ATPase. Da es wie bereits
erwahnt widerspriichliche Befunde beziiglich der resultierenden Folgen auf den SR-Kalziumgehalt
gibt, wurde dieser im Verlauf der Azidose standardisiert alle 2 min gemessen. Hierbei zeigte sich
eindeutig ein kontinuierlicher Anstieg liber die gesamte Azidose (siehe Abbildung 3.10). Somit stiitzt
diese Arbeit die Beobachtungen von u.a. NOMURA et al. (2002) und SAG et al. (2007) hinsichtlich
eines Uber die gesamte Azidose kontinuierlich steigenden SR-Kalziumgehalts und erganzt diese um
eine haufigere Messfrequenz. In Bezug auf die SERCA-Aktivitat ware es interessant, im Rahmen
weiterfiihrender Untersuchungen auch den PLB-Phosphorylierungszustand bei einer metabolischen
Azidose zu untersuchen, da sich bisherige Ergebnisse von SAID et al. (2008) und MUNDINA-
WEILENMANN et al. (2005) auf eine respiratorische Azidose bezogen und diese moglicherweise fir
die beobachteten Unterschiede im SR-Kalziumanstieg verantwortlich sein konnte. Es bleibt aber
festzuhalten, dass auch SAID et al. (2008) den SR-Kalziumanstieg als letztendlich ursachlich fir die

Aufrechterhaltung bzw. Wiederzunahme von Kalziumtransienten und Kontraktilitat ansahen.

In den vergangenen Jahren haben sich zudem die Hinweise auf eine CaMKIl-Abhangigkeit der
spatazidotischen Erhaltungsvorgange verdichtet. So publizierten u.a. MUNDINA-WEILENMANN et al.
(2005) und SAG et al. (2007), dass eine CaMKIl-Inhibition mittels KN-93 die Wiederzunahme der
Kontraktilitdt im Verlauf einer Azidose verhindern kann. Dabei wird die CaMKIl durch ein in der

Azidose erhohtes diastolisches Kalzium bei gleichzeitiger Hemmung der Proteinphosphatasen (wie
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z.B. PP1) als ihren Gegenspielern aktiviert (VITTONE et al. 1998). Fir die spatazidotischen
Erhaltungsvorgange scheint insbesondere eine CaMKIl-abhangige Phosphorylierung an Thr-17 des
Phospholambans und in der Folge eine Aktivierung der SERCA von Bedeutung zu sein (siehe Abschnitt
1.5; S. 21). So konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass KN-93 bei einer Azidose die
Wiedererholung der Relaxationsparameter, als Maf} fiir die SERCA-Aktivitat, verhindern kann (SAG et
al. 2007, DESANTIAGO et al. 2004, KOMUKAI et al. 2001). MUNDINA-WEILENMANN et al. (2005)
untersuchten zudem erstmals wahrend einer Azidose den Phosphorylierungsstatus von PLB-
Threonin-17 und konnten in den ersten Minuten der Azidose eine verstarkte Phosphorylierung
feststellen, die sich durch KN-93, ebenso wie eine zeitgleich auftretende Beschleunigung der
Relaxationszeiten, verhindern lieR. Weiterhin konnten DESANTIAGO et al. (2004) mithilfe einer
Phospholamban-Knockout-Maus zeigen, dass ohne Phospholamban keine mechanische
Wiedererholung stattfindet. Dieses Ergebnis erschien zunachst unlogisch, da die Autoren eine
verstarkte Aktivitdt der SERCA und somit eine verstarkte Wiedererholung erwartet hatten. Sie
vermuteten aber, dass ohne Phospholamban eine fiir die spdte Azidose notwendige
Regulationsmoglichkeit durch die CaMKIl wegfallt. Dazu passend sind auch im Jahr 2002 von
NOMURA et al. erhobene Befunde, die ergaben, dass Kardiomyozyten mit verstarkter
Phospholamban-Serin-16-Phosphorylierung (infolge Isoproterenol-Behandlung und Hemmung der
Phosphatasen) keine mechanische Wiedererholung zeigten. Somit spricht die derzeitige Befundlage
fiir eine wichtige Bedeutung einer CaMKIll-abhangigen Phosphorylierung von PLB an Threonin-17 fiir
die spatazidotische Wiederbeschleunigung der SERCA und in der Folge auch fiir die Zunahme des SR-

Kalziumgehalts, der Kalziumtransienten und der Kontraktionskraft (MATTIAZZI et al. 2007).

Neben PLB kénnten auch andere CaMKll-abhéngige Prozesse von Bedeutung fiir die spatazidotischen
Erhaltungsvorgdnge sein, wie z.B. L-Typ-Kalziumkanéle (MUNDINA-WEILENMANN et al. 2005). Darauf

wird im Abschnitt 4.3 (S. 92) ndher eingegangen.

Die CaMKII-Abhangigkeit der spatazidotischen Wiedererholungsvorgéange lieB sich auch in dieser
Arbeit durch Experimente mit dem CaMKII-Inhibitor KN-93 bestatigen. Dieser konnte anders als das
in Bezug auf die CaMKIl inaktive Analogon KN-92 eine Wiederzunahme der Kalziumtransienten im

Verlauf der Azidose verhindern (siehe Abbildungen 3.15 und 3.16).

Die Rolle der einzelnen Isoformen der CaMKIl fiir die spatazidotischen Erhaltungsvorgiange war
bislang allerdings ganzlich unklar. Durch Uberexpressionsexperimente der CaMKII&c konnten SAG et
al. (2007) lediglich zeigen, dass eine adenovirale, d.h. kurzfristige Uberexpression dieser Isoform zu
einer leichtgradigen Verbesserung der Wiedererholungsfahigkeit wahrend der Azidose flihrt.
Verantwortlich dafiir machten diese Autoren eine durch erhéhte Phospholamban-Thr-17-

Phosphorylierung beschleunigte SERCA-Aktivitit. Eine transgene, d.h. langfristige Uberexpression der
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CaMKIl6c flihrte hingegen zu einer verminderten Wiedererholungsfahigkeit von der Azidose. Als
Ursache dafiir wurde eine verminderte Expressionsmenge von SERCA2a und Phospholamban als

Zielproteinen der CaMKIl angenommen.

In Bezug auf die Funktion der einzelnen CaMKIl-Isoformen fiir die Azidose konnten im Rahmen dieser
Arbeit einige neue Erkenntnisse Gber die 6-Isoform gewonnen werden, die im folgenden Abschnitt

diskutiert werden.

4.2.3 Deutliche Beeintrachtigung der spatazidotischen Erhaltungsvorginge bei
CaMKII§-Knockout-Kardiomyozyten
In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine genetische Inhibition der 6-Isoform der
CaMKIl mit deutlichen Nachteilen fiir den pathophysiologisch wichtigen Zustand einer Azidose
einhergeht. Anders als die Kontrollzellen (Flox), die - wie im vorherigen Abschnitt beschrieben - in der
Lage waren Kontraktilitdit und Kalziumtransienten im spaten Verlauf der Azidose stabil zu halten,
blieben diese Erhaltungsvorgange in CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten weitgehend aus.
Stattdessen kam es lber den gesamten Verlauf der Azidose zu einer kontinuierlichen Abnahme der

systolischen und diastolischen Funktion.

Konkret zeigte sich bei CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten eine um fast 80 % reduzierte Inzidenz
einer spatazidotischen Wiederzunahme von Kontraktilitdat und Kalziumtransienten (siehe Abbildung
3.12). Abbildung 3.1 (oben) zeigt den charakteristischen Verlauf der fraktionellen
Myozytenverkiirzung bei einem CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten im Verlauf des 10-mindtigen
Azidoseprotokolls. Dabei ldsst sich anstelle eines Wiederanstiegs der fraktionellen
Myozytenverkiirzung (siehe Abbildung 3.1 (unten) fiir eine charakteristische Kontrollzelle) ein
kontinuierlicher Abfall der Kontraktilitdt iber den gesamten Verlauf der Azidose beobachten.

Abbildung 3.2 zeigt entsprechende Originaltransienten der fraktionellen Myozytenkontraktilitat.

Damit einhergehend konnten im CaMKII6-KO in der spaten Azidose auch keine adaquaten
Kalziumtransienten aufrechterhalten werden (siehe charakteristische Originaltransienten in
Abbildung 3.4). Die Abbildungen 3.3 und 3.5 zeigen anhand der dazugehérigen Mittelwerte aller
gemessenen CaMKII5-KO-Kardiomyozyten jeweils signifikante Abnahmen der fraktionellen
Myozytenverkiirzung bzw. Kalziumtransienten gegeniliber der frihen Azidose und signifikant

niedrigere Werte im Vergleich zu den gemessenen Kontroll-Kardiomyozyten.

Ursachlich fiir diese deutliche systolische Dysfunktion bei CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten im

Verlauf der Azidose ist am ehesten eine verringerte Wiederbeschleunigung der SERCA und in der
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Folge eine verringerte Beladung des Sarkoplasmatischen Retikulums mit Kalzium. Dies kann aufgrund
deutlich verlangsamter Relaxationszeiten von Kalziumtransienten und Myozytenverklrzung im
Vergleich zur frihen Azidose vermutet werden (siehe Abbildung 3.6). Wahrend die Flox-
Kardiomyozyten in der spaten Azidose eine Wiederbeschleunigung der Relaxationszeiten zeigten,
welcher vermutlich eine CaMKIl-abhdngige PLB-Thr-17-Phosphorylierung zugrunde liegt (siehe
Abschnitt 4.2.2; S. 85), blieb die Wiederbeschleunigung im CaMKII6-Knockout aus. Stattdessen
zeigten sich deutlich langsamere Relaxationszeiten im Vergleich zum Flox. Diese wichtige
Beobachtung ist am ehesten auf eine verdnderte Phospholamban-Phosphorylierung bei CaMKII&-
Knockout-Méausen zuriickzufiihren. Hervorragend dazu passend zeigten BACKS et al. (2009) in der
Erstbeschreibung dieser Mauslinie eine schon in Ruhe reduzierte Phospholamban-Phosphorylierung

an der fiir die CaMKIl charakteristischen Threonin-17-Bindungsstelle.

Insofern konnen die in dieser Arbeit erhobenen Befunde so interpretiert werden, dass die
verbleibende CaMKII-Aktivitdt nach einer genetischen Inhibition der &-lsoform nicht mehr
ausreichend ist, um in der Azidose eine fiir die Wiederbeschleunigung der SERCA addaquate PLB-Thr-
17-Phosphorylierung sicherzustellen. Es konnte somit erstmals gezeigt werden, dass der &-lIsoform
der CaMKIl eine sehr wichtige Bedeutung fiir die PLB-Phosphorylierung in der Azidose zukommt, die

nicht ausreichend durch andere CaMKII-Isoformen kompensiert werden kann.

Die PLB-Phosphorylierung im zeitlichen Verlauf wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
Ergebnisse von MUNDINA-WEILENMANN et al. (2005) und SAID et al. (2008) zeigten bei Wildtyp-
Madusen eine lediglich kurzfristige PLB-Thr-17-Phosphorylierung zu Beginn der Wiedererholungsphase
und dann ein erneutes Absinken auf Kontrollwerte. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist zu
vermuten, dass diese Phosphorylierung bei CaMKII&-Knockout-Mausen ausbleibt. Dies sollte im
Rahmen kiinftiger Arbeiten weiter untersucht werden. Auch das Zusammenspiel zwischen
Proteinkinase-A-abhdngiger Serin-16- und CaMKIl-abhdngiger Threonin-17-Phosphorylierung in der
Azidose sollte ndher untersucht werden, da teilweise eine Kompensation durch die Proteinkinase A
stattfinden kdnnte. Unter Kontrollbedingungen konnten BACKS et al. (2009) jedoch keine verdnderte
Serin-16-Phosphorylierung feststellen. Dies steht primar im Widerspruch zu einem anderen Modell
einer chronischen CaMKIllI-Inhibition, der AC3-I-Maus, bei der eine Hochregulation der Proteinkinase
A nachgewiesen werden konnte (ZHANG R et al. 2005). Unterschiede zwischen beiden Mausmodellen
lassen sich laut XU L et al. (2010) am ehesten durch einen unterschiedlichen Grad der CaMKII-

Inhibition erklaren, mit vollstandiger Inhibition samtlicher CaMKII-Isoformen bei der AC3-I-Maus.

Im Einklang zur reduzierten SERCA-Aktivitdt bei CaMKII6-Knockout-Kardiomyozyten im Verlauf der
Azidose konnte diese Arbeit weiterhin einen im Vergleich zum Flox deutlich reduzierten SR-

Kalziumgehalt zeigen (siehe Abbildung 3.10). Wahrend es dem Flox gelang, den Kalziumgehalt des
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Sarkoplasmatischen Retikulums im Verlauf der Azidose kontinuierlich zu steigern, sank dieser im
CaMKII6-Knockout im gleichen Zeitraum deutlich ab. Neben einer verringerten Kalziumaufnahme
Uber die SERCA kann auch eine vermehrte Kalziumabgabe (iber Ryanodinrezeptoren eine Rolle
spielen. Dagegen sprechen allerdings begleitend in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte und noch
unveroffentlichte Ergebnisse, die mithilfe der Konfokalmikroskopie einen reduzierten diastolischen
Kalziumverlust (Ca®*-sparks) Gber Ryanodinrezeptoren zeigen konnten. Weiterhin gilt die CaMKII als
Aktivator der Ryanodinrezeptoren (WITCHER et al. 1991). Bei einer genetischen Ablation der CaMKII6
ist daher eher mit einer weiteren Abnahme des SR-Kalziumverlustes zu rechnen, was die Bedeutung

der SERCA-Dysfunktion im CaMKII6-KO weiter unterstreicht.

Eng mit der verminderten SR-Kalziumaufnahme im CaMKII&-Knockout verbunden, sind die
Veradnderungen des diastolischen Kalziums im Verlauf der Azidose (siehe Abbildung 3.8). Wahrend es
bei den Kontrollzellen in der spaten Azidose zu einer relativen Abnahme der intrazelluldren
Kalziumkonzentration, a.e. durch Aufnahme ins Sarkoplasmatische Retikulum, kam, blieb diese beim
CaMKII6-KO unverdandert bzw. stieg tendenziell sogar weiter an. Dies passt gut zu den
Beobachtungen von NOMURA et al. (2002), die bei Kardiomyozyten mit ausbleibender
spatazidotischer Kontraktilitdtswiederzunahme einen starkeren Anstieg des diastolischen Kalziums
feststellen konnten als bei Kardiomyozyten mit Wiedererholung der Kontraktilitdt. Zu beachten ist,
dass das diastolische Kalzium im CaMKII&-Knockout bereits unter Ruhebedingungen deutlich
gegeniber den Kontrollzellen erhéht war (siehe Abschnitt 4.1.3; S. 81). Obwohl der intrazellulare
Kalziumgehalt in dieser Arbeit nur qualitativ ermittelt wurde, ist es denkbar, dass es im Verlauf der
Azidose zu einer massiven Kalziumiberladung der CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten und damit
einhergehend zu weiteren Schaden kommt. So wird eine intrazelluldre Kalziumiberladung u.a. mit
einer Induktion der Apoptosekaskade in Verbindung gebracht (RIZZUTO et al. 2003). Dies wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersucht, sollte aber Anlass fiir weiterfilhrende Experimente im

Rahmen kiinftiger Arbeiten sein.

Vermutlich tragt auch ein weiterer Mechanismus dazu bei, dass das diastolische Kalzium im CaMKII&-
Knockout im Gegensatz zum Flox weiter ansteigt. So kommt es mit Einsetzen der Azidose bei beiden
Genotypen zu einer Verlangsamung des NCX, gemessen als Abfallskinetik der Koffeintransienten.
Wadhrend die Kontrollzellen im weiteren Verlauf der Azidose eine weitgehend unverdnderte
Abfallskinetik zeigen, setzt sich die Verlangsamung bei den CaMKII8-Knockout-Kardiomyozyten tber
den gesamten Verlauf der Azidose kontinuierlich fort (siehe Abbildung 3.11). Diese Unterschiede
beruhen am ehesten auf der bereits in der Kontrollphase vermuteten niedrigeren NCX-Aktivitat im

CaMKII16-Knockout (siehe Abschnitt 4.1.2; S. 80), die sich unter dem pathophysiologischen Zustand
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einer Azidose noch deutlicher manifestiert. In der Folge sinkt die Kalziumextrusion aus dem

Zytoplasma und das diastolische Kalzium steigt weiter an.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit erstmals, dass eine genetische Inhibition der &-Isoform der
CaMKIl die SR-Kalziumbeladung im Verlauf einer Azidose deutlich beeintrachtigt und eine in den
Kontrollzellen zu beobachtende spatazidotische Erhaltung addquater Kalziumtransienten und
Kontraktilitdit weitgehend ausbleibt. Ursachlich dafiir ist vermutlich eine verminderte CaMKII-
abhidngige Phospholamban-Phosphorylierung an Threonin-17 aufgrund einer deutlich reduzierten
CaMKII-Aktivitat. Wahrend die diastolische Dysfunktion in der Kontrollphase und der friihen Azidose
noch keine relevanten Konsequenzen fir die systolische Funktion hat, kommt ihr negativ inotroper

Effekt unter der pathophysiologischen Situation einer Azidose vollstandig zur Auspragung.

4.2.4 CaMKII8-Knockout-Kardiomyozyten vs. Flox-Kardiomyozyten in der post-
azidotischen Phase

Nach Abschluss der zehnminiitigen Azidose wurden die CaMKII&-Knockout- und Flox-Kardiomyozyten

erneut mit normazider Kontrollldsung perfundiert, um deren Vitalitat sicherzustellen. Dies erschien

notwendig, da Kontraktilitdit und Kalziumtransienten im CaMKII&-Knockout zum Teil sehr deutlich

abnahmen und kaum noch messbar waren. Hierbei zeigte sich bei beiden Genotypen eine deutliche

Wiederzunahme von Myozytenkontraktilitdit und Kalziumtransienten (siehe Abbildungen 3.3 und

3.5).

Die postazidotische Phase ist auch aus einem anderen Grund interessant. So beobachteten SAID et
al. (2008) bei Wildtyp-Kardiomyozyten ein vermehrtes Auftreten von Arrhythmien in dieser Phase.
Die Ursache sahen sie in einem infolge der Azidose noch immer erhdéhten SR-Kalziumgehalt
zusammen mit vermehrt gedffneten Ryanodinrezeptoren durch den Wegfall der azidosebedingten
Hemmung. Zudem beobachteten sie auch Arrhythmien durch vermehrt einstromende
depolarisationsauslésende Natriumionen infolge einer postazidotischen Enthemmung des Na*/Ca®*-
Austauschers. Interessanterweise lieen sich die postazidotischen Arrhythmien durch CaMKII-
Inhibition mit KN-93 verhindern, vermutlich da der CaMKII-bedingte Anstieg des SR-Kalziumgehalts
ausblieb. Bezogen auf die CaMKII6-Knockout-Maus lieRe sich daher eine geringere Inzidenz von
postazidotischen Arrhythmien vermuten, was im Rahmen weiterfiihrender Arbeiten geprift werden

sollte.
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4.3 Die Bedeutung anderer CaMKII-abhidngiger Prozesse fiir die spitazido-

tische Wiedererholung einiger CaMKII§-Knockout-Kardiomyozyten
Trotz genetischer Inhibition der &-Isoform der CaMKIl konnte bei einigen wenigen Kardiomyozyten
dieses Genotyps eine spatazidotische Wiedererholung von Kontraktilitdt und Kalziumtransienten
beobachtet werden (siehe Abbildungen 3.12 und 3.13). Interessanterweise scheint dieser

Wiedererholung ein anderer Mechanismus als bei Kontrollzellen zugrunde zu liegen.

So blieb die beim Flox regelmaBig zu beobachtende Wiederbeschleunigung der Relaxationszeiten,
der a.e. eine CaMKIl-abhdangige Phospholamban-Phosphorylierung zugrunde liegt, bei CaMKII&-
Knockout-Kardiomyozyten aus (siehe Abbildung 3.14). Auch schien die spatazidotische
Wiedererholung tendenziell geringer zu sein. Da weitere Experimente beim CaMKII56-KO unter dem
alle CaMKIl-Isoformen inhibierenden KN-93 eine stirkere Abnahme der spatazidotischen
Kalziumtransienten als unter KN-92 zeigen konnten (siehe Abbildungen 3.17 und 3.18), ist am
ehesten von einem CaMKIl-abhdngigen Mechanismus auszugehen. XU L et al. (2010) konnten im
CaMKII6-Knockout eine um ca. 62% erniedrigte CaMKII-Aktivitat feststellen. Fiir den verbleibenden
Anteil machten sie insbesondere die y-Isoform verantwortlich. Méglicherweise kdnnte diese Isoform
Uber die Phosphorylierung anderer Proteine als Phospholamban fir die gelegentlich zu
beobachtenden spatazidotischen Wiedererholungsvorgiange bei CaMKII56-Knockout-Kardiomyozyten

verantwortlich sein.

MUNDINA-WEILENMANN et al. (2005) vermuteten bereits bei Wildtyp-Kardiomyozyten, dass die
Phospholamban-Phosphorylierung nur ein Mechanismus unter mehreren sein kénnte, die letzt-
endlich eine Kontraktilitaitswiederzunahme im Laufe einer Azidose bewirken. Diese Autoren hatten
beobachtet, dass 1 uM KN-93 zwar die CaMKIlI-abhangige PLB-Threonin-17-Phosphorylierung und die
SERCA-Wiederbeschleunigung verhinderte, es aber 5 pM KN-93 bendtigte, damit auch die kontraktile
Wiedererholung vollstdandig ausblieb. Auch stellten sie fest, dass der PLB-Phosphorylierungsstatus
bereits kurze Zeit nach Beginn der Azidose wieder auf seine Ausgangswerte zurilickkehrte, die
kontraktile Wiedererholung sich allerdings noch mehrere Minuten weiter fortsetzte. Als
moglicherweise ergdanzenden Mechanismus diskutierten die Autoren eine CaMKIll-abhdngige
Phosphorylierung von L-Typ-Kalziumkandlen. Da die CaMKII5-Knockout-Maus den L-Typ-Kalziumkanal
verstarkt exprimiert (XU L et al. 2010), erscheint es durchaus maglich, dass eine CaMKIly-bedingte
Aktivierung der L-Typ-Kalziumkanale flr die vereinzelt auftretende Wiedererholung der Kontraktilitat

bei CaMKII56-Knockout-Kardiomyozyten verantwortlich sein konnte.

Auch der Na‘/H'-Austauscher kénnte ein geeignetes Substrat der CaMKlly oder einer anderen

CaMKiIl-Isoform sein. Bis vor kurzem wurde die CaMKIll-abhdngige Regulierung dieses Transporters
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kontrovers diskutiert (LEPRIGENT et al. 1997, KOMUKAI et al. 2001). Kirzlich konnten VILA-PETROFF
et al. (2010) jedoch durch Messung des NHE1-Phosphorylierungsstatus und des intrazelluldren pH-
Werts sowohl bei adenoviraler Uberexpression als auch bei chronischer Inhibition der CaMKII (AC3-I-
Maus) die CaMKII-Abhangigkeit des NHE1 beweisen. Ein solcher Mechanismus kénnte einen
zusatzlichen Anstieg des SR-Kalziumgehalts und gleichzeitig, durch eine gewisse Normalisierung des
pH-Werts, eine verbesserte Myofilamentsensitivitat zur Folge haben, was beides zur spatazidotischen

Wiedererholung der Kontraktilitat beitragen konnte.

Weitere allgemeine Ursachen fir Unterschiede im Verhalten der einzelnen CaMKII§-Knockout-
Kardiomyozyten konnten eine unterschiedliche Verteilung der CaMKIl-Isoformen zwischen
verschiedenen Zellen sein (XU L et al. 2010) sowie Auswirkungen von Alter und Geschlecht auf die
Azidose (KANDILCI et al. 2011, BELL et al. 2011 a). Um Auswirkungen von Alter und Geschlecht zu

minimieren, wurde allerdings stets auf eine homogene Auswahl der untersuchten Mause geachtet.

4.4 ,Ying und Yang“ einer therapeutischen CaMKII§-Inhibition

In den vergangenen Jahren wurde intensiv Uber eine CaMKIl-Inhibition als innovativem
Therapieansatz fiir verschiedene kardiale Erkrankungen diskutiert. Vorausgegangen waren
Erkenntnisse Uber die oft maladaptive Funktion der CaMKIl, insbesondere fiir die Entstehung von
Arrhythmien, Hypertrophie und Herzinsuffizienz. Aufgrund wichtiger Funktionen, die die CaMKII
aullerhalb des Herzens einnimmt, stellte sich auch die Frage nach einer Isoform-spezifischen
therapeutischen CaMKII-Inhibition (BACKS et al. 2009). Da die in dieser Arbeit genetisch inhibierte 6-
Isoform die wichtigste Isoform der CaMKIl im Herzen ist, kann die vorliegende Arbeit wichtige
Erkenntnisse zu dieser Diskussion beitragen. So zeigte sich, dass eine chronische Inhibition der
CaMKII& mit einer verminderten Widerstandsfahigkeit gegeniiber dem pathophysiologisch wichtigen
Mechanismus einer Azidose einhergeht. Dies hat eine hohe klinische Relevanz. So kénnten Patienten,
die moglicherweise zukinftig aufgrund einer Herzinsuffizienz mit einem CaMKII-Inhibitor behandelt

werden bei einem kardiogenen Schock erhebliche Nebenwirkungen erleiden.

Der Diskussion um eine therapeutische CaMKII&-Inhibition vorausgegangen waren mehrere Arbeiten,
die eine kardioprotektive Wirkung einer &-Inhibition zeigen konnten. So beobachteten BACKS et al.
(2009), dass die auch in dieser Arbeit verwendete CaMKII&-Knockout-Maus nach einer
Druckbelastung infolge einer Verengung der thorakalen Aorta einen geringeren hypertrophen
Umbau der Herzstruktur zeigte als vergleichbar behandelte Kontrollmause. Ursachlich schien eine
verringerte Phosphorylierung von HDAC4, einem wichtigen Regulator der Hypertrophiekaskade, zu
sein. LING et al. (2009) konnten an einem anderen CaMKII&-Knockout-Mausmodell zwar keine

93



Diskussion

deutlich verringerte Hypertrophiereaktion beobachten, jedoch entwickelten CaMKII&-Knockout-
Mause anders als Kontrollm&use im weiteren Verlauf keine Herzinsuffizienz. ANDERSON ME (2009)
vermutete, dass eine unterschiedlich ausgepragte Aortenkonstriktion den Unterschieden zwischen
beiden Mausmodellen zugrunde lag, arbeitete aber auch die Gemeinsamkeit beider Ergebnisse
heraus. So schlussfolgerte er, dass der 6-Isoform der CaMKII in beiden Publikationen eine wichtige
Funktion flr die Transduktion von myokardialem Stress in klinisch relevante Phanotypen zukommt.
Dass andersherum eine Uberexpression der &-Isoform eine Herzinsuffizienz verursachen kann,
konnte bereits vor einiger Zeit sowohl fiir die nukledre als auch die zytoplasmatische CaMKII&

nachgewiesen werden (ZHANG T et al. 2002, MAIER et al. 2003).

Dabei scheint sich die kardioprotektive Wirkung einer Inhibition der 6-Isoform nicht wesentlich von
der einer generalisierten CaMKII-Inhibition zu unterscheiden. So zeigte sich bei der AC3-I-Maus,
einem Mausmodell fiir eine chronische Inhibition aller CaMKII-Isoformen, ebenfalls ein reduzierter
struktureller Myokardumbau in Reaktion auf eine chronische betaadrenerge Stimulation (ZHANG R et
al. 2005). Dieses Ergebnis ist allerdings kritisch zu betrachten, da BACKS et al. (2009) nachweisen
konnten, dass die AC3-I-Maus auch die Proteinkinase D in einem relevanten Ausmald inhibiert,

welche ebenfalls in die Hypertrophiekaskade involviert ist (FIELITZ et al. 2008).

Neben einer kardioprotektiven Funktion einer CaMKII&6-Inhibition auf Hypertrophie und
Herzinsuffizienz konnten SAG et al. (2009) mithilfe des in dieser Arbeit verwendeten CaMKII&-
Knockout-Mausmodells weiterhin eine Reduktion der Arrhythmiefrequenz nach betaadrenerger
Stimulation nachweisen. Aufgrund des Uberwiegens der CaMKII§ im Herzen ist es zudem méglich,
dass auch Arrhythmien wahrend und im Anschluss an eine Azidose (PEDERSEN et al. 2009, BELL et al.
2011 b), die sich durch pharmakologische CaMKII-Inhibition reduzieren lassen, letztlich auf die &-
Isoform zurlickzufiihren sind. Diese Hypothese bendtigt allerdings noch eine experimentelle

Uberpriifung.

Die bedeutende Erkenntnis der vorliegenden Arbeit, dass es mit der Azidose eine wichtige
pathophysiologische Situation gibt, bei der eine CaMKII&-Inhibition mit negativen Konsequenzen fir
die Herzfunktion verbunden ist, wird gestiitzt durch SAG et al. (2007). Diese Autoren beobachteten,
dass eine akute Uberexpression der &-lsoform der CaMKIl zu einer Verbesserung der
spatazidotischen Wiedererholungsvorgange fiihrt. Auch in weiteren Situationen konnte eine
CaMKII8-Inhibition zu relevanten Problemen fuhren. So konnten XU L et al. (2010) anhand der in
dieser Arbeit verwendeten CaMKII6-Knockout-Maus zeigen, dass diese zwar basal eine normale
Herzfrequenz aufweist, ein addquater Anstieg der Herzfrequenz bei korperlicher Belastung oder

betaadrenerger Stimulation allerdings ausbleibt.
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Obwohl es bislang noch nicht speziell fiir die 6-Isoform der CaMKIl untersucht wurde, so wird
vermutet, dass die CaMKIl im Allgemeinen auch eine protektive Funktion fiir den reversiblen
Ischamie- / Reperfusionsschaden (sogenanntes stunned heart) hat. Hierbei handelt es sich um eine
den azidotischen Wiedererholungsvorgangen ahnliche Reaktion, bei der es infolge einer reversiblen
Ischamie zundchst zu einer kontraktilen Dysfunktion durch intrazelluldre Kalziumiberladung kommt.
Diese ist im weiteren Verlauf durch eine CaMKIll-abhdngige PLB-Phosphorylierung und somit

vermehrte SR-Kalziumbeladung wieder reversibel (VALVERDE et al. 2006, MATTIAZZI et al. 2007).

Zusammengefasst scheint eine therapeutische CaMKII-Inhibition ein viel versprechender Ansatz zur
Behandlung verschiedener kardialer Erkrankungen zu sein. Dabei darf allerdings nicht vergessen
werden, dass der CaMKII als wichtigem Regulator des Kalziumstoffwechsels auch kardioprotektive
Funktionen bei bestimmten physiologischen und pathophysiologischen Situationen zukommen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine therapeutische CaMKII6-Inhibition in
bestimmten Situationen, die mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung einer Azidose verbunden
sind, mit gravierenden Nebenwirkungen assoziiert sein kénnte. So muss die therapeutische
Anwendung beispielsweise bei einem kardiogenen Schock infolge einer Herzinsuffizienz kritisch
hinterfragt werden. Zur abschlieRenden Bewertung der klinischen Relevanz dieser Beobachtungen
sind allerdings weiterfiihrende Untersuchungen notwendig, insbesondere vor dem Hintergrund
moglicher Spezies-Unterschiede zwischen Mensch und Mausmodell. Auch bleibt abzuwarten, welche
neuen Erkenntnisse sich aus gerade in Entwicklung befindlichen CaMKIly- und CaMKIly6-KO-Mausen

ergeben werden.
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5. Zusammenfassung

Zusammenfassend konnte diese Arbeit erstmalig zeigen, dass die 6-Isoform der CaMKIl zwar fiir die
Aufrechterhaltung einer normalen systolischen Funktion verzichtbar zu sein scheint, ihr allerdings
eine bedeutende Funktion fiir den pathophysiologischen Zustand der Azidose zukommt. So gelang es
CaMKII&-Knockout-Kardiomyozyten im Gegensatz zu Kontrollzellen nicht, den durch die Azidose
bedingten Abfall der Kontraktilitit aufzuhalten und im weiteren Verlauf stabile Werte
sicherzustellen. Stattdessen sank die Kontraktilitdit Gber den gesamten Verlauf der Azidose
kontinuierlich ab. Ursachlich ist am ehesten eine verminderte Fahigkeit der CaMKII6-Knockout-
Kardiomyozyten, das Sarkoplasmatische Retikulum in der Azidose mit Kalzium zu beladen und so
adaquate Kalziumtransienten hervorzurufen. Dies wiederum hangt vermutlich mit einer verringerten
Aktivitat der SR-Kalzium-ATPase (SERCA) zusammen und weist auf eine essentielle Bedeutung der &-

Isoform der CaMKII fiir die Regulation der SERCA-Aktivitat wahrend der Azidose hin.
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