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1. Einleitung

Das Herz als zentrales Organ des Blutkreislaufes ist nicht nur fiir das Leben des Individuums
unerlésslich, es reagiert auch auf eine Vielzahl von Einfliissen seiner Lebenszeit. So kann die
Herzhypertrophie beispielsweise Ausdruck eines sportlichen Menschen sein, aber auch die
pathologische VergroBerung dieses Hohlorgans durch eine arterielle Hypertonie ist moglich.
Diese Reaktion des Herzens auf verschiedenste Einwirkungen kann fiir die Gesamtheit des
Korpers von Nutzen sein oder ihm sogar schaden. Medikamente, die einen positiven Effekt
auf andere Bereiche des Korpers oder gar auf deren Pathologien haben, konnen eine

Beeintrachtigung der Herzfunktion zur Folge haben.

Doxorubicin als typischer Vertreter der Anthracycline ist zwar effektiv in der Behandlung von
speziellen Krebsformen (1), doch wird sein Einsatz durch die Entwicklung einer
Kardiomyopathie limitiert (2,3). So wurde in einer retrospektiven Kohortenstudie von
iiberlebenden Erwachsenen, die in ihrer Kindheit mit Anthracyclinen behandelt wurden,
ermittelt, dass das Risiko eine Herzinsuffizienz zu entwickeln je nach Dosis 2,4 — 5,2- fach
erhoht ist (4)!. In den ,,ESMO? Clinical Practice Guidelines* wird die Inzidenz von
Anthracyclin induzierter Kardiotoxizitdt mit 4 bis >36 % bei Patienten mit einer kumulativen

Dosis von 500-550 mg/m? angegeben (5)°. Bei kumulativen Dosen von 700 mg/m? kann die

' In our cohort, the relative hazard of congestive heart failure associated with anthracycline
treatment was 2.4-fold higher at doses of less than 250 mg/m? and 5.2-fold higher at doses of

250 mg/m? or more, compared with individuals who had not been exposed to anthracyclines.”

4

2 Akronym fiir ,,European Society for Medical Oncology*

3 ,,The incidence of anthracycline-induced cardiotoxicity (AIC) varies depending on
medication and cumulative dose: for doxorubicin from 4% to >36% in patient receiving 500—

550 mg/m?>” (5)
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Haufigkeit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz auf bis zu 48 % ansteigen (6)*. Diese
Dosisabhingigkeit scheint entscheidend bei der Ausbildung von Nebenwirkungen zu sein.
Eine Prophylaxe dieser kardiotoxischen Nebenwirkungen zu finden, setzt jedoch ein
Versténdnis iiber den zugrundeliegenden Pathomechanismus voraus. Aus Vorarbeiten ist
bekannt, dass der CaMKII (7) hierbei eine zentrale Rolle zuzukommen scheint, wobei die
spezifischen Aktivierungsmechanismen der CaMKII unter Doxorubicin-Exposition noch
nicht differenziert wurden. Entsprechend soll im Rahmen dieser Dissertation die Bedeutung
der ,,oxidativ‘“ aktivierten CaMKII fiir die Kardiotoxizitdt von Doxorubicin in der isolierten
Herzmuskelzelle genauer erforscht werden und von der ,.klassischen “ Aktivierung durch
Ca?"/Calmodulin differenziert werden. Hierzu werden Messungen isolierter Kardiomyozyten
aus sog. ,,MMVYV Mausherzen* (hierbei wurde eine Knock-in Mutation vorgenommen, die zu
einer Oxidations-Resistenz der CaMKII durch Mutation zweier redox-sensitiver Methionine
an Position 281/282 zu Valin vorgenommen wurde) (7) im Vergleich zu Wildtyp Mausen am
Epifloureszenzmikroskop vorgenommen und in Zusammenschau mit anderen Publikationen

zusammenfassend diskutiert.

1.1. Anatomie des Herzens

Zu Beginn dieser Dissertation soll eine kurze Ubersicht der makroskopischen und
mikroskopischen Anatomie die Grundlage fiir das Verstdndnis der weiteren Abschnitte
schaffen. An dieser Stelle ldsst sich beispielsweise das Wissen zur Myokarddurchblutung
anfiihren, ohne das es kaum mdglich wire, die Technik des Verdaus des kardialen

Bindegewebes durch die enzymatische Losung zu verstehen.

1.1.1. Makroskopische Anatomie

1.1.1.1. Topographie

Das Herz (Cor) liegt in situ im unteren Mediastinum (Mediastinum inferius) im Brustkorb
(Thorax), welches noch in ein vorderes, mittleres und hinteres Mediastinum eingeteilt werden

kann. Das im Mittleren befindliche Organ wird von einem Herzbeutel umgeben. Mit seinen

4 “Studies that have looked at the cumulative probability of doxorubicin-induced HF have
found that it occurs in 3% to 5% with 400 mg/m?, 7% to 26% at 550 mg/m?, and 18% to 48%
at 700 mg/m? (3,5,6).” (6)
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durchschnittlichen 300 g, liegt es jedoch nicht exakt auf der Medianebene, sondern ist zu iiber
der Hiélfte nach links davon verschoben (8). Begrenzt wird diese Lage nach ventral
hauptséchlich vom Thymus, bevor nach vorne das Sternum Teil des kndchernen Brustkorbes
bildet. Nach cranial finden sich die groen herznahen Gefél3e, nach dorsal liegt der
Osophagus zwischen Herz und Wirbelsiule. Zu beiden Seiten grenzen die Pleurahdhlen an, in
welchen sich die Lungen befinden. Kaudal bietet das Zwerchfell (Diaphragma) nicht nur die
Begrenzung des Mesiastinum inferius, sondern grenzt auch die Thoraxhoéhle von der

Bauchhohle ab.

1.1.1.2. Binnenriume des Herzens, Herzklappen und herznahe Gefifle

Unterteilen ldsst sich das Herz in zwei Vorhofe und zwei Kammern. Oberhalb der
Ventilebene liegt der linke und rechte Vorhof (Atrium sinistrum et dextrum), unterhalb
jeweils eine Kammer (Ventriculus sinister et dexter). Getrennt werden das linke und rechte
Herz durch die Herzscheidewand (Septum interventriculare et interatriale). Das linke Herz
pumpt sein Blut in den Korperkreislauf, wohingegen das rechte Herz den Lungenkreislauf
aufrecht erhélt. Zwischen Vorhof und Kammer befinden sich Segelklappen
(Atrioventrikularklappen, Valvae atrioventriculares, Valvae cuspidales): links die
Mitralklappe (Bikuspidalklappe, Valva atrioventricularis sinistra), rechts die
Trikuspidalklappe (Valva atrioventricularis dextra). Diese Segelklappen verfiigen iiber
Chordae tendinae, welche an Papillarmuskeln verankert sind und eine Anpassung an
verschiedene Kontraktionsstirken ermoglichen. Die obere und untere Hohlvene (Vena cava
superior et inferior) als zufiihrende Gefédlle, miinden in den rechten Vorhof. Die
Pulmonalvenen (Venae pulmonales) enden im linken Vorhof. Von der rechten Kammer fiihrt
der zur Lunge fithrende Truncus pulmonalis ab, zwischen beiden liegt die Pulmonalklappe.
Die Aortenklappe liegt zwischen Ventriculus sinister und der Aorta, welche den Rest des
Korpers mit sauerstoffreichem Blut versorgt. Diese beiden Klappen sind Taschenklappen

(Valvae semilunares).
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1.1.1.3. Wandaufbau des Herzens
Schichtungen, welche auch beispielsweise Blutgefille aufweisen, finden sich im Herzen
wieder:
- Endokard (Endocardium): innerste Schicht, beteiligt bei der Bildung der Herzklappen
- Myokard (Myocardium): muskulédre und somit dickste Schicht, Zweischichtung der
Vorhofe, Dreischichtung der Kammern (9)
- Epikard (Epicardium): Lamina visceralis pericardii serosi als viszerales Blatt des

Perikards (9)

1.1.1.4. Arterielle und venose Versorgung des Herzens

Die Koronararterien (Aa. coronariae) versorgen das Herz mit sauerstoff- und nihrstoffreichen
Blut und entspringen direkt nach der Aortenklappe aus der Hauptschlagader. Die rechte
Koronararterie (A. coronaria dextra) versorgt in ca. 70 % der Fille (9) als
Normalversorgungstyp den rechten Vorhof, die rechte Kammer und die dorsalen
Kammerseptumanteile (10). Auch Teile des Erregungssystems, wie beispielsweise der
Sinusknoten, werden von ihr versorgt (8). Die linke Koronararterie (A. coronaria sinistra)
zweigt sich in einen Ramus circumflexus (RCX) und einen Ramus interventricularis anterior
(RIVA, left anterior descending, LAD) auf und versorgt in seinen Verlauf die restlichen
Strukturen des Herzens.

Venos finden sich drei groBere GefiaBle (V. cardiaca magna, V. cardiaca media, V. cardiaca
parva), welche circa 75 % des Blutes iiber den Sinus coronarius (Sinus-coronarius-System) in
den rechten Vorhof leiten (9). Das verbleibende Blut wird iiber oberflachliche Venen direkt
zum Vorhof geleitet (transmurales System) oder von sog. Thebesius-Venen (11) direkt in die

Binnenrdume geleitet (endomurales System) (9).

1.1.1.5. Innervation

Um das Herz auf besondere Bediirfnisse schnellstmoglich anzupassen, ist auch hier eine
vegetative Innervation sinnvoll. Der Sympathikus innerviert das Herz besonders hinsichtlich
seiner Kontraktilitét (positive Inotropie), Schlagfrequenz (positive Chronotropie),
Uberleitungsgeschwindigkeit am AV-Knoten (positive Dromotropie), Erregbarkeit der
Muskelzellen (positive Bathmotropie) und der Relaxationsgeschwindigkeit des Myokards
(positive Lusitropie) (11,12) . Diese Innervation erfolgt durch die Rr. Cardiaci cervicales et

thoracici. Parasympathisch wird negative Chronotropie, Dromotropie, Bathmotropie
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beschrieben (13). Die negative Inotropie beschrinkt sich auf die Vorhofe (11). Die zugrunde

liegenden parasympathischen Fasern stammen aus dem N. vagus (11).

1.1.2. Mikroskopische Anatomie

1.1.2.1. Charakteristika von Kardiomyozyten

Die Herzmuskulatur nimmt als quergestreifte Muskulatur eine Zwischenstellung zwischen der
Skelett- und glatten Muskulatur ein. Im Gegensatz zur Skelettmuskulatur unterliegt das
Myokard einer Autonomie und kann somit nicht willkiirlich angesteuert werden. Der einzelne
Zellkern liegt zentral in der verzweigten Herzmuskelzelle, welche eine durchschnittliche
Lange von etwa 50-120 pm aufweist (14). Auch hier bilden Aktin- und Myosinfilamente die
Grundlage fiir die Kontraktionsfahigkeit der Zellen. Des Weiteren sind sie das
ultrastrukturelle Korrelat fiir die morphologisch erkennbare Querstreifung unter dem
Lichtmikroskop (15). Die Verbindung zweier Zellen findet {iber sog. Glanzstreifen (Disci
intercalares) statt, die aus Fasciae adhaerentes, Desmosomen und Gap junctions (Nexuses)
gebildet werden (16). Besonders von Bedeutung sind gréfere Gap junctions an den
longitudinalen Anteilen, ohne die die Funktion des Herzens als funktionelles Synzytium nicht
moglich wire (17). Ein Sarkomer (Struktur zwischen zwei Z-Linien) besitzt jeweils einen T-
Tubulus, der durch eine Einziehung der Basalmembran und -lamina gekennzeichnet ist und
sich auf Hohe der Z-Linien befindet (14). Das sarkoplasmatische Retikulum organisiert sich
als eher schlauchférmige Struktur und bildet zusammen mit einem T-Tubulus eine Dyade aus
(14). Diese nahe anatomische Beziehung ist entscheidend in der Ausbildung der Kontraktion

und wird im physiologischen Abschnitt dieser Dissertationsschrift ndher erldutert.
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Abb. 1: Mikroskopische Darstellung einer singulér gelegenen Herzmuskelzelle der Maus
wihrend der Messung am Epifluoreszenzmikroskop (eigene Aufnahme am 20.03.2020). Gut

zu erkennen ist hier die oben beschriebene Querstreifung.
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1.1.2.2. Wandaufbau des Herzens

Das Endokard als auskleidende Schicht der Herzhdhlen baut sich iiberwiegend aus Endothel
und Bindegewebe auf. Diese Schicht ist auch bei der Ausformung der Herzklappen beteiligt
und bildet dort durch seine Kollagen- und elastischen Fasern den Baustein fiir die
mechanische Belastbarkeit und gleichzeitige Flexibilitit aus (14). Der Uberzug aus Endothel
setzt sich auch hier fort. Das Myokard besteht aus den Kardiomyozyten, welche durch ihre
Anordnung an die Pumpfunktion des Herzens angepasst sind. Die Vorhdfe teilen sich eine
oberflachliche Muskelschicht, die tiefe Schicht ist jedoch jeweils auf sich selbst begrenzt (9).
Die Kammern besitzen jeweils 3 Muskelschichten, auch wenn die mittlere im rechten
Ventrikel fast vollig fehlt (9,13). Die schraubenformige Anordnung der Muskelschichten
unterstiitz die Funktion des Herzens in der Austreibungsphase der Herzaktion (13). Die
innerste Schicht bildet hierbei auch die Papillarmuskeln (11). Das klinisch bezeichnete
Epikard ist streng genommen das viszerale Blatt des Perikards und bietet mit seiner Binde-
und Fettgewebsschicht eine gute Einbettung fiir die Koronararterien (14). Aufliegend findet
sich noch eine diinne Epithelschicht (Mesothel) (14).

1.1.2.3. Schrittmacherzellen

Das Erregungsbildungssystem ermoglicht es dem Herzen selbst bei abgeschnittener
vegetativer Innervation einen Grundrhythmus von 60-80 Schldge pro Minute aufrecht zu
erhalten (18). Bei physiologischen Bedingungen kann dieser jedoch vom vegetativen
Nervensystem modifiziert werden. Da die Besonderheit dieser Schrittmacherzellen vor allem
in der Physiologie liegt, werden die dazugehorigen Kanéle in dem physiologischen Abschnitt
aufgezeigt. Folgend soll eine Ubersicht der anatomischen Strukturen dargestellt werden:

- Sinusknoten (sinuatrialer Knoten, Keith-Flack-Knoten): liegt lateral/caudal an der
Einmiindung der V. cava sup. (13,16), subepikardial (13), ca. 1,5 cm lang und 2-3 mm
breit (14)

- AV-Knoten (atrioventrikuldrer Knoten, Aschoff-Tawara-Knoten): liegt im Koch-
Dreieck (Begrenzungen: Sinus coronarius, Todaro Sehne (Verbindung des oberen
Randes der Valvula v. cavae inferioris zum Trigonum fibrosum dextrum), Rand des
septalen Trikuspidalsegels) (13), subendokardial (14)

- His-Biindel (atrioventrikuldres Biindel): Durchbricht die Ventilebene als einzige

Verbindung beziiglich der Fortleitung der Erregung (14)
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- Tawara-Schenkel (Kammerschenkel): verzweigt sich in einen rechten und linken
Kammerschenkel (13,14,16), linker teilt sich wiederum in drei Faszikel auf
(posteriorer, mittlerer und anteriorer) (13), subendokardial (14)

- Purkinje-Fasern (Purkinje-Myozyten): erregen im letzten Abschnitt die
Arbeitsmyokardzellen (14)

Auf Vorhofebene findet sich unter anderem der sog. Bachmann-Biindel wieder, der eine
Erregungsweiterleitung von rechten auf linken Vorhof ermoglicht (19). Da die Aufgabe dieser
Zellen nicht in der Kontraktion liegt, verfligen diese liber wenige Myofibrillen, dafiir besitzen

sie aber vergleichsweise mehr Glykogen (14,18).
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1.2. Physiologie

1.2.1. Funktion des Herzens

Der kontinuierliche Blutstrom im GefaBsystem des Sdugetieres ist abhdngig von der
Pumpleistung des Herzens. Nur durch dessen Aufrechterhaltung kann gewéhrleistet werden,
dass nicht nur andere Organe oder Gewebe mit Energie versorgt werden konnen (17), auch
die eigene Versorgung des Herzens in der Diastole® durch sauerstoff- und nihrstoffreiches
Blut ist unerldsslich (18,20). Auch der Abtransport von stoffwechselbedingten End- und
Nebenprodukten wird hierdurch erméglicht (20). In diesem Zusammenhang sollte auch das
Herzzeitvolumen (= Schlagvolumen x Herzfrequenz, meist als Herzminutenvolumen in I/min
angegeben) genannt werden, das im Korper teilweise die Leistung des Herzens widerspiegelt
(17). Doch auch die endokrinologische Funktion des Herzens darf nicht auBBer Acht gelassen
werden. Das atriale natriuretische Peptid (ANP, Atriopeptin) wird vorzugsweise bei erhdhten
Volumen und somit Druckerhdhung im Vorhof sezerniert (14,21). Das BNP (brain/B-Typ-
natriuretische Peptid®) hingegen wird von den ventrikulidren Kardiomyozyten gebildet
(14,21). Diese Peptide ermoglichen lidngerfristige Anpassungsreaktionen auf den Blutdruck

durch beispielsweise Beeinflussung des Blutvolumens (17,21) .

1.2.2. Complexus stimulans cordis

Die Aufrechterhaltung des Herzzeitvolumens ist nicht zuletzt abhingig von der regelmiBigen
Pumpfunktion des Herzens. Diese Kontinuitdt wird durch spezialisierte Herzmuskelzellen
(14), den Schrittmacherzellen, erreicht. Es wird auch eine Abstammung aus dem
Neuroektoderm diskutiert, obwohl die Spezialisierung aus Vorlduferkardiomyozyten

plausibler erscheint (23). Die Besonderheit dieser Zellen liegt in der Eigenschaft, autonom ein

> Die Koronardurchblutung verringert sich stark in der Systole im linken Ventrikel, da dort
vergleichsweise hohere Driicke vorherschen. Die linksventrikulére Durchblutung findet auch
in der Diastole statt. (18)

¢ Die Bezeichnung ,,brain natriuretic peptid* wurde aufgrund der Erstentdeckung in
Gehirngewebe eingefiihrt (22). Spater wurde jedoch gezeigt, dass seine Bildung vor allem im
Herzen stattfindet (21).

7 Die Verminderung des Blutvolumens wird durch Natriurese und somit verstérkter Diurese
erreicht, aber auch der Eingriff in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System hat die gleichen
Wirkung (Verminderte Reninsekretion sowei Aldosteronproduktion). Die Erweiterung der

Blutgefife fiihrt zu einem additiven Effekt der Blutdrucksenkung. (21)
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Aktionspotential ausbilden zu konnen (18). Bei vielen Menschen funktioniert diese
rhythmische Ausbildung von Potentialen ein Leben lang (24).

Verantwortlich fiir die Unerreichbarkeit eines Ruhepotential ist der fehlende einwérts
gleichrichtende® Kalium Strom (Ik1)? (17,25), der das Membranpotenzial auf circa -90 mV
halten wiirde (27). Das maximal erreichbare Potential ist ca. -60 mV (18). Die Depolarisation
wird hier exemplarisch am Sinusknoten durch zwei Mechanismen (,,membrane-clock und
,,Ca2*-clock*) herbeigefiihrt, die nach aktuellen Wissensstand eine Zusammenarbeit darstellt
und als ,,coupled-clock* bezeichnet wird (27,28). Beginnend bei der Depolarisation ist der
,funny current® (Ir) der HCN-Kanile (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channel) (27), welcher durch einen Einstrom von vor allem Natriumionen das
Membranpotential zu positiveren Werten verschiebt (17). Auch Icar und Icar 6ffnen dann und
ermoglichen einen Ca?" Einstrom (27). Wihrend der Ir bei circa -40/-45 mV beginnt (29),
offnen die Ca** Kanile bei etwa -55 mV (17). Der Calcium gesteuerte Anstieg ist langsamer
als der in der Arbeitsmuskulatur iibliche (17). Diese Strome sind der ,,membrane-clock*
zugeordnet. Zu dem anderen Mechanismus gehdrt unter anderem der Calcium Ausstrom aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum und der NCX-Kanal (Natrium-Calcium exchanger),
welcher im Gegenzug zu einem Calciumion, drei Natriumionen in die Zellen transportiert
(17,27,28).

Auch die CaMKII findet sich in den Zellen des Sinusknotens wieder, welche hier sogar in
hoheren Konzentrationen vorliegt (27). Durch einen Kaliumausstrom Ix wird erreicht, dass
sich das Potential wieder ins Negative verschiebt und erlaubt somit eine erneute Ausbildung
eines Aktionspotentials (18).

Dem Sinusknoten steht in der Erregungsbildung die Aufgabe zu, den Takt fiir das ganze Herz
vorzugeben. Durch seine raschere spontane diastolische Depolarisation erreicht er einen
Eigenfrequenz von etwa 60-80/min und fungiert somit als primérer Schrittmacher (18). Der
AV Knoten als sekundérer Schrittmacher (40-50/min) wird somit von der Grundfrequenz des
Sinusknoten iiberdeckt und kann seinen eigenen Rhythmus erst bei einem Ausfall des

Sinusknoten auf den Rest des Herzens iibertragen (17). Der Tertidrer Schrittmacher (His-

8 Die Bezeichnung Einwirts-Gleichrichter bezieht sich auf den Kalium Influx bei
Hyperpolarisation (25).

9 Ix1 wird vor allem durch die Kaliumkanéle K;;2.1 und K;2.3 erzeugt, die im Sinusknoten
vergleichsweise zu Myokardzellen des rechten Atriums vermindert nachgewiesen werden

konnten (26).
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Biindel und Tawara-Schenkel) erreichen dann nur noch eine mogliche Herzfrequenz von 25-
40/min (17).

Da eine schnelle elektrische Ausbreitung und somit eine Kontraktion aller Binnenrdume nicht
zielfithrend in der Funktion des Herzens wire, hat der AV-Knoten die Fahigkeit, die Erregung
zu verzdgern, sodass sich zuerst die Vorhofe und dann die beiden Ventrikel kontrahieren
konnen (18). Damit die festgelegte Reihenfolge aufrecht erhalten werden kann, haben die
Purkinje-Fasern als Endstation des Erregungsleitungssystems eine verlédngerte Refraktirzeit
von etwa 400 ms (18) und kdnnen so nicht friihzeitig erneut erregt werden. Um die Erregung
nicht nur auf die spezialisierten Kardiomyozyten zu beschrinken, organisiert sich das Herz

mit seinen gap junktions als ein funktionelles Synzytium (18).

1.2.3. Aktionspotential des Arbeitsmyokards

Die auf die Kontraktion ausgelegten Zellen besitzen im Gegensatz zu den Schrittmacherzellen
ein Ruhemembranpotential von etwa -85 mV (18). Da die K*-Permeabilitdt der Zellen hoch
ist, verschiebt der Einwartsgleichrichter durch einen K*-Ausstrom das Potential zu leicht
positiveren Werten und wirkt so der Depolarisation entgegen (17,18). Das Aktionspotential
der Arbeitsmyokardzelle wird in vier Abschnitte (Phase 0 bis Phase 3) eingeteilt (17,18).

Zu Beginn der Phase 0 (Initiale Depolarisation) wird durch einen schnellen Natriumeinstrom
(Ina) ein Wert von etwa +35-50 mV erreicht (30). Die Natriumkanile schlieBen jedoch auch
wieder in dieser Phase und so erreichen sie nicht das Natriumgleichgewichtspotential von +70
mV (30). Ein weiterer Grund hierfiir ist, dass die K*-Permeabilitit auch noch entgegenwirkt
(30). Dennoch bildet der 1-2 ms lange Natriumeinstrom einen ,,overshoot* (17).

Die néchste Phase (Phase 1) zeichnet sich durch eine partielle bzw. friihe Repolarisation aus.
Getragen wird diese Potentialverdnderung durch den K*-Ausstrom und wird als Iy, (,,transient
outward current®) bezeichnet (18,30).

Die nachfolgende Plateauphase (Phase 2) erreicht durch einen Ca?*-Einstrom (Icar) und K-
Ausstrom (spannungsgesteuerter Kaliumkanal, Ikur, Iks, Ikr) ein Gleichgewicht um etwa +0
mV (18,30).

Bei der Repolarisation (Phase 3) verstirkt sich nun der leichte Plateauabfall, die
Calciumkandéle schlieen sich (18,30). Die Bedeutung von Ix; nimmt zu und auch der NCX
schleust Calcium aus der Zelle hinaus (30).

Die Dauer eines Aktionspotentials wird mit ca. 300 ms angegeben (17). Durch diese
vergleichsweise lange Dauer wird erreicht, dass das Herz nicht zu frith von neuen Potentialen

stimuliert wird (17).
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1.2.4. Elektromechanische Kopplung

Wie auch in anderem Muskelgewebe ist der durch den Anstieg von Calciumionen ausldsbare
Querbriickenzyklus essentiell fiir die Kontraktilitidt der Herzmuskelzelle und des Herzens als
Ganzes (17). Da die Erregung in Form eines elektrischen Potentials die Herzmuskelzelle auf
kleinster Ebene ansteuert und die Kontraktion abhdngig von dem Calciumhaushalt ist, muss
eine Umwandlung des Signals stattfinden (31). Spannungsabhéngige L-Typ-Ca?*-Kanile
(Dihydropyridinrezeptoren, LTCC) im T-Tubulus haben die Eigenschaft, auf
Potentialinderung zu reagieren und 6ffnen sich dadurch (17,31). Der Calciumeinstrom in die
Zelle fiihrt im Sinne einer Ca*"-induzierten-Ca?*-Freisetzung zu einer Offnung von
Ryanodinrezeptoren (RyR2) am sarkoplasmatischen Retikulum und zu einer verstirkten
Calciumfreisetzung (30). Im SR liegt Calcium an Calsequestrin gebunden vor (17,32). Hierbei
spielt das Bindungsprotein eine entscheidende Rolle in der Funktion als Calciumreservoir
(33). Der Inaktivierung des RyR zugrunde liegende Mechanismus wurde noch nicht endgiiltig
geklirt, auch wenn folgende drei Theorien als potentiell mdglich erscheinen: 1.Inaktivierung
bzw. Adaption von RyR, 2. Erschopfung des Ca®" Reservoirs im SR, 3. Stochastischer Ansatz
(Verschluss der RyR und L-Typ-Ca?*-Kanile gleichzeitig) (30,31,34). Der Abstand zwischen
L-typ-Ca**-Kanal und RyR betrigt gerade einmal um die 15 nm (31). Die Beschriebene 100-
1000fache Erhohung des intrazelluldren Calciumgehalts von Bers (30) scheint ein mittleres
MafB darzustellen, da sich in Physiologie Fachliteratur Werte von 15fach und 10 000fach
finden (17,18). Durch die Bindung an Troponin C wird das Filamentegleiten ermoglicht und
das Herz kann sich kontrahieren (17,31). Gegensitzlich zu dieser Aktivierungsphase folgt
eine Relaxionsphase, bei der die Ausgangssituation fiir eine erneute Kontraktion geschaffen
wird (18).

Fiir den zytosolische Abtransport von Calciumionen in den extrazelluldren Raum und zurtick
in das sarkoplasmatische Retikulum existieren vier Moglichkeiten:

1. SERCA (sarcoplasmatic endoplasmatic reticulum calcium-transporting ATPase),

2. NCX (Natrium/Calcium Austauscher),

3. PMCA (Plasmamembran Ca*"-ATPase),

4. Mitochondrialer Uniporter (MCU) (18,30).

Durch das selektive Blockieren von den ersten beiden Systemen wurde herausgefunden, dass
die Funktion der letzten beiden vernachlissigbar klein ist (30). Die SERCA pumpt Ca**
zuriick in das SR und wird in seiner Funktion durch Phospholamban (PLB) beeinflusst.
Dieses hemmt die Funktion von SERCA, jedoch kann durch die PLB Phosphorylierung diese

Hemmung verringert werden (17). NCX besitzt einen ,,forward mode* (Ca*>* Ausstrom) und
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einen ,,reverse mode* (Ca?* Einstrom) (31). Besonders am Anfang des Aktionspotentials
unterstiitzt der NCX die elektromechanische Kopplung durch den Anstieg der intrazelluldren

Calciumkonzentration im ,,reverse mode* (18,35).

Na+ 3Na* K+
! , ‘ / t
(Sarcolemma . ATP) NCX) . )
- : 5

Ca2+_’
G

Ca2+
2 r Myofilaments
a2 NCX
£ ~~3Na*

G

Abb. 2: Schematische Darstellung der im Text oben genannten beteiligten Transportkanile.
Modifiziert nach Maier LS, Bers DM. Role of Ca*" /calmodulin-dependent protein kinase

(CaMK) in excitation—contraction coupling in the heart. Cardiovasc Res. 2007 Mar

1;73(4):631-40 (36).
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1.2.5. Die Pumpaktion des Herzens

Die Ventrikelarbeit kann neben der Einteilung der Systole und Diastole noch weiter unterteilt
werden. Zu der Systole gehort die Anspannungs- und Austreibungsphase. Zur Diastole die
Entspannungs- und Fiillungsphase (18). Ein wichtiger Parameter fiir die Auswurfleistung, der
in diesem Rahmen erwidhnt werden muss, ist die Ejektionsfraktion des linken Ventrikels (37).
Berechnet wird diese durch folgende Formel LVEF=(EDV-ESV)/EDV!? (38). Die
Normwerte, welche oftmals in % angegeben werden, konnen sich je nach
Untersuchungsmethode unterscheiden (39). Jedoch werden Mittelwerte in der 2D-
Echokardiographie von 62 (2SD!!: 52-72) bei Ménnern und 64 (2SD: 54-74) bei Frauen

angegeben.

1.3. Calcium/Calmodulin-abhingige Proteinkinase I1 (CaMKII)
1.3.1. Varianten und Vorkommen
Neben der, hier im weiteren behandelte CaMKII, existieren noch die Klassen I und IV (40).
Die CaMKlla- und CaMKIIB-Form finden sich im Nervengewebe wieder, wo sie auch als
erstes entdeckt wurden (36,40,41). Auch wenn man die Isoformen CaMKII6 und CaMKIlIy in
anderen Gewebe nachweisen kann, so findet man sie gehduft im Herzen (CaMKII6 >
CaMKIly) (36,40). Obwohl es elf verschiedene Splicevarianten der CaMKIIS gibt, soll
aufgrund der Haufung im Herzen auf nachfolgende genauer eingegangen werden (40):

- CaMKIIda: nachgewiesen im T-Tubulus, Membran der Zelle und Zellkern (40)

- CaMKIIdég: im Zellkern liegend (36,40); Exon 14 verfiigt iiber ein ,,nuclear

localization signal/sequence* (NLS)!? (36,40)

- CaMKIlIdc: liegt im Zytosol (36,40)

- CaMKIlIdo: derzeit wenige Erkenntnisse (40)
In der Literatur finden sich aufgrund relativ gleichzeitiger Entdeckung und

Nomenklaturerstellung auch die Bezeichnung CaMKIId; und CaMKIIS; fiir die CaMKIIdg

1" LVEF (linksventrikulédre Ejektionsfraktion), EDV (enddiastolisches Volumen), ESV
(endsystolisches Volumen)

11 SD (standard deviation, Standardabweichung)

2 Durch eine versuchsbedingte Ubertragung von CaMKII8g-Teilen konnte die Relevanz der

NLS gezeigt werden (41).
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und CaMKIId¢ (41). CaMKI und CaMKIV scheinen, die Lokalisation von CaMKIIdg

beeinflussen zu konnen (42).

1.3.2. Chemische Struktur und Regulationsmoglichkeiten

Die zu der Gruppe der Proteinkinasen gehorige CaMKII (Serin/Threonin-Kinase) verfiigt iber
die Eigenschatft, beispielsweise Calciumkanéle zu phosporylieren und damit ihre Funktion zu
beeinflussen (36,43). Dieses Holoenzym besteht aus etwa sechs-zwo6lf Monomeren, welche
sich zirkulédr anordnen (43). Durch die Aminosduresequenz der Proteine ergeben sich zwei
unterschiedliche Enden, die N-Terminus (Amino-Terminus, -NH>) und C-Terminus
(Carboxy-Terminus, -COOH) genannt werden. Wihrend das N-Terminale Ende eine
katalytische Doméne darstellt (blau in Abb. 3), ermoglicht der C-Terminus (griin in Abb. 3)
eine Oligomerisierung des Monomere (36,43). Des Weiteren verfiigt das Enzym {iber eine
zentrale regulatorische Domine (auch die autoinhibitorische- und Calmodulin-Bindungsstelle
befindet sich hier), an welcher durch Modifizierung verschiedene Funktionszustinde erreicht
werden konnen (36). Aktiviert wird die CaMKII klassischerweise durch die Bindung von
einem Ca?"Calmodulinkomplex (Calmodulin mit vier Ca*" Ionen) (36,43), wie in Abbildung
3 dargestellt. Da sich die Kinase nach Abldsen des Komplexes wieder inaktivieren wiirde, ist

287 einen dauerhaft aktiven

es dem Enzym moglich, durch Autophosphorylierung an Thr
Zustand zu erreichen (36). Seine Leistung hierbei ist jedoch auf 20-80 % Aktivitit vermindert
(36,43). Die Proteinphosphatasen PP1, PP2A und PP2C inaktivieren die CaMKII (36). Ein
Alternativer Aktivierungsweg stellt die Oxidation von Met281/282 {iber reaktive

Sauerstoffspezien dar (40,44,45).
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1 2
+Ca?*/CaM « +H202

Abb. 3: Die Aktivierung von CaMKII durch Ca**/Calmodulin erfolgt durch dessen Bindung

an die regulatorische Doméne (in rot), sodass eine Interaktion mit Zielproteinen an der
katalytischen Domine (in blau) mdglich sind (1). Der hier alternativ dargestellte
Aktivierungsweg lauft bei oxidativem Stress (z.B. durch H202) ab. Hier kommt es zur
Oxidation von zwei Methionin-Resten in der regulatorischen Doméne (2). Diese bleibt auch
nach Abdissoziation von Ca?*/CaM weiterhin aktiviert.

Abbildung iibernommen von Erickson JR, Joiner MA, Guan X, Kutschke W, Yang J, Oddis
CV, et al. A dynamic pathway for calcium-independent activation of CaMKII by methionine
oxidation. Cell. 2008 May 2;133(3):462-74 (45)

1.3.3. Kinaseeigenschaften und Auswirkungen

Die CaMKII kann den Calciumhaushalt durch den Eingriff in hauptsdchlich vier verschiedene
Calcium-regulierende Proteine modulieren:

1. LTCC,

2. RyR,

3. PLB und

4. Na*-Kanile/ K"-Kanile (46).

Die durch die CaMKIIS phosphorylierte oic und B2. Untereinheit des L-Typ-Ca?*-Kanals
erhoht die Amplitude des Ica und verlangsamt auch seine Inaktivierung tiber zwei bis fiinf
Aktionspotentiale (36,43). Der Ryanodinrezeptor 2 wird vermutlich an Ser2809 und
Ser2814!® phosphoryliert und so wird vermehrt Calcium aus dem SR ausgeschleust, sowohl
wihrend der elektromechanischen Kopplung, d.h. systolisch, als auch in Ruhe, d.h.
diastolisch. Es entsteht ein sog. SR Ca*" Leck. (36,40,44). Wird die hemmende Wirkung von
PLB durch den Anbau einer Phosphatgruppe an Thr-17 gehemmt (sodass ein Abdissoziation
von PLB von der SERCA resultiert), so kommt es im Sinne einer doppelten Hemmung zur

Aktivitdtssteigerung der SERCA (36). Auf Natriumkanéle scheint die CaMKII eine

13 In den aktuelleren Publikationen (2015 und 2018) wird eine phosphorylierung an Ser2814
beschrieben (40,44), wohingegen in einer Publikation von 2007 eine Reaktion an Ser2815
aufgefiihrt wird (36).
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aktivierende Eigenschaft auszuiiben (Ina) (36,47-49). Dariiber hinaus findet sich auch ein
Einfluss auf Kaliumkanéle (L, Ix1) (36,44). Auch weitere modulierende Einfliisse auf den
Natrium-Protonen-Austauscher (Na*-H"-exchanger, NHE-1), NCX (vermehrte Bildung des
Kanals), MCU (verstirkte Aktivitit) sollten hier kurz Erwdhnung finden (44).

Na+ 3Na+ K+
'

rs [

(Sarcolemma_, ATP)  NCX) )
— 320 W
T &4 N\

Ca2+
2 = Myofilaments
e NCX)
£« [~3Na
-

C

Abb. 4: Darstellung der Kinaseeigenschaften von CaMKII.
Modifiziert nach Maier LS, Bers DM. Role of Ca*" /calmodulin-dependent protein kinase
(CaMK) in excitation—contraction coupling in the heart. Cardiovasc Res. 2007 Mar

1;73(4):631-40 (36).

1.3.4. Beispiele fiilr CaMKII implizierte physiologische Prozesse
Die oben genannten Einfliisse finden sowohl in der Physiologie, als auch in der

Pathophysiologie Anwendung. Maier und Bers beschreiben eine mogliche Funktion der

CaMKII bei der ,,frequency-dependent acceleration of relaxation* (FDAR) bei beschleunigten

Schlagfrequenzen durch die Aktivititssteigerung der SERCA (36). Dazu passend, scheint
CaMKII eine Rolle bei der positiven Chronotropie im Sinusknoten zu haben (40,50).

Auch wenn noch andere physiologische kardiale und extrakardiale Wirkungen der CaMKII
bekannt sind, so sind diese noch nicht gleichermafen ausfiihrlich erforscht wie die

pathologischen (40).
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1.4. Herzinsuffizienz

1.4.1. Definition und Terminologie

Die Herzinsuffizienz (ICD-10-WHO: 150, (51)), als ein sehr bekanntes kardiologisches
Krankheitsbild, fordert jahrlich circa 35000 Tote in Deutschland (52).

Eingeteilt werden kann sie anhand verschiedener Gesichtspunkte: akute vs. chronische
Herzinsuffizienz; Links- vs. Rechts- vs. Globalherzinsuffizienz; low- vs. high-output-failure
(nach HZV) und die Einteilung durch Bestimmung der EF (53). Da die EF im Ultraschall
bestimmt werden kann und diese beispielsweise aufgrund der hohen Verfiigbarkeit eine
héufige Einteilungsgrundlage darstellt, soll auf diese Kriterien weiter eingegangen werden
(38).

Die HFrEF (heart failure with reduced ejection fraction, systolische Herzinsuffizienz) mit
einer LVEF<40 % hat eine deutlich reduzierte Auswurfsleistung im Vergleich zur HFpEF
(heart failure with preserved ejection fraction, diastolische Herzinsuffizienz) mit einer
LVEF>50 % (53,54). Bei einer LVEF von 40-49 % spricht man von einer HFmEF (heart
failure with mid-range ejection fraction) (54). 2021 wurde die Terminologie der HFmEF zu
heart failure with mildly reduced ejection fraction geéndert (55).

Wihrend sich die systolische Herzschwéche durch die verminderte Kontraktion und dadurch
oben aufgezeigte EF Einschrankung'# auszeichnet, basiert die diastolische Funktion auf der
gesenkten Kammerfiillung aufgrund pathologischer Muskelrelaxation (56).

Die Entstehung einer Herzinsuffizienz zugrundeliegende Ursache kann beispielsweise ein
akutes Ereignis in Form eines Myokardinfarkts sein, doch auch chronische Einfliisse wie eine

arterielle Hypertonie (erhohte Nachlast) konnen diese Entwicklung triggern (56).

1.4.2. Klinik

Die klinischen Symptome kdnnen mittels Kammerbeteiligung kategorisiert werden. Hierbei
soll nur ein kurzer Uberblick erfolgen. Bei der Rechtsherzinsuffizienz staut sich das Blut
zurlick in den Korperkreislauf und verursacht neben der oftmals prominenten heraustretenden
V. jugularis ext. Odeme in herztieferen Korperpartien (53). Stauungsbedingt kénnen Niere
und Leber vergrofBert sein (Stauungsniere, Stauungsleber) und es kann sich eine
Stauungsgastritis entwickeln (53). Der gleiche Pathomechanismus im linken Herzen macht

Patienten vor allem bei der Atmung Beschwerden (53). Unspezifische Symptome, wie zum

14 Auf mathematischer Ebene wird die EF Verminderung durch erhohte EDV Werte erreicht
(LVEF=(EDV1-ESV)/EDV?) (56).
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Beispiel eine Nykturie konne zusétzlich auftreten (53). Hinsichtlich der

Beschwerdeschilderung von Patienten kann nach der NYHA-Klassifikation eingeteilt werden.

1.4.3. Pathogenese und Pathophysiologie

Neben der Reaktion anderer Organsystemen auf die Auswirkungen der Herzinsuffizienz, wie
zum Beispiel die RAAS- und Sympathikusaktivierung zum Aufrechterhalten des HZV, zeigt
auch das Herz auf seiner zelluldren Ebene Effekte (18,56). Wie auch bei der
elektromechanischen Kopplung, spielt Calcium hierbei einen entscheidenden Faktor. Der
Calciumtransient (in seiner Amplitude) ist nicht nur reduziert, sondern auch der Anstieg
dauert langer, wodurch es zu einer schwécheren Auspriagung der Kontraktion kommt (57,58).
Die anschlieBende Relaxation ist verzogert (58). Im SR ist die Calciumkonzentration [Ca?*]
vermindert, was sich auf drei verschiedene Kanéle zuriickzufiihren lasst: RyR2, NCX und
SERCAZ2a (59). In der diastolischen Phase, zeigt sich ein Calciumleck aus dem SR
(experimentell kann man dies als ,,Ca?-spark* am Konfokalmikroskop beobachten), das
durch eine erhohte Offenheitswahrscheinlichkeit des RyR2 getragen wird (59,60). Des
Weiteren triagt der NCX im ,,forward mode* dazu bei, [Ca®*] in der Zelle zu reduzieren
(57,60,61). NCX ist dennoch auch in der Lage, einen Calcium Influx (,,reverse-mode*) zu
generieren. Dies geschieht wenn die intrazelluldre Natriumkonzentration durch verzogerte
Inaktivierung des Ina ansteigt (18,59,62—64), was zu einer Calciumiiberladung fiihrt. Nicht nur
die Dichte der SERCA2a nimmt ab, sondern auch die verminderte Hemmung der Hemmung
(iiber PLB) zeigt Einfluss auf die SR [Ca*"] (58), sodass die Calciumaufnahme in das SR
sinkt. Ebenso wird durch einen verminderten Kaliumefflux (Iks, Ix:r) ein positiveres Potential
langer gehalten und so die Funktion des NCX in ,,reverse-mode* verstérkt (59). Beobachtet
werden kann auch eine gestorte T-Tubulus Struktur (Bildung von sog. ,,orphaned RyR2%),
weswegen es zu einen desynchronen Calciumanstieg kommen kann (57,58,62).

Titin verbindet Myosin an den Z-Scheiben federartig und ist an dem Steiferwerden des
Herzens bei der HFpEF beteiligt (56,65). Protein-Phosphatase 5 (PP5) dephosphorylieren
Titin und Beeinflusst dadurch ihre Elastizitét (56,66).

1.4.4. Pathophysiologischer Faktor CaMKII

Schon Im Jahr 1999 wurde nachgewiesen, dass CaMKIId3 bei Herzinsuffizienz 1,5-fach
erhoht ist. Verglichen wurden hierbei gesunde Herzen und Herzen mit dilatativer
Kardiomyopathie (67). Maier et al. konnten dann tierexperimentell zeigen, dass eine erhdhte

Expression von CaMKIIdc eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer Herzinsuffizienz hat.
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So konnte eine SR [Ca?"] Verminderung als Folge eines SR Leck beobachtet werden (68).
Mechanistisch ursichlich schien eine Hyperphosphorylierung des RyR zu sein (69). Sossalla
et al. konnte daraufhin durch die Blockierung der in der Herzinsuffizienz liberexprimierten
und aktivierten CaMKIIS zeigen, dass sich die Kontraktilitit von insuffizientem Myokard
unter CaMKII-Inhibition verbessert (70). Da auch die Proteinkinase A (PKA) RyR2
phosphorylieren kann, wurde auch eine Verbesserung durch PKA-Inhibition untersucht. Dies
konnte sich jedoch nicht bestitigen (71,72). Auch eine arrhythmogene Wirkung der CaMKII

bei Herzinsuffizienz wurde nachgewiesen (73).

#
s

eeo
.‘;.° SR
%

o

:. CaMKIlIl-dependent

op Ca leak from the SR
o

Abb. 5: Schematische Darstellung des Calciumlecks im SR.

In der linken Darstellung zeigen sich die Calciumionen (rot dargestellt) innerhalb des SR.
Vergleichsweise findet sich in der rechten Darstellung ein Calciumleck mit Austritt der
Calciumionen.

Abbildung iibernommen von Maier LS, Bers DM. Role of Ca?* /calmodulin-dependent
protein kinase (CaMK) in excitation—contraction coupling in the heart. Cardiovasc Res. 2007

Mar 1;73(4):631-40 (36).

1.5. Doxorubicin

1.5.1. Allgemeine Informationen

Doxorubicin (DOXO) fand schon im Jahr 1960 Anwendung in der Medizin als
Chemotherapeutikum. Es gehort zu der Klasse der Anthrazykline und wird aus dem
Bakterium Streptomyces peucetius (grampositiv, aerob) isoliert (74—76). Epirubicin und
Idarubicin stellen neuere Alternativen dar, doch ist aktuell die Studienlage beziiglich der
Kardiotoxizitit unklar und auch eine Uberlegenheit gegeniiber dem herkémmlichen DOXO

wurde noch nicht bestitigt (74,75).
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1.5.2. Chemischer Aufbau, Wirkungsweise und Indikationen

Das Grundgeriist bildet, wie auch bei anderen Anthrazyklinen, ein Anthrachinon Ringsystem,
an das der Aminozucker Daunosamin angehéngt ist (75). Obwohl mehrere mogliche
Wirkungsmechanismen beschrieben werden (74), wird vor allem die Hemmung der
Topoisomerase II'° als einer der Hauptfaktoren beschrieben (75). Doch auch DNA-
Interkalation und die Produktion freier Sauerstoffradikale finden sich in der Fachliteratur
wieder (3). Verwendet wird Doxorubicin vor allem bei soliden Tumoren in der Kindheit und

Brustkrebs, aber auch bei Lymphomen und Leukimie (3,74).

1.5.3. Nebenwirkungen

1.5.3.1. Ubersicht

Neben den kardialen Folgen der DOXO-Behandlung, bei denen vor allem die Entwicklung
der Herzinsuffizienz im Mittelpunkt dieser Dissertation steht, sind auch andere
Nebenwirkungen moglich.

Der Gesamtheit halber soll hier eine kurze Ubersicht aufzeigt werden. Da der oben
beschriebene Wirkmechanismus auch auf das Knochenmark wirkt, kann dieses supprimiert
werden (3). Ubelkeit, Erbrechen und Hautausschlige konnen wie auch bei anderen
Chemotherapien auftreten (3,78). Der in der breiten Population bekannte Haarausfall kann
eintreten (3,78). Wie auch bei anderen Behandlungen, ist auch eine allergische Reaktion zu
Beginn nicht auszuschlieBen (3,78). Doch auch Auswirkungen auf das Gehirn (kognitive

Einschriankungen), Leber und Nieren lassen sich erkennen (78).

1.5.3.2. Kardiale Nebenwirkungen

1.5.3.2.1. Statistische Datenlage

Schon in der Einleitung wurde die Relevanz der kardialen Nebenwirkung in Form einer
Herzinsuffizienz ndhergebracht. Diese tritt jedoch bevorzugt chronisch auf und ist von akuten
Schéadigungen, wie beispielsweise Herzrhythmusstérungen, zu unterscheiden (79). Lipschultz
et al. beschrieben in der Untersuchung von Doxorubicin behandelten Kindern (n=115,
Grunderkrankung: akute lymphoblastische Leukidmie, Dosis: 228-550 mg/m?) eine
Einschriankung der Kontraktilitdt in 23% der Fille (80). Auch ein Anstieg von NT-proBNP

1> In Tumorzellen wird v.a. Top2a exprimiert, welches hierbei den Angriffspunkt des DOXO
entspricht (77). In Kardiomyozyten hingegen findet sich die Top23 Form, durch die die

Kardiotoxizitét hervorgerufen wird (77).
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nach Anthrazyklintherapie konnte nachgewiesen werden (81). Die Wahrscheinlichkeit, in der
Remission an kardialen Nebenwirkungen zu erkranken, kann durch die Anwesenheit von
anderen Faktoren (zusétzliche Bestrahlung, Alter des Patienten, Vorerkrankungen, etc.)
beeinflusst werden (5).

Da mittlerweile die Anwendungshéufigkeit und Uberlebenszeit bei Kindern gestiegen ist,
stellt die Entwicklung von chronischen kardialen Nebenwirkungen einen zentralen
Prognosefaktor dar (79). Im Vergleich zu den Einfiihrungszeiten von Doxo hat sich die 5-

Jahres-Uberlebensrate von 30 auf 70 % im Jahr 2005 erhoht (82).

1.5.3.2.2. Mechanismen der Kardiotoxizitat

Zu dem zugrundeliegende Pathomechanismus der Entwicklung einer Herzinsuffizienz bzw.
der Kardiotoxizitét gibt es mehrere Theorien. In Veroffentlichungen werden mehrere
Mechanismen aufgefiihrt: Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, eingeschriankte ATP
Produktion, verminderte Bildung von SERCA, Defekte in der Atmungskette,
Einschriankungen von Top2B (Hauptform in Kardiomyozyten), Bindung an Membranelemente
(z.B.: Cardiolipin in der Mitochondrienmembran), verstirke Histaminfreisetzung (75,77,82).
Eine Theorie riickt jedoch bei vielen verdffentlichten Papern in den Mittelpunkt: die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezien (reactive oxygen species, ROS) (75,77,83,84). ROS kann
iiber zwei verschiedene Wege produziert werden: einen enzymatischen und einen nicht-
enzymatischen Weg (84,85). Verschieden Enzyme (Cytochrom P450 Reduktase, NADH
Dehydrogenase, Xanthinoxidase) kdnnen DOXO reduzieren (77,85). Dieser ,,one-electron
reduction mechanism* fiihrt zur voriibergehenden Bildung eines Semichinonradikals, bevor es
dann wieder reoxidiert wird und Superoxidradikale (O2") entstehen (75,77). Auch der Begriff
,redox-cycling mechanism* findet sich hier wieder (77,84). Schon geringste Mengen des
Chemotherapeutikums kdnnen eine hohe Dosis von O, produzieren (84). Der Produktion von
Wasserstoffperoxid H,O» durch die Superoxiddismutase steht der Abbau durch Katalase und
Glutathionperoxidase entgegen (84). Durch die Reaktion von H2O2 und Oz kdnnen
Hydroxylradikale (OH") entstehen, alternativ gibt es auch noch die Bildung von ,,reactive
nitrogen species* (RNS, Reaktion mit Stickstoffmonoxid NO) (84).

DOXO kann im nicht-enzymatischen Weg eine Verbindung mit Eisenionen (Fe*") eingehen
und dadurch O; reduzieren (84). Hier wirkt Dexrazoxane als kardioprotektives Medikament

wihrend der DOXO-Therapie (86—88).
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Sobald die ROS Produktion in der Zelle nicht mehr kompensiert werden kann, entsteht ein
,oxidativer Stress, der z.B. in Apoptose, Beeintrichtigung der Signalwege (z.B.: FAS-
Ligand fiihrt zur Apoptose) endet (75,84,85).

Eine Hypothese fiir die vergleichsweise hohe toxische Wirkung auf Kardiomyozyten
vergleichsweise zu anderen Organzellen ist das verminderte Vorhandensein von ROS-
Abbauenzymen, wie etwa Katalase, bzw. die an sich ohnehin hohe ROS Produktion in

Kardiomyozyten (75,84).

1.6. Pathophysiologischer Zusammenhang zwischen Doxorubicin und CaMKII

Eine Hypothese, warum DOXO in der Langzeitfolge eine Herzinsuffizienz begiinstigen kann,
beinhaltet eine mogliche Aktivierung der CaMKII, die ein erwiesener Faktor der
Herzinsuffizienzentstehung ist.

So konnte eine Aktivitatssteigerung dieses Proteins nach DOXO-Behandlung nachgewiesen
werden (40,44,45). Eine Oxidation von Met281/282 iiber ROS konnte hier eine entscheidende
Rolle spielen (40,44,45). Sag et al. konnte die pathophysiologischen Parameter (Calciumleck
im SR, verminderte SR [Ca?*], erniedrigter Calciumtransient) bei der DOXO- induzierten
kontraktilen Dysfunktion der isolierten Herzmuskelzellen bei Ratten nachweisen, wobei die
oxidativ verdnderte CaMKII nicht signifikant erhdht war (7). Jedoch zeigten Western Blots
erhoht phosporylierte CaMKII (7).
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1.7. Zielsetzung

Ziel dieser Dissertation ist es, die Bedeutung der oxidativ aktivierten CaMKII fiir die
Kardiotoxizitdt von Doxorubicin in der isolierten Herzmuskelzelle genauer zu erforschen.
Durch Messungen am Epifloureszenzmikroskop soll an wildtyp-Mé&usen die negativen
Wirkungen auf den Calciumhaushalt charakterisiert werden und mit den Auswirkungen in

Zellen aus Oxidation-resistenten CaMKIId Knock-in Miusen verglichen werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Uberblick der verwendeten Materialien

Tabelle 1: Uberblick der verwendeten Einmalprodukte

Einmalprodukt

Hersteller

Alu-Laborfolie 0,015 x 300 mm, 10 m Rolle

Universal Aluminiumfolie

D-Flow Infusionsgerdt mit Infusionsregler,

Doppelskala und Injektionsport

P.J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kdln
(Deutschland)

Eppendorf Cup 500 pl (lichtgeschiitzt)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Knopfkaniile

Kosmetiktiicher Wepa Professional GmbH, Arnsberg-
Miischede (Deutschland)

Netz

Parafilm ,M“ Bemis, Neenah (USA)

Perfusorspritzen Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes (USA)

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl,1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf
(Deutschland)

Nerbe plus GmbH, Winsen
(Deutschland)

Schlauchsystem fiir Perfusorspritzen,

Perfusionszulauf

Schraubroéhren 15 ml

Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland)

Serologische Pipettenspitze Nerbe plus 10 ml

Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland)

Spritze 20 ml

Transferpipette 3,5 ml

Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland)

Waagenschélchen
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Tabelle 2: Uberblick der verwendeten Mehrwegprodukte

Mehrwegprodukt

Hersteller

Aufbewahrungsbox fiir Messkammern

Becherglédser 150 ml, 250 ml

SIMAX, Prag (Tschechien)

Glasflaschen 1000 ml, 100 ml

Duran Group, Wertheim (Deutschland)

Magnetriihrstibchen

Messkammern

Messzylinder 100 ml, 250 ml

Vitlab, Grossostheim (Deutschland)

Perfusorspritze

B. Braun

Petrischale

Reagenzglashalterung

Reinigungsbiirste

Verschiedene Spatel

2.1.2. Uberblick der verwendeten Substanzen und Losungen

Tabelle 3: Uberblick iiber die verwendeten Substanzen

Substanz

Hersteller

10x Trypsin, 2,5 %

Gibco life technologies by Thermo Fischer Scientific,
Waltham (USA)

2% Isofluran

BCS (bovine calf serum)

SAFC, St. Louis (USA)

BDM (2,3-Butanedione

Alfa Aesar, Haverhill (USA)

monoxime) ThermoFisher Kandel, Karlsruhe (Deutschland)
CaClz SIGMA-ALDRICH, St. Louis (USA)

Caffeine SIGMA-ALDRICH, St. Louis (USA)

dd H>0

DMSO (dimethylsulfoxid)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Doxorubicin hydrochloride

SIGMA-ALDRICH, St. Louis (USA)

fura-2, AM

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Glucose Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
HCI

HEPES Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Immersionsdl Carl Zeiss, Jena (Deutschland)
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KCl Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
KH2PO4 AppliChem GmbH, Darmstadt (Deutschland)
KHCO; Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Laminin SIGMA-ALDRICH, St. Louis (USA)
Liberase™ Roche, Mannheim (Deutschland)
MgCl, Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
MgSO4 x7 H2O Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Na,HPO4 x 2H>0O Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
NaCl VWR Chemicals, Leuven (Belgien)
NaHCOs3 Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
NaOH Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Phenol-red

Pluronic Acid

Life technologies, Eugene (USA)

Seife Manisoft Ecolab Deutschland GmbH, Monheim am Rhein
(Deutschland)
Taurine Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Tabelle 4: Messtyrode, 10-fach Stock (Vorratslosung), pH=7,00 bei 37 °C, Gesamtvolumen:

1000 ml (89)
Substanz Molaritit [mM]'¢ Molare Masse Masse [g]
[g/mol]
KCl 4 74,56 2,982
NaCl 140 58,44 81,816
MgCl 1 9521 0,052
HEPES 5 238,31 11,916

16 1 Molar = 1 mol/Il
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Tabelle 5: Messtyrode, 1-fach Stock, pH=7,40 bei 37 °C, Gesamtvolumen: 1000 ml (89)

Substanz Molaritat [ mM] | Molare Masse Masse [g] Volumen
[g/mol]

10-fach Stock 100 ml

dd H20 900 ml

Glucose 1,982

Tabelle 6: endgiiltige Messtyrode (Normaltyrode, NT), pH=7,40 bei 37 °C, Gesamtvolumen:

je nach Bedarf, keine Lagerung, Herstellung erst zur Messung

Substanz Molaritat [mM] | Molare Masse Masse [g] Volumen
[g/mol]
1-fach Stock je nach Bedarf
CaClz 1 238,31 I pulauf 1 ml
Messtyrode

Tabelle 7: Doxorubicinldsung, Gesamtvolumen 1,7 ml, lichtgeschiitzt lagern (89)

Substanz Molaritat [mM] | Molare Masse Masse [mg] | Volumen [ml]
[g/mol]

Doxorubicin 10

hydrochloride

DMSO 1,72

Tabelle 8: Doxorubicin Superperfusionsldsung, 1 bzw. 10 uM, lichtgeschiitztes Gefal3

Substanz Volumen
endgiiltige Messtyrode je nach Bedarf
Doxorubicinlésung* 0,1 pl auf 1 ml endgiiltige Messtyrode (1 uM Losung)

1 pl auf 1 ml endgiiltige Messtyrode (10 pM Losung)
5 uM auf 1 ml endgiiltige Messtyrode (50 uM Losung)

* wurde erst zur Messung dazu gegeben
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Tabelle 9: Caffeinlosung, Gesamtvolumen: 100 ml (89)

Substanz Molaritit [ mM] | Molare Masse | Masse [g] Volumen [ml]
[g/mol]

1-fach Stock 100

Caffein 10 194,2 0,1942

Tabelle 10: Farbstofflosung, lichtgeschiitzt ansetzen

Substanz Masse [pg] pro Cup Volumen [ul] pro Cup
fura-2, AM 50
DMSO 44 4

Tabelle 11: endgiiltige Farbstofflosung zur Messung, 1 Cup reicht fiir 2 Kammern,

lichtgeschiitzte Cups verwenden

Substanz Volumen [ul] pro Cup

Farbstofflosung 5

endgiiltige Messtyrode 500

Pluronic Acid 1

Tabelle 12: Isolationstyrode, Stammldsung, 10-fach Stock, Gesamtvolumen: 1000 ml,

gelagert bei 4 °C (89)

Substanz Molaritat [mM] Molare Masse Masse [g]
[g/mol]
NaCl 113 58,4 65,992
KCl 4,7 74,6 3,506
KH>PO4 0,6 136,1 0,8166
Na;HPO4 x 2H>0 0,6 177,99 1,0679
MgSO4 x7 H20 1,2 246,5 2,958
Phenol-red 0,032 376,4 0,1204
NaHCO; 12 84 10,080
KHCO:s 10 101 10,1
HEPES 10 238,31 23,831
Taurine 30 125.1 37,53
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Tabelle 13: Isolationstyrode, Stammldsung, 1-fach Stock, Gesamtvolumen: 1000 ml, gelagert

bei 4 °C (89)

Substanz

Volumen [ml]

Isolationstyrode 10-fach Stock 100

dd H>0 900

Tabelle 14: BDM Stock, Gesamtvolumen: 100 ml, warm aufsetzen (vermeidet Ausféllung),

gelagert bei 4 °C (89)
Substanz Molaritat [mM] Molare Masse Masse [g]
[g/mol]
BDM 500 101 5,050

Tabelle 15: endgiiltige Isolationstyrode, pH=7,46 bei 37 °C, Gesamtvolumen: 1000 ml,

wochentlich ansetzen, gelagert bei 4 °C (89)

Substanz Volumen [ml] Masse |[g]

Isolationstyrode 1-fach Stock 980

BDM Stock 20

Glucose 0,991
Tabelle 16: Enzymldsung (89)

Substanz Volumen

Endgiiltige Isolationstyrode 20 ml

Liberase™ 150 pl (2 0,75 mg)

10x Trypsin, 2,5 % 100 pl

CaClz [10 mM] 25 ul
Tabelle 17: Stopplosung 1 (89)

Substanz Volumen

Endgiiltige Isolationstyrode 2,25 ml

BCS 0,25 ml

CaClz [10 mM] 3,125 ul

34




Material und Methoden

Tabelle 18: Stopplosung 2, Gesamtvolumen: 25 ml (89)

Substanz Volumen [ml]
Endgiiltige Isolationstyrode 23,75
BCS 1,25

Tabelle 19: Ca?" Aufbau (89), bei jeder Molaritit wird auf das Sedimentieren der Zellen

gewartet
Molaritit [mM] | Stopplosung 2 CaCl; [100 mM] cson [mmol/1]
Volumen [ml] Volumen [pl]
0,1 5 5 0,1
0,2 5 10 0,2
0,4 5 20 0,4
0,8 10 40 0,8
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2.1.3. Uberblick iiber die verwendeten Versuchstiere

Tabelle 20: Ubersicht iiber die gemessenen Versuchstiere

Spezies | Kennz./ | Geburt/ | Genotyp gemessen | Messalter | Messkon-
Tattoo | Austrag am in Wo. zentration
(DOXO0)

Maus 50611 20.12.19 | CaMK II MVV wt | 19.03.20 |13 1 uM
Maus 50612 20.12.19 | CaMK II MVV wt | 20.03.20 | 13 1 uM
Maus 50614 20.12.19 | CaMK II MVV wt | 23.03.20 | 13 1 uM
Maus 51574 12.01.20 | CaMK I MVV wt | 24.03.20 | 10 1 uM
Maus 51762 17.01.20 | CaMK Il MVV wt | 30.03.20 | 10 1 uM
Maus 51862 02.02.20 | CaMK II MVV wt | 25.03.20 |7 1 uM
Maus 51872 02.02.20 | CaMK II MVV wt | 31.03.20 | 8 1 uM
Maus 53763 01.03.20 | CaMK II MVV wt | 30.04.20 |9 10 uM
Maus 53831 12.03.20 | CaMK II MVV wt | 13.05.20 |9 10 uM
Maus 53832 12.03.20 | CaMK II MVV wt | 13.05.20 |9 10 uM
Maus 53853 03.03.20 | CaMK II MVV wt | 04.05.20 |9 10 uM
Maus 53854 03.03.20 | CaMK II MVV wt | 05.05.20 |9 10 uM
Maus 54852 19.04.20 | CaMK II MVV wt | 17.07.20 | 13 50 uM
Maus 59611 30.04.20 | CaMK II MVV wt | 24.07.20 | 12 50 uM
Maus 60234 23.05.20 | CaMK II MVV wt | 02.09.20 | 15 50 uM
Maus 51571 12.01.20 | CaMK II MVV ho | 24.03.20 | 10 1 uM
Maus 51873 02.02.20 | CaMK IIMVV ho | 31.03.20 |8 1 uM
Maus 52091 04.02.20 | CaMK II MVV ho | 06.04.20 |9 10 uM
Maus 52092 04.02.20 | CaMK II MVV ho | 06.04.20 |9 10 uM
Maus 52093 04.02.20 | CaMK II MVV ho | 07.04.20 |9 10 uM
Maus 52094 04.02.20 | CaMK II MVV ho | 07.04.20 |9 10 uM
Maus 53761 01.03.20 | CaMK II MVV ho | 30.04.20 |9 10 uM
Maus 53852 03.03.20 | CaMK II MVV ho | 04.05.20 |9 10 uM
Maus 54682 04.04.20 | CaMK II MVV ho | 26.08.20 | 21 50 uM
Maus 59631 01.05.20 | CaMK II MVV ho | 27.08.20 | 17 50 uM
Maus 59632 01.05.20 | CaMK II MVV ho | 27.08.20 | 17 50 uM
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2.1.4. Uberblick der verwendeten Geriite
Tabelle 21: Uberblick iiber die verwendeten Gerite

Gerit

Hersteller

Absaugung rotarus flow

(50 1)

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG, Eberstadt
(Deutschland)

Automatic Teperature

Conroller

Warner Instruments, Hollistorn (USA)

Epifluoreszenzmikroskop

Nikon Eclipse TE2000-U

Nikon Corporation, Tokio (Japan)

Feinwaage analytic

Sartorius, Gottingen (Deutschland)

Fouorescence System

Interface

IonOptix, Milton (USA)

Gefrierschrank

Heizplatte Stuart heat-stir,
US152

Cole-Parmer, Staffordshire (UK)

High Intensity Arc Lamp
Power Supply

Cairn Research, Faversham (UK)

Hyperswitch Model MCS-
100

IonOptix, Milton (USA)

Kiihlraum

Kiihlschrank

Langendorff

Perfusionsanlage

Magnetriihrer

Monitor

HP Inc., Palo Alto (USA)

Myo Cam-S

IonOptix, Milton (USA)

MyoCam-S Power

IonOptix, Milton (USA)

MyoPacer Field Stimulator

IonOptix, Milton (USA)

Nikon Modell TI-PS 100
W/A

Nikon Corporation, Tokio (Japan)

PC

Dell GmbH, Frankfurt am Main (Deutschland)

Perfusor secura FT

B. Braun Melsungen AG, Melsungen (Deutschland)

pH-Temperatur-Messgerit

Sartorius, Gottingen (Deutschland)
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Pipetten

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Gilson, Middleton (USA)
VWR, Radnor (USA)

Elektrische Pipettierhilfe

Hirschmann, Eberstadt (Deutschland)

pipetus®

PMT

Priparationspinzette Fine Science Tools, Foster City (USA)
Priparationsschere Fine Science Tools, Foster City (USA)
Timer TFA Dostmann, Wertheim (Deutschland)

Vibrationsmischer Vortex-

Genie 2

Scientific Industries, Bohemia (USA)

Waage

Sartorius, Gottingen (Deutschland)

Zentrifuge

2.1.5. Uberblick der verwendeten Software

Tabelle 22: Uberblick iiber die verwendete Software

Softwarename Version Hersteller/Entwickler

Excel 16.57 Microsoft, Redmond (USA)

IonWizard 6.6 IonOptix, Westwood (USA)

Prism 7 GraphPad Software, San Diego (USA)

Word 16.57 Microsoft, Redmond (USA)

Zotero 6.0-beta Roy Rosenzweig Center for History and New
Media der George Mason University (USA)

SigmaPlot 14.5;15 Systat Software GmbH
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2.2. Methoden

2.2.1. Mausmodell

2.2.1.1. Mutationshintergrund der Miuse

Im ,,Cell* wurde 2008 erstmals eine Knock-in Maus beschrieben, bei der die CaMKIId
resistent gegen eine Oxidation ist (45). Erreicht wurde diese Eigenschaft durch das Ersetzen
von zwei redox-sensitiven Methioninen zu Valinen an Stelle 281/282 (45). Die Bezeichnung
,,MM-VV* fiir diese Knock-in Maus leitet sich von dieser Mutationskonstellation ab. Im
Folgenden werden die ,,MM-VV* Miuse als homozygoten (ho) bzw. als CaMKIId
Met281/282Val bezeichnet.

In dieser Forschungsarbeit wurden CaMKIId Met281/282Val und wildtyp Mause verwendet.
Erwéahnt werden muss an dieser Stelle, dass die als wt genotypisierten Méuse
Geschwistertiere der CaMKII6 Met281/282Val Mausen sind. Somit konnte zwar
sichergestellt werden, dass sich an der Position 281/282 weiterhin Methionin befindet, jedoch
wurde nicht auf sonstige Verdanderungen upstream oder downstream geachtet. Dies bedeutet,

dass nicht die Komplette DNA Sequenz auf Veridnderungen hin untersucht wurde.

2.2.1.2. Haltung der Mause

Die Laborméduse wurden in den Zentralen Tierlaboratorien der Universitit Regensburg
(tierdrztliche Leitung: Dr. T. Spruss) gehalten (90). Am Tag der Messung wurde die jeweilige
Maus aus dem Tierhaus ausgeschleust und in Transportkéfigen in das Labor gebracht. Das

Alter der Miuse betrug zwischen 7 Wochen und 13 Wochen (vgl. Tabelle 20).

2.2.1.3. Unterschiede der ventrikuliren Herzmuskelzellen der Maus und des Menschen
Die Wahl des richtigen Tiermodells steht vor allem bei der Erforschung der physiologischen,
aber auch pathophysiologischen Abldufe am Herzen von Beginn an im Vordergrund.
Allgemeingiiltig 14sst sich sagen, dass sich zwei Herzen am stirksten gleichen, wenn das
Herzgewicht und Korpergewicht der Spezies relativ iibereinstimmend sind (91).
Grundlegende Vorteile beim Mausmodell sind nicht nur die leichte und platzsparende
Haltung, auch die schnelle Fortpflanzung ermoglicht einen rascheren Fortschritt in der

Thesenerforschung (91). Transgene Modelle sind bei kleineren Tiermodellen wie Méusen
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leichter zu erzeugen'’ (91). Die Maus unterscheidet sich jedoch nicht nur in seinen MaBen zu
den Menschen, auch die Herzfrequenz!® ist beispielsweise hoher (91). Durch den schnellen
Puls der Maus ist es notwendig, dass die Repolarisation schneller ablduft und die
Plateauphase stark verkiirzt ist (s. auch Kapitel 1.2.3. Aktionspotential des Arbeitsmyokards)
(91). Wihrend bei der Maus der Abfall der Calciumkonzentration im Zytoplasma zu 90%
durch die SERCA getragen wird, wird beim Menschen diese Zahl mit 63-76 % angegeben
(30,91). NCX iibernimmt nahezu den Rest der Calciumelimination aus dem Zytosol und

macht etwa 9% bei der Maus und 24-37 % beim Menschen aus (30,91).

2.2.1.4. Doxorubicinkonzentration

Bei der Wahl der Messkonzentration mit Doxorubicin wurde zunédchst mit 1 uM begonnen, da
vorherige laborinterne Messungen an anderen gentechnisch verdnderten Méusen eine nur
kurze Uberlebensdauer gezeigt hatten. Nach ersten Messungen und Auswertungen mit der
MMV V-Linie zeigte sich jedoch, dass die isolierten Kardiomyozyten die volle Messdauer von
neun Minuten iiberleben. Angelehnt an eine Verdffentlichung von Timolati et al., bei der die
Dosis von 10 uM die Auswirkungen einer spiten klinischen Komplikationen a.e. zeigte (92),
wurde die Messkonzentration dann auf das 10-fache (10 uM) angehoben. AnschlieBend
wurden weitere Messungen mit einer Konzentration von 50 uM angefertigt, um die

Auswirkung einer maximalen Schiadigung durch Doxorubicin moglichst sichtbar zu machen.

2.2.2. Isolation und Aufbereitung der Kardiomyozyten

Zu Beginn der Isolation des Herzens der Maus steht die Totung der selbigen durch zervikale
Dislokation (s. unten). Dies wurde durch Mitarbeiter im Labor durchgefiihrt, die einen
FELASA-Kurs erfolgreich absolviert haben (u.a. Herr Thomas Sowa, BTA).

Zuerst wird die Maus in einer luftdichten Kammer mit 2 % Isofluran bis zur Reflexlosigkeit
betdubt. Die bevorzugte Totungsmethode bei Méusen ist die zervikale Dislokation. Bei dieser
Art der Totung wird der Kopf durch eine Schere am Untergrund fixiert und die Maus
ruckartig durch Zug an der Schwanzwurzel in die Linge gezogen. Die daraus folgende

Durchtrennung des Riickenmarks und der gehirnversorgenden Arterien (Aa. carotides

17 Bei groBeren Tiermodellen ist es notwendig, virale Vektoren iiber invasive Techniken
(z.B.: Katheter) einzubringen, wohingegen bei Mausen beispielsweise i.v. Injektionen in der
Schwanzvene geniigen (91).

18 Herzfrequenz der Maus: 310-840 beats per minute (bpm) (91)
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internae, Aa. vertebrales) fiihrt sehr schnell zum Tod der Maus. Nicht zuletzt liegt ein weiterer
Vorteil in der Vermeidung von Stress fiir das Tier, welcher die Herzmuskelzellfunktion
ansonsten beeinflussen konnte. Die folgenden Schritte sollten ziigig durchgefiihrt werden, um
das Gerinnen des Blutes im Herzen und seinen Koronararterien zu verhindern. Nach
Eroffnung des Abdomens und Thorax mithilfe einer Priaparationsschere und Pinzette erfolgt
die Identifikation des Herzens im Mediastinum. Vorsichtig wird das Herz mit einer Pinzette
luxiert und die Gefédfle abgetrennt. Durch leichtes hin und her Bewegen auf einem
Kosmetiktuch, wurde das Herz von seinem noch in ihm befindlichen Blut befreit. Als
néchster Schritt folgte das Einbringen einer Knopfkaniile unter Vergroerung in die Aorta
ascendens und das Ligieren derselben, um das Luxieren der Kaniile zu vermeiden. Um
weiteres noch vorhandenes Blut auszuwaschen, wurde mit der endgiiltigen Isolationstyrode
(aufgeheizt auf 37 °C) durchgespiilt. Durch die retrograde Perfusion schlief3t sich die
Aortenklappe und das Herz wird iiberwiegend durch seine Herzkranzgeféf3e perfundiert. Das
Anbringen der Knopfkaniile ermoglichte das Anbringen an die Langendorff-Perfusionsanlage
(93). Die néchsten sieben bis acht Minuten wurde das Herz durch die Enzymlosung
durchspiilt. Die Anwendungsdauer oblag dem erfahrenen Laborpersonal, welche den Verdau
durch beispielsweise die Farbintensitit des Myokards beurteilten (Farbintensitit nimmt ab).
Durch die Aktivitit der Enzyme wurde der Abbau der extrazelluldren Matrix erreicht (7). Nun
wurden auf Hohe der Klappenebene die Ventrikel von den Vorhéfen abgetrennt. Die
abgetrennten Herzbestandteile wurden in Anwesenheit der Stopplosung 1 durch eine Schere
in einer Petrischale mechanisch zerkleinert. Eine weitere Groenminderung wurde durch auf
und ab pipettieren und gleichzeitigem zupfen an Gewebe mit einer feinen Pinzette erreicht.
Weiterhin bestehende grofere Bestandteile wurden durch ein feines Netz gefiltert. Die vorerst
fertige Zellsuspension wurde anschlieend in einer Schraubenrdhre gegeben. Nach einer
Ruhezeit von sieben Minuten konnte der Uberstand mit seinen toten und hyperkontraktilen

Zellen abpipettiert werden.
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Zulauf Enzym16sung ———s —
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FAuffangbehéilteﬁ

Abb. 6: Schematische Darstellung der Langendorff Perfusionsanlage.

Der nun notwendige schrittweise Aufbau der Calciumkonzentration dient der Vorbeugung des
Calcium-Paradox-Phianomens, welches erstmals 1966 beschrieben wurde (94,95). Ein
abrupter Calciumanstieg wiirde zur Calciumiiberladung und zur Ausbildung hyperkontraktiler
Zellen flihren (95-97). Zu dem zugrundeliegenden Mechanismus gibt es mehrere Theorien,
wie beispielsweise eine verstirkte Durchldssigkeit des SR (98). Auch in der klinischen
Verwendung der Kardioplegielosung in der Herzchirurgie hat dieses Phinomen Einfluss
(95,98). Der Calciumaufbau besteht aus schrittweise steigenden Calciumkonzentrationen (0, 1
mM; 0,2 mM; 0,4 mM; 0,8 mM). Jede Molaritit ruht fiir sieben Minuten, bevor dann der
Uberstand verworfen wird (abpipettieren). Die Zielkonzentration betriigt 0,8 mM.

Die zuvor mit Seife und Wasser gereinigten, druckluftgetrockneten Messkammern, werden
nun mithilfe der Pipette mit 3,5 pul Laminin benetzt. Laminin (Vertreter der Glykoproteine)
findet sich in der Basalmembran und besitzt die Fahigkeit zur Bindung von Zellen (99). Diese
Fahigkeit wird sich hier zunutze gemacht, um die Kardiomyozyten besser in der Messkammer
zu fixieren. Nach Zugabe von 400 pl Zellsuspension ldsst man die Kammern fiinfzehn
Minuten lange in Ruhe stehen, um eine Zelladhésion zu gewahrleisten.

Im abgedunkelten Messraum kann dann 250 pl des endgiiltigen Farbstoffes fura-2, AM
zugegeben werden, nachdem der fliissige Uberstand der Kammer ausgekippt wurde. Nach
fiinfzehnminiitiger Lagerung unter einer mit Aluminiumfolie bedeckten und somit

lichtgeschiitzten Petrischale, kann die Kammer nun in das Mikroskop eingesetzt werden.
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Abb. 7: Beispiel einer Messkammer mit Pacer und Zulauf fiir die Superfusionslosung.

Modifiziert nach IonOptix - Myocyte Calcium & Contractility Recording System
(HyperSwitch Configuration) [Internet]. 2020. Modifiziert aus:
https://2zIwpi242q711v0z33wb30jz-wpengine.netdna-ssl.com/wp-
content/uploads/2019/10/Ca-and-Cont HSW _digital.pdf (100)

Abb. 8: Bildaufnahme des Arbeitsplatzes am Forschungslabor der Kardiologie am
Uniklinikum Regensburg (eigene Aufnahme am 05.03.2020)
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2.2.3. Farbstoff fura-2, AM

Die Arbeit von Tsien und seinen Kollegen in der Erforschung und Entwicklung von
Floureszenzfarbstoffen ermdglicht bis heute, Aussagen zur zytosolischen
Calciumkonzentration wihrend Kontraktionen von Kardiomyozyten zu treffen (101-103).
Der Farbstoff fura-2, AM, der auch in dieser Forschungsarbeit genutzt wurde, wirkt als
Indikator. Klassifiziert wird dieser zu den ratiometrischen Farbstoffen, der im Anschluss eine
Beurteilung der Calciumkonzentration durch die Bildung von Verhiltnissen zwischen zwei

Anregungswellenldngen zulésst.

Formel 1: Formel zur Berechnung der Calciumkonzentration (102)

[Ca%t] = K X <—R _ R“““) X (ﬁ)

Rmax — R/ \§p
[Ca%*] Calciumkonzentration
K4 Dissoziationskonstante, 224 nM (102,104)
R Verhiltnis der Fluoreszenzintensitt ( izg 22 , jeweils mit und ohne Ca?*
Bindung) (103)
Riin minimale Fluoreszenzintensitit, 0,768 (102)
R nax maximale Fluoreszenzintensitit, 35,1 (102)
St, Fluoreszenzintensitit bei 380 nm im Ca?" freien Zustand (102)
Sh2 Fluoreszenzintensitit bei 380 nm im Ca?" gebundenen Zustand (102)

Der hier verwendete Farbstoff fura-2, AM zeichnet sich durch seine spezielle chemische
Modifikation und dadurch entstehende Vorteile aus. Die Veresterung mit einer
Acetoxymethylgruppe steigert die Lipophilie und somit die Eigenschaft, besser in das
Zellinnere einzutreten (102,103). Die Verschiebung des pH ins leicht saure Milieu (pH ~ 6,6)
ermoglicht eine zusétzliche Erleichterung der Zellpermeabilitdt (104) und wird hier durch
Pluronic acid erreicht. Intrazelluldr befindliche Esterasen hydrolisieren das Molekiil (103).
Dadurch kann nicht nur intrazellulédr eine hohere Konzentration erreicht werden, sondern auch
der Farbstoff kann nun Calcium binden (103). Untersuchungen der Kinetik haben gezeigt,
dass sich fura-2, AM sehr gut eignet, um schnell alternierende Calciumkonzentration zu

messen (105,106). Des weiteren verliert fura-2, AM seine fluoreszierenden Eigenschaften

44



Material und Methoden

wihrend der Messperiode von einer Stunde nicht signifikant (103). Jedoch steht diesen

zahlreichen Vorteilen auch Nachteile gegeniiber, wie beispielsweise die verminderte Aktivitat

der Na*-K*-ATPase um 30-80 % (107).

2.2.4. Epifluoreszenzmikroskopie

2.2.4.1. Strahlengang in der Messanlage

Die HyperSwitch Configuration der Firma IonOptix ermdglicht 250 ratiometrische
Calciummessungen pro Sekunde und 1000 Sarkomerlangenmessungen pro Sekunde (100).
Das Licht dieser Anlage wird durch eine 75 W xenon-arc bulb erzeugt, die sich geschiitzt und
umgeben von Parabolspiegeln befindet (108). Dieses Licht wird zu einen galvanometrischen
Spiegel gelenkt, der dieses schnell wechselnd in zwei unterschiedliche Wege leiten kann
(108). Jeder dieser Pfade besitzt einen eigenen Filter, der nur fiir Licht spezieller
Wellenlédngen durchléssig ist (108). Diese Strahlen werden dann durch einen dichroitischen
Spiegel zum gemeinsamen Ausgang gelenkt (108). Dieser Spiegel zeichnet sich durch seine
Eigenschaft aus, nur Licht oberhalb einer bestimmten Wellenldnge durchzulassen (ansonsten
wird das Licht reflektiert) (109). Zusammenfassend wird erreicht, dass sich zwei
Wellenlédngen im Millisekunden Bereich schnell abwechseln (100). Nach Durchtritt des
Graufilters, wird das Licht mittels Fliissiglichtleiter auf das Préparat im Mikroskop gelenkt.
Ein Emissionsfilter hindert Anregungslicht, in die Messsensoren zu gelangen (109). Die
Zellkontraktionen und somit auch die Sarkomerldngen werden durch eine Kamera erfasst
(110). Die Fluoreszenz wird durch ein photomultiplier tube (PMT) gemessen, welcher unter
der Kontrolle des Fluorescence System Interface und der dazugehorigen Software lonWizard
steht (100,110). Diese Software ermoglicht auch die Erfassung der gemessenen Daten und

spater auch die Analyse dieser (100).
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Abb. 9: Aufbau der Messanlage.

Modifiziert nach IonOptix - Myocyte Calcium & Contractility Recording System
(HyperSwitch Configuration) [Internet]. 2020. Modifiziert aus:
https://2zlwpi242q71lv0z33wb30jz-wpengine.netdna-ssl.com/wp-
content/uploads/2019/10/Ca-and-Cont HSW _digital.pdf (100)

2.2.4.2. Physikalisches Prinzip der Messmethode

Das zugrunde liegende physikalische Prinzip der Messmethode ist eine Kombination aus
Fluoreszenz (Absorption und Emission) und dem Stokes-Shift. Die in der Schale befindlichen
Elektronen des am Calcium gebunden Farbstoffes fura-2, AM wird durch Anregungslicht in
einen energetisch hoheren Zustand angehoben (Absorption) (109,111). Dieser Zustand kann
jedoch nicht gehalten werden, und so fallen die Elektronen wieder zuriick in ihren
Ausgangszustand (Emission) (109,111). Dieser Vorgang dauert nur wenige Nanosekunden
und ermoglicht in dieser Messung eine hohe zeitliche Auflésung (111). Da die dabei
freiwerdende Energie jedoch nicht nur in Form von Photonen freigesetzt wird
(Energieverlust), zeigt sich bei der Messung der Wellenldngen grofere Werte (ca. 20-50 nm
mehr) (109,111). Diese Wellenldngenverschiebung wird nach ihrem Entdecker als Stokes-
Shift oder auch als Stokes-Verschiebung beschrieben (109). Filter ermoglichen nun eine

alleinige Messung der zuriickgeworfenen Wellenldngen (111).
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2.2.5. Ubersicht der Geriite- und Softwareeinstellungen wiihrend der Messung

Tabelle 23: Ubersicht der Gerite- und Softwareeinstellung wihrend der Messung

Conroller

Gerit/Software Einstellung
Absaugung 020.0 1/min
Automatic Teperature 42 °C

Epifluoreszenzmikroskop

NIKON Eclipse TE2000-U

Filter fura-2, 1 Auge, 5 PC, Blende offen (Regler hinten)

Fouorescence System

Interface

Gerédteaufbau Hinten Spiegel, vorne Leer

Hyperswitch Hyperflow nach vorne zum Benutzer, Graufilter 0,6
IonWizard Fura PMT 2 bei Task Manager und Experiments
Myo Cam-S

MyoPacer Field Stimulator | 20V, 1 Hz

Perfusoren 60 ml/h

Tropfsystem fiir 62 ml/h

Caffeinmessung

47




Material und Methoden

2.2.6. Messprotokoll

Die nachfolgenden Grafiken zeigen den zeitlichen Verlauf des Messprotokolls auf. Zuvor
wird jedoch die Kammer in das Mikroskop eingesetzt und Pacer, Zulauf und Absaugung
positioniert. Die Betrachtung der Zellen erfolgte durch ein Immersionsélobjektiv mit 40-
facher VergroBerung. Bei der Wahl der Zelle wurde darauf geachtet, dass diese moglichst

einzeln liegt und die Streifung der Sarkomere gut zu erkennen ist.

Einschlagphase (5 min) Superfusion mit NT Caffeine
dmin____« -

>

Floureszenz an niachste Kammer Floureszenz Pause +

inkubieren

Platzierung Caffeine
Sonde

Abb. 10: Messprotokoll der Kontrollmessung mit NT

Bemerkung: Die Kammer wurde lichtgeschiitzt fiir 15 Minuten mit dem Farbstoff fura-2, AM
inkubiert (103).

Wechsel der
Tyrode

Einschlagphase (5 min) Superfusion mit Doxorubicin Caffeine
>

ﬁ Floureszenz an nichste Kammer Floureszenz Pause +

inkubieren Platzierung Caffeine
Sonde

Abb. 11: Messprotokoll der Doxorubicin Superperfusion
Bemerkung: Die Kammer wurde lichtgeschiitzt fiir 15 Minuten mit dem Farbstoff fura-2, AM
inkubiert (103).
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Schlauch- Schlauch-
system mit system mit
NT NT
durchspiilen! durchspiilen!

Abb. 12: Reihenfolge der Messungen pro Kammer

Bemerkung: Durch die im Verlauf kontinuierliche Auswertung der Messdaten, wurde die
Reihenfolge und die Anzahl der Messungen innerhalb der Kammer im Verlauf verdndert.
Dies ermdglichte eine annéhernd gleiche Stichprobengrof3e in den einzelnen Gruppen. Jedoch
wurde darauf geachtet, dass bei jeder Maus mindestens einmal mit NT und einmal mit DOXO
gemessen wurde. Abweichende Reihenfolge wurde beispielhaft wie folgt eingehalten:

DOXO-NT-DOXO-DOXO-NT-DOXO, NT-DOXO-DOXO-DOXO-DOXO-DOXO.

Die Caffeineapplikation am Schluss jeder Messung (bei den Messreihen mit 1 uM und 10 uM
Doxorubicin durchgefiihrt) ermoglicht es die Gesamtcalciumkonzentration im SR zu erheben,
da diese Losung eine zeitgliche Offnung aller RyR induziert (30,112). Der CaffeinestoB sollte
in der fortgefiihrten 1 Hz Frequenz bei abgeschalteten Pacer erfolgen, d.h. unter Pausieren der
Stimulation (113). Da hierbei auch andere Proteine beeinflusst werden (z.B. Aktivierung der
PKA) (30), macht diese Herangehensweise weitere Messungen in der Kammer unmdoglich.
Ziel ist es, in Zusammenschau mit dem zuvor gemessenen Ca?" Transienten herauszufiltern,
wie viel Calcium pro Systole aus dem SR austritt und wie viel aus dem Extrazellularraum
stammt (sog. fraktionelle SR Ca”" Freisetzung).

Zuletzt erfolgt die Messung der Hintergrundstrahlung, bei der moglichst nahe neben der
gemessenen Zelle ein Ausschnitt ausgesucht werden sollte, in dem sich weder Zellen, noch
Zelltriimmer befinden. Dieser Hintergrund wird spéter bei der Auswertung von der gesamten

Messung subtrahiert.

49



Material und Methoden

2.2.7. Auswertung der Messergebnisse

Zuerst soll anhand eines exemplarischen Transienten die Messparameter weiter erldutert

werden:

Die ,,baseline®, also die Fluoreszenzintensitdt in der Zelle vor Beginn des systolischen
Ca?" Transienten erlaubt Riickschliisse auf den diastolischen Calciumgehalt im
Zytosol [Ca**];

Die ,,peak h* reprisentiert die Hohe der Ca** Transientenamplitude wéhrend der
Systole, die sich aus der Differenz von systolischer maximaler Fluoreszenzintensitét
(,,peak®) und baseline Fluoreszenzintensitit ergibt.

Die ,,RT 80 % beschreibt die Zeit, binnen derer der Ca?" Transient wihrend der
Diastole um 80 % wieder auf sein Ausgangsniveau zuriickgegangen ist. Da die
RT80% also die Geschwindigkeit der Ca** Elimination wihrend der Diastole
reprasentiert, ist sie ein Mal3 der Relaxation.

Die ,,tau* erlaubt Riickschliisse auf die vollstindige Relaxationszeit, also die Zeit, die
bendtigt wird, um den diastolischen ,,baseline* Calciumgehalt im Zytosol [Ca**]i zu
erreichen

Durch die Zugabe von Caffeine am Ende der Messperiode konnte der Calciumgehalt
des sarkoplasmatischen Retikulum bestimmt werden. Die Bestimmung der Amplitude
erfolgte wie auch die des Ca®* Transienten durch Subtraktion der maximalen

systolischen Fluoreszenz (,,peak®) minus der baseline Fluoreszenz.

(Ca?* Transientenamplitude,
peak h = peak — baseline)

peak h

-
»

RT 80 %
(Zeit, bei der der Transient um 80 % abgefallen ist)

F340/F330

vollstandige
Relaxationszeit

\ Zeit (t) in s
baseline
(diast. Ca?* Konzentration)

Abb. 13: Exemplarischer Transient mit gekennzeichneten Messparametern
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Die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde mit dem Programm SigmaPlot angefertigt.
Bei der graphischen Darstellung wurde auf der x-Achse der Faktor Zeit aufgetragen, auf der
y-Achse die gemessene Floureszenzintensitdt. Aus den gemessenen Werten wurde hierbei der
Mittelwert (mean) errechnet. AuBerdem wurde der Standardfehler mit angegeben, welcher
Riickschliisse auf Messqualitdt erlaubt (114). Mathematisch ldsst sich der Standardfehler

(SEM = standard error of the mean) mit nachfolgender Formel ausdriicken:

Formel 2: Berechnung des Standardfehlers (114,115)

S
SEM = —
Vn
SEM Standardfehler
S Varianz
n Anzahl der Messungen

Als statistischer Test wurde zum einen der two-way (Zeit und DOXO Superfusion) ANOVA
(analysis of variance) mit Messwiederholungen und dem Post-hoc Test Fisher’s LSD gewihlt,
zum anderem der one-way ANOVA fiir wiederholte Messungen. Die Nullhypothese
(Messwerte aus den unterschiedlichen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant) wird
abgelehnt, wenn das festgelegte Signifikanzniveau p < 0,05 unterschritten wird.

Die im Text aufgefiihrten Zahlenwerte sind die absoluten, gemessenen Werte. Diese wurden
auf zwei Dezimalen gerundet.

Um die einzelnen Genotypen besser darstellen zu konnen, wurde bei den Graphen eine

pseudonormalisierte Darstellung zum jeweiligen Ausgangswert gewdhlt.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswertung der diastolischen Ca**-Konzentration

Die ,,baseline* erlaubt Riickschliisse auf den diastolischen Calciumgehalt im Zytosol [Ca?*]i.
Der Einfluss von Doxorubicin wurde anhand eines Titrationsprotokoll (NT, 1 uM, 10 uM, 50
uM) in den jeweiligen Genotypen (wildtyp vs. CaMKII6 Met281/282Val) untersucht.

Wie dem Methodenteil zu entnehmen ist, wurden alle Zellen in Minute eins mit Normaltyrode
superfundiert. In den folgenden Messreihen wurde bei den absoluten Fluoreszenzwerten
allerdings eine Diskrepanz des [Ca®*]i in der Minute eins zwischen den einzelnen Gruppen
detektiert, die schon zum Ausgangszeitpunkt bestanden. Um die qualitativen Effekte von
Doxorubicin in den einzelnen Genotypen besser darzustellen, wurde das diastolische [Ca®*];

daher jeweils auf seinen Ausgangswert normalisiert.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Anzahl der gemessenen Zellen bei der jeweiligen Minute
und Konzentration, sowie den Genotypen. Diese bezieht sich auch auf die nachfolgenden

Auswertungen.

Tabelle 24: Ubersicht der Anzahl der gemessenen Zellen bei der jeweiligen Minute und

Konzentration, sowie den Genotyp

12 3 4 5 6 7 8 9

wildtyp NT 29 27|29

1 uM 11 10 | 11

10 uM 18 16 17 |16 | 17

50 uM 7 8 |7 8 |7
CaMKIIS Met281/282Val NT 27 25 22|23

1 uM 5

10 uM 19 18

50 uM 8 7 |6 |5

Wie die Tabelle aufzeigt, unterscheiden sich die Anzahl der gemessenen Zellen. Die
Verinderung der Zellzahl entlang einer Messreihe beruhte auf beispielsweise ,,Absterben‘ der

Zellen oder an nicht validen Messungen, sodass diese Werte fehlen.
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Wie den nachfolgenden zwei Grafiken (Abb. 14) zu entnehmen ist, fiihrt die Anwendung von
Doxorubicin in seiner maximal verwendeten Konzentration von 50uM in wildtyp Zellen,
sowie CaMKIId Met281/282Val Zellen zu einen signifikant schwéicheren Anstieg der

diastolischen [Ca*"]; im Vergleich zu den jeweils mit NT superfundierten Kontrollzellen.
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0,0

Diastolisches Calcium
(normalisiert auf Minute 1)
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Abb. 14: Vergleich des normalisierten diastolischen [Ca*']; in wildtyp und CaMKII8
Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate)
und Doxorubicin mit der Konzentration 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate). (* entspricht
einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum Startpunkt, # entspricht
einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen den Gruppen, two-way

ANOVA mit post-hoc Test Fisher’s LSD)
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In der Abb. 15 ist der diastolische [Ca?"]i innerhalb der wildtyp und CaMKIIS Met281/282Val
Zellen unter allen verwendeten Doxorubicinkonzentrationen (d.h. NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM)
dargestellt.
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Abb. 15: Vergleich des normalisierten diastolischen [Ca*']; in wildtyp und CaMKII8
Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate),
Doxorubicin mit der Konzentration 1 pM (blaue Kreise bzw. Quadrate), 10 uM (griine Kreise
bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

Die mit NT superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine diastolische [Ca?*]; Zunahme von

+ 21,70 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 1,14 a.u.'” = 0,05 a.u.,
Minute 9: 1,39 a.u. £ 0,07 a.u.).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine diastolische [Ca®'];
Zunahme von + 13,65 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 1,24 a.u. &+
0,05 a.u., Minute 9: 1,41 a.u. = 0,04 a.u.).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine diastolische [Ca®'];
Zunahme von + 16,54 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,98 a.u. &
0,05 a.u., Minute 9: 1,14 a.u. + 0,05 a.u.).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine diastolische [Ca®'];
Zunahme von + 2,00 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 1,04 a.u. +

0,04 a.u., Minute 9: 1,07 a.u. £ 0,03 a.u.).

1 a.u., willkiirliche Einheit (engl.: arbitrary units)
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Die mit NT superfundierten CaMKIIS Met281/282Val Zellen zeigten eine diastolische [Ca?*];
Zunahme von + 15,84 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 1,08 a.u. &
0,06 a.u., Minute 9: 1,25 a.u. + 0,08 a.u.).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten CaMKIId Met281/282Val Zellen zeigten eine
diastolische [Ca?*]i Zunahme von + 19,95 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten
(Minute 1: 1,39 a.u. £ 0,08 a.u., Minute 9: 1,67 a.u. £ 0,11 a.u.).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
diastolische [Ca?"]i Zunahme von + 6,68 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten
(Minute 1: 1,21 a.u. £ 0,04 a.u., Minute 9: 1,29 a.u. = 0,04 a.u.).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
diastolische [Ca**]; Zunahme von + 5,84 % iiber den zeitlichen Verlauf von sechs Minuten
(Minute 1: 0,90 a.u. £ 0,09 a.u., Minute 6: 0,95 a.u. = 0,09 a.u.). Ab Minute sieben findet sich
eine Reduktion der diastolischen [Ca*']i im gesamten Verlauf von 9 Minuten gegeniiber den
Anfangswert bei Minute 1 um — 9,18 % (Minute 1: 0,90 a.u. £ 0,09 a.u., Minute 9: 0,81 a.u. £
0,07 a.u.). Zu beachten ist hier, dass durch das Wegfallen von Zellen ab Minute 7 sich die
diastolische [Ca?"]; in den absoluten werden verringert (wie aufgefiihrt), der Graph hier

jedoch durch die Pseudonormalisierung von Minute 1 einen Anstieg aufzeigt.

55



Ergebnisse

Nachfolgend (Abb. 16) findet sich eine direkte Gegeniiberstellung der diastolischen [Ca®'];
der Genotypen (wildtyp, CaMKII5 Met281/282Val) bei den jeweiligen verwendeten
Doxorubicinkonzentrationen (NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM).
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Abb. 16: Vergleich des normalisierten diastolischen [Ca?*]i zwischen wildtyp (Kreise) und
CaMKIId Met281/282Val (Quadrate) Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze
Kreise bzw. Quadrate), Doxorubicin mit der Konzentration 1 pM (blaue Kreise bzw.
Quadrate), 10 uM (griine Kreise bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOV A mit post-hoc Test Fisher’s LSD)

In der gemeinsamen Darstellung der mit NT superfundierten wildtyp und CaMKIIS
Met281/282Val Zellen (Abb. 16, links oben) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen ein
kontinuierlicher Anstieg iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA
zeigt sich kein signifikantes Ergebnis als Ausdruck des gleichartigen Verhaltens der

diastolischen Ca?* Fluoreszenz in beiden Gruppen (p=0,172).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 1 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und Ca
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MKIIS Met281/282Val Zellen (Abb. 16, rechts oben) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen
ein Anstieg der diastolischen Ca** Fluoreszenz iiber die Messperiode von neun Minuten. In

der two-way ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
(p=0,655).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 16, links unten) zeigt sich bei dem Kurvenverlauf der
wildtyp und MMVV Zellen ein Anstieg. Im Vergleich zu den wildtyp Zellen steigt der
Kurvenverlauf der CaMKIId Met281/282Val Zellen allerdings signifikant weniger stark an. In
der two-way ANOVA zeigt sich entsprechend ein signifikantes Ergebnis (p=0,001) als
Ausdruck des stirkeren Anstiegs des diastolischen Ca®* in der wildtyp Gruppe.

In der gemeinsamen Darstellung der mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 16, rechts oben) zeigt sich der Kurvenverlauf der
wildtyp Zellen unveréndert. Bei den CaMKIIS Met281/282Val Zellen zeigt sich der
Kurvenverlauf zunichst trendhaft fallend, wobei die Werte der Minute sechs und sieben hier
signifikant unterschiedlich im Relation zum Startpunkt sind. In der two-way ANOVA zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,216).
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3.2. Auswertung der Ca**-Transientenamplitude unter dem Einfluss von Doxorubicin
Die ,,peak h* reprisentiert die Ca** Transientenamplitude wihrend der Systole. Der Einfluss
von Doxorubicin wurde wieder anhand eines Titrationsprotokoll (NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM)
in den jeweiligen Genotypen (wildtyp vs. CaMKII6 Met281/282Val) untersucht.

Wie dem Methodenteil zu entnehmen ist, wurden alle Zellen in Minute eins mit Normaltyrode
superfundiert. In den folgenden Messreihen wurde bei den absoluten Werten diesbeziiglich
eine Diskrepanz der Ca?" Transientenamplitude in der Minute eins detektiert. Um die
qualitativen Effekte von Doxorubicin in den einzelnen Genotypen besser darzustellen, wurde

die Ca?" Transientenamplitude daher jeweils auf seinen Ausgangswert normalisiert.

Die Anzahl der gemessenen Zellen ist analog der oben aufgefiihrten Tabelle 24 unter dem

Punkt 3.1. Auswertung der diastolischen Ca?*-Konzentration.

Wie den nachfolgenden zwei Grafiken (Abb. 17) zu entnehmen ist, fiihrt die Anwendung von
Doxorubicin in seiner hochsten Konzentration von 50uM in wildtyp Zellen, sowie CaMKII
Met281/282Val Zellen zu einer signifikanten Abnahme der Ca?* Transientenamplitude im

Vergleich zu den jeweils mit NT superfundierten Kontrollzellen.
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Abb. 17: Vergleich der normalisierten Ca?" Transientenamplitude in wildtyp und CaMKII$
Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate)
und Doxorubicin mit der Konzentration 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOVA mit post-hoc Test Fisher’s LSD)
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Abb. 18: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp

Kardiomyozyten mit Superfusion von NT.
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Abb. 20: Gegeniiberstellung der Ca*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei
CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten

mit Superfusion von NT.
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Abb. 19: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp
Kardiomyozyten mit Superfusion von

Doxorubicin mit der Konzentration 50 pM.
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Abb. 21: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei
CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten
mit Superfusion von Doxorubicin mit der

Konzentration 50 pM.
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In der Abb. 22 ist die Ca** Transientenamplitude innerhalb der wildtyp und CaMKII$

Met281/282Val Zellen unter allen verwendeten Doxorubicinkonzetrationen (d.h. NT, 1 uM,

10 uM, 50 uM) verglichen worden.
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Abb. 22: Vergleich der normalisierten Ca?* Transientenamplitude in wildtyp und CaMKII$

Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate),

Doxorubicin mit der Konzentration 1 pM (blaue Kreise bzw. Quadrate), 10 uM (griine Kreise
bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

Die mit NT superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Zunahme der Ca?*

Transientenamplitude von + 41,80 % {iber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute

1: 0,35 a.u. £ 0,04 a.u., Minute 9: 0,50 a.u. = 0,05 a.u.).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Zunahme der Ca**

Transientenamplitude von + 32,89 % {iber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute

1: 0,50 a.u. = 0,09 a.u., Minute 9: 0,66 a.u. = 0,10 a.u.).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Zunahme der Ca?*

Transientenamplitude von + 48,09 % {iber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute

1: 0,23 a.u. £ 0,03 a.u., Minute 9: 0,34 a.u. = 0,04 a.u.).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der Ca®*

Transientenamplitude von — 11,45 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute

1: 0,40 a.u. = 0,05 a.u., Minute 9: 0,36 a.u. = 0,04 a.u.).
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Die mit NT superfundierten CaMKIIS Met281/282Val Zellen zeigten eine Zunahme der Ca®*
Transientenamplitude von + 33,20 % {iber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute
1: 0,34 a.u. £ 0,03 a.u., Minute 9: 0,46 a.u. = 0,05 a.u.).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten CaMKIId Met281/282Val Zellen zeigten eine
Zunahme der Ca?" Transientenamplitude von + 48,33 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun
Minuten (Minute 1: 0,52 a.u. = 0,03 a.u., Minute 9: 0,77 a.u. £ 0,19 a.u.).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Zunahme der Ca?" Transientenamplitude von + 31,61 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun
Minuten (Minute 1: 0,40 a.u. = 0,03 a.u., Minute 9: 0,53 a.u. £ 0,05 a.u.).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Abnahme der Ca*" Transientenamplitude von — 49,69 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun

Minuten (Minute 1: 0,38 a.u. = 0,09 a.u., Minute 9: 0,19 a.u. £ 0,05 a.u.).
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Nachfolgend (Abb. 23) findet sich eine direkte Gegeniiberstellung der Ca**
Transientenamplitude der Genotypen (wildtyp, CaMKIId Met281/282Val) bei den jeweiligen
verwendeten Doxorubicinkonzentrationen (NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM).
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Abb. 23: Vergleich der normalisierten Ca** Transientenamplitude zwischen wildtyp (Kreise)
und CaMKII6 Met281/282Val (Quadrate) Kardiomyozyten mit Superfusion von NT
(schwarze Kreise bzw. Quadrate), Doxorubicin mit der Konzentration 1 uM (blaue Kreise
bzw. Quadrate), 10 uM (griine Kreise bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw.
Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOVA mit post-hoc Test Fisher’s LSD)

In der gemeinsamen Darstellung der mit NT superfundierten wildtyp und CaMKIIS
Met281/282Val Zellen (Abb. 23, links oben) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen ein
Anstieg liber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA zeigt sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,930).
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Abb. 24: Gegeniiberstellung der Ca?* Abb. 25: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp  Transienten bei Minute 1 und 9 bei
Kardiomyozyten mit Superfusion von NT. CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten

mit Superfusion von NT.

In der gemeinsamen Darstellung der mit 1 pM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 23, rechts oben) zeigt sich bei beiden
Kurvenverldufen ein kontinuierlicher Anstieg tiber die Messperiode von neun Minuten. In der

two-way ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
(p=0,969).

500 ms 500 ms
Abb. 26: Gegeniiberstellung der Ca** Abb. 27: Gegeniiberstellung der Ca**
Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp  Transienten bei Minute 1 und 9 bei
Kardiomyozyten mit Superfusion von CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten
Doxorubicin mit der Konzentration 1 uM. mit Superfusion von Doxorubicin mit der

Konzentration 1 uM.

In der gemeinsamen Darstellung der mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 23, links unten) zeigt sich bei beiden Kurvenverldaufen
ein kontinuierlicher Anstieg liber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way

ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,893).
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Abb. 28: Gegeniiberstellung der Ca?*

Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp
Kardiomyozyten mit Superfusion von

Doxorubicin mit der Konzentration 10 pM.
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Abb. 29: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei
CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten
mit Superfusion von Doxorubicin mit der

Konzentration 10 pM.

In der gemeinsamen Darstellung der mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKIIo Met281/282Val Zellen (Abb. 23, rechts unten) zeigt sich der Kurvenverlauf der
Zelllinien fallend. Im Gegensatz zu den wildtyp Zellen zeigen die CaMKII5 Met281/282Val
Zellen eine signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum Startpunkt. In der

two-way ANOVA zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen

(p=0,391).
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Abb. 30: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei wildtyp
Kardiomyozyten mit Superfusion von

Doxorubicin mit der Konzentration 50 pM.

500 ms

Abb. 31: Gegeniiberstellung der Ca?*
Transienten bei Minute 1 und 9 bei
CaMKIIs Met281/282Val Kardiomyozyten
mit Superfusion von Doxorubicin mit der

Konzentration 50 pM.
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3.3. Auswertung der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes
Die ,,RT80* erlaubt Riickschliisse auf die Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des
Ausgangswertes. Der Einfluss von Doxorubicin wurde anhand eines Titrationsprotokoll (NT,
1 uM, 10 uM, 50 uM) in den jeweiligen Genotypen (wildtyp vs. CaMKIId Met281/282Val)

untersucht.

Wie dem Methodenteil zu entnehmen ist, wurden alle Zellen in Minute eins mit Normaltyrode
superfundiert. In den folgenden Messreihen wurde bei den absoluten Werten diesbeziiglich
eine Diskrepanz der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes in der
Minute eins detektiert. Um die qualitativen Effekte von Doxorubicin in den einzelnen
Genotypen besser darzustellen, wurde die Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des

Ausgangswertes daher jeweils auf seinen Ausgangswert normalisiert.

Die Anzahl der gemessenen Zellen ist analog der oben aufgefiihrten Tabelle 24 unter dem

Punkt 3.1. Auswertung der diastolischen Ca?*-Konzentration.
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Wie den nachfolgenden zwei Grafiken (Abb. 32) zu entnehmen ist, fiihrt die Anwendung von
Doxorubicin in wildtyp Zellen, jedoch nicht bei CaMKIId Met281/282Val Zellen zu einer
signifikanten Anderung der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes im
Vergleich zu den jeweils mit NT superfundierten Kontrollzellen, die eine signifikante
Beschleunigung der Relaxationsgeschwindigkeit im Verlauf des Versuches zeigen. Diese
Beschleunigung unter Kontrollbedingungen ist unter Doxorubicin in wildtyp Zellen

entsprechend nicht vorhanden.
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Abb. 32: Vergleich der normalisierten Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des
Ausgangswertes in wildtyp und CaMKII6 Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion

von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate) und Doxorubicin mit der Konzentration 50 pM

(rote Kreise bzw. Quadrate).
(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOVA mit post-hoc Test Fisher’s LSD)
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Ergebnisse

In der Abb. 33 ist die Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes
innerhalb der wildtyp und CaMKII6 Met281/282Val Zellen unter den verwendeten
Doxorubicinkonzentrationen (d.h. NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM) verglichen worden.
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Abb. 33: Vergleich der normalisierten Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des
Ausgangswertes in wildtyp und CaMKII6 Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion
von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate), Doxorubicin mit der Konzentration 1 uM (blaue
Kreise bzw. Quadrate), 10 uM (griine Kreise bzw. Quadrate) und 50 pM (rote Kreise bzw.
Quadrate).

Die mit NT superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der Zeit bis zur
Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 25,37 % liber den zeitlichen Verlauf
von neun Minuten (Minute 1: 0,30 s £ 0,02 s, Minute 9: 0,23 s + 0,02 s). Zu erwéhnen sei
hier, dass die Abnahme der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes
eine Leistungszunahme im Sinne einer schnelleren Calciumelimination aus dem Zytosol
bedeutet.

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der Zeit bis
zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 8,62 % iiber den zeitlichen
Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,31 s + 0,03 s, Minute 9: 0,28 s + 0,04 s).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der Zeit
bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 16,50 % iiber den zeitlichen
Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,29 s + 0,02 s, Minute 9: 0,24 s + 0,02 s).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der Zeit
bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 7,36 % iiber den zeitlichen

Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,31 s + 0,04 s, Minute 9: 0,28 s + 0,02 s).
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Die mit NT superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine Abnahme der Zeit
bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 11,47 % iiber den zeitlichen
Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,30 s + 0,03 s, Minute 9: 0,26 s + 0,03 s).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten CaMKIId Met281/282Val Zellen zeigten eine
Abnahme der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 8,51 %
iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,18 s + 0,02 s, Minute 9: 0,17 s +
0,01 s).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Abnahme der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von — 14,68 %
iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,30 s + 0,02 s, Minute 9: 0,25 s +
0,03 s).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Zunahme der Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes von + 17,95 %
iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1: 0,32 s + 0,06 s, Minute 9: 0,38 s &

0,05 s).
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Nachfolgend (Abb. 34) findet sich eine direkte Gegeniiberstellung der Zeit bis zur
Transientenabnahme um 80% des Ausgangswertes der Genotypen (wildtyp vs. CaMKIId

Met281/282Val) bei den jeweiligen verwendeten Doxorubicinkonzentrationen (NT, 1 uM, 10
uM, 50 uM).
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Abb. 34: Vergleich der normalisierten Zeit bis zur Transientenabnahme um 80% des
Ausgangswertes in wildtyp (Kreise) und CaMKII6 Met281/282Val (Quadrate)
Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw. Quadrate), Doxorubicin mit
der Konzentration 1 uM (blaue Kreise bzw. Quadrate), 10 uM (griine Kreise bzw. Quadrate)
und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOV A mit post-hoc Test Fisher’s LSD)

In der gemeinsamen Darstellung der mit NT superfundierten wildtyp und CaMKIId
Met281/282Val Zellen (Abb. 34, links oben) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen ein
kontinuierlicher Abfall iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,239).
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In der gemeinsamen Darstellung der mit 1 pM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 34, rechts oben) zeigt sich bei beiden
Kurvenverldufen ein kontinuierlicher Abfall iiber die Messperiode von neun Minuten. In der
two-way ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
(p=0,815).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 34, links unten) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen
ein kontinuierlicher Abfall {iber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA

zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,772).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 34, rechts unten) zeigt sich bei beiden
Kurvenverliufen keine Verdnderung iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way

ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,313).
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3.4. Auswertung der vollstiindigen Relaxationszeit (t)

Die 7 erlaubt Riickschliisse auf die vollstaindige Relaxationszeit, also die Zeit, die bendtigt
wird, um den diastolischen Calciumgehalt im Zytosol [Ca*"]i zu erreichen. Der Einfluss von
Doxorubicin wurde anhand eines Titrationsprotokoll (NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM) in den
jeweiligen Genotypen (wildtyp vs. CaMKII6 Met281/282Val) untersucht.

Wie dem Methodenteil zu entnehmen ist, wurden alle Zellen in Minute eins mit Normaltyrode
superfundiert. In den folgenden Messreihen wurde bei den absoluten Werten diesbeziiglich
eine Diskrepanz der vollstindigen Relaxationszeit t in der Minute eins detektiert. Um die
qualitativen Effekte von Doxorubicin in den einzelnen Genotypen besser darzustellen, wurde

die Relaxationszeit T daher jeweils auf seinen Ausgangswert normalisiert.

Die Anzahl der gemessenen Zellen ist analog der oben aufgefiihrten Tabelle 24 unter dem

Punkt 3.1. Auswertung der diastolischen Ca?*-Konzentration.

71



Ergebnisse

Wie den nachfolgenden zwei Grafiken (Abb. 35) zu entnehmen ist, fiihrt die Anwendung von
Doxorubicin in wildtyp Zellen, sowie CaMKII5 Met281/282Val Zellen zu keiner

signifikanten Anderung der vollstindigen Relaxationszeit t im Vergleich zu den jeweils mit

NT superfundierten Kontrollzellen.
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Abb. 35: Vergleich der normalisierten vollstdndigen Relaxationszeit T in wildtyp und
CaMKIId Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw.
Quadrate) und Doxorubicin mit der Konzentration 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOV A mit post-hoc Test Fisher’s LSD)

72



Ergebnisse

In der Abb. 36 ist die vollstidndige Relaxationszeit T der wildtyp und CaMKIIS
Met281/282Val Zellen unter allen verwendeten Doxorubicinkonzentrationen (d.h. NT, 1 uM,
10 uM, 50 uM) verglichen worden.
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Abb. 36: Vergleich der normalisierten vollstdndigen Relaxationszeit T in wildtyp und
CaMKIId Met281/282Val Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze Kreise bzw.
Quadrate), Doxorubicin mit der Konzentration 1 pM (blaue Kreise bzw. Quadrate), 10 uM
(griine Kreise bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

Die mit NT superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der vollstindige
Relaxationszeit T von — 15,47 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten (Minute 1:
0,19 s £0,02 s, Minute 9: 0,16 s £ 0,02 s). Zu erwédhnen sei hier, dass die Abnahme der
vollstdndigen Relaxationszeit T eine Leistungszunahme im Sinne einer schnelleren
Calciumumverteilung bedeutet.

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der
vollstindige Relaxationszeit T von — 15,10 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten
(Minute 1: 0,21 s £ 0,03 s, Minute 9: 0,18 s + 0,03 s).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der
vollstindige Relaxationszeit T von — 22,39 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten
(Minute 1: 0,20 s £ 0,02 s, Minute 9: 0,15 s + 0,01 s).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp Zellen zeigten eine Abnahme der
vollstdndige Relaxationszeit T von — 9,1 % iiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten

(Minute 1: 0,20 s £ 0,02 s, Minute 9: 0,18 s + 0,01 s).
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Die mit NT superfundierten CaMKII5 Met281/282Val Zellen zeigten eine Abnahme der
vollstindige Relaxationszeit T von — 14,99 % tiber den zeitlichen Verlauf von neun Minuten
(Minute 1: 0,20 s £ 0,03 s, Minute 9: 0,17 s + 0,03 s).

Die mit 1 uM Doxorubicin superfundierten CaMKIId Met281/282Val Zellen zeigten eine
Abnahme der vollstdndige Relaxationszeit t von — 11,46 % {iber den zeitlichen Verlauf von
neun Minuten (Minute 1: 0,12 s = 0,01 s, Minute 9: 0,10 s £+ 0,003 s).

Die mit 10 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Abnahme der vollstdndige Relaxationszeit t von — 14,92 % {iber den zeitlichen Verlauf von
neun Minuten (Minute 1: 0,19 s = 0,02 s, Minute 9: 0,16 s £ 0,02 s).

Die mit 50 uM Doxorubicin superfundierten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten eine
Zunahme der vollstidndige Relaxationszeit T von + 21,60 % {iber den zeitlichen Verlauf von
neun Minuten (Minute 1: 0,22 s + 0,05 s, Minute 9: 0,27 s £ 0,06 s). Es zeigt sich ein
Tiefpunkt bei Minute 6 (0,20 s + 0,05 s, — 11,58 %). Auch hier gilt zu beachten, dass durch
das Wegfallen von Zellen ab Minute 7 sich die Zunahme der vollstdndigen Relaxationszeit

wie oben beschrieben in der pseudonormalisierten Darstellung nicht korrekt darstellt.
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Nachfolgend (Abb. 37) findet sich eine direkte Gegeniiberstellung der vollstandigen
Relaxationszeit t der Genotypen (wildtyp, CaMKIIS Met281/282Val) bei den jeweiligen
verwendeten Doxorubicinkonzentrationen (NT, 1 uM, 10 uM, 50 uM).
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Abb. 37: Vergleich der normalisierten vollstdndigen Relaxationszeit T in wildtyp (Kreise) und
CaMKIId Met281/282Val (Quadrate) Kardiomyozyten mit Superfusion von NT (schwarze
Kreise bzw. Quadrate), Doxorubicin mit der Konzentration 1 pM (blaue Kreise bzw.
Quadrate), 10 uM (griine Kreise bzw. Quadrate) und 50 uM (rote Kreise bzw. Quadrate).

(* entspricht einer signifikanten Anderung im zeitlichen Verlauf im Vergleich zum
Startpunkt, # entspricht einem signifikanten Unterschied zum jeweiligen Zeitpunkt zwischen

den Gruppen, two-way ANOVA mit post-hoc Test Fisher’s LSD)

In der gemeinsamen Darstellung der mit NT superfundierten wildtyp und CaMKIIS
Met281/282Val Zellen (Abb. 37, links oben) zeigt sich bei beiden Kurvenverldufen ein Abfall
iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA zeigt sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,188).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 1 pM Doxorubicin superfundierten wildtyp und

CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 37, rechts oben) zeigt sich bei beiden
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Kurvenverldufen ein Abfall iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way

ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,580).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 10 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 37, links unten) zeigt sich bei beiden Kurvenverldaufen
ein Abfall iiber die Messperiode von neun Minuten. In der two-way ANOVA zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (p=0,791).

In der gemeinsamen Darstellung der mit 50 uM Doxorubicin superfundierten wildtyp und
CaMKII5 Met281/282Val Zellen (Abb. 37, rechts unten) zeigt sich bei beiden
Kurvenverldufen ein unverinderter Verlauf liber die Messperiode von neun Minuten. In der
two-way ANOVA zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen
(p=0,745).
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3.5. Auswertung der Caffeinmessungen

Am Ende der Messperiode (Messreihen NT, 1 uM, 10 uM) wurde durch Caffeinzugabe der

Calciumgehalt des SR bestimmt.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Anzahl der gemessenen Caffeinmessungen pro Genotyp

und Dosis.

Tabelle 25: Anzahl der gemessenen Caffeinmessungen pro Genotyp und Dosis.

NT |[1pM |10 M
wt 19 10 9
CaMKII3 15 5 13
Met281/282Val
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Bei den Wildtypzellen kam es durch die Dosissteigerung auf 10 uM Doxorubicin zu einer
Abnahme des Calciumspeichers. Bei den wildtyp Zellen, welche mit NT superfundiert
wurden, zeigte sich ein Mittelwert von 1,08 a.u. + 0,10 a.u.. Bei der niedrigsten
Doxorubicinkonzentration von 1 pM zeigte sich im Vergleich zu den nicht mit Doxorubicin
superfundierten Zellen eine Zunahme des Mittelwertes um + 9,37 % auf 1,18 a.u. £ 0,12 a. u..
Die Dosissteigerung auf 10 uM Doxorubicin fiithrte zu einem Absinken der Werte auf 0,8 a.u.
+ 0,05 a.u., was einen Abfall um — 26,3 % entspricht. Der one-way ANOVA fiir wiederholte
Messungen zeigt hier keinen signifikanten Unterschied (p=0,192).
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Abb. 38: Vergleich der Caffeinmessung bei wildtyp Kardiomyozyten mit Superfusion von
NT, Doxorubicin mit der Konzentration 1 uM und 10 pM.
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Aus den Messwerten der CaMKIIS Met281/282Val Zellen, welche mit NT superfundiert
wurden, lies sich ein Mittelwert von 0,95 a.u. + 0,09 a.u. berechnen. Die Messergebnisse der 1
uM Doxorubicin CaMKIIS Met281/282Val Gruppe, lagen mit 0,10 a.u. = 0,11 a.u. um

+ 5,17 % dariiber. Das Maximum reprisentierten in der nachfolgenden Ubersicht die 10 uM
Doxorubicin superfundierten CaMKIId Met281/282Val Zellen, hier entsprach der Zuwachs
im Vergleich zur Kontrollgruppe (CaMKIId Met281/282Val NT) + 14,17 % (1,08 a.u. + 0,09

a.u.).
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Abb. 39: Vergleich der Caffeinmessung bei CaMKIId Met281/282Val Kardiomyozyten mit

Superfusion von NT, Doxorubicin mit der Konzentration I pM und 10 uM.
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Vergleicht man den Calciumgehalt im SR zwischen den beiden Genotypen, sowie zwischen
Normaltyrode und einer Doxorubicinkonzentration von 10 uM, so ldsst sich in den jeweiligen
Gruppen kaum ein Unterschied darstellen. Im one-way ANOVA fiir wiederholte Messungen
findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen wildtyp 10 uM Doxorubicin und CaMKII
Met281/282Val 10 uM Doxorubicin (p=0,004).
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Abb. 40: Gegenliberstellung der Caffeinmessung bei wildtyp und CaMKIId Met281/282Val
Kardiomyozyten mit Superfusion von Normaltyrode bzw. Doxorubicin mit der Konzentration

10 pM.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenhang von CaMKII und Doxorubicin-bedingter Kardiomyopathie

4.1.1. Rolle der CaMKII bei Herzinsuffizienz im Vergleich zu anderen Proteinen

Seit nun mehr als 20 Jahren riickt die CaMKII in den Mittelpunkt als pathophysiologischer
Faktor bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz. Es konnte gezeigt werden, dass
verschiedene Isoformen (CaMKlls3 und CaMKllsc) bei einer Herzinsuffizienz quantitativ
erhoht nachzuweisen sind (67,68). Auch die Funktion der aktivierten CaMKII scheint kausal
fiir die Herzinsuffizienzenstehung zu sein, da hierdurch die RyR verstérkt phosphoryliert
wird, was zu einem sog. SR Ca?* Leck beitragen kann (69), dass zu einer Entleerung des SR
Calciumspeichers fiihrt. Interessanterweise gibt es auch noch eine weitere Stresskinase, die
sog. Proteinkinase A (PKA), welche die RyR auf gleiche Weise verdndern kann. Durch
Inhibitionssexperimente der einzelnen Proteine im insuffizienten Myokard konnte jedoch
bewiesen werden, dass der Einfluss der CaMKII fiir das pathologische SR Ca** Leck
vergleichsweise groBer ist (70-72). Des Weiteren fand sich keine verstirkte Aktivitdt der
PKA in herzinsuffizienten, humanen Myokardzellen (116), was die pathophysiologische
Bedeutung der CaMKII bei Herzinsuffizienz unterstreicht.

4.1.2. Akute Verinderungen der CaMKII durch Doxorubicin

Die verstirkte Aktivierung der CaMKII durch Oxidation fand sich in der Literatur gehduft im
Kontext von Beckendorf J et al., Mattiazzi A. et al., Erickson JR et al. (40,44,45). Jedoch
konnte beispielsweise Sag et al. die oxidative Verdnderung des Proteins nach akuter
Exposition isolierter Rattenkardiomyozyten mit Doxorubicin nicht als signifikant erhoht
nachweisen (7). Dennoch zeigte sich die CaMKII-Aktivitdt durch Phosphorylierung erhoht,
sodass die Aktivierung der Calcium/Calmodulin-abhédngige Proteinkinase II ein zentraler
Faktor fiir die Doxorubicin-bedingte kardiozelluldre Dysfunktion darzustellen scheint

(mutmaBlich durch ein CaMKII-bedingt erhohtes SR Ca?" Leck).

4.1.3. Funktionelle Bedeutung der oxidativ aktivierten CaMKII bei akuter Doxorubicin-
Exposition

Einer der zentralen Befunde meiner Dissertation ist, dass sich unter 10 pM Doxorubicin ein
im Vergleich zu wildtyp Zellen hoherer SR Ca?* Gehalt in den CaMKIIS Met281/282Val
Zellen zeigte (vgl. Abb 40). Zudem fand sich eine numerische, jedoch nicht signifikante
Abnahme des SR Ca?" Gehalt unter 10 uM Doxorubicin in wt Zellen. Dies legt nahe, dass die
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oxidativ aktivierte CaMKII an der Doxorubicin-bedingten Reduktion des SR Ca?* Speichers,
wie von Kdhler et al. gezeigt, beteiligt sein konnte.

Prinzipiell kann es zu einer Reduktion des SR Ca?*-Gehaltes durch einen verstirkten
diastolischen Calciumverlust aus dem SR (d.h. durch das sog. SR Ca?" Leck) oder durch eine
eingeschréinkte diastolische Ca** Wiederaufnahme in das SR kommen. Auch diesbeziiglich
geben die funktionellen Befunde meiner Dissertationsschrift erste Hinweise. So zeigt sich
zum einen, dass es unter 10 uM Doxorubicin in wildtyp Zellen zu einer signifikanten
diastolischen Ca?* Uberladung im Vergleich zu CaMKIIS Met281/282Val Zellen kommt, was
gut mit dem entleerten SR Ca?" Gehalt in wildtyp Zellen korreliert. Zum anderen fand sich
kein Unterschied hinsichtlich der Relexationsparameter RT80 und tau, die in der Maus als
MaB der SR Ca*" Wiederaufnahme betrachtet werden kénnen. Dies wiederum weist darauf
hin, dass ein erhohter diastolischer Ca?* Verlust aus dem SR, das sog. Ca*" Leck
wahrscheinlich ursdchlich fiir die Entleerung des SR sein sollte.

Eine Messung des SR Ca?" Leck unter Doxorubicin (d.h. mittels konfokaler
Lasermikroskopie) wurde gleichzeitig in der Dissertationsschrift von Frau Anna-Lena Feder
durchgefiihrt und zeigt in noch unveroffentlichten Vorbefunden ein abgeschwichtes SR Ca?*
Leck in CaMKIIS Met281/282Val Zellen unter akuter Doxorubicin-Exposition, was die

funktionellen Befunde meiner Arbeit stiitzt.

4.2. Vergleich der unterschiedlichen Doxorubicinkonzentrationen

Zunichst wurde beabsichtigt, eine pathophysiologisch reprisentative
Doxorubicinkonzentration zu finden. Obwohl Timolati et al. zeigen konnte, dass spite
klinische Komplikationen im Sinne einer Herzinsuffizienz am ehesten durch eine
Messkonzentration von 10 uM repréisentiert werden, wurde dennoch zunéchst mit einer
Doxorubicindosis von 1 uM begonnen (92). Fiir diese schrittweise Herangehensweise
sprachen im Wesentlichen zwei Griinde. Zum einen wurden bei Sag et al. (7) neben Méusen
auch Ratten als Tiermodell benutzt, die erfahrungsgemif im Vergleich widerstandsféhiger
sind. Zum anderen zeigten laborinterne Messungen, dass Mause mit anderem genetischem
Hintergrund nicht die komplette Superfusionszeit mit Doxorubicin iiberstanden haben. Diese
Bedenken behaupteten sich jedoch nicht. Nach zeitnaher Auswertung der Messungen wurde
dann auf die a.e. klinisch relevante Konzentration nach Timolati et al. von 10 uM erhoht. Um
auch maximale pathophysiologische Vorginge zu zeigen, wurde im letzten Schritt auf 50 pM
Doxorubicin erhoht, worunter sich dann im zeitlichen Verlauf abfallende Calcium

Transientenamplituden zeigten (s. Abb. 22).
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4.3. Messergebnisse im Kontext mit anderen Publikationen

4.3.1. Diastolische Ca**-Konzentration

Recherchiert man Messergebnisse anderer Publikationen wie beispielsweise von Sag et al., so
wiirde man nach Doxorubicin-Exposition eine Calciumiiberladung im Zytosol und somit auch
in der Diastole erwarten (7). Diese ist zum einen durch die Verminderung des SR [Ca?*]
Gehalts aufgrund des Calciumlecks im Sarkoplasmatischen Retikulum bedingt (7,68), zum
anderen wird in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienzentstehung auch eine Abnahme der
SERCA2a-Expression beschrieben, welche als Folge die verminderte Ca?* Aufnahme ins SR
hat (58). Diese Prozesse sollten durch die oxidativ aktivierte CaMKII, die eine
Aktivitdtssteigerung der RyR bedingt, getriggert bzw. verstirkt sein (40,44,45). Auch wurde
von einer phosporylierten (und somit phospho-aktivierten) Form der CaMKII® berichtet,
welche jedoch die gleichen funktionellen Auswirkungen auf die Proteinfunktion hétte (7). Die
in dieser Forschungsarbeit aufgezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der oxidativ
aktivierten CaMKIIS eine relevante Rolle fiir die diastolische Calciumiiberladung zukommen
konnte, da sich bei einer Konzentration von 10 pM Doxorubicin ein {iber den Zeitraum von 9
Minuten schwécherer Anstieg des diastolischen Calciums im Zytosol zeigte, was im two-way
ANOVA fiir wiederholte Messungen statistische Signifikanz erreichte. Korrelierend hierzu
fand sich unter 10 pM Doxorubicin ein erniedrigter SR Calciumgehalt auch nur in den wt
Zellen, wahrend CaMKIId Met281/282Val Zellen von einer signifikanten Abnahme des SR
Ca?" Gehalts unter 10 uM Doxorubicin geschiitzt waren (und somit einen signifikant hoheren

SR Ca?" Gehalt als die mit Doxorubicin behandelten wt Zellen aufwiesen).

4.3.2. Ca**-Transientenamplitude

In Rattenmyokardzellen wurde durch Sag et al. eine Abnahme der Ca?*-Transientenamplitude
beschrieben (7), was durch das Doxorubcin-bedingte und CaMKII-abhéngig verstirkte SR
Calciumleck bedingt war. Aus physiologischer Sicht zeigt sich interessanterweise aber auch
eine CaMKII-abhingige Erhohung des Ica (36,43), was wiederum zu einer Verstirkung des
systolischen Calciumtransienten fiihren konnte. Interessanterweise wurde sowohl bei den
wildtyp, als auch bei den CaMKII6 Met281/282Val Zellen ausschlieBlich bei einer
Doxorubicindosis von 50 uM eine Abnahme der Ca?*-Transientenamplitude (also der peak h)
beobachtet, wie man sie geméf der Vorpublikationen erwarten wiirde. Letztlich war diese im
Vergleich zu wildtyp Zellen bei CaMKIIS Met281/282Val Zellen numerisch starker
ausgepragt (- 11,45 % vs. — 49,69 %), wobei im two-way ANOVA fiir wiederholte

83



Diskussion

Messungen kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden werden
konnte.

In den Messreihen mit geringerer Doxorubicin-Konzentration fand ich keine Reduktion der
Calciumtransientenamplitude, sondern eine ggf. CaMKII-abhéngige und Ic. —vermittele
erhohte Amplitude. Da Messungen des Ica nicht Teil der Dissertation waren, muss diese
Hypothese hier unbeantwortet werden. Zudem kommt hierbei die Frage auf, ob die Dosen von
1 uM und 10 uM zu gering gewihlt sind um pathologische Ergebnisse zu erzielen. Nachdem
bereits Timolati et al. eine 10 uM Doxorubicindosis als reprasentativ fiir die klinischen
Komplikationen fest machen konnten, scheint eher die Messdauer von 9 Minuten zu kurz zu
sein, um eine Reduktion der Calciumtransientenamplitude fassen zu konnen. Durch die
Erhohung der Dosis auf 50 uM konnte hier der beschriebene Schidigungsmechanismus
nachgewiesen werden, womdoglich bei gleichzeitiger Einsparung der Messdauer. Durch
weitere Messungen mit 10 pM Doxorubicin bei einer verldngerten Messdauer, konnte die
Annahme von Timotali et al. bestétigt werden. Dies war aber nicht Gegenstand der

vorliegenden Dissertation.

4.3.3. Calcium Wiederaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum

Die erhobenen Befunde zur Relaxationszeit (also zur RT 80% wie auch zu 1) zeigten
ebenfalls nur im Falle einer hohen Doxorubicinkonzentration von 50 uM eine signifikante
Abnahme der RT 80% in wt Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen. In
CaMKIId Met281/282Val Zellen war diese Abnahme numerisch vorhanden, erreichte im two-
way ANOVA fiir wiederholte Messungen im Vergleich zu unbehandelten CaMKII
Met281/282Val Zellen jedoch keine Signifikanz. Im Vergleich beider Genotypen fand sich
kein Unterschied zwischen wt und CaMKIId Met281/282Val Zellen (weder fiir RT 80% noch
fiir ) was darauf hindeutet, dass die oxidativ aktivierte CaMKII® fiir die diastolische

Dysfunktion, wie sie unter Doxorubicin-Exposition auftritt, irrelevant ist.

4.3.4. Caffeinmessungen

Mittels Caffeinmessungen sollte tiberpriift werden, ob sich wie bereits publiziert, ein
Doxorubicin-abhiangiges SR Leck findet (7,36,68). Bei der Messung mit 10 uM Doxorubicin
in wildtyp Zellen zeigte sich kein signifikant verminderter Calciumgehalt gegeniiber
unbehandelten wt Kontrollzellen. Auch in den CaMKII6 Met281/282Val Zellen fand sich

kein signifikanter Unterschied zwischen Doxorubicin behandelten Zellen (10 uM
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Doxorubicin) und unbehandelten CaMKIIS Met281/282Val Kontrollzellen. Die mit
Doxorubicin-behandelten CaMKII6 Met281/282Val Zellen zeigten einen grofleren SR
Calciumgehalt als die mit Doxorubicin-behandelten wt Zellen, was darauf hindeutet, dass der
oxidativ aktivierten CaMKII® eine relevante Rolle fiir das SR Calciumleck zukommen muss,

da die Relaxationsparameter als Ausdruck der SR Calciumaufnahme ja unveréndert waren.

4.3.5. Zusammenfassender Vergleich

Betrachtet man die Messvariablen im Gesamtkontext, so ldsst sich erkennen, dass sich bei den
niedrigen Dosen (1 uM und 10 uM Doxorubicin) die bereits publizierten negativen
Auswirkungen auf die Calciumhomoostase nicht nachweisen lieBen. Timolati et al. erkannten
in ihrer Vorarbeit aus dem Jahre 2006, in dem sie Zellen mit 1 uM Doxorubicin inkubierten,
dass diese niedrige Doxorubicin-Konzentration eine vermeintlich paradoxe positive Inotropie
hervorgerufen hatte (92). Da die klinisch kardiotoxischen Wirkungen von Doxorubicin jedoch
auller Frage gestellt werden konnen, kdnnte dieser iiberraschende experimentelle Befund a.e.
auf die kurze Messdauer bzw. eine zu niedrige Doxorubicin-Konzentration zuriickzufiihren
sein, da Doxorubicin im Falle kurzer und niedriger Exposition (und entsprechend niedriger
ROS-Konzentrationen) eher zu einer Aktivierung des Calciumstoffwechsels fithren kann, wie
das auch im Falle ionisierender Strahlung beobachtet wurde (117). Meinen Daten zufolge
eignen sich also eher héhere Doxorubicinkonzentrationen (wie z.B. 50 pM), um die
pathophysiologischen Wirkungen von Doxorubicin in der Herzmuskelzelle der Maus zu

erforschen.

4.4. Bewertung der unterschiedlichen absoluten Messwerte zum Beginn einer Messung
Die sich in den Graphen darstellenden unterschiedlichen Messwerte zu Beginn einer Messung
(d.h. bei der ersten Minute (baseline, peak h, RT80, tau)) lassen sich zum aktuellen Zeitpunkt
nicht abschlieend erkldren. Erwartungsgemél sollte sich hier ein fast identischer Messwert
fiir 0.g. Parameter zum Beginn einer Messung finden, da gemif3 den Messprotokoll die
Kardiomyozyten in der ersten Minute immer mit NT superfundiert wurden.

Eine mogliche Erkldrung wére, dass die Superfusion in der ersten Minute durch noch
vorhandene Reste von Doxorubicin zu einem anderen Messergebnis fiihrt. Jedoch wurde
darauf geachtet, dass nach jeder Messung das Schlauchsystem ausreichend mit NT

durchgespiilt wurde.
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Betrachtet man auch die Unterschiedliche Anzahl der gemessenen Zellen, so konnte auch
denkbar sein, dass sich die Startpunkte zu einem gemeinsamen Wert mitteln, sobald die

Stichprobengrdfle ein vielfaches ist.

4.5. Das Mausmodell als Aquivalent zu humanen Kardiomyozyten

Die Wabhl des richtigen Tiermodells ist ein grundlegender erster Schritt in der Erforschung
von pathologischen Prozessen, welche im Menschen stattfinden. Es empfiehlt sich, eine
Spezies zu benutzen, die nicht nur eine gleiche Genetik aufweist, sondern in der auch
physiologische Prozesse zu einen hohen Mal} vergleichbar ablaufen (118). Besonders in der
kardiologischen Forschung werden Tiere gesucht, welche in Relation gesehen, ein in etwa
gleiches Korper- und Herzgewicht aufweisen (91). Die Maus bietet nicht nur wirtschaftliche
und strukturelle Vorteile (wie beispielsweise Beschaffungspreis, Haltung, Pflege,
Ziichtbarkeit), sondern auch in ihrer Genetik und Physiologie (91,119). Der genetische
Unterschied zwischen Mensch und Maus ist minimal (119). In dieser Dissertation wurde auch
der Vorteil der kleinen Tieren genutzt und homozygot verénderte Knock-in Mutanten benutzt
91).

Dennoch sollte sich hier auch vor Augen gefiihrt werden, dass sich die Calciumelimination
aus dem Zytoplasma bei Menschen und Miusen unterscheidet. Wie schon erwéhnt, ist die

anteilige Aufnahme von Ca?" in das SR wihrend der Diastole bei der Maus hoher (30,91).

4.6. Limitationen der methodischen Durchfiihrung

4.6.1. In vitro Bedingungen der Myokardzellen

In vitro Bedingungen kdnnen sowohl einen positiven als auch negativen Effekt auf die
Kardiomyozyten auswirken. So fehlen beispielsweise schiitzende Einfliisse der pH
Regulierung, aber auch ein ausgewogener Zu- und Abtransport von Néhrstoffen ist nicht
gegeben. Letztendlich reprisentieren isolierte Kardiomyozyten aber nur teilweise die
Prozesse, die in der Gesamtheit des Korpers ablaufen. Alleine bei der Zellisolation entsteht
ein oxidativer Stress (120). Dieser kann beispielsweise durch die Verwendung von vollstindig
mit Sauerstoff geséttigten Wasser bei der Isolation und weiteren Bearbeitungen vermindert
werden (121). Auch Cystein vermag durch den Zwischenschritt mit der Glutathionperoxidase

einen positiven Effekt auf den oxidativen Stress zu haben (122).
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4.6.2. Epifluoreszenzmikroskopie

Weitere Limitationen dieser Methodik liegt an der technischen Ausstattung bzw. an der
Messmethode selbst. So werden in der Kammer Nummer sechs befindliche Zellen zeitlich
spéter gemessen als in der ersten Kammer und ruhen somit ldnger im letzten Schritt des
Calciumaufbaus. Auch der Zu- und Ablauf zur Kammer ist nicht bei jeder Messreihe gleich.
So wird zwar ein kontinuierlicher Fluss durch einen Perfusor und einer automatischen
Absaugung erreicht, jedoch kann durch die Positionierung der Absaugdffnung die
kontinuierliche, nicht periodische verstirkte Absaugung, nicht komplett verhindert werden.
Hier erfolgt eine rein visuelle Kontrolle des Fliissigkeitstandes in der Messkammer.
MaBnahmen, die getroffen wurde, damit der Farbstoff besser in das Zellinnere eintritt und an
Calcium bindet (vgl. Kapitel 2.2.3. Farbstoff fura-2, AM), kdnnten hierbei aber auch die
Vergleichbarkeit zur humanen Pathophysiologie erschweren. Eine pH Anderung wiirde
physiologisch ausgeglichen werden. Auch die intrazelluléren Esterasen konnten in ihrer
Funktion eingeschrankt werden, umso ldnger die Kammer nicht gemessen wird. Fiir die
Inkubation der Zellen mit fura-2, AM wurde ein Zeitraum von 15-60 min (4 °C — 37 °C)
angegeben (103), welcher in diesem Experiment auf 15 Minuten festgelegt wurde. Leichte
Temperaturschwankungen zwischen den Messtagen sind unvermeidbar. Ein weiterer Nachteil
von u.a. fura-2, AM, ist die 2018 von Smith et al. nachgewiesene Aktivititseinschrinkung der
Na'-K*"-ATPase durch diesen Farbstoff (107). Da der benutzte Farbstoff aulerdem
lichtsensibel ist (123), wurde im Messraum selbst nur mit langwelligem rotem Licht
gearbeitet. Jedoch gab es auch bei jeder Messung Einfluss durch anderes elektromagnetisches
Spektrum durch z.B. den PC-Monitor. Da die Zellen unterschiedlich superfundiert wurden,
zeigt sich hier auch ein moglicher Schwachpunkt in der Messung. Doxorubicin selbst besitzt
eine Fluoreszierende Eigenschaft (124) welche jedoch durch die Subtraktion des
Hintergrundes fiir die Gesamtaussage des Experimentes keine Rolle spielt. Zusétzlich sollte
hier erwihnt werden, dass die emittierte Fluoreszenz von Doxorubicin bei 560 nm liegt (125)
und sich somit deutlich oberhalb des Grenzwertes des dichroitischen Spiegels befindet, der
das von der Zelle emittierte Licht passieren ldsst. Folglich sollte die emittierte Fluoreszenz
von Doxorubicin nicht gemessen werden.

Zusitzlich muss festgestellt werden, dass Fehlerquellen, die durch die Methodik bzw.
technische Ausstattung verursacht werden, auf alle Gruppen bzw. Messungen gleich
einwirken. Zumindest qualitativ und im Vergleich zwischen einander sollten die Befunde

vergleichbar sein.
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5. Zusammenfassung
Aus der vorliegenden Dissertationsschrift lassen sich zwei Hauptbefunde ableiten.

Erstens, dass es in dem gewédhlten Modell der in vitro Inkubation isolierter

Mauskardiomyozyten mit Doxorubicin erst ab einer Dosis von 50 uM Doxorubicin zu einem

messbar negativ inotropen Effekt im Vergleich zu unbehandelten Zellen kommt. Der Ausmal}

der Inotropieeinschrankung zwischen wt Zellen und CaMKII6 Met281/282Val Zellen
unterscheidet jedoch nicht.

Hingegen fand sich zweitens, dass die fehlende oxidative Aktivierbarkeit der CaMKIIS mit
einer geringeren diastolischen Calciumiiberladung und einem erhaltenen SR Calciumgehalt
bei einer Doxorubicinkonzentration von 10 uM einhergeht, was in Zusammenschau mit der
unverdnderten Relaxationskinetik hinweisgebend auf ein SR Calciumleck ist, welches durch

eine oxidativ aktivierte CaMKIId unterhalten wird.
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