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Zusammenfassung

Epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass weltweit Gber 500 Millionen Menschen von
einem Diabetes mellitus betroffen sind, haufig begleitet von weiteren Folgeerkrankungen.
Hierbei stellen insbesondere kardiovaskulare Komplikationen einen grof3en Anteil dar und
sind somit die fuhrende Todesursache bei Diabetikern.

Im kontraktilen Apparat der Kardiomyozyten (Sarkomere) vermitteln Calcium-lonen (Ca?*)
die elektromechanische Kopplung von Erregung und Kontraktion. Vor jeder Herzaktion
steigt die Ca?*-Konzentration im Zytosol etwa um den Faktor 100 und fiihrt zur Kontraktion
des Herzens. AnschlieRend wird das freigesetzte Ca?* unter anderem von der Ca?*-ATPase
SERCA2a aktiv unter Hydrolyse von ATP zurick in den Ca?'-Speicher, das
sarkoplasmatische Retikulum, transportiert und initiet so die Relaxation der
Herzmuskelzelle. Bei Diabetes mellitus ist die Aktivitat der SERCA2a herabgesetzt. Die
resultierende Verlangsamung der intrazellularen Ca?*-Regulation tragt zu der
beeintrachtigten Kontraktion und Relaxation des Herzens bei und spielt somit eine
bedeutsame Rolle bei der Entstehung und Progression der diabetischen Kardiomyopathie.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den myozytaren Ca?*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion
pharmakologisch Uber eine Steigerung der SERCA2a-Aktivitat zu verbessern. Grundlage
war die Hypothese, dass eine Hemmung der Proteinkinase C (PKC) die Aktivitat von
Phosphatasen verringert, dadurch die Phospholamban-Phosphorylierung erhéht und so die
SERCAZ2a-Aktivitat steigert. Dazu wurden in diabetischen und nicht-diabetischen
Kardiomyozyten die Effekte einer veranderten PKC-Aktivitat auf die Ca?*-Regulation und
die Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten untersucht.

Als Modellorganismus fur Diabetes mellitus Typ 2 wurden Leptin-Rezeptor-defiziente
db/db-Mause verwendet. Die Kontrollgruppe stellten mannliche db/+-Mause ohne
diabetische Stoffwechsellage dar. An den jeweils isolierten und elektrisch stimulierten
Kardiomyozyten wurden Messungen der Ca?'-Kinetik (Fura-2-Methode) und der
Sarkomerlangen durchgefuhrt.

Diese Arbeit zeigt, dass unter PKC-Aktivierung (Phorbol-12-myristat-13-acetat) der
myozytdare Ca?*-Kreislauf verlangsamt ablauft. Es wurde weniger Ca?* aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt und auch die Geschwindigkeit der Freisetzung
und der Aufnahme des Ca?* war herabgesetzt (jeweils p < 0,0001). Die Sarkomere der
Kardiomyozyten kontrahierten weniger stark und die Geschwindigkeit der Kontraktion und
Relaxation der Sarkomere war verlangsamt.

Eine Inhibierung der PKC (Ruboxistaurin) fihrte zu einem gesteigerten myozytaren
Ca?*-Transport. Die freigesetzte Ca?*-Menge und die Geschwindigkeit der Ca?*-Freisetzung
und -Eliminierung waren unter der pharmakologischen Behandlung mit Ruboxistaurin
signifikant erhdht. Die Sarkomere kontrahierten signifikant starker und die Kinetik der
Kontraktion und Relaxation war erhoht. Eine PKC-Inhibierung bei diabetischer
Stoffwechsellage rief eine im Trend gesteigerte Ca?*-Freisetzung hervor (p = 0,28), die
Kinetik des Ca?-Kreislaufs und die Sarkomerfunktion zeigten sich ahnlich zu der
Kontrollgruppe ohne Ruboxistaurin.

Die Aktivitat der PKC stellt offenbar ein zentrales regulatorisches Element im Ca?*-Kreislauf
dar und beeinflusst maf3geblich die Sarkomerfunktion - ein potenzielles therapeutisches

Ziel bei diabetischer Kardiomyopathie.
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Summary

Epidemiological studies indicate that over 500 million people worldwide are affected by
diabetes mellitus, which is often associated with secondary complications. Among these,
cardiovascular diseases represent a major burden and are the leading cause of death in
diabetic patients.

In the contractile apparatus of cardiomyocytes (sarcomeres), calcium ions (Ca?*) mediate
the electromechanical coupling between excitation and contraction. Before each heartbeat,
the Ca?* concentration in the cytosol increases by a factor of approximately 100, leading to
contraction of the heart.

The released Ca?* is then actively transported back into the Ca?* store, the sarcoplasmic
reticulum, more than 90 % by Ca?*-ATPase SERCA2a, with hydrolysis of ATP, thereby
initiating relaxation of the heart muscle cell. In diabetes mellitus, SERCA2a activity is
diminished, resulting in impaired intracellular Ca?* handling. This contributes to
dysfunctional contraction and relaxation and plays a key role in the pathogenesis and
progression of diabetic cardiomyopathy.

The aim of this study was to improve myocyte Ca?* cycling and sarcomere function
pharmacologically by enhancing SERCA2a activity. The underlying hypothesis was that
inhibition of protein kinase C (PKC) would reduce phosphatase activity, thereby increasing
phospholamban phosphorylation and subsequently SERCA2a activity. To test this, the
effects of altered PKC activity on Ca?* handling and sarcomere function were investigated
in both diabetic and non-diabetic cardiomyocytes.

Leptin receptor-deficient mice (db/db) were used as a model organism for type 2 diabetes
mellitus, while heterozygous db/+ mice with normal metabolism served as the control group.
Measurements of Ca?* kinetics (Fura-2 method) and sarcomere length were performed on
isolated and electrically stimulated cardiomyocytes.

The results demonstrate that PKC activation (via phorbol-12-myristate-13-acetate) slows
down myocyte Ca?* cycling. Ca?* release from the SR was reduced, and both the rates of
release and reuptake were significantly diminished (p < 0.0001). Sarcomeres showed
weaker contractions and reduced kinetics of both contraction and relaxation.

Conversely, PKC inhibition with ruboxistaurin enhanced myocytic Ca?* handling. The
amount of Ca?* released, as well as the rates of release and clearance, were significantly
increased (p>0.05). Sarcomere shortening was more pronounced, and the kinetics of
contraction and relaxation were accelerated. PKC inhibition in diabetic metabolism only
caused a trend toward increased Ca?* release (p = 0.28), while the kinetics of Ca?*
circulation and sarcomere function were similar to those of the control group without
ruboxistaurin.

PKC activity appears to be a key regulatory element in the Ca?* cycle and significantly
influences sarcomere function - a potential therapeutic target in diabetic cardiomyopathy.
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1 Einleitung

Diabetes mellitus (DM) beschreibt eine Gruppe an metabolischen Erkrankungen und ist ein
stark wachsendes Gesundheitsproblem weltweit [1]. Gemeinsames Merkmal sind erhdhte
Blutzuckerwerte (Hyperglykdmie), weil die Patienten einen Mangel am Hormon Insulin
haben und/oder eine verminderte Insulinwirkung aufweisen. Die beiden Hauptformen sind
der Diabetes mellitus Typ1 (T1DM) und Typ 2 (T2DM) [2]. Laut Diabetes-Surveillance des
Robert-Koch-Instituts sind rund 7 Millionen Menschen in Deutschland an DM erkrankt und
jedes Jahr erkranken mehr als 500.000 Menschen neu [3].

Der T1DM st eine Autoimmunerkrankung, die sich meist bereits im Kindes- und
Jugendalter, in den meisten Fallen zwischen dem 5. und 15. Lebensjahr, zeigt [4, 5]. Es
kommt durch eine immunvermittelte Zerstérung der Betazellen des Pankreas zu einem
Insulinmangel und anschlielRender Hyperglykédmie. Da der Korper kein oder nicht
ausreichend Insulin produziert, missen die Betroffenen lebenslang Insulin spritzen. 5-10 %
der Erwachsenen mit DM haben einen T1DM [3].

Im Gegensatz dazu weisen 90-95 % der DM-Erkrankten einen T2DM auf. Hierbei liegen
eine Insulinresistenz und eine veranderte Insulinsekretion vor. Der T2DM entwickelt sich
Uberwiegend im hoheren Alter und wird daher auch Altersdiabetes genannt. Aullerdem
bestehen eine starke genetische Komponente und eine Assoziation mit einem ungesunden
Lebensstil, wie z.B. korperlicher Inaktivitdt, mangelhafter Ernahrung und Rauchen [3].

DM kann schwere Folge- und Begleiterkrankungen mit sich ziehen und somit zu starken
gesundheitlichen Einschrankungen fiihren. Die Erkrankung fihrt zu einem Verlust von bis
zu 12 Jahren gesunder Lebenszeit und geht mit einer Vielzahl an weiteren Pathologien
einher, unter anderem Neuropathien, Retinopathie, Nierenversagen und Herzerkrankungen
[6]. Mehr als 35 % der Patienten mit DM haben kardiovaskulare Erkrankungen, diese stellen
zugleich die fiihrende Todesursache bei Diabetikern dar [3, 7].

Die WHO beschreibt ein exponentielles Wachstum der Pravalenz von DM weltweit. Im Jahr
2024 schatzt die International Diabetes Federation (IDF) die Anzahl der an DM erkrankten
Menschen weltweit auf rund 589 Millionen. Prognosen zufolge wird ein Anstieg auf
853 Millionen Betroffene im Jahr 2050 und damit eine Steigerung um 45 % erwartet [8].



1.1 Elektromechanische Kopplung

DM stellt eine Pradisposition flr ein breites Spektrum an kardiovaskularen Erkrankungen
dar [9]. Zum besseren Verstandnis dieser Herz-Kreislauf Komplikationen bei diabetischer
Stoffwechsellage beschreiben die folgenden Kapitel zuerst die physiologischen Ablaufe mit
Fokus auf die Regulation der kardialen Pumpfunktion.

1.1.1 Myozytarer Ca?*-Kreislauf

Im Folgenden werden zunachst die allgemeinen Aspekte des myozytaren Ca?*-Kreislaufs
erlautert und anschlie3end die regulatorischen Einheiten dargestellt.

1.1.1.1 Allgemeine Aspekte

Das wichtigste Signalmolekul der elektromechanischen Kopplung sind Calcium-lonen
(Ca?*) [10]. Unter elektromechanischer Kopplung versteht man den Signalmechanismus,
der in einer Muskelzelle das Aktionspotenzial mit der Kontraktion verbindet [11].

Herzmuskelzellen werden durch Aktionspotenziale der Schrittmacherzentren erregt. Die
Erregung breitet sich Uber die Membran der Kardiomyozyten bis in die Transversaltubuli
(T-Tubuli) aus. Dies fuhrt zur Offnung der dortigen spannungsabhangigen
L-Typ-Ca?*-Kanale. Es kommt zu einem Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum in das
Zytosol. Das einstromende Ca?* aktiviert den Ryanodin-Rezeptor (RyR) des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Die Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung aus dem SR
beginnt. Das SR dient mit einer Ca?*-Konzentration von ca. 1-1,5 mmol/l als Speicher und
wird wahrend der Erregung zu 24 bis 63 % entleert [12]. Die intrazellulare Ca?*-Konzen-
tration steigt von 10~ mol/I auf 10~ mol/l an.

Eine Erhohung der Ca?*-Konzentration flihrt zu einer verstarkten Bindung von Ca?* an den
N-Terminus von Troponin C (cTnC). Nach dieser Ca?*-Bindung bindet das cTnC starker an
das Troponin | (cTnl), fuhrt zu einer Umlagerung der cTnl- Untereinheit und zieht es von
seiner Bindungsstelle zu Aktin weg. Dies ruft eine Konformationsdnderung im
Tropomyosin-bindenden Troponin T (cTnT) hervor. In Folge wird der Tropomyosin-
doppelstrang in die Langsrinne der Aktindoppelhelix gedriickt und die Bindungsstellen am
Aktin fir den Myosinkopf werden freigegeben [11, 13]. Aktin und Myosinfilamente kdnnen
miteinander interagieren und es folgt die mechanische Kontraktion. Eine Erhéhung der
Ca?"-Konzentration im Zytosol der Herzmuskelzellen fiihrt somit zur Kontraktion des
Herzmuskels [11].

Durch Senkung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration kommt es zur Relaxation der Zelle.
Die sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum-Ca?*-ATPase 2a (SERCA2a)
transportiert aktiv das Ca?* zuriick in das SR. Die Plasmamembran-Calcium-ATPase
(PMCA) und der Natrium-Calcium-Antiporter (NCX) sitzen beide an dem Sarkolemm und
transportieren das Ca?" von intrazellular nach extrazellular. Der mitochondriale
Ca?*-Uniporter befordert das Ca?* in die Mitochondrien.

Es ist bekannt, dass in humanen Kardiomyozyten die SERCA2a mit etwa 70 % den groften
Anteil der zytosolischen Ca®*-Elimination Gbernimmt. Der Rest verlasst die Zelle Uber das
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Sarkolemm mithilfe des NCX (etwa 28 %) und der PMCA (<1 %) und etwa 2 % transportiert
der mitochondriale Ca?*-Uniporter in die Mitochondrienmatrix [10].
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Abb. 1: Myozytarer Ca?*-Kreislauf

Das ausgesendete Aktionspotential (AP) von Ubergeordneten Schrittmacherzentren flhrt zu einem
Ca2*-Einstrom in die Kardiomyozyten. Dieser Einstrom |6st die Freisetzung weiterer Ca2*-lonen aus
dem SR aus. Ca?*-lonen binden an das Sarkomer und flihren so zu einer Muskelkontraktion. Mithilfe
unterschiedlicher Transporter wird die intrazellulare Ca2*-Konzentration gesenkt. Von besonderem
Interesse ist hierbei die SERCA2a, die durch Phospholamban (PLN) reguliert wird und das Ca?*
wieder zurick in das SR pumpt.

PKC = Proteinkinase C, PP1 = Proteinphosphatase 1, PLN = Phospholamban, P = Phosphat,
SERCA2a = sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum-Ca?*-ATPase 2a, SR = sarko-
plasmatisches Retikulum, RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2, Ca?* = Calcium-lonen, AP = Aktions-
potenzial, NCX = Natrium-Ca2*-Austauscher, PMCA = Plasmamembran-Ca2*-ATPase

Bei Ratten und Mausen besteht die Besonderheit, dass die SERCA2a bis zu 92 % des
zytosolischen Ca?* in das SR zuriickpumpt. Der NCX eliminiert 7 %, die PMCA und der
mitochondrialen Ca?*-Uniporter jeweils 1 % des intrazellularen Ca?* [10, 14]. Erreicht das
zytosolische Ca?* seine basale Ausgangskonzentration, kann es zu einer erneuten
Erregung und damit zur Ca?*-Ausschiittung und Kontraktion kommen. Die Kontraktionskraft
ist proportional zu der Menge des freigesetzten Ca?* in das Zytosol [15].



1.1.1.2 Regulation des Ca?*-Kreislaufs

Der myozytére Ca?*-Kreislauf kann durch verschiedene Faktoren reguliert werden. In den
nachsten zwei Unterkapiteln wird auf den Ryanodin-Rezeptor und die SERCA2a naher
eingegangen.

1.1.1.2.1 Ryanodin-Rezeptor

Ryanodin-Rezeptoren (RyR) sind die gréfdten bisher bekannten lonenkanale mit einer
gesamten Moleklilmasse von 2,2 Megadalton (MDa). Sie sind als Homotetramere im SR
verankert und haben eine pilzartige Form, die aus einem groften zytoplasmatischen Kopf
und einem Transmembranstiel besteht [16]. Von den 3 existierenden Isoformen befindet
sich der Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) in den Kardiomyozyten. RyR sind flir die Freisetzung
des Ca?" aus dem SR verantwortlich sind. Der L-Typ-Ca?*-Kanal steht in enger funktioneller
Verbindung mit dem RyR2, sodass der Ca?*-Fluss durch einen der beiden Kanale jeweils
die Aktivitat des anderen Kanals verandert [17, 18].

RyR werden uber unterschiedliche Mechanismen reguliert und sind unter anderem das
Substrat fir mehrere Kinasen (Proteinkinase A (PKA) und Calcium-Calmodulin-abhangige
Proteinkinase Il (CaMKIl)). Verschiedene Phosphorylierungsstellen am RyR2 kénnen die
Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors steuern. Eine Aktivierung der B-adrenergen
Rezeptoren flhrt zu einer Phosphorylierung des RyR2 durch die PKA und damit zu einer
beschleunigten Ca?*-Freisetzung [19]. Die PKA stellt somit eine molekulare Verbindung
zwischen physiologischem Stress und den RyR2 dar. Auch die CaMKII phosphoryliert den
RyR2 und erhoéht damit jene Offnungswahrscheinlichkeit. CaMKIl tragt auferdem zu
Herzrhythmusstérungen und kontraktilen Funktionsstérungen bei [16].

1.1.1.2.2 SERCA2a

Die SERCA2a ist eine Ca?*-ATPase des SR und transportiert aktiv unter Hydrolyse von
ATP die zytosolischen Ca?-lonen zurlick in das SR. Sie steuert damit sowohl die
Geschwindigkeit der zytosolischen Ca?*-Elimination als auch das AusmaR der
Ca?*-Beladung des SR. Dadurch ist die SERCA2a grundlegend verantwortlich fiir die
Relaxation und Kontraktion der Kardiomyozyten [20].
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Abb. 2: SERCA2a-Aktivitét

Die Proteinkinase C (PKC) fuhrt Gber die Proteinphosphatase 1 (PP1) zu einer Dephosphorylierung
des Phospholambans (PLN). Hierdurch wird die Aktivitdt der SERCA2a gehemmt und weniger Ca?*
pro Zeit in das SR beférdert. Eine Hemmung der PKC fihrt zu einer erhéhten Menge an
phosphorylietem PLN, welches die Hemmung der SERCA2a aufhebt. PLN ist demnach ein
reversibler Inhibitor der SERCA2a.

PKC = Proteinkinase C, PP1 = Proteinphosphatase 1, PLN = Phospholamban, P = Phosphat,
SERCA2a = sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum-Ca?*-ATPase 2a, SR = sarko-
plasmatisches Retikulum, RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2, Ca?* = Calcium-lonen

Die Aktivitat der SERCA2a wird durch ihren spezifischen Regulator, das Phospholamban
(PLN), gesteuert. Dieses befindet sich in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen der
monomeren und pentameren Form. PLN ist wie die SERCA2a ein transmembrandses
Protein des SR und hemmt als Monomer vor allem im unphosphorylierten Zustand die
Aktivitat der SERCA2a reversibel [20]. Dabei bindet PLN an eine Transmembranfurche der
SERCA2a und reduziert so die Affinitat der SERCA2a zu Ca?* [21]. Diese Furche kann
durch Ca?* besetzt werden und somit die Bindung zwischen PLN und SERCA2a verhindern
[22].

Unter beta-adrenerger Stimulation der Kardiomyozyten phosphoryliert die PKA als
cAMP-abhangige Proteinkinase das PLN an Serin16 (Ser16). Der weitere Ablauf wird in der
Literatur mit zwei verschiedenen Modellen, dem Dissoziations- und dem Untereinheiten
(subunit)-Modell, versucht zu beschreiben. Nach dem Dissoziationsmodell trennt sich das
phosphorylierte PLN von der Calcium-ATPase SERCAZ2a, um seine inhibitorische Wirkung
zu beenden [23]. Das Untereinheiten-Modell zeigt, dass PLN nach der Phosphorylierung
an SERCA2a gebunden bleibt und die Hemmung durch Konformationsanderungen
aufgehoben wird [24]. Insgesamt kommt es zu einer Enthemmung der SERCA2a und
dadurch zu einer gesteigerten Ca?*-Aufnahme [25].

Die PLN-Phosphorylierung kann aufRerdem Uber die CaMKII erfolgen. Bei erhohter
Ca?*-Konzentration wird die CaMKIl aktiv und phosphoryliert PLN an der
Phosphorylierungsstelle Threonin17 (Thr17) [15, 26].



Eine weitere Mdglichkeit der Phosphorylierung erfolgt durch die PKC. Edes et al. weisen
jedoch darauf hin, dass dieser Prozess ausschliel3lich in vitro und nicht in vivo beobachtet
wurde [27]. Die PKC-vermittelte Phosphorylierung findet im Gegensatz zu der
PKA-vermittelten oder CaMKII-Phosphorylierung an Serin10 (Ser10) des PLN statt [20].

Proteinphosphatasen dienen in Kardiomyozyten als Regulatoren. Sie sind in der Lage, die
durch Proteinkinasen angehangten Phosphatgruppen abzuspalten und erzeugen damit
eine Reversibilitat. Die Serin/Threoninphosphatase PP1 ist verantwortlich fir den
Phosphorylierungszustand von PLN und RyR2. Es existieren unterschiedliche
regulatorische Untereinheiten, die die PP1 in ihrer Aktivitat beeinflussen. Ein negativer
Regulator der PP1-Aktivitat ist der Proteinphosphatase-Inhibitor-1 (I-1). Das Ausmal} der
inhibitorischen Kapazitat wird Gber verschiedene Phosphorylierungsstellen an I-1 bestimmit.
Eine PKA-abhangige Phosphorylierung an Threonin35 (Thr35) des I-1 ist die
Voraussetzung fiir die Inhibition der PP1-Aktivitdt. Eine Phosphorylierung der Stellen
Serin67 (Ser67) und Threonin75 (Thr75) durch die PKC fuhrt hingegen zu einer
Inaktivierung von [-1 und damit zu einer gesteigerten Aktivitat von PP1 in Kardiomyozyten
[28-30]. Eine erhdhte PKC-Aktivitat kann somit indirekt die PP1 aktivieren, die das PLN
dephosphoryliert. Dadurch wird die SERCAZ2a starker gehemmt und der Ca?*-Kreislauf lauft
in den Kardiomyozyten verlangsamt ab. Hemmt man die PKC steigt demnach die Aktivitat
der SERCA2a [31].

1.1.2 Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten

Das Sarkomer ist die grundlegende und kleinste kontraktile Funktionseinheit der Myozyten
[32]. Sarkomere setzen sich aus den Myofilamenten zusammen, die im Wesentlichen aus
den Proteinpolymeren Aktin und Myosin bestehen. Das Verschieben bzw. Ineinandergleiten
der Mpyosinfilamente fuhrt zur Krafterzeugung der Kardiomyozyten. Aufgrund der
Sarkomerverkiirzung kontrahiert der Muskel, jedoch bleibt die Lange der Filamente
unverandert. Relaxiert der Muskel, dehnen sich die Kardiomyozyten, da die Sarkomere
langer sind.
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Abb. 3: Schematische Darstellung eines repriasentativen Sarkomers

Das Sarkomer l8sst sich in Streifen und Banden unterteilen. An der Bildung einer Sarkomereinheit
sind verschiedene Proteine beteiligt, die unterschiedliche Funktionen im Rahmen der Kontraktion
tibernehmen. Ca?* = Calcium-lonen

Die Myofilamente lassen sich in dinne und dicke Filamente unterteilen. Die diinnen
Filamente werden auch Aktinfilamente genannt und bestehen im Wesentlichen aus Aktin.
Sie sind uber das Verankerungsprotein Aktinin mit den Z-Scheiben verbunden.
Aktinfilamente verzahnen sich mit den zwischen ihnen liegenden, dicken Filamenten.
Myosin bildet den Hauptbestandteil der dicken Filamente, auch als Myosinfilamente
bezeichnet. Myosinmolekile bestehen aus einem Kopf- und einem Schwanzteil, dabei weist
der Kopfteil eine Affinitat zu Aktin auf. Eine elastische Verbindung zwischen den dicken
Filamenten und Z-Scheiben bildet das Titin. In Form von Filamenten zieht es von der
Z-Scheibe des Sarkomers bis zu dem M-Streifen und spannt sich somit longitudinal durch
den Myozyten. Dies verleiht ihm eine passive Steifigkeit, die fir Relaxation und Kontraktion
bedeutsam ist [33].

Sarkomere kdnnen weiter in Banden und Streifen unterteil werden. Die |-Bande besteht
hauptsachlich aus Aktinfilamenten. Die A-Bande hat einen zentralen Abschnitt, die
sogenannte H-Zone. In der H-Zone liegen die Myosinfilamente parallel und ohne Aus-
bildung von den Kdpfen vor. Das Zentrum der H-Zone bildet der M-Streifen. An diesem sind
die entgegengesetzt verlaufenden Myosinfilamente befestigt. Die dulReren Abschnitte der
A-Bande zeichnen sich durch eine parallele Ausrichtung der Aktinfilamente und
Myosinfilamente mit Képfchen aus. Die Z-Scheiben trennen die einzelnen Sarkomere
voneinander und dienen den Aktinfilamenten als Verankerung.
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Abb. 4: Querbriickenzyklus

Relaxation: Adenosintriphosphat (ATP) bindet an den Myosinkopf und wird durch die Myosin-
ATPase zu Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphat (P) hydrolysiert, dies fiuhrt zur Aufrichtung des
Myosinkopfes auf eine energiereiche 90°-Stellung. Tropomyosin und Troponin blockieren am Aktin
die Myosinbindungsstelle. Kontraktion: Intrazellular einstrémendes Ca2* bindet an Troponin und fiihrt
zu einer Konformationsénderung im Troponin-Tropomyosin-Komplex. Der Myosinkopf kann an das
Aktinfilament binden und mit der Freisetzung von P wird das Aktinfilament in Richtung der
Sarkomermitte gezogen. Der Myosinkopf nimmt eine niedrig-energetische 45°-Stellung an.
ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, P = Phosphat

Die Muskelkontraktion beruht auf der Ca?'-abhangigen Aktin-Myosin-Interaktion. Im
Ruhezustand ist die Myosinbindungsstelle am Aktin durch Tropomyosin und Troponin |
(cTnl) blockiert. Troponin besitzt 2 weitere Untereinheiten, das Troponin C (¢cTnC) und
Troponin T (cTnT). Letztgenanntes ist fir die Bindung des Troponins an das Tropomyosin
verantwortlich. Im Rahmen des myozytaren Kreislaufs kommt es bei einer elektrischen
Erregung zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration. Ca?* bindet an die
cTnC-Untereinheit und fuhrt zu Konformationsanderungen im Troponin-Tropomyosin-
Komplex [34]. Zudem kann cTnC an cTnl binden und dieses von seiner Bindungsstelle am
Aktin wegziehen [15]. Die Myosin-Bindungsstelle wird so an der Aktinoberflache gedffnet
und der Myosinkopf kann an das Aktin binden [35]. Der Myosinkopf ist bereits durch die
Bindung und Spaltung von ATP vorgespannt. Im Rahmen der Bindung an das Aktinfilament
kommt es infolge der Dissoziationen des Phosphates (P) und des ADPs zu Kraftschlagen,
indem der Myosinkopf abknickt. Aktin wird um ca. 10 nm in die Sarkomermitte gezogen.
Bindet neues ATP an den Myosinkopf, 16st es diesen von dem verzahnten Aktin und es
kommt zur erneuten Vorspannung [13]. Solange die Ca?*-Konzentration erhoht ist, folgen
erneute  Querbriickenzyklen. Sinkt jedoch die Ca?'-Konzentration, wird die
Myosinbindungsstelle wieder blockiert und die Kardiomyozyten relaxieren [36].

Die Entwicklung der Kraft und der Relaxation wird unter anderem durch den
Phosphorylierungszustand des cTnl reguliert. Die Phosphorylierung von cTnl durch die
PKA fiihrt zu einer Verringerung der Empfindlichkeit des Herzmuskels gegenliber Ca?* und
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einer Erhdhung der Relaxationsrate der Kardiomyozyten [35]. Die Daten Uber den Einfluss
der cTnl-Phosphorylierung durch die PKC auf die Funktion des Troponin-Komplexes sind
umstritten. Im Allgemeinen zeigen in-vitro-Studien, dass die physiologische Wirkung der
PKC-Phosphorylierung der von PKA entgegengesetzt ist [35, 37].

1.1.3 Kontraktile Dysfunktion des Herzens bei Diabetes mellitus

Herzerkrankungen sind die fihrende Todesursache bei Patienten mit T2DM [38]. Im
diabetischen Herzen ist sowohl die systolische als auch die diastolische Funktion
beeintrachtigt [39]. Diverse Experimente an Mausmodellen mit T2DM zeigen, dass hierfir
Anomalien des intramyozytaren Ca?*-Kreislaufs verantwortlich sind [38, 40]. Hierzu zahlen
signifikant niedrigere systolische und diastolische Ca?*-Spiegel in isolierten Myozyten von
diabetischen Herzen und Einschrdnkungen der Kontraktion und Relaxation [38]. Eine
Vielzahl an Studien diskutieren zwei mdgliche Ursachen flir den beeintrachtigten kardialen
Ca?"-Kreislauf bei diabetischer Stoffwechsellage:

Zum einen zeigen diabetische Myozyten eine verminderte SERCA2a-Aktivitat, mit einer
nachfolgend geringeren Beladung des SR mit Ca?*. Die Ursache hierfir scheint in erster
Linie eine Abnahme der SERCA mRNA und Proteinexpression zu sein [1]. Es folgt eine
spat einsetzende systolische Dysfunktion.

Zum anderen ist die Phosphorylierung der PLN-Monomere in diabetischen Herzen deutlich
herabgesetzt [41]. Es resultiert eine verminderte Affinitat der SERCA2a fiir Ca?* und eine
frih einsetzende diastolische Dysfunktion [42]. Méglicherweise spielt fur die verringerte
PLN-Phosphorylierung eine erhdhte PP1-Aktivitat eine kausale Rolle. Die Arbeitsgruppe
Kruger konnte diesbezlglich eine erhdhte PKC-Aktivitat in diabetischen Kardiomyozyten
nachweisen [43]. Da die PKC uber eine Phosphorylierung des I-1 die Aktivitat der PP1
erhoht (siehe Kapitel 1.2.1.1.2), wirde eine gesteigerte PKC-Aktivitat zu der beobachteten
reduzierten PLN-Phosphorylierung fihren [28].

Der hier beschriebene Pathomechanismus in diabetischen Herzen stellt die Grundlage flr
die in dieser Arbeit aufgeflihrten Experimente dar. Durch eine Hemmung der PKC-Aktivitat
kdnnte indirekt eine verringerte Aktivitat der PP1 resultieren und somit eine gréRere Menge
an phosphoryliertem PLN vorliegen. Die SERCA2a-Aktivitat wirde dann weniger gehemmt
und der intramyozytare Ca?*-Kreislauf ware beschleunigt.

1.1.4 Ruboxistaurin und PMA

Die Proteinkinasen C sind eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen, die an den
unterschiedlichsten Prozessen in Zellen beteiligt sind. Hierzu gehdren Proliferation,
Differenzierung und Apoptose. Darlber hinaus spielen sie eine entscheidende Rolle bei
Krankheiten wie DM [44]. Die PKC besitzt verschiedene Isoformen und lasst sich in die
Gruppe der klassischen (cPKCa, BI, Bll, y), neuartigen (nPKCS9, ¢, v, 4) und atypischen
(aPKCC, NT1) PKC aufteilen. Die klassischen Proteinkinasen lassen sich durch das
freigesetzte DAG im Rahmen des Gg-gekoppelten Signalwegs und Ca?* aktivieren. Die
PKCa stellt die pradominante Isoform in Maus-, Ratten- und Menschenherzen dar und liegt



somit im Fokus der hier durchgefiihrten Experimente. PKCB und y werden in geringen, aber
nachweisbaren Mengen exprimiert [31].

Ruboxistaurin (RBX) ist ein oral verfigbarer pharmakologischer PKCa/f/y Inhibitor [31, 45].
Der PKC-Inhibitor RBX Ubt seine kardioprotektive Wirkung insbesondere Uber eine
Hemmung der PKCa aus. Studien der Arbeitsgruppe von Jeffery Molkentin, Cincinnati
Children’s Hospital, USA, erprobten RBX bereits in herzinsuffizienten Mausmodellen mit
dem Erfolg eines verbesserten Phanotyps. Die Inhibition der PKCa durch RBX ist assoziiert
mit dem Schutz vor Herzversagen durch einen verbesserten kardialen Ca?*-Kreislauf und
eine erhohte Myofilamentleistung [31].

Die vorliegende Arbeit untersucht neben den Effekten der PKC-Inhibition auf den
myozytaren Ca?'-Kreislauf auch umgekehrt die Folgen einer PKC-Aktivierung auf
Myozyten. Hierfir wurde der PKC-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
eingesetzt. PMA ist ein Phorbolester, der strukturell dem natirlichen PKC-Aktivator
Diacylglycerol (DAG) ahnlich ist [46]. Fir die Aktivierung der PKC eliminiert PMA das DAG
und setzt zudem die fiir die Aktivierung benétigte Ca?*-Konzentration herab [47]. Zusatzlich
ist fur die Aktivierung aller PKC-Isoenzyme eine initiale Phosphorylierung durch eine
PKC-Kinase notwendig. Findet diese initiale Phosphorylierung nicht statt, bleibt die PKC
inaktiv [48].

1.2 Ziele der Arbeit

Diabetische Kardiomyozyten zeichnen sich durch eine fiir Kontraktion und Relaxation des
Herzens maRgebliche Stérung der intrazellularen Ca?*-Regulation aus. Vorarbeiten weisen
darauf hin, dass unter den zugrundeliegenden Ursachen die herabgesetzte Aktivitat der
SERCAZ2a eine wesentliche Rolle spielt [1, 49]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt
einer pharmakologischen Steigerung der SERCA2a-Aktivitat in Kardiomyozyten mithilfe
eines Inhibitors der PKC untersucht.

Konkret wurden in dieser Arbeit die folgenden Fragen untersucht:
1.) Wie verandert T2DM den Ca?-Kreislauf und die Sarkomerfunktion von
Kardiomyozyten?

2.) Welche Wirkung hat eine PKC-Aktivierung und damit eine Hemmung der
SERCA2a-Aktivitat auf den Ca?*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion?

3.) Welche Wirkung hat eine PKC-Inhibierung mittels RBX auf den Ca?*-Haushalt und
die Sarkomerfunktion in nicht-diabetischer und diabetischer Stoffwechsellage?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien

Substanz Chargennummer  Hersteller

2,3-Butandion-monoxim 0000093198 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1- SLCD6197 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

ethansulfonsaure USA

Acrylamid / Bis-acrylamid (30 %) 300298910 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Albumin Rinderserum Fraktion V 3288782 Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Ammoniumpersulfat MKCG5404 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Benzamidine, Hydrochloride 3222639 Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Bromphenolblau 81H3633 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Calciumchlorid-Dihydrat AQ0746482849 Merck KGaA, Darmstadt, GER

D-(+)-Glukose 039277259 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Desoxycholsaure 3180455 Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Dimethylsulfoxid 1354C451 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)- 67425 Merck KGaA, Darmstadt, GER

tetraessigsaure

Fura-2 AM 2077760 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Glycerol 49468417 Carl Roth GmbH+Co.KG,
Karlsruhe, GER

Glycin 33789823 Carl Roth GmbH+Co.KG,
Karlsruhe, GER

Heparin-Natrium-25000 W07530 Ratiopharm GmbH, Uim, GER
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Substanz Chargennummer  Hersteller

Imidazol 96H0089 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Immobilon Forte Western HRP 193045 Merck Millipore, Billerica, MA,

Substrate

USA

Kaliumchlorid

K50312936 850

Merck KGaA, Darmstadt, GER

Kaliumnatriumtartrat 6381595 Merck KGaA, Darmstadt, GER

Kollagenase Typ | 43B14042T Worthington Biochemical Corp.,
Lakewood, NJ, USA

Magnesiumchlorid Hexahydrat BCCC0031 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Methanol 418276258 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Milchpulver 325229712 Carl Roth GmbH+Co.KG,
Karlsruhe, GER

N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin BCBZ6523 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Natriumchlorid, >99,8 % 468277021 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Natriumdodecylsulfat 348273699 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Natriumfluorid SLBT7525 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA

Natriumhydrogencarbonat

K50975629 904

Merck KGaA, Darmstadt, GER

Page Ruler Prestained Protein 00973617 Thermo Fisher Scientific,

Ladder Waltham, MA, USA

Pierce ™ BCA Protein Assay Kit Ul1294740 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Phorbol-12-myristat-13-acetat 64144202 Invivogen, San Diego, CA, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid BCBP5502V Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Probenecid BCBG9604V Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Ruboxistaurin 3469695 Merck Millipore, Billerica, MA,
USA

Tris(hydromethyl)aminomethan 258267221 Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, GER

Triton X-100 67H0044 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Tween 20 (0,1 %) 071167207 Carl Roth GmbH+Co0.KG,

Karlsruhe, GER
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2.1.2 Hilfsmittel

Tabelle 2: Hilfsmittel

Material Bezeichnung Hersteller
96 well Platte CELLSTAR®, steril, mit Deckel, F-  Greiner Bio-One,

bottom Kremsmiinster, Osterreich
Blothalter SNAP i.d.® 2.0, Blot Holder Merck Millipore, Billerica, MA,

USA

chirurgisches
Nahtmaterial

Perma-Hand Seide, schwarz
geflochten, 7-0

Ethicon, Raritan, NJ, USA

Deckglaser

25 x 25 mm, Glasdicke 0,13-0,16

R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, GER

Einmalkanulen

Sterican Gr.20, 0,4 x 20 mm

B. Braun, Melsungen, GER

Falcon Centrifuge Tubes SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht, GER
Feindosierungsspritze ~ Omnifix-F 1ml B. Braun, Melsungen, GER

Filtergewebe aus

102 x 100 cm, 150um

A. Hartenstein GmbH,

Polyamid Wirzburg, GER
Gelgielstation Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA
OP Besteck Pinzette Dumont 5/45 Fine Science Tools, North
Schere. 14574-11 VanCOUVGr, BC, Canada
Parafilm Laboratory film Bemis Company, Neenah, WI,
USA
Petrischale CELLSTAR®, Zellkultur Schale, Greiner Bio-One,
PS, 100/20 MM, steril, Kremsmiinster, Osterreich
Pipette Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, GER
Plastikpipette Pasteurpipetten aus PE, 1ml Heinz Herenz Medizinalbedarf
GmbH, Hamburg, GER
Spritze Omnifix Luer Lock Solo 20 mi B. Braun, Melsungen, GER

Steriler Spritzenfilter

Filtropur S 0,2

SARSTEDT AG & Co. KG,
Nimbrecht, GER

Stoppuhr Clock, Model No. TR118 Oregon Scientific, Tualatin,
OR, USA

Thermometer TFA Dostmann GmbH & Co.
KG, Wertheim, GER

Transfermembran Immobilon-FL, 0,45 pym, 26,5 cm x Merck Millipore, Billerica, MA,

3,75 m-Rolle

USA
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2.1.3 Gerate

In der folgenden Tabelle werden die eingesetzten Gerate nach ihrem Arbeitsplatz sortiert

aufgefuhrt.

Tabelle 3: Geréate

Gerit

Bezeichnung

Hersteller

Allgemeines

Analysenwaage

sartorius analytic

Sartorius AG, Géttingen,
GER

Blutzuckermessgerat

Stat Strip Xpress

Nova Biomedical
Corporation, Waltham, MA,
USA

Glukoseteststreifen

Stat Strip Xpress, LOT:
0320174309

Nova Biomedical
Corporation, Waltham, MA,
USA

Inkubator

Orbital Shaker-Incubator ES-20

Grant Instruments,
Cambridge, Cambridgeshire,
UK

Milli-Q Wassersystem

Millipak Express 20

Merck Millipore, Billerica,
MA, USA

Schuttelgerat Duo Press.to.mix I:ABIN GmbH, Zwentendorf,
Osterreich
Waage EMB 500-1 Kern & Sohn GmbH,

Balingen, GER

Isolation der Kardiomyozyten

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Leica Camera AG, Wetzlar,
GER

Peristaltische Pumpe perimax Spetec, Erding, GER

Standzentrifuge Minifuge RF Heraeus, Hanau, GER

Stereomikroskop Stemi 2000-C Carl Zeiss AG, Oberkochen,
GER

Thermostat polystat Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Calcium-Messplatz

Bildschirm SyncMasterS22B150 Samsung, Seoul, Stidkorea

Energieversorgung der
Kamera

MyoCam-S Power

lonOptix, Westwood, MA,
USA

Energieversorgung der
Lichtquelle

High intensity arc lamp power
supply

Cairn Research, Faversham,
Kent, UK
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Gerit

Bezeichnung

Hersteller

Fluorescence System
Interface

lonOptix, Westwood, MA,
USA

Kamera MyoCam-S lonOptix, Westwood, MA,
USA
Lichtquelle HyperSwitch Light Source lonOptix, Westwood, MA,

USA

Microscope Chamber
System

lonOptix, Westwood, MA,
USA

Mikroskop Myocyte Fluorescence Microscope, lonOptix, Westwood, MA,
MoticAE31 & Olympus UApo/340 USA
Objective
PC OPTIPLEX 790 DELL, Round Rock, TX, USA
Pumpe (peristaltisch) REGLO-ICC Ismatec, Wertheim, GER

Stimulator

MyoPacer EP Field Stimulator

lonOptix, Westwood, MA,
USA

Temperatur Kontroll
Instrument

2Ch micro, temperature controller

Cell MicroControls, Norfolk,
VA, USA

Proteinanalyse

Dispergiergerat

Ultra-Turrax, T 10 basic

IKA-Werke, Staufen im
Breisgau, GER

Gel -und Blot Imager

UVP ChemStudio

Analytik Jena GmbH, Jena,
GER

Mikrotiterplatten- Synergy™ Mx BioTek Instruments,
Lesegerat Winooski, VT, USA
Minizentrifuge MiniSpin Eppendorf, Hamburg, GER
Protein Detektions- SNAP i.d. 2.0 Merck Millipore, Billerica,

System

MA, USA

Spannungsquelle fur
Elektrophorese

PowerPac Basic

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Tischzentrifuge

Centrifuge 5424 R

Eppendorf, Hamburg, GER
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2.1.4 Software

Tabelle 4: Software

Programm Hersteller
Graphpad Prism 9 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
lon Wizard 6.4.1.73 lonOptix, Westwood, MA, USA
VisionWorks Acquisition and analysis Analytik Jena GmbH, Jena, GER
Version: 8.20.17096.9551
Gen5 2.05 Mikroplatten-Software BioTek, Winooski, VT, USA
2.1.5 Puffer

Tabelle 5: Puffer und Lésungen, die fiir die Isolation von Kardiomyozyten verwendet wurden

Puffer Zusammensetzung

Puffer | e 126 mM Natriumchlorid
e 4,4 mM Kaliumchlorid
¢ 1,0 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat

ad 500 ml DdH20 (Millipore Wasser)

Puffer Il e 4 mM Natriumhydrogencarbonat

¢ 10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure

e 30 mM 2,3-Butandion-monoxim

e 11 mM Glukose

e 50 ml Puffer |

ad 1000 ml DdH20 (Millipore Wasser)

pH-Wert: 7,3-7,35; sterile Filtration mit Porengréfe von 0,2 ym
Puffer Il e 4 mM Natriumhydrogencarbonat

e 10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure

e 11 mM Glukose

e 25 ml Puffer |

ad 500 ml DdH20 (Millipore Wasser)

pH-Wert: 7,3-7,35; sterile Filtration mit Porengréfe von 0,2 ym
Kollagenaselésung e 0,4 mg/ml Kollagenase Typ | (300 U/mg)

e 20 ml Puffer Il
¢ 0,1 M Calciumchlorid Lésung
(5 pl auf 20 ml)

Waschpuffer | e 0,4 g (20 mg/ml) Albumin Rinderserum Fraktion V
e 20 ml Puffer Il
e 1 M Calciumchlorid Lésung
(2 pl auf 20 ml)

Waschpuffer Il e 0,2 g (20 mg/ml) Albumin Rinderserum Fraktion V
e 10 ml Puffer Il
e 1 M Calciumchlorid Lésung
(2ul auf 20 ml)
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Puffer

Zusammensetzung

Waschpuffer Il

0,2 g (20 mg/ml) Albumin Rinderserum Fraktion V
5 ml Puffer Il

5 ml Puffer Il

1 M Calciumchlorid Lésung

(5 pl auf 10 ml)

Tabelle 6: Puffer, die bei der Messung der isolierten Kardiomyozyten verwendet wurden

Puffer

Zusammensetzung

Ladepuffer

137 mM Natriumchlorid

5,4 mM Kaliumchlorid

0,5 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat

10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
5,5 mM Glukose

ad 1000 ml DdH20 (Millipore Wasser)
pH-Wert: 7,3-7,35; sterile Filtration mit Porengréfe von 0,2 ym

1 M Calciumchlorid Lésung (frisch zugeben, 10 ul auf 10 ml)

Perfusionspuffer

137 mM Natriumchlorid

5,4 mM Kaliumchlorid

1,2 mM Calciumchlorid

0,5 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat

10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
5,5 mM Glukose

500 pM Probenecid

ad 1000 ml DdH20 (Millipore Wasser)
pH-Wert: 7,3-7,35; sterile Filtration mit Porengréfe von 0,2 ym

Tabelle 7: Puffer und Lésungen, die fiir die Proteinanalyse verwendet wurden (Herstellung

der Herzlysate)

Puffer

Zusammensetzung

Lysepuffer

10 mM Tris(hydromethyl)aminomethan, pH 8,0

0,5 mM Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure
0,5 % Triton X-100

0,1 % Desoxycholsaure

0,1 % Natriumdodecylsulfat

140 mM Natriumchlorid

Phosphataseinhibitor-
Mix (100x)

200 mM Imidazol
400 mM Kaliumnatriumtartrat
500 mM Natriumfluorid

Lysepuffer fur
Herzgewebe

10 ml Lysepuffer

100 pl Phosphataseinhibitor-Mix (100x)
0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

10 mM Benzamidin

3 x Lammlipuffer

1,5 mg Bromphenolblau

0,6 g Natriumdodecylsulfat

3 ml Glycerol

3,9 ml Tris(hydromethyl)aminomethan (50 mM)

ad 10 ml DdH20 (Millipore Wasser)
pH-Wert: 6,8
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Tabelle 8: Puffer und Gele, die fiir die Proteinanalyse verwendet wurden (Gelelektrophorese)

Puffer bzw. Gel

Zusammensetzung

Trenngel (15 %)

e 2,13 ml DdH20 (Millipore Wasser)

e 1,97 ml Trenngel Puffer

o 3,79 ml Acrylamid / Bis-acrylamid (30 %)
e 3,9 I N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
e 51,1 yl Ammoniumpersulfat (100mg/mil)

Trenngel Puffer

0,4 % Natriumdodecylsulfat
e 3 M Tris(hydromethyl)aminomethan

pH-Wert: 8,8

Sammelgel

2,06 ml DdH20 (Millipore Wasser)

825 pl Sammelgel Puffer

412,5 pl Acrylamid / Bis-acrylamid (30 %)
3,3 pl N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
33 pl Ammoniumpersulfat (100 mg/ml)

Sammelgel Puffer

0,4 % Natriumdodecylsulfat
e 1M Tris(hydromethyl)aminomethan

pH: 6,8

10 x Laufpuffer

o 250 mM Tris(hydromethyl)aminomethan
e 1,9 mM Glycin
o 1 % Natriumdodecylsulfat

Tabelle 9: Puffer und Losungen, die fiir die Proteinanalyse verwendet wurden (Western blot)

Puffer bzw. Zusammensetzung

Lésungen

10 x TBS e 100 mM Tris(hydromethyl)aminomethan
¢ 1,5 mM Natriumchlorid
pH-Wert: 7,6

e 0,1% Tween 20 (1ml)
ad 1000 ml DdH20 (Millipore Wasser)

1 x Western blot
Transferpuffer

e 200 ml Methanol
e 100 ml 10 x Transferpuffer

ad 1000 ml DdH20 (Millipore Wasser)

10 x Transferpuffer

e 15,15 g Tris(hydromethyl)aminomethan
e 56,25 g Glycin

Blockmilch

e Milchpulver in TBS-T Puffer (0,5 %; 5 %)
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

In den folgenden Experimenten diente die Maus als Modellorganismus. Sie bietet den
Vorteil, dass gut erforschte genetische Modelle flir T2DM existieren. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Leptin-Rezeptor-defizienten db/db-Mause als Modellorganismus fir
T2DM herangezogen.

Die Organisationsnummer der zentralen Einrichtung fir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat fir
durchgefuhrte Organentnahmen lautet 095/13.

Alle Experimente fanden unter der Bericksichtigung der Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes statt.

2.2.1.1 Verwendete Tiere

Die verwendeten Tiere entstammten der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf,
Deutschland. Sie wurden dort unter standardisierten Bedingungen gehalten und geziichtet.

Fir die Untersuchung des PKC-Aktivators PMA wurden mannliche C57BL/6J Mause
verwendet. Zu dem Zeitpunkt der Experimente waren die Tiere 8 bis 9 Wochen alt. Die
Mause stammten direkt von der Firma Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich).

Veranderungen des Leptin-Signalwegs stehen im engen Zusammenhang mit
Stoffwechselkrankheiten wie Fettleibigkeit und T2D [50]. Leptin-defiziente ob/ob-Mause
und Leptin-Rezeptor-defiziente db/db-Mause stellen diesbezlglich haufig verwendete
Mausmodelle dar. Bei beiden Modellorganismen bildet sich eine Fettleibigkeit aus.
Gegensatzlich zu der leichten Insulinresistenz von ob/ob-Mausen entwickeln db/db-Mause
einen ausgepragten, Lebenszeit verkirzenden DM [50]. Dieses hyperglykdmische
Syndrom &hnelt dem DM des Menschen [51]. In dieser Arbeit dienten somit die
Leptin-Rezeptor-defiziente db/db-Mause als Modellorganismus fiir T2DM. Bereits im Alter
von 4 Wochen nahm bei den db/db-Mausen sowohl das Koérpergewicht als auch die
Plasmainsulinkonzentration zu. Nach 7 Wochen ist die Blutzuckerkonzentration erhoht und
eine Insulinresistenz lag vor [15, 51]. Als Kontrollgruppe wurden mannliche db/+-Mause
ohne diabetische Stoffwechsellage verwendet. Diese beiden genetischen
Modellorganismen wurden von der Firma Charles River Laboratories International, Inc.
(Wilmington, Massachusetts, USA) und aus der Zucht der Arbeitsgruppe in der ZETT
bezogen. Die Tiere wurden im Alter von 10 bis 12 Wochen untersucht.
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2.2.1.2 Gewichtsbestimmung und Glukosemessung

Sowohl von den Leptin-Rezeptor-defizienten db/db-Mausen als auch den db/+-Mausen
wurde unmittelbar vor der zervikalen Dislokation das Kérpergewicht bestimmt. Zudem
wurde nach zervikaler Dislokation und Eréffnen des Thorax die Glukosekonzentration im
Blut gemessen. Dies diente der Sicherstellung der diabetischen Stoffwechsellage bei den
db/db-Mausen.

2.2.2 Messungen von isolierten Kardiomyozyten

Im Folgenden wird die Isolation der Kardiomyozyten, die Messung sowohl des
Ca?"-Kreislaufs als auch der Sarkomerlange, die Auswahlkriterien und Auswertung der
Kardiomyozyten und ein exemplarischer Messablauf beschrieben.

2.2.2.1 Isolation der Kardiomyozyten

Die Mause wurden mindestens 15 Minuten (Min) vor der Organentnahme mittels 400 I.E
(Internationale Einheiten) Heparin-Natrium intraperitoneal heparinisiert. Nach zervikaler
Dislokation wurde das Herz aus dem Thorax entnommen und die Aorta innerhalb von 5 Min
auf eine Kanule aufgezogen. Mithilfe dieser konnte das Herz an ein Perfusionssystem
angeschlossen werden. Die Kanile durfte nicht zu weit in die Aorta reichen, damit eine
Spllung des Gewebes mit Puffer 2 Uber die Koronargefalle méglich war. Hierdurch wurde
das Blut aus dem Herzen entfernt, sichtbar durch 2 initiale rote Tropfen und die rasch
anschlief3ende blasse Farbe des Myokards (Abb. 5).

Abb. 5: Kaniilierung der Aorta ascendens

Bild A zeigt als Gesamtlberblick das Perfusionssystem mit aufgehangtem Herz (siehe roter Kreis).
Bild B und C sind ein Ausschnitt hiervon und zeigen die Herzfarbe vor (A) und nach (B) Beginn der
Perfusion. Die Aorta ist mit einem feinen schwarzen Faden an der Kantile befestigt (schwarzer Pfeil).
Die Kaniile ist wiederherum an das Perfusionssystem (siehe Bild A) angeschlossen.
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AnschlieRend wurde das Herz mit einer Kollagenaselésung fir 6 Min perfundiert. Die
Temperatur des Puffers 2 und der Kollagenaselosung betrug wahrend der gesamten
Perfusionszeit konstante 39,1 ‘C. Im Anschluss wurde das Herz in eine Petrischale mit
Waschpuffer 1 gelegt und die Vorhofe entfernt. Der linke Ventrikel wurde in drei, am Apex
verbundene Teile geschnitten. Das Myokard wurde in einem 50 ml Rd&hrchen mit
Waschpuffer 1 bei 36,8 °C fir 10 Min inkubiert. Nach Uberfiihrung in eine Petrischale wurde
das verdaute Herzgewebe mit einer feinen Schere zerkleinert. Um die einzelnen
Kardiomyozyten aus dem Gewebe zu isolieren, wurde mit einer Plastikpipette das
Gewebslysat vorsichtig aufgesogen und wieder abgelassen. Dieser Vorgang wurde
mehrfach wiederholt, bis sich eine Tribfarbung der Lésung einstellte. Die Kardiomyozyten
lagen nun einzeln in Lésung vor. Die Zellldsung wurde dann durch ein Nylonnetz in ein
Roéhrchen gegeben, um so die Ubrig gebliebenen Gewebestiicke von den isolierten
Kardiomyozyten zu separieren. Die abfiltrierten Gewebestlicke wurden verworfen. Nach
15 Min Sedimentation bildete sich in der Zelllésung am Boden des Reaktionsgefalies ein
Pellet. Der restliche Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Es folgte ein zweifacher
Waschvorgang zur weiteren Aufreinigung der Kardiomyozyten. Zu dem Pellet wurde zuerst
etwas Waschpuffer 2 gegeben, mit einer Plastikpipette vorsichtig resuspendiert und dann
ganzlich in Waschpuffer 2 tberflihrt. Nach 10 Min Sedimentationszeit bildete sich erneut
ein Pellet. Wieder wurde der Uberstand verworfen und das gleiche Vorgehen wurde mit
Waschpuffer 3 wiederholt. Die Zusammensetzungen der in 2.2.2.1 verwendeten Puffer und
Lésungen sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.

2.2.2.2 Messung des myozytaren Ca?*-Kreislaufs

Die Messung des myozytaren Ca?*-Kreislaufs erfolgte mithilfe der Fura-2-Methode und der
im nachfolgenden Unterkapitel beschriebenen Aufbereitung der Kardiomyozyten. Zudem
wird der Versuchsaufbau mit Messung der intrazelluldaren Ca?*-Konzentration
veranschaulicht.

2.2.2.2.1 Fluoreszenzindikator Fura-2

Der Fluoreszenzindikator Fura-2 dient der Darstellung des myozytaren Ca?*-Kreislaufs.
Bindet Fura-2 an Acetoxymethylester (AM), entsteht Fura-2 Acetoxymethylester
(Fura-2 AM). Dieses Derivat ist membranpermeabel und kann in das Zellinnere intakter
Kardiomyozyten eindringen. Intrazelluldr werden die vier Acetoxymethylestergruppen
mittels zellularer Esterasen abgespalten. Es entsteht Fura-2, welches die Zellmembran
nicht passieren kann und daher im Zellinneren der Kardiomyozyten verbleibt [52]. Fura-2
kann mit Ca?*-lonen Uber die frei gewordenen Carboxylat-Gruppen einen Chelatkomplex
eingehen und somit zur Bestimmung von intrazellularen Ca?*-Konzentrationen verwendet
werden [53].

Der Fluoreszenzfarbstoff hat folgende Besonderheit: Fura-2 weist zwei Fluoreszenzmaxima
auf, bei denen anregendes Licht eine maximale Fluoreszenzantwort generiert.
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Abb. 6: Fluoreszenzanregungsspektren von Fura-2 bei verschiedenen Ca?*-Konzentrationen

Modifizierte Abbildung nach [54], erganzt um die Strukturformel von Fura-2, Ca2* = Calcium-lonen,
mM = Millimolar, uM = Mikromolar, nm = Nanometer, F1= Anregungswellenldange von 340 nm,
Fo = Anregungswellenlange von 380 nm

Liegt Fura-2 ohne Ca?* vor, wird bei einer Anregungswellenlange von 370-380 nm ein
Fluoreszenzmaximum hervorgerufen. Dies ist in der Abb. 6 durch die schwarze
durchgéngige Kurve dargestellt. Steigt die intrazellulare Ca?*-Konzentration an und damit
auch der Anteil an Ca?*-gesattigtem Fura-2, sinkt die erforderliche Wellenlange fiir das
Fluoreszenzmaximum. Die Anregungswellenlange liegt dann bei 340 bis 350 nm. Mit
steigender Ca?*-Konzentration ist die Fluoreszenzintensitdt des Maximums generell
hoher [53].

Die isolierten Kardiomyozyten wurden in den folgenden Experimenten bei einer
Wellenlange von 340 nm (F1) und 380 nm (Fo) gemessen.

2.2.2.2.2 Aufbereitung der Kardiomyozyten

Nach der Isolation der Kardiomyozyten wurden diese in Ladepuffer Gberfihrt. Es folgte die
Beladung mit Fura-2 AM fir 15 Min und anschliellend ein doppelter Waschvorgang mit
Ladepuffer fur jeweils 5 Min. Danach wurden die Zellen in Perfusionspuffer gegeben. Da
Fura-2 AM lichtsensibel ist, erfolgten die beschriebene Aufbereitung der Kardiomyozyten
und die anschlieRenden Messungen im Dunklen.

2.2.2.2.3 Versuchsaufbau

Fur die Messung des myozytaren Ca?*-Kreislaufs und der Sarkomerfunktion wurde die
Messkammer mit Perfusionspuffer aufgeflllt und 3 Tropfen der Zelllésung hinzupipettiert.
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Eine peristaltische Pumpe transportierte konstant frischen Puffer in das Zellbad, damit die
Kardiomyozyten standig umspult wurden. Ein Heizer regulierte die Temperatur des
zulaufenden Puffers und hielt sie bei 37 °C. Mithilfe einer weiteren Pumpe wurde der Puffer
am Ende der Messkammer wieder abgesaugt. Sowohl der Zulauf als auch der Ablauf
erfolgte stets bei konstantem Druck und mit der gleichen konstanten FlieRgeschwindigkeit
von 1 mi/min.

Die peristaltische Pumpe besitzt 3 unabhangige Kanale, die es ermoglichten, die
Kardiomyozyten mit verschiedenen Lésungen zu umspdlen:

. bei basaler, elektrischer Stimulation: Perfusionspuffer
. bei Dimethylsulfoxid (DMSO)-Stimulation: DMSO geldst in Perfusionspuffer (1uM)
. bei RBX-Stimulation: RBX geldst in DMSO und Perfusionspuffer (1uM)

2 Elektroden reichten in die Messkammer hinein und wurden von der Zellldsung umgeben.
Durch die elektrische Stimulation mit 10 Volt (V) bei 0,5 Hertz (Hz) kontrahierten die
isolierten Kardiomyozyten in der Zellldsung taktweise. Ein Mikroskop ermdglichte es, die
Kontraktion der Zellen zu beobachten. Wahrend laufender elektrischer Stimulation wurde
unter Sicht eine geeignete Zelle fir die folgende Messung ausgewahlt. Eine
Mikroskopkamera ermoglichte es, den ausgewahlten Kardiomyozyten auf einem
angeschlossenen Bildschirm abzubilden. Es folgte eine Feinjustierung, in der die Zelle
moglichst scharf und den Messbereich ausfillend eingestellt wurde. Wahrend der Messung
wurden zeitgleich die Veranderungen der Sarkomere und des myozytaren Ca?*-Kreislaufs
unter dauerhaft aktivierter elektrischer Stimulation aufgezeichnet.

Perfusionspuffer
1 2 3

—i
3%
—&e*
Mikroskop

f

<

(o]

N

Messkammer Rollerpumpe

Elektroden

Abb. 7: Ca?*-Messplatz

Die isolierten Kardiomyozyten wurden standig mit 37 °C erwarmter, frischer Pufferldosung umspililt.
Je nach Experiment konnte zwischen Kanal 1-3 gewechselt werden. 1.Kanal: nur Perfusionspufffer,
2.Kanal: Perfusionspuffer mit DMSO, 3.Kanal: Perfusionspuffer mit DMSO und RBX, Zulauf und
Ablauf wurden Uber Rollerpumpen in Druck und Geschwindigkeit reguliert. Die elektrische
Stimulation der Kardiomyozyten erfolgte mithilfe von Elektroden, die sich links und rechts an den
Seiten des Myozytenbads befanden (in der Abb. 7 in Gelb dargestellt). Der Myozyt wurde in dem
Bereich der region of interest (ROI), dargestellt als violette Box, gemessen.
DMSO = Dimethylsulfoxid, RBX = Ruboxistaurin
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2.2.2.2.4 Messung der intrazellularen Ca%*-Konzentration

Die elektrische Stimulation 6ffnet spannungsaktivierte L-Typ-Ca?*-Kanale. Diese sitzen auf
der Zelloberflache von ventrikuldren Kardiomyozyten und lassen nach Offnung einen
Ca?*-Einstrom von extrazellular nach intrazellular zu. Durch das einstréomende Ca?* kommt
es zu einer schnellen Aktivierung der RyR des SR. Es folgt die Ca?*-induzierte
Ca?"-Freisetzung aus dem SR in das Zytosol [55]. Das freigesetzte Ca?* kann dann an
Fura-2 binden.

Fura-2 dient als ratiometrischer Indikator zur Visualisierung der Veranderungen der
zytosolischen Ca?-Konzentration. Liegt Fura-2 ungebunden vor, betragt das
Fluoreszenzmaximum 380 nm. An Ca?" gebundenes Fura-2 hingegen hat bei der
Anregungswellenlange von 340 nm das Fluoreszenzmaximum. Die Fluoreszenzintensivitat
wurde bei 340 nm (F4) und bei 380 nm (Fo) gemessen. Das Verhaltnis dieser beiden
Parameter zueinander wird mit dem Quotienten Fi/Fo ausgedruckt. Mithilfe dieser
ratiometrischen  Betrachtung kénnen die Veradnderungen der zytosolischen
Ca?"-Konzentrationen dargestellt werden. Zudem wird der Einfluss von mdglichen
Ungleichheiten in der Fura-2 Beladung der Zellen oder Unterschieden in der Zelldicke
minimiert [56].

Wahrend der Messung wurde mit einer Frequenz von 500 Hz zwischen den beiden
Wellenlangen gewechselt. Innerhalb einer Sekunde konnten an 250 Messstellen die
Fluoreszenzintensivitat bei 340 nm und 380 nm bestimmt werden. Der Wechsel zwischen
diesen beiden Wellenldngen erlaubt demnach eine Bewertung von dem Verhaltnis von
Ca?'-gebundenem Fura-2 zu freiem Fura-2. Eine hohe zeitliche Auflésung der Ca?*-Kinetik
ist moglich.

4 Geschwindigkeit des Ca?* -Anstiegs

"‘.‘-l Geschwindigkeit des Ca2* -Abfalls

Fi/Fo

v

b Zeit

¢

Abb. 8: Reprisentativer Ca?*-Transient

Ca?* = Calcium-lonen, F1 = Anregungswellenlange von 340 nm, Fo = Anregungswellenlange von
380 nm, Symbol Blitz = elektrische Stimulation, to = Zeitpunkt der elektrischen Stimulation
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Die elektrische Stimulation zum Zeitpunkt to flhrt zu einem steilen Anstieg des
Verhaltnisses F1/Fo. Das freigesetzte intrazellular vorliegende Ca?* bindet an das Fura-2
und erhoht damit den Anteil von F4. Die Geschwindigkeit der Ca?*-Freisetzung aus dem SR
wird in diesem Anstieg dargestellt. Die insgesamt freigesetzte Menge an Ca?* kann an der
Amplitude abgelesen werden. Je groRer die Amplitude, desto mehr Ca?* befindet sich im
Zytosol. Mit dem Einleiten der Diastole wird der Ca?*-Spiegel intrazellular gesenkt. Die
SERCA2a pumpt aktiv den gréRten Teil des Ca?" zuriick in das SR. Uber den
Natrium-Calcium-Antiporter (NCX) und die Plasmamembran Calcium-ATPase (PMCA)
verlasst das Ca?* die Zelle nach extrazellular. Der Abfall von Fi/Fo spiegelt die
Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination wider. In Mausen konnte gezeigt werden, dass die
SERCA zwischen 90 und 96 % der gesamten Elimination ausmachen [57]. Fura-2 liegt
vorwiegend ungebunden vor, das Fluoreszenzmaximum verschiebt sich Richtung Fo. Mit
Beginn der elektrischen Stimulation wurden die Zellen maximal 15 Min gemessen.
AnschlielRend wurden die Kardiomyozyten aus der Messkammer abgesaugt und frische
Zellen der resuspendierten Zellldsung hinzugegeben.

2.2.2.3 Messung der Sarkomerlange

Das durch die elektrische Stimulation intrazellular freigesetzte Ca?* geht eine Bindung mit
cTnC ein. Dadurch werden die Aktinbindungsstellen freigegeben und es folgt eine
Interaktion von Aktin- und Mpyosinfilamenten. Diese fuhrt zu einer mechanischen
Kontraktion, welche in der Veranderung der Sarkomerlangen sichtbar ist.

Die Mikroskopkamera ermdglichte es, die Veranderungen an den Sarkomeren wahrend der
elektrischen Stimulation zu erfassen, indem sie die Z-Streifen der Sarkomere optisch
erfasst und mittels Fourier-Transformation in jedem Bild die Sarkomerlange bestimmt. Mit
einer Bildfrequenz von 1000 pro Sekunde wurden in einer Videoaufnahme die kontraktile
Amplitude, die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit als Parameter in Echtzeit
ermittelt. Vor der Aufnahme wurde eine region of interest (ROI) aus einem Bereich der Zelle
festgelegt. Die ROl wurde fir jede Messung neu positioniert und konnte in ihrer Lange und
Breite variieren. Bevorzugt wurde fir die ROI ein Bereich gewahlt, indem das gestreifte
Muster der Sarkomere deutlich zu sehen war.

Abb. 9: Isolierter Kardiomyozyt mit gestreiftem Muster und definierter region of interest
(ROI) (violette Box)
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Abb. 10: Reprasentative Sarkomerfunktion

Symbol Blitz = elektrische Stimulation, to = Zeitpunkt der elektrischen Stimulation

Die elektrische Stimulation zum Zeitpunkt to fihrt zu einer Kontraktion der Sarkomere. Am
Kurvenminimum ist die maximale Kontraktion erreicht, die Sarkomere sind zu diesem
Zeitpunkt maximal verkirzt. Die GroRRe der kontraktilen Amplitude ist die Differenz zwischen
der basalen Sarkomerlange und der Sarkomerlange nach maximaler Kontraktion. Die
Kontraktionsgeschwindigkeit spiegelt wider, wie schnell das Kurvenminimum und damit die
maximale Kontraktion der Sarkomere erreicht wird. Die Relaxationsgeschwindigkeit steht
fur die Zeit von der maximalen Kontraktion bis zur Ausgangslange der Sarkomere vor der
elektrischen Stimulation.

2.2.2.4 Auswabhlkriterien fur geeignete Kardiomyozyten

Die Ca?-Transienten und die Sarkomerlangen wurden von jedem gemessenen
Kardiomyozyten parallel aufgenommen. Es wurden Kardiomyozyten ausgewahlt, die
isoliert, also nicht als Gruppe, vorlagen. Aul’erdem mussten sie flr die Messung der
Sarkomerlangen ein deutlich erkennbares Streifen-Muster und eine ungehinderte
Kontraktion und Relaxation aufweisen.

Fur die Bestimmung des Ca?*-Kreislaufs sollte das Maximum des Ca?*-Transienten ohne
Nebenmaxima erreicht werden. Der Aufstrich erfolgte daher nahezu senkrecht. Der Abfall
der intrazellularen Ca?*-Konzentration zeichnete sich ebenfalls nahezu linear, auf jeden Fall
stufenfrei ab.

2.2.2.5 Auswertung der Ca?*-Transienten und der Sarkomerfunktion

Mithilfe der Software lonWizard 6.4 erfolgte die Auswertung der Messungen. Pro
Kardiomyozyt wurden hierfir mindestens 10 reprasentative Ca?'-Transienten und
10 Sarkomerfunktionen ausgewahlt. Diese wurden jeweils aufaddiert und danach gemittelt,
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um so reprasentative Parameter wie z.B. die Amplitude und Anstiegs- und
Abfallsgeschwindigkeit des Ca?* pro Kardiomyozyt zu erhalten.

2.2.2.5.1 Geschwindigkeit der Ca?*-Freisetzung

Fi/Fo |

\Y Freisetzung = t
p75%

Abb. 11: Ermittlung der Geschwindigkeit der Ca%*-Freisetzung

torse = Zeit, nach der 75 % des peaks erreicht sind, Vrreisezung = Geschwindigkeit der
Ca?*-Freisetzung, F1 = Anregungswellenlange von 340 nm, Fo = Anregungswellenlange von 380 nm

Mit Beginn der elektrischen Stimulation steigt der Ca?*-Transient nahezu linear an. In
diesem Aufstrich der Kurve wird die Geschwindigkeit, mit der das Ca?* aus dem SR
freigesetzt wird, dargestellt. Fur die Ermittlung der exakten Geschwindigkeit der
Ca?"-Freisetzung (Vrreisetzung) Wurde die AmplitudengroRe, zu der 75 % des Maximums
erreicht war, in Bezug zu der Zeit t,75%, gesetzt.

2.2.2.5.2 Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination

Nach dem Maximum des Ca?*-Transienten nimmt die intrazellulare Ca?*-Konzentration in
der Diastole wieder ab. Der nahezu lineare Abfall bildet die Schnelligkeit ab, mit der das
Ca?* eliminiert wird. Die Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination (Veimination) Wurde mittels der
Zeit toi7s%, berechnet, nach der das Maximum des Transienten um 75 % gefallen war.
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Abb. 12: Ermittlung der Geschwindigkeit der Ca%*-Elimination

toizs = Zeit, nach der 75 % der baseline erreicht sind, Veiminaton = Geschwindigkeit der
Ca?*-Elimination, F1 = Anregungswellenlange von 340 nm, Fo = Anregungswellenlange von 380 nm

2.2.2.5.3 Kontraktionsgeschwindigkeit der Sarkomere

Nach der elektrischen Stimulation fallt die Lange der Sarkomere nahezu linear auf ein
Minimum ab. Die Sarkomere sind nun maximal verkirzt, d.h. am starksten kontrahiert. Die
kontraktile Amplitude erreicht ihren groRten Wert. Die Geschwindigkeit des Abfalls steht fir
die Kontraktionsgeschwindigkeit (Vkontraktion) der Sarkomere. Sie berechnete sich aus der
Zeit tkzs%, zu der die Sarkomere um 75 % verkurzt waren.

Sarkomerlange V Kontraktion = t X
K75%
trso Zeit
Abb. 13: Kontraktionsgeschwindigkeit der Sarkomere
tk75% = Zeit, nach der 75% der maximalen Kontraktion erreicht  sind,

Vkontraktion = Kontraktionsgeschwindigkeit
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2.2.2.5.4 Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere

Sarkomerlange V Relaxation = (-

tL'J Zeit
R75%

Abb. 14: Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere

tr7s% = Zeit, nach der 75 % der Relaxation erreicht sind, Vrelaxation = Relaxationsgeschwindigkeit

Nach dem Erreichen des Minimums steigt die Sarkomerlange wieder an. Die Sarkomere
verlangern sich und die kontraktile Amplitude nimmt ab. Die Zeit trrs%, zu der die
Sarkomerfunktion wieder auf 75 % der Relaxation angestiegen war, steht somit fur die
Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere.

2.2.2.6 Exemplarischer Messablauf

Die Messung der isolierten Kardiomyozyten am lonOptix-Messplatz erfolgte nach einem
der folgenden zwei Protokolle:

1.) Die Zellen wurden nach der Isolation zunachst fir eine festgelegte Dauer (zwischen
5und 120 Min) in Pufferlésung mit PMA, RBX oder Kontrolllésung inkubiert. Bei der
anschlielenden Messung wurden sie elektrisch stimuliert und es wurden mindestens
10 Transienten fur die spatere Datenanalyse aufgezeichnet.

In Vorversuchen wurde mit diesem Protokoll und den im folgenden Kapitel erlduterten
Proteinanalysen eine geeignete Konzentration und Dauer der Behandlung ermittelt, in der
Effekte der PKC-Stimulation (PMA) bzw. PKC-Inhibition (RBX) dargestellt werden kénnen.

2.) Die Zellen wurden ohne Vorbehandlung direkt nach der Isolation gemessen. Wie in
Abb. 15 dargestellt, wurden nach Beginn der elektrischen Stimulation zunachst mindestens
10 Transienten unter Basalbedingungen aufgezeichnet. Unter fortlaufender Stimulation und
Datenaufzeichnung wurde dann Uber ein angeschlossenes Perfusionssystem die
Pufferlésung, in der sich die gemessene Zelle befand, gegen Puffer ohne oder mit RBX
(10 mol/l) ausgetauscht. 10 Min nach Beginn der Behandlung wurden in der spateren
Datenanalyse erneut 10 reprasentative Transienten ausgewertet (Zeitpunkt t19) und diese
Werte mit den unter Basalbedingungen 10 Min zuvor gemessenen Werten (Zeitpunkt to)
verglichen.
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Pro isoliertem Herzen wurde eine vergleichbare Anzahl Kardiomyozyten mit und ohne RBX
gemessen, jeweils zu to und tio. Die Messungen der Kardiomyozyten mit und ohne
RBX-Behandlung fanden jeweils abwechselnd statt, um gleiche zeitliche Bedingungen zu
gewahrleisten.

W 2% % .. 10 Min
\ | .
[ I O B I L, “ L 10 || BN
10 0 30 Z EIt 64 650 660
mind. 10 reprasentative Transienten mind. 10 reprasentative Transienten
Start der Zugabe
Messung Kontrolllﬁsung’

Ruboxistaurin

Abb. 15: Exemplarischer Messablauf

Nach der Aufzeichnung von 10 reprasentativen Transienten erfolgte die Zugabe einer Kontrollldsung
bzw. des Proteinkinase C Inhibitors RBX fir 10 Min. Nach 10 Min Stimulation wurden erneut
10 reprasentative Transienten gemessen.

F1/Fo = Fluoreszenz bei 340nm/380nm, Symbol Blitz = elektrische Stimulation der Kardiomyozyten

Der hier gezeigte Versuchsablauf ermoglichte es, die gleiche Zelle sowohl zuerst ohne als
auch nach Stimulation mit der Kontroll- oder RBX-Losung zu messen. Mdogliche
Nebeneffekte und Zellunterschiede konnten so minimiert werden und erhdhten die
Aussagekraft des Stimulationseffektes. Zur Analyse der aufgezeichneten Ca?*-Transienten
und Sarkomerfunktionen diente als Methodik die lonWizard Software 6.4 (Kapitel 2.2.2.5).

2.2.3 Proteinanalyse mittels Western blot

Die Analyse der Proteine der Kardiomyozyten erfolgte mithilfe eines Western blots. Der
Western blot ist ein weit verbreitetes analytisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen.
Das Proteingemisch wird zunachst mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlief3end
auf eine Tragermembran Ubertragen (blotting). Mit entsprechenden Antikérpern lassen sich
nun die aufgetrennten, jeweils spezifischen Proteinbanden nachweisen. Die methodischen
Schritte sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.

2.2.3.1 Herstellung des Lysats

Die reine, isolierte Kardiomyozytenfraktion wurde nach Verwerfen des Uberstandes von
Waschpuffer 3 in flissigem Stickstoff eingefroren und bei einer Temperatur von -80 °'C
gelagert. Fir die Herstellung des Herzlysats wurden zu den tiefgefrorenen Herzgeweben
jeweils 200 pl Lysepuffer fir Herzgewebe gegeben. AnschlieRend wurden die Proben mit
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einem Ultra-Turrax fur 10 Sekunden unter Kihlung auf Eis mechanisch zerkleinert. Die
15-minutige Zentrifugation des Homogenats erfolgte mit einer Beschleunigung von
10000 xg bei 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR libernommen und
das Pellet verworfen.

60 ul des Uberstandes wurden jeweils mit 30 ul des Lammli-Puffers versetzt, mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 ‘C eingelagert. Der Rest wurde sowohl unverdinnt
als auch 1:1 mit ddH;O verdiinnt in eine 96-well Platte pipettiert. Hiermit erfolgte die
Proteinbestimmung mit der BCA-Methode.

2.2.3.2 Quantitative Bestimmung der Protein-Menge mittels BCA-Methode

Zunachst wurde ein BCA-Reagenz bestehend aus Reagenz a und Reagenz b des
gebrauchsfertigen Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher) im Verhaltnis von 50:1
gemischt.

Zu 25 pl der Zelllysate wurden 200 ul des Arbeitsreagens gegeben. Die Standardisierung
erfolgte mit einer Verdinnungsreihe aus bovinem Serumalbumin. Die Proben wurden
zugedeckt bei 37 °C fur 30 Min geschwenkt. Die quantitative Bestimmung der Protein-
Mengen fand photometrisch bei einer Wellenlange von 562 nm mit dem Mikrotiterplatten-
Lesegerat statt.

2.2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Das Proteingemisch wurde mit einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese der MolekilgrofRe
nach aufgetrennt. Das Polyacrylamid-Gel bestand aus einem 15%igen Trenngel und einem
5%igen Sammelgel. Jede Tasche des Gels wurde anschlieBend mit der gleichen
Proteinmenge beladen. Als Referenz lief zudem ein Molekulargewichtsmarker mit. Nach
der 20-minttigen Einlaufphase wurden die Spannung des elektrischen Feldes von 80 V auf
150 V erhoht. Es folgte die Trennphase fur weitere 40 Min.

2.2.3.4 Der Western blot

Nach der Abtrennung des Sammelgels vom Trenngel erfolgte das Ubertragen (blotting) des
Gels auf die Membran. Hierflir wurde eine Art Sandwich gebaut (Abb. 16). Zunachst wurde
die Membran 30 Sekunden mit 100%igem Methanol benetzt und somit aktiviert. Nach
Spulung mit Transferpuffer wurde die Membran luftblasenfrei auf das Gel gelegt und von
beiden Seiten mit 3-lagigem Filterpapier und Blot-Schwammen bedeckt. Der Aufbau des
hier beschriebene Transferstapels wurde in Blotpuffer durchgefihrt.
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Abb. 16: Schematischer Transferstapel

Nach Uberfihrung des Transferstapels in die Western blot-Kammer wurde diese mit
Transferpuffer aufgefiillt. FUr die richtige Orientierung lag die Transfermembran naher an
der Anode und das Gel befand sich naher zur Kathoden-Seite. Die daraufhin angelegte
Spannung (100 V) verlief fur 1 Stunde senkrecht zu Membran und Gel.

Zum Blockieren der Stellen der Membran, die kein Probenprotein gebunden haben, wurden
30 ml einer Blockierlésung (0,5 % Milchpulver in TBS-T) bei Raumtemperatur per Vakuum
durch die Membran gesaugt (Millipore SNAP i.d. 2.0). Es folgte die Beladung mit dem
Primarantikorper, welcher in 5 % Milchpulver in TBS-T geldst vorlag. Die Inkubation erfolgte
schwenkend Uber Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurden die Membranen viermal mit
jeweils 30 ml TBS-T Losung im Protein Detektions-System (Millipore SNAP i. d. 2.0)
gewaschen. Danach wurde ein Zweitantikérper, der in 0,5 % Blockmilch geldst war, fir
10 Min auf die Membranen gegeben. AnschlieBend erfolgte wieder ein vierfacher
Waschschritt mit jeweils 30 ml TBS-T. Fir die abschlielende Proteindetektion wurden die
Membranen fur 1 Min mit 6 ml des Chemilumineszenzsubstrats ECL Reagenz (Millipore,
Immobilon forte) beladen. Danach wurden beide Membranen auf eine Glasplatte gelegt und
mithilfe des Blot Imager fotografiert.

Tabelle 10: Verwendete Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Primarantikorper

rabbit anti-CASQ2 (PA1-913)  1:5000 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

rabbit anti-Phospho-(Ser) 1:1000 Cell Signaling Technology,

PKC Substrat (#2261) Danvers, MA, USA

Sekundarantikoérper

goat anti-rabbit 1gG H&L 1:10.000 Abcam
(HRP)

32



2.2.4 Statistik

Die Daten wurden mit der Software Graphpad Prism 9 statistisch ausgewertet.

Fir die Darstellung des PMA-Effekts wurden die Rohwerte der gemessenen
Kardiomyozyten in einem ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test miteinander
verglichen. Die Auswertung des RBX-Effekts auf die Kardiomyozyten erfolgte mithilfe der
Berechnung von Delta-Werten. Diese stellen Differenzwerte zwischen den Messwerten
nach Stimulation und den Basalwerten dar. Die Differenz wurde jeweils in den Abbildungen
auf der y-Achse aufgetragen. Zudem wurden diese Delta-Werte auf die Veranderung in der
jeweiligen Kontrollgruppe normalisiert. Dies ermdglicht ein einfaches und schnelles Ablesen
des RBX-Effekts auf die Myozyten. Auch hier wurden die Daten mittels ungepaartem
zweiseitigen Student’s t-Test statistisch einander gegenibergestellt. Es wurden stets zwei
Versuchsgruppen mittels ungepaartem zweiseitigen Student's t-Test statistisch miteinander
verglichen.

Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert + Standardfehler (SEM). Statistische
Ausreiller wurden mithilfe der ROUT-Methode identifiziert und eliminiert. Jede gemessene
Zelle wurde als Einzelwert in der Stichprobe gewertet. Die Anzahl der verwendeten Tiere
und damit der unabhangigen Experimente wird jeweils angegeben. Ein Signifikanzniveau
von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

Zu Beginn der Untersuchungen wurden die idealen Stimulationsbedingungen der
Kardiomyozyten mittels Proteinanalysen bestimmt. In den anschlieRenden Experimenten
wurden die GroRe und die Geschwindigkeit der intrazellularen Ca?*-Strome der
Kardiomyozyten sowie die daraus resultierende Sarkomerfunktion analysiert.

3.1 Bestimmung idealer Stimulationsbedingungen der
Kardiomyozyten mittels Proteinanalyse (Western blot)

Die folgenden Versuche untersuchten den Einfluss des PKC-Aktivators PMA und des
PKC-Inhibitors RBX auf den PKC-abhangigen Phosphorylierungszustand der zellularen
Proteine des Herzens. Die Bestimmung idealer Stimulationsbedingungen mit diesen beiden
PKC-Modulatoren stellte die Voraussetzung fir die spateren Messungen der intrazellularen
Ca?*-Stréme dar.

Die Isoenzyme der klassischen PKC phosphorylieren Serin- oder Threoningruppen, die von
Arginin oder Lysin an der -3, -2 oder +2 Position und einer hydrophoben Aminosaure an
Position +1 umgeben sind. In den hier dargestellten Western blots (Abb. 17, Abb. 18)
wurden zelluldre Proteine, die an der oben genannten Serin- oder Threoningruppe
phosphoryliert sind, mittels des Primarantikérpers anti-Phospho-(Ser)-PKC-Substrat
detektiert.

Mit dem ersten Western blot (Abb. 17) wurde der Einfluss eines PKC-Aktivators untersucht.
Als PKC-Aktivator diente PMA. PMA weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu dem naturlichen
Aktivator DAG auf. Erfolgte eine Stimulation der Zellen mit PMA, zeigte sich eine Zunahme
der PKC-abhangigen Phosphorylierung. PMA aktivierte die PKC, folglich wurden mehr
Proteine phosphoryliert, die dann von dem anti-Phospho-(Ser)-PKC-Substrat-Antikdrper im
Western blot nachgewiesen wurden.
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Abb. 17: Detektion der PKC-phosphorylierten Proteine mittels Western blot — Bestimmung
geeigneter Inkubationsbedingungen fiir die Stimulation mit PMA

Die Proteine entstammten insgesamt 3 isolierten Herzen, jeweils eine Kontrollgruppe und
2 verschiedene Stimulationsbedingungen wurden pro Mausherz aufgetragen. Vor der
Proteinanalyse wurden die Zellen entsprechend den angegebenen Zeiten und Konzentrationen mit
PMA bzw. RBX inkubiert. Die Banden innerhalb einer Spur stehen fiir die verschieden groRRen
Proteine, welche nachgewiesen wurden. Rechts in der Abbildung sind die Proteingréf3en angegeben,
diese wurden mithilfe eines Markers bestimmt. Zur Absicherung, dass jede Bedingung fir die gleiche
Proteinmenge getestet wurde, wurde ein weiterer Western blot mit einem Antikérper gegen das
Protein Calsequestrin (CASQ) als Kontrolle angefertigt. Eine Stimulation mit PMA flihrte zu mehr
phosphorylierten Proteinen, RBX verringerte diese.

Ktr = Kontrolle, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat, RBX = Ruboxistaurin, CASQ = Calsequestrin,
¢ = Konzentration, t = Zeit, mol/L = Mol pro Liter, min = Minute, kDa = Kilodalton

In der ersten Spur des Western blots wurde die Kontrolle aufgetragen. Die Zellen wurden
fir eine Stunde bei 30 °C inkubiert. Es zeigten sich schwache Banden, die fur eine
Grundaktivitat der PKC sprechen.

Die Zellen der Spur 2 wurden bei 30 °C mit einer Konzentration von 10° mol/l PMA fir
1 Stunde vorinkubiert, die der Spur 3 flr 2 Stunden. Die Proteine aus den ersten 3 Spuren
stammten aus derselben Maus, die Banden in Spur 2 und 3 zeichneten sich dunkler als in
Spur 1 ab. Folglich liegen hier mehr phosphorylierte Proteine vor als in der Kontrollgruppe,
dies lasst sich auf die aktivierende Rolle von PMA zurlckfihren.

Die PKC-Signale nach ein- und zweistiindiger Inkubationszeit mit 10-° mol/l PMA zeigten
dagegen kaum einen Unterschied (Spur 2 und 3). Fir die folgenden Ca?-Messungen der
Kardiomyozyten wurde deshalb eine Konzentration von 10° mol/l PMA bei einstlindiger
Inkubationszeit verwendet. Auferdem konnte so der myozytare Ca?*-Kreislauf bereits nach
einer Stunde Stimulation gemessen werden, wodurch eine hoéhere Qualitat der frisch
isolierten Primarzellen gewahrleistet blieb.
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Ein umgekehrtes Bild zeigte sich bei den 3 letzten Spuren. Hier wurde eine Kontrollgruppe
mit RBX-stimulierten Zellen verglichen. Die Konzentration des RBX betrug in den letzten
beiden Proben jeweils 2 x 107" mol/l und die Inkubationszeit lag bei 10 bzw. 30 Min. Die
Proteinbanden der Kontroligruppe zeigten sich in ihrer Intensitdt deutlich starker im
Vergleich zu den beiden RBX-Gruppen. RBX hemmt die PKC-Aktivitat, folglich werden
weniger Proteine entsprechend phosphoryliert und die Banden erschienen heller.

Zur Bestimmung einer passenden RBX-Konzentration wurde ein weiterer Western blot
durchgefuhrt (Abb. 18).

~ 100 kDa
~70 kDa

ol BB w ~ 55 kDa
S T ~ 40 kDa
— —— f— ~ 35 kDa

RBX RBX RBX  Kir RBX /RBX\ RBX

¢ [mol/L] 10 10€ 2x107 — 2x107| 106 |2x107 10
t [min] 30 10 10 10 10 10 30 30
CASQ —— —

Abb. 18: Detektion der PKC-phosphorylierten Proteine mittels Western blot — Bestimmung
geeigneter Inkubationsbedingungen fiir die Behandlung mit RBX

Die hier aufgetragenen Proteinproben entstammten 2 Herzen, die Kardiomyozyten wurden nach der
Isolation durchmischt. Die Zellen wurden vor der Proteinanalyse wie angegeben mit RBX inkubiert.
Auch hier diente das Protein CASQ in einem weiteren Western blot als Kontrolle. Rechts in der
Abbildung sind die Proteingrlen angegeben, diese wurden mithilfe eines Markers bestimmt.
Ktr = Kontrolle, RBX = Ruboxistaurin, CASQ = Calsequestrin, ¢ = Konzentration, t = Zeit, mol/L = Mol
pro Liter, min = Minute, kDa = Kilodalton

Die Kontrolle wurde in der Mitte des Western blots in der 4. Spur aufgetragen und es wurden
4 weitere verschiedene Bedingungen getestet. Die Zellen stammten aufgrund der
erforderlichen Proteinmenge aus 2 Mausen und wurden vor Verwendung gemischt. Bei
einer Inkubation mit RBX mit einer Konzentration von 2 x 107 mol/I fir 10 Min zeigten sich
die Proteinbanden heller. Verfiinffachte man die Konzentration auf 10 mol/l RBX fiir 10 Min
Inkubationszeit erschienen die Banden, vor allem in Spur 2, noch heller. Bei dieser
Konzentration und einer Inkubationszeit von 30 Min zeigten sich die Banden im
durchgeflihrten Western blot am hellsten. Eine Konzentration von 10 mol/l RBX fiir 10 Min
zeigte bereits deutliche Effekte des RBX. Diese kurze Inkubationszeit ermdglichte es, die
gleiche Zelle unter kontinuierlicher elektrischer Stimulation sowohl zunachst basal als auch
wahrend 10-mindtiger RBX-Exposition zu messen. Dieses Vorgehen minimierte mogliche
Unterschiede der einzelnen Zellen und stellte den Einfluss des RBX besonders klar dar.
Fur die weiteren Versuche wurden die Zellen deshalb fir 10 Min mit 10° mol/l RBX
inkubiert.
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3.2 GroBe und Geschwindigkeit intrazelluldarer Ca?*-Strome
(Ca?*-Kreislauf)

In den folgenden Versuchsreihen wurde der Einfluss der PKC auf die intrazellularen
Ca?*-Strome untersucht. Hierfir wurde die PKC sowohl durch PMA aktiviert als auch
mithilfe von RBX inhibiert. Reprasentativ fiir die Darstellung der intrazellularen Ca?*-Strome
wurden, wie in Kapitel 2.2.2.2.4 beschrieben, die Parameter Amplitude, Geschwindigkeit
des Ca?*-Anstiegs und Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls untersucht.

3.2.1 Proteinkinase C-Aktivierung mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

In den nachfolgenden Experimenten wurde PMA als PKC-Aktivator verwendet. Wie
Kapitel 3.1 verdeutlicht, wurden die Kardiomyozyten mit einer PMA-Konzentration von
10° mol/l fir 1 Stunde bei 30 °C inkubiert und anschlieRend gemessen. Da PMA in DMSO
gelést vorlag, wurden die Zellen der Kontroligruppe mit DMSO inkubiert und ebenfalls
1 Stunde spater gemessen. Dies diente zum Ausschluss eines Effektes seitens des
DMSOs.

3.2.1.1 Amplitude

Im ersten Schritt wurde untersucht, ob eine PKC-Aktivierung die insgesamt freigesetzte
Menge an Ca?* beeinflusst.

p < 0.0001
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Abb. 19: Amplitude der Ca?*-Transienten in der Kontrollgruppe und der PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Amplituden von Ca2*-Transienten + SEM. Gemessen
wurden isolierte Kardiomyozyten aus n =15 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fir einen
gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.
AF4/Fo = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm, Kir = Kontrolle, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat
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Die Amplitude der Ca?*-Transienten war in den Kardiomyozyten der Kontrollgruppe grofer
als in den mit PMA stimulierten Zellen. Demnach wurde signifikant mehr Ca?* in der
Kontrollgruppe freigesetzt (p < 0,0001). Die Menge an freigesetztem Ca?* sank signifikant
durch die PKC-Aktivierung mittels PMA.

3.2.1.2 Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs

Als nachstes wurde die Kinetik der Ca?*-Strome genauer betrachtet. Die Abb. 20 zeigt, dass
PMA die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs beeinflusste.
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Abb. 20: Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs in der Kontrollgruppe und der PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs + SEM. Gemessen
wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 15 Herzen. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

AF4/Fol/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat,
Ktr = Kontrolle, Ca2* = Calcium-lonen

Wie die Amplitude war auch die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs in der Kontrollgruppe
groRer im Vergleich zu der PMA-Gruppe. Die Freisetzungsgeschwindigkeit des Ca?* in den
Kardiomyozyten war somit durch die Stimulation mit PMA signifikant verlangsamt
(p <0,0001).
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3.2.1.3 Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls

Nach der Kontraktion der Kardiomyozyten relaxieren die Zellen aufgrund sinkender
zytosolischer Ca?*-Konzentrationen. Die Eliminationsgeschwindigkeit des Ca?" wurde
zuletzt untersucht.
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Abb. 21: Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls in der Kontrollgruppe und der PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls + SEM. Gemessen
wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 15 Herzen. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

AF4/Fol/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat,
Ktr = Kontrolle, Ca2* = Calcium-lonen

Die Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls zeigte sich in der PMA-Gruppe signifikant langsamer
als in den Kontroll-Kardiomyozyten (p < 0,0001). Die Elimination des zytosolischen Ca?*
erfolgte durch die Stimulation mit PMA mit reduzierter Geschwindigkeit.

Fazit:

Eine PKC-Aktivierung mittels PMA fihrt zu einer verlangsamten Freisetzungs- und
Aufnahmekinetik des Ca?* in das SR. Zudem wurde bei den Ca?*-Zyklen insgesamt weniger
Ca?* aus dem SR freigesetzt. Schlussendlich verlangsamt eine erhdhte PKC-Aktivitat den
intramyozytaren Ca?*-Kreislauf.
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3.2.2 Proteinkinase C-Inhibition mit Ruboxistaurin (RBX)

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss von RBX, einem PKC-Inhibitor, auf die
GroRe und Geschwindigkeit der intrazellularen Ca?*-Strome in Kardiomyozyten ohne und
mit diabetischer Stoffwechsellage untersucht. RBX lag ebenfalls in DMSO gel6st vor,
dementsprechend wurde auch hier die Kontroligruppe mit DMSO gebildet. Wie in
Kapitel 2.2.2.6 beschrieben, wurden die Zellen sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
RBX-Gruppe zunachst basal und anschlielend nach Exposition mit der Kontrolllésung bzw.
RBX-L6sung gemessen.

Um den alleinigen Effekt der Exposition mit der Kontroll- bzw. RBX-Ldsung zu bestimmen,
mussten Differenz-Werte berechnet werden. Die basal gemessenen Werte wurden hierflr
fur jede Zelle von den Messwerten nach 10-mindtiger Substanzzugabe subtrahiert.
Je groRer der Betrag dieser Differenz-Werte (Delta-Werte) ist, desto groRer war der
Unterschied zwischen den Basalmessungen und den Transienten 10 Min nach
Behandlung.

Formel:

A (Delta) Wert = Messwert 10 Min nach Substanzzugabe — Messwert basal

Da sich die Messwerte auch der Kontrollzellen ohne Behandlung mit RBX Uber die Zeit
verringerten, wurden die berechneten Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe auf den
Abfall der Kontrollgruppe wahrend der 10 Min seit Zugabe der Substanz normalisiert.
Hierfur wurde der Durchschnittswert des Abfalls des jeweiligen Parameters (Amplitude,
Geschwindigkeit Ca?*-Anstieg/Abfall) wahrend der 10 Min von allen einzelnen Delta-Werten
abgezogen. Dies ermoglicht, den Effekt des untersuchten PKC-Inhibitors RBX
anschaulicher darzustellen.
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3.2.2.1 Der Einfluss von Ruboxistaurin auf den Ca?*-Kreislauf in
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage

3.2.2.1.1 Amplitude

Die folgende Abb. 22 zeigt den Unterschied der freigesetzten Ca?*-Menge zwischen der
Kontrollgruppe und der RBX-Gruppe nicht-diabetischer Kardiomyozyten.
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Abb. 22: Delta-Werte der Amplituden der Ca?*-Transienten von Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage nach Behandlung mit der Kontrolllésung oder RBX-L6sung
Das Saulendiagramm  zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der  Amplituden  von
CaZ*-Transienten + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Amplitude wahrend der 10-minltigen Messdauer in der Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten
setzten nach RBX-Exposition signifikant mehr Ca?* frei als Myozyten der Kontrollgruppe. Gemessen
wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 7 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fiir einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem {Test.
AF4/Fo = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm, Kir = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Nach PKC-Inhibition mittels RBX konnte signifikant mehr Ca?* freigesetzt werden als in der
Kontroligruppe (p = 0,0005). Der Mittelwert des Delta-Werts der Kontrollgruppe lag
aufgrund der Normalisierung bei 0 und der Mittelwert der RBX-Gruppe bei 0,137 AF+/Fo.
Die Differenz zwischen beiden Gruppen betrug somit 0,137 mit einem SEM von + 0,038.

41



3.2.2.1.2 Geschwindigkeit des Ca%*-Anstiegs

In der Abb. 23 wird der Effekt von RBX auf die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs
dargestellt.
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Abb. 23: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Anstiegs in Kontroll- und
RBX-behandelten Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeiten des
Ca?*-Anstiegs + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Geschwindigkeit des Ca2*-Anstiegs wahrend der 10-miniitigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten setzten nach RBX-Exposition schneller Ca?* frei als Myozyten der
Kontrollgruppe. Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 7 Herzen. Jeder einzelne Punkt
steht fur einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

AF+/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe,
Ktr = Kontrollgruppe, Ca?* = Calcium-lonen

Die Freisetzungsgeschwindigkeit des Ca?* konnte mithilfe des RBX im Vergleich zu der
Kontrollgruppe ohne RBX signifikant erhoht werden (p = 0,0275). Der Mittelwert der
RBX-Gruppe war um 8,402 mit einer SEM von + 3,731 hoher.
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3.2.2.1.3 Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls

Die nachfolgende Abb. 24 zeigt die Auswirkung von RBX auf die Geschwindigkeit des
Ca?*-Abfalls in den Kardiomyozyten.
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Abb. 24: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Abfalls in Kontroll- und
RBX-behandelten Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeiten des
Caz+*-Abfalls + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Geschwindigkeit des Ca2*-Abfalls wahrend der 10-minltigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten eliminierten unter RBX-Exposition das Ca2* schneller als Myozyten der
Kontrollgruppe. Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 7 Herzen. Jeder einzelne Punkt
steht flr einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

AF+/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe,
Ktr = Kontrollgruppe, Ca?* = Calcium-lonen

Auch die Eliminierungsgeschwindigkeit des Ca?* war unter RBX-Exposition signifikant
schneller als in der Kontrollgruppe (p = 0,0102). Die Differenz zwischen den Mittelwerten
der Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe betrug 0,583 + 0,220.

Fazit:

Eine PKC-Inhibierung mittels RBX in den Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage erhoht die freigesetzte Ca?*-Menge und beschleunigt die Geschwindigkeit
sowohl des Ca?*-Anstiegs als auch des Ca?*-Abfalls im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
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3.2.2.2 Der Einfluss von Ruboxistaurin auf den Ca?*-Kreislauf in
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage

Fir die Untersuchung des Einflusses von RBX auf den Ca?*-Transport in Kardiomyozyten
mit diabetischer Stoffwechsellage wurden mannliche Leptin-Rezeptor-defiziente
db/db-Mause im Alter von 10-12 Wochen als Modellorganismus herangezogen und in
identischer Weise wie nicht-diabetische Tiere (3.2.2.1) untersucht.

3.2.2.2.1 Amplitude

Die Abb. 25 ermdglicht Riickschlisse auf die freigesetzte Ca?*-Menge in Kardiomyozyten
mit diabetischer Stoffwechsellage.

0.4 .
[AF4/Fq] 5 .
0294 -, .:53
R TR

0.0 wiitm

- 033.3
024 et
044
-0.6 T T

Ktr RBX

Abb. 25: Delta-Werte der Amplituden der Ca?*-Transienten von Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage nach Behandlung mit der Kontrolllésung oder RBX-L6sung
Das Saulendiagramm  zeigt Mittelwerte  der Delta-Werte der  Amplituden  von
CaZ*-Transienten + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Amplitude wahrend der 10-minltigen Messdauer in der Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten
diabetischer Stoffwechsellage setzten nach RBX-Exposition im Trend mehr Ca?* frei als Myozyten
der Kontrollgruppe. Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen. Jeder einzelne
Punkt steht fiir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

AF+/Fo = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm, Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage reagierten ebenso auf die
RBX-Behandlung. Auch hier konnte eine im Trend erhohte freigesetzte Ca*-Menge unter
PKC-Inhibition beobachtet werden. Der Unterschied stellte sich im Gegensatz zu den
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage jedoch als Tendenz des Mittelwerts
und nicht signifikant dar (p = 0,2805). Der Mittelwert der RBX-Gruppe war um 0,044 + 0,040
hoher.
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3.2.2.2.2 Geschwindigkeit des Ca%*-Anstiegs

Neben der freigesetzten Ca?*-Menge wurde auch die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs
in den diabetischen Kardiomyozyten unter RBX-Exposition und in der Kontrollgruppe ohne
RBX untersucht (Abb. 26).
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Abb. 26: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Anstiegs in Kontroll- und
RBX-behandelten Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeiten des
Ca?*-Anstiegs = SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs wahrend der 10-minitigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten diabetischer Stoffwechsellage setzten nach RBX-Exposition
tendenziell schneller Ca?* frei als Myozyten der Kontrollgruppe. Gemessen wurden isolierte
Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fir einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem fTest.
AF1/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe,
Ktr = Kontrollgruppe, Ca?* = Calcium-lonen

Die Geschwindigkeit des Ca?'-Anstiegs zeigte sich in den RBX-behandelten
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage unverandert gegenuber der
Kontrollgruppe (p = 0,9633). Beim Vergleich der Mittelwerte der Delta-Werte konnte ein
Wert von 0 in der Kontrollgruppe und ein Wert von 0,203 AF+/Fo/s in der RBX-Gruppe
festgemacht werden. Die Differenz beider Werte betrug somit 0,203 + 4,400.
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3.2.2.2.3 Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls

Zuletzt wurde der Effekt des RBX auf die Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls in diabetischen
Kardiomyozyten untersucht, dies stellt Abb. 27 dar.
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Abb. 27: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Abfalls in Kontroll- und RBX-
behandelten Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeiten des
Caz+*-Abfalls + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls wahrend der 10-minltigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten diabetischer Stoffwechsellage eliminierten nach RBX-Exposition nicht
schneller Ca2* als Myozyten der Kontrollgruppe. Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus
n = 6 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fiir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der
Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

AF+/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe,
Ktr = Kontrollgruppe, Ca?* = Calcium-lonen

Die Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls war in den RBX-behandelten Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage ebenfalls unveradndert gegenlber der Kontroligruppe
(p = 0,4813). Der Mittelwert der Kontrollgruppe betrug aufgrund der Normalisierung 0 und
es zeigte sich eine Differenz von -0,185 + 0,262 zu der RBX-Gruppe.

Fazit:

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass unter 10-minltiger RBX-Exposition die
Kardiomyozyten diabetischer Stoffwechsellage eine im Trend gesteigert freigesetzte
Ca?*-Menge  aufwiesen. Dagegen entsprachen unter RBX-Exposition die
Geschwindigkeiten des zytosolischen Ca?-Anstiegs und Ca?"-Abfalls denen der
Kontrollgruppe.
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3.2.2.3 Der Vergleich von Kardiomyozyten ohne und mit diabetischer
Stoffwechsellage nach RBX-Behandlung

In den nachfolgenden Abbildungen wird ein direkter Vergleich zwischen dem RBX-Effekt in
Kardiomyozyten ohne und mit diabetischer Stoffwechsellage, bezogen auf die
Ca?-Amplitude und die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs/Abfalls der Kardiomyozyten,
dargestellt.

Heterozygote Mause ohne diabetische Stoffwechsellage stellen die erste Saule in den
nachfolgenden Abbildungen dar. Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage
stammten aus homozygot Leptin-Rezeptor-defizienten Mausen und bilden die zweite Saule
in den Abbildungen. Da die Kardiomyozyten der beiden Gruppen (heterozygot und
homozygot) jeweils auf die Anderungen ihrer entsprechenden Kontrollgruppe, also den
Myozyten ohne RBX-Behandlung, normalisiert worden sind, liegen beide gezeigte
Mittelwerte hier nicht bei 0.

3.2.2.3.1 Amplitude

Die nachfolgende Abb. 28 veranschaulicht die Veranderung der Amplituden der
Ca?-Transienten in Kardiomyozyten aus nicht-diabetischen und diabetischen Tieren
wahrend der 10-minltigen Behandlung mit RBX. Die Amplitude dient als Surrogat flir den
zytosolischen Ca?*-Anstieg in den Kardiomyozyten.
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Abb. 28: Delta-Werte der Amplituden der Ca?*-Transienten nach RBX-Behandlung von
Kardiomyozyten ohne und mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm  zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der  Amplituden  von
Ca?*-Transienten + SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden
jeweils auf ihren Abfall der Amplitude wahrend der 10-minltigen Messdauer in der jeweiligen
Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zeigten einen
starkeren Effekt des RBX, in diesem Fall eine hohere freigesetzte Ca?*-Menge, im Vergleich zu
diabetischen Myozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.
AF1/Fo = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm, RBX = Ruboxistaurin, het = nicht-diabetische
Stoffwechsellage, homo = diabetische Stoffwechsellage
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Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zeigten im Vergleich zu diabetischen
Zellen einen signifikant starkeren Ca?*-Anstieg durch RBX-Exposition (p = 0,0142). Der
Delta-Mittelwert von 0,137 AF4/Fo steht dem Wert von 0,044 AF+/F, bei Kardiomyozyten des
Diabetes Modells gegentiber.

3.2.2.3.2 Geschwindigkeit des Ca%*-Anstiegs

AuRerdem wurde die Geschwindigkeit des zytosolischen Ca?*-Anstiegs in den
nicht-diabetischen und diabetischen Kardiomyozyten unter RBX-Exposition untersucht,
dargestellt in der folgenden Abb. 29.
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Abb. 29: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Anstiegs nach RBX-Behandlung von
Kardiomyozyten ohne und mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeit des
Ca?*-Anstiegs + SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden
jeweils auf ihren Abfall der Geschwindigkeit des Ca2?*-Anstiegs wahrend der 10-minitigen
Messdauer in der jeweiligen Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage setzten signifikant schneller Ca?* frei als die Kardiomyozyten des Diabetes Modells
(p = 0,0455). Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

AF4/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, het = nicht-diabetische Stoffwechsel-
lage, homo = diabetische Stoffwechsellage, RBX = Ruboxistaurin, Ca2* = Calcium-lonen

Die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs stellte sich in den nicht-diabetischen Myozyten mit
einem p-Wert von 0,0455 signifikant beschleunigt dar. Im Vergleich zeigten die diabetischen
Kardiomyozyten einen Mittelwert der Delta-Anstiegsgeschwindigkeit des Ca®* von
0,203 AF+/Fo/s und damit weniger als Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage
mit einem Mittelwert von 8,402 AF/Fo/s.
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3.2.2.3.3 Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls

Als letzter Parameter wurde die Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls beider Stoffwechsellagen
unter RBX-Stimulation verglichen.
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Abb. 30: Delta-Werte der Geschwindigkeiten des Ca?*-Abfalls nach RBX-Behandlung von
Kardiomyozyten ohne und mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls
+ SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden jeweils auf ihren
Abfall der Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls wahrend der 10-miniitigen Messdauer in der jeweiligen
Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage eliminierten
signifikant schneller das Ca?* als die Kardiomyozyten des Diabetes Modells (p < 0,0021). Der

Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.
AF4/Fo/s = Delta-Fluoreszenz bei 340nm/380nm pro Sekunde, het = nicht-diabetische Stoffwechsel-
lage, homo = diabetische Stoffwechsellage, RBX = Ruboxistaurin, Ca?* = Calcium-lonen

Ein signifikanter Unterschied lie} sich zudem in dem Vergleich der Geschwindigkeiten des
Ca?*-Abfalls beobachten (p < 0,0021). Der Delta-Mittelwert der nicht-diabetischen
Kardiomyozyten zeigte sich um 0,768 +0,240 groRer. Der Delta-Mittelwert der
nicht-diabetischen Kardiomyozyten betrug 0,583 AF1/Fo/s im Gegensatz dazu stand der
negative Wert von -0,185 AF1/Fo/s in der Gruppe der diabetischen Myozyten.

Fazit:

Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zeigten einen signifikant starkeren
Effekt des RBX. Dies bezog sich sowohl auf die hohere freigesetzte Ca?*-Menge als auch
die beschleunigte Freisetzungs- und Eliminationsgeschwindigkeit des Ca?* im myozytaren

Kreislauf.
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3.3 Sarkomerfunktion

In den folgenden Versuchsreihen wurde der Einfluss der PKC auf die Sarkomerfunktion der
Kardiomyozyten untersucht. Hierfir wurde die PKC sowohl durch PMA aktiviert als auch
mithilfe von RBX inhibiert. Reprasentativ fir die Darstellung der Sarkomerfunktion wurden,
wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben, die Parameter kontraktile Amplitude,
Kontraktionsgeschwindigkeit und Relaxationsgeschwindigkeit untersucht.

3.3.1 Einfluss von PMA auf die Sarkomerfunktion

Als PKC-Aktivator kam in den nachfolgenden Experimenten erneut PMA zum Einsatz. Die
verwendete Konzentration sowie die Inkubationsdauer entsprachen dabei den
Bedingungen der zuvor beschriebenen Experimente zur Analyse der intrazellularen
Ca?*-Strome unter PMA-Einfluss.

3.3.1.1 Kontraktile Amplitude

Da Anderungen im Ca®*-Haushalt unmittelbare Konsequenzen fiir Kontraktion und
Relaxation haben, wurde in den untersuchten Kardiomyozyten parallel zum Einfluss der
PKC-Modulatoren auf die intrazellularen Ca?'-Strome auch die Sarkomerfunktion
analysiert. Dargestellt ist der Effekt des PMAs auf die maximale Kontraktionslange der
Sarkomere.
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Abb. 31: Kontraktile Amplitude der Kardiomyozyten in der Kontrollgruppe und der
PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der kontraktilien Amplituden + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus n = 15 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht flr einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrolle, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat

Wie in Abb. 31 zu sehen, war die kontraktiie Amplitude in der PMA-Gruppe um
32,63 % + 9,11 % kleiner als in der Kontrollgruppe (p = 0,0005). Folglich kontrahierten die
Sarkomere unter dem Einfluss von PMA weniger stark.
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3.3.1.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Kontraktionsgeschwindigkeit war in den mit PMA stimulierten Kardiomyozyten
signifikant langsamer im Vergleich zu den Kontrollzellen (p = 0,0218).
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Abb. 32: Kontraktionsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten in der Kontrollgruppe und der
PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus n = 15 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fir einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrolle, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat
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3.3.1.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Die PMA-Stimulation der Kardiomyozyten flhrte ebenso zu einer herabgesetzten
Relaxationsgeschwindigkeit. Dieser Unterschied stellte sich als signifikant dar (p < 0,0001).
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Abb. 33: Relaxationsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten in der Kontroligruppe und der
PMA-Gruppe

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus n = 15 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht flir einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrolle, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat

Fazit:

Eine aktivierte PKC fuhrte somit zu einer geringeren kontraktilen Amplitude und gleichzeitig
einer verlangsamten Kinetik der Kontraktion und Relaxation der Sarkomere.
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3.3.2 Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion in
Kardiomyozyten ohne wund mit diabetischer Stoffwechsellage untersucht. Der
Versuchsablauf entspricht den Messungen der intrazellularen Ca?*-Stréme unter
RBX-Einfluss, naher dargestellt in Kapitel 3.2.2.

3.3.2.1 Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion in Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage

3.3.2.1.1 Kontraktile Amplitude

Der Effekt des RBX auf die maximale Kontraktion der Sarkomere ist in der Abb. 34 zu
sehen. Verglichen wurden hier Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage nach
Exposition mit der Kontrollldsung oder RBX-Ldsung.
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Abb. 34: Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage nach Behandlung mit der Kontrolllésung oder RBX-Lésung

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von
Kardiomyozyten + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
kontraktilen Amplituden wahrend der 10-minutigen Messdauer in der Kontrollgruppe normalisiert.
Kardiomyozyten, die mit RBX behandelt wurden, kontrahierten signifikant starker als Zellen der
Kontrollgruppe (p = 0,0356). Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6. Jeder einzelne
Punkt steht fir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels
ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Die Kardiomyozyten zeigten nach der Behandlung mit RBX eine signifikant starkere
Kontraktion als Myozyten der Kontroligruppe (p = 0,0356). Der Mittelwert der Delta-Werte
liegt in Saule 1 der Abb. 34 aufgrund der Normalisierung bei 0, in Sdule 2 bei 0,039 um.
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3.3.2.1.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

In der nachfolgenden Abb. 35 wird der Effekt des RBX auf die Kontraktionsgeschwindigkeit
der Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage dargestellt.
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Abb. 35: Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten in Kontroll- und RBX-behandelten
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten + SEM.
Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Kontraktionsgeschwindigkeit wahrend der 10-minitigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten kontrahierten nach RBX-Exposition signifikant schneller als Myozyten
der Kontrollgruppe (p = 0,0012). Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen.
Jeder einzelne Punkt steht fiir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen
erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Die Kontraktionsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten nach RBX-Exposition ist im Vergleich
zu der Kontrollgruppe signifikant schneller (p = 0,0012). Der Mittelwert der Delta-Werte in
der RBX-Gruppe lag bei 1,201 ym/s und in der Kontrollgruppe aufgrund der Normalisierung
bei 0.
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3.3.2.1.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Die Abb. 36 visualisiert die Relaxationsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten nach
Anwendung der Kontrollldsung oder RBX-L6sung.
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Abb. 36: Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten in Kontroll- und
Ruboxistaurin-behandelten Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten + SEM.
Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Relaxationsgeschwindigkeit wahrend der 10-minittigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten relaxierten nach RBX-Exposition signifikant schneller als Myozyten der
Kontrollgruppe (p = 0,0018). Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen. Jeder
einzelne Punkt steht fir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte
mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Mit RBX-behandelte Zellen relaxierten mit einem Unterschied der Mittelwerte von
0,398 + 0,117 schneller. Dieser beobachtete Geschwindigkeitsunterschied erwies sich mit
einem p-Wert von 0,0018 als signifikant.
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3.3.2.2 Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion in Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage

3.3.2.2.1 Kontraktile Amplitude

Die Abb. 37 vergleicht die Starke der Kontraktion von Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage nach Behandlung mit Kontrolllésung oder RBX-L6sung.
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Abb. 37: Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage nach Behandlung mit der Kontrolllésung oder RBX-L6sung

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von
Kardiomyozyten + SEM. Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf die Zunahme
der kontraktilen Amplituden wahrend der 10-minttigen Messdauer in der Kontrollgruppe normalisiert.
Kardiomyozyten, die mit RBX behandelt wurden, kontrahierten tendenziell starker als Zellen der
Kontrollgruppe (p = 0,47). Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen. Jeder
einzelne Punkt steht fir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte
mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Hierbei zeigte sich das Ausmal der Kontraktion der diabetischen Kardiomyozyten nach
RBX-Exposition unverandert gegeniber der Kontrollgruppe (p = 0,4728). Im Mittel lagen
die Delta-Werte der kontraktilen Amplitude in der RBX-Gruppe bei 0,014 ym und in der
Kontrollgruppe aufgrund der Normalisierung bei 0. Die Differenz zwischen beiden
Mittelwerten betrug daher 0,014 mit einer SEM von + 0,020.
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3.3.2.2.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Abb. 38 zeigt den Effekt des RBX auf die Kontraktionsgeschwindigkeit der diabetischen
Kardiomyozyten.
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Abb. 38: Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten in Kontroll- und RBX-behandelten
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten + SEM.
Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf den Abfall der
Kontraktionsgeschwindigkeit wahrend der 10-minitigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten kontrahierten nach RBX-Exposition tendenziell schneller als Myozyten
der Kontrollgruppe (p = 0,5281). Gemessen wurden isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen.
Jeder einzelne Punkt steht fir einen gemessenen Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen
erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Auch die Kontraktionsgeschwindigkeit war nach RBX-Exposition in den diabetischen
Myozyten unverandert zu den Kontroll-Kardiomyozyten (p = 0,5281). Die Durchschnitts-
geschwindigkeit der Delta-Werte betrug in der RBX-Gruppe 0,209 um/s und in der
Kontrollgruppe aufgrund der Normalisierung 0.
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3.3.2.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 39) zeigt den Effekt des RBX auf die Relaxations-
geschwindigkeit in den diabetischen Kardiomyozyten.

it

[um/s]
1.0

o
(3)]
|
°

S
()]
1
°
°

A Relaxationsgeschwindigke
o
2

1
-_—
o

|
Ktr RBX

Abb. 39: Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten in Kontroll- und RBX-behandelten
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten + SEM.
Die Delta-Werte der Kontroll- und RBX-Gruppe wurden auf die Zunahme der
Relaxationsgeschwindigkeit wahrend der 10-minlitigen Messdauer in der Kontrollgruppe
normalisiert. Kardiomyozyten relaxierten tendenziell langsamer nach RBX-Exposition. Dieser
Unterschied zeigte sich als nicht-signifikant, mit einem p-Wert von 0,8588. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus n = 6 Herzen. Jeder einzelne Punkt steht fir einen gemessenen
Kardiomyozyten. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem {-Test.
Ktr = Kontrollgruppe, RBX = Ruboxistaurin-Gruppe

Die Geschwindigkeit der Relaxation war in der Gruppe der RBX-behandelten
Kardiomyozyten ebenfalls unverandert zur Kontrollgruppe (p = 0,8588). Die Delta-Werte
der Durchschnittsgeschwindigkeit betrugen in der Kontrollgruppe aufgrund der
Normalisierung 0 und in der RBX-Gruppe -0,019 um/s.
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3.3.2.3 Vergleich der Sarkomerfunktion von Kardiomyozyten ohne und mit
diabetischer Stoffwechsellage nach RBX-Behandlung

3.3.2.3.1 Kontraktile Amplitude

In der Abb. 40 sind die Delta-Werte der kontraktilen Amplituden aufgetragen. Die
nicht-diabetischen Kardiomyozyten und die diabetischen Zellen wurden nach der
RBX-Exposition miteinander verglichen.
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Abb. 40: Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von Kardiomyozyten ohne und mit
diabetischer Stoffwechsellage nach RBX-Exposition

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der kontraktilen Amplituden von
Kardiomyozyten + SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden
jeweils auf ihren Abfall/lZunahme der Amplitude wahrend der 10-minlitigen Messdauer in der
jeweiligen Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zeigten
einen tendenziell starkeren Effekt des RBX, in diesem Fall eine starkere Kontraktion, im Vergleich
zu den diabetischen Myozyten (p = 0,1416). Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels ungepaartem
t-Test.

het = nicht-diabetische Stoffwechsellage, homo = diabetische Stoffwechsellage

Die Zunahme der Kontraktion unter RBX war in den Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage starker ausgepragt als in den diabetischen Myozyten. Dieser Unterschied
stellt eine Tendenz mit einem p-Wert von 0,1416 dar. Im Mittel betrug der Delta-Wert fir
das Ausmall der Kontraktion bei nicht-diabetischen Zellen 0,039 um und bei
diabetischen 0,014 ym.
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3.3.2.3.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Neben dem Ausmall der Kontraktion wurde auch die Kontraktionsgeschwindigkeit
zwischen den beiden Stoffwechsellagen unter RBX-Exposition verglichen (Abb. 41).
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Abb. 41: Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten von Kardiomyozyten ohne und mit
diabetischer Stoffwechsellage nach RBX-Exposition

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Kontraktionsgeschwindigkeiten von
Kardiomyozyten + SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden
jeweils auf ihren Abfall der Amplitude wahrend der 10-minltigen Messdauer in der jeweiligen
Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage kontrahierten
signifikant schneller als diabetische Myozyten (p = 0,0004). Der Vergleich der Gruppen erfolgte
mittels ungepaartem t-Test.

het = nicht-diabetische Stoffwechsellage, homo = diabetische Stoffwechsellage

Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zeigten unter RBX-Behandlung eine
signifikant deutlichere Zunahme als diabetische Kardiomyozyten mit der gleichen
Behandlung (p = 0,0004). Der Mittelwert der Delta-Werte der Kontraktions-
geschwindigkeiten in nicht-diabetischen Zellen betrug 1,201 um/s und in den diabetischen
Kardiomyozyten 0,209 um/s.
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3.3.2.3.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Ein sehr ahnliches Bild zu der Abb. 41 der Kontraktionsgeschwindigkeit ist die Darstellung
der Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeit (Abb. 42).
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Abb. 42: Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten von Kardiomyozyten ohne und mit
diabetischer Stoffwechsellage nach RBX-Exposition

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Delta-Werte der Relaxationsgeschwindigkeiten von
Kardiomyozyten + SEM. Die Delta-Werte der beiden verschiedenen Stoffwechselgruppen wurden
jeweils auf ihren Abfall/lZunahme der Amplitude wahrend der 10-miniitigen Messdauer in der
jeweiligen Kontrollgruppe normalisiert. Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage
relaxierten signifikant schneller als diabetische Myozyten (p = 0,0005). Der Vergleich der Gruppen
erfolgte mittels ungepaartem t-Test.

het = nicht-diabetische Stoffwechsellage, homo = diabetische Stoffwechsellage

Auch hier war die Zunahme der Geschwindigkeit der Relaxation der Zellen ohne
diabetischen Stoffwechsel unter Behandlung mit RBX signifikant hdher als in der Gruppe
der diabetischen Kardiomyozyten (p = 0,0005). Im Mittel betrug unter RBX die
Delta-Relaxationsgeschwindigkeit in den nicht-diabetischen Zellen 0,398 ym/s und in den
diabetischen -0,019 um/s.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer PKC-Aktivierung und Hemmung auf den
intramyozytaren Ca?*-Kreislauf und auf die Sarkomerfunktion untersucht.

PMA als Aktivator der PKC fluhrte in den Kardiomyozyten zu einer deutlichen
Beeintrachtigung des Ca®*-Transports, sowohl die insgesamt freigesetzte Ca%*-Menge als
auch die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs und -Abfalls waren reduziert. Zudem
kontrahierten die Sarkomere der Kardiomyozyten unter aktivierter PKC weniger und auch
die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit waren im Vergleich zur Kontrolle ohne
PMA verlangsamt.

Die Auswirkungen einer PKC-Hemmung mittels RBX auf den intramyozytaren Ca?*-
Transport und die Sarkomerfunktion wurden sowohl in Kardiomyozyten ohne als auch mit
diabetischer Stoffwechsellage ermittelt. Die Anstiegs- und Abfallsgeschwindigkeit des
zytosolischen Ca?* und die freigesetzte Ca?-Menge vor jeder Kontraktion der
nicht-diabetischen Kardiomyozyten waren unter RBX-Behandlung signifikant erhdht. Des
Weiteren kontrahierten die Sarkomere deutlicher und auch die Kinetik der Kontraktion und
Relaxation war unter RBX signifikant beschleunigt. Diese RBX-Effekte auf den myozytaren
Ca?*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion waren in Kardiomyozyten aus Mausen mit
diabetischer Stoffwechsellage aufgrund einer homozygoten Leptin-Rezeptor-Defizienz
signifikant schwacher ausgepragt.

4.1 GroBe und Geschwindigkeit intrazellularer Ca?*-Stréme
(Ca?*-Kreislauf)

4.1.1 Proteinkinase C-Aktivierung — Verlangsamung des Ca?*-Kreislaufs

In der vorliegenden Arbeit wurde in murinen Kardiomyozyten nach Inkubation mit PMA ein
verringertes Ausmal an freigesetztem intramyozytdren Ca?" und eine herabgesetzte
Geschwindigkeit sowohl des Ca?*-Anstiegs als auch des Ca?*-Abfalls gemessen.
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Abb. 43: Einfluss von PMA auf den Ca%*-Kreislauf

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte unter PMA-Stimulation als PKC-Aktivator eine
herabgesetzte Geschwindigkeit des Ca2*-Abfalls gemessen werden, vermutlich aufgrund einer
gehemmten SERCA2a-Aktivitdt. Zudem zeigte sich die Geschwindigkeit des Ca?2*-Anstiegs
verlangsamt, hier dargestellt an der Ca2*-Freisetzung tiber den RyR2, und die insgesamt freigesetzte
intramyozytare Ca2*-Menge war verringert.

SERCA2a = sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum-Ca2*-ATPase 2a, PKC = Protein-
kinase C, SR = sarkoplasmatisches Retikulum, RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2, Ca2* = Calcium-lonen,
PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat

Ward et al. untersuchten ebenfalls den Effekt von PMA auf isolierte Kardiomyozyten [58].
Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit verwendeten sie jedoch Meerschweinchen und
nicht Mause als Modellorganismus. Eine Stimulation der isolierten Meerschweinchen-
Kardiomyozyten mit einer PMA-Konzentration von 108 mol/l ergab nach 4 Min
Stimulationsdauer ein herabgesetztes Ausmal an freigesetztem Ca?* im Vergleich zum
Zeitpunkt vor PMA-Stimulation. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde der
PMA-Effekt mit einer Konzentration von 10° mol/l an murinen isolierten Kardiomyozyten
untersucht. Anhand Western blot Analysen wurde eine ideale PMA-Konzentration und
Stimulationsdauer ermittelt, um einen deutlichen Anstieg der Phosphorylierung von
Substraten der PKC beobachten zu kénnen. Es zeigte sich bei einer PMA-Konzentration
von 10° mol/l kein auffalliger Unterschied zwischen Inkubationszeiten von 1 oder 2
Stunden. Einen annahernd ahnlichen Effekt der PKC-Aktivierung lie sich bei einer
PMA-Konzentration von 10 mol/l fiir 2 Stunden Inkubationszeit beobachten. Aufgrund der
kirzeren Inkubationszeit und der damit einhergehenden hdheren Qualitat der frisch
isolierten Primarzellen wurde eine Konzentration von 10° mol/l bei 1 Stunde Inkubation
gewahlt. In Vorversuchen zeigten kurze Inkubationszeiten von 15 Min oder 30 Min bei einer
PMA-Konzentration von 10® mol/l keine deutliche Steigerung der Phosphorylierung von
Substraten der PKC im Vergleich zur Inkubation mit DMSO als Kontrollgruppe. Neben den
verschiedenen Speziesarten unterscheiden sich die Versuche von Ward et al. im Vergleich
zu der vorliegenden Arbeit in der ZielgroBe der Konzentrations-Findungsstudie
(Ca?*-Transport versus Proteinphosphorylierung). Maoglicherweise induzieren daher
geringe PMA-Konzentrationen und kiirzere Inkubationszeiten noch keine im Western blot
sicher-detektierbare Phosphorylierungsanderung der PKC-Substrate, hatten aber bereits
fur eine Aktivierung der Ca?*-Regulatoren ausgereicht. Trotz der Unterschiede in der Wahl
des Modellorganismus als auch der PMA-Stimulationszeit und Konzentration lie sich im
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Hinblick auf die isolierten Kardiomyozyten in beiden Versuchsansatzen ein reduziertes
Ausmal der freigesetzten intrazellularen Ca?*-Menge feststellen.

Neben der reduzierten freigesetzten Ca?*-Menge in den Kardiomyozyten lasst sich auch
die in dieser Arbeit gemessene reduzierte Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls unter
PMA-Stimulation in der Literatur wiederfinden. Hierfir wurden an isolierten
Ratten-Kardiomyozyten die intrazellularen Ca?*-Transienten aufgezeichnet und nach
PMA-Stimulation von 200 ng PMA/ml (3,24 x 107 mol/l) fiir 48 Stunden eine verlangerte
Halbwertszeit des intramyozytaren Ca?*-Abfalls im Vergleich zu Kardiomyozyten ohne PMA
gemessen [59]. Als mogliche Ursache fuhrt Hartong et al. eine unter PMA-Stimulation
reduzierte SERCA2a-Expression an. Die SERCA2a pumpt das freie intrazellulare Ca®* des
myozytéaren Ca?*-Kreislaufs zurlick in das SR und ist somit maRgeblich an der
Geschwindigkeit des Ca?*-Abfall innerhalb der Kardiomyozyten beteiligt. Aufgrund der
Beobachtung, dass die SERCA2a-mRNA erst nach 12 Stunden PMA-Inkubation
herabgesetzt ist, schlussfolgerte die Arbeitsgruppe um Hartong, dass PMA keinen direkten
Effekt auf die SERCA2a-Herabregulation, z.B. in Form einer PKC-Aktivitatserhéhung,
ausubt, sondern durch nachgeschaltete Ereignisse vermittelt wird. Die PMA-Inkubation der
murinen Kardiomyozyten erfolgte in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu Hartong et al.
mit einer hoheren PMA-Konzentration von 10° mol/l, jedoch unter deutlich kiirzerer
Stimulationsdauer von einer Stunde. Dies lasst eine veranderte genetische Expression der
SERCA2a-mRNA unwahrscheinlich erscheinen, da in den Experimenten von Hartong et al.
zwar unter niedrigerer PMA-Konzentration von 3,24 x 107 mol/l, aber erst frihstens nach
12 Stunden eine veranderte SERCA2a-mRNA nachgewiesen werden konnte. Zudem
zeigte sich eine signifikante Abnahme der SERCA2a-Proteinmenge erst nach 80-stlindiger
Inkubation mit PMA (3,24 x 107 mol/l). Es gilt jedoch zu beachten, dass es sich bei den
Experimenten von Hartong et al. und denen der vorliegenden Arbeit um zwei verschiedene
Modellorganismen handelt und eine direkte Vergleichbarkeit daher nicht moglich ist.

Im Gegensatz zu Hartong et al. stellt die Arbeitsgruppe um Braz nicht eine veranderte
genetische Expression und Proteinmenge der SERCA2a-Pumpen in den Mittelpunkt der
Diskussion, sondern beschreibt insbesondere die PMA-vermittelte PKC-Aktivierung als
direkte Ursache fir die herabgesetzte SERCA2a-Funktion [60]. Phorbolester und damit
auch PMA sind potente Aktivatoren der PKC [47]. Sie stellen einen wichtigen Bestandteil
bei der Untersuchung einer Vielzahl an PKC-abhangigen Effekten in Zellen dar [58]. Die
PKCa ist die im Herzen am starksten exprimierte Isoform und bildet einen fundamentalen
Regulator fir den Ca?'-Kreislauf in den Kardiomyozyten. Unter Stimulation mit PMA
verandert sie ihre Lokalisation und transloziert zu der Z-Linie und den T-Tubuli-Netzwerken.
Hier liegen ebenfalls erhdhte Mengen an L-Typ-Ca?*-Kanalen, PLN, SERCA2a und PP-1
vor. Diese raumliche Lokalisation erlaubt der PKCa tUber die Phosphorylierung des I-1 eine
Hochregulation der PP-1 Aktivitdt. Eine Zunahme der PP-1 Aktivitat fuhrt zu einer
vermehrten Hypophosphorylierung von PLN, die eine Inhibition der SERCA2a nach sich
zieht. Die Geschwindigkeit des Ca?*-Abfalls und die Beladung des SR mit Ca?* sind infolge
der inhibierten SERCA2a herabgesetzt und darauffolgend die Freisetzung des Ca?*
wahrend der Systole reduziert [15, 31, 60]. Dies ist Ubereinstimmend mit dem in der
vorliegenden Arbeit gemessenen, reduzierten Ausmafll an freigesetztem Ca?* und der
verlangsamten Geschwindigkeit des Ca?-Anstiegs und -Abfalls innerhalb der
Kardiomyozyten unter PMA-Stimulation.

64



4.1.2 Proteinkinase C-Inhibition — verschiedene Stoffwechsellagen

Die Haupttodesursache bei Patienten mit T2DM sind kardiovaskulare Ereignisse [61]. In
der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der PKC in diabetischen
Herzen erhoht ist und damit mdoglicherweise mitverantwortlich flr die beeintrachtigte
Herzfunktion bei Diabetikern ist [41, 43]. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht somit die
pharmakologische Inhibition der PKC, um die Bedeutung der PKC insbesondere in
diabetischen Kardiomyozyten darzustellen und so der Gefahr eines kardiovaskularen
Ereignisses bei Diabetikern entgegenzuwirken. Zunachst wurde der Effekt des
PKC-Inhibitors RBX auf den intramyozytaren Ca?*-Kreislauf sowohl bei nicht-diabetischen
als auch diabetischen Kardiomyozyten untersucht und anschlieRend ein Vergleich
gezogen.

4.1.2.1 RBX beschleunigt den intramyozytaren Ca?*-Kreislauf der
nicht-diabetischen Kardiomyozyten

In  den nicht-diabetischen Kardiomyozyten wurde nach PKC-Inhibition mittels
RBX-Inkubation vermehrt intrazellulares Ca?* freigesetzt und die Geschwindigkeit des
intramyozytaren Ca?*-Anstiegs und -Abfalls war erhoht.
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Abb. 44: Einfluss von RBX auf den Ca?*-Kreislauf nicht-diabetischer Kardiomyozyten

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte RBX Uber eine PKC-Hemmung die
Geschwindigkeit des zytosolischen Ca?*-Abfalls in Kardiomyozyten beschleunigen, insbesondere die
SERCAZ2a scheint in diesem Zusammenhang eine bedeutende regulatorische Rolle zu spielen. Des
Weiteren zeigte sich die Geschwindigkeit des Ca2*-Anstiegs erhoht, hier dargestellt durch die
Ca2*-Freisetzung Uber den RyR2, und die insgesamt freigesetzte Menge des intrazellularen Ca2*
war unter RBX gesteigert.

SERCA2a = sarkoplasmatische/endoplasmatische Retikulum-Ca2*-ATPase 2a, PKC = Protein-
kinase C, SR = sarkoplasmatisches Retikulum, RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2, Ca2* = Calcium-lonen,
RBX = Ruboxistaurin
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Parallel hierzu konnte in vergangenen Studien in Kardiomyozyten genetisch modifizierter
Mause mit fehlender PKCa (PKCa™) eine groRere Amplitude der intramyozytaren
Ca?"-Transienten und damit vermehrt freigesetztes intrazellulares Ca?* gemessen werden
als in Myozyten der Kontrollgruppe (Wildtyp) [31]. Zudem war die Geschwindigkeit des
Ca?*-Abfalls in den PKCa’-Kardiomyozyten beschleunigt [60]. Als mdgliche Ursache fiir
den Anstieg der Ca?-Transienten wurde eine Erhéhung der Ca?'-Strome Uber
L-Typ Ca*-Kanale im Sarkolemm diskutiert. Die PKCa kann (ber die a1c-Untereinheit der
L-Typ Ca?*-Kanale eine Hemmung der Kanalaktivitat vermitteln [45, 62]. Eine Inhibition bzw.
Deletion der PKCa konnte moglicherweise die Aktivitat der L-Typ Ca?*-Kanéale steigern und
somit Uber die Wechselwirkung mit den RyR des SR die Ca?*-Freisetzung verstarken.
Direkte Messungen der mittleren L-Typ-Ca?'-Stromdichte ergaben jedoch keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und PKCa’-Myozyten. Weiterfiihrend konnte die
Arbeitsgruppe um Molkentin sowohl eine um 30 % herabgesetzte PP1-Aktivitat als auch
eine damit einhergehende erhohte PLN-Phosphorylierung an Serin16 in PKCa”-Herzen
messen. Dies bedingt eine gesteigerte SERCAZ2a-Aktivitdt mit einer nachfolgend
gemessenen erhohten Ca?*-Beladung des SR. In der Systole kann mehr Ca?* aus dem SR
freigesetzt werden und auch die Kinetik der Ca?*-Strome kann so durch ein Fehlen der
PKCa erhoht werden. Kardiomyozyten mit fehlender PKCBy (PKCBy™) zeigten weder ein
signifikant  verandertes freigesetztes Ca?"-Ausmal noch eine erhohte
PLN-Phosphorylierung. Zudem wurden keine weiteren Veranderungen in den Mengen von
PLN-, SERCA2a oder RyR-Proteinen in den Herzen der beiden Genotypen von Mausen
beobachtet. Die Arbeitsgruppe um Molkentin ordnet somit insbesondere der Isoform PKCa
eine bedeutende Rolle im Rahmen des Ausmales des intramyozytaren Ca?*-Transports
zu. Die vorliegende Arbeit verwendet RBX als PKC-Inhibitor der murinen Kardiomyozyten.
RBX wurde in spat-klinischen Studien zur Behandlung des diabetischen Makula-Odems
eingesetzt und hierbei als selektiver PKCB-Inhibitor beschrieben [63]. Dagegen stellten
Liu et al. und die Arbeitsgruppe Hambleton eine gleichermalien selektive Inhibition der
a-Isoform fest (EC50 von 14 nmol/l fiir PKCa und EC50 von 19 nmol/I fir PKCII) [31, 64].
Zusatzlich gegeben, dass die PKCa die pradominante Isoform der PKC im Herzen ist,
vermuten die Autoren, dass RBX am Herzen hauptsachlich tber die a-Isoform wirkt. Eine
Deletion der PKCa in den Kardiomyozyten (PKCa’) kann somit analog zu der in der
vorliegenden Arbeit vorrangig gehemmten PKCa-Isoform durch RBX zu dem
beschriebenen beschleunigten intramyozytaren Ca?'-Kreislauf auf Grundlage der
PKCa-vermittelten Erhéhung der SERCA2a-Aktivitat fihren.

4.1.2.2 RBX fiihrt zu einem unverinderten intramyozytiaren Ca?*-Kreislauf
der diabetischen Kardiomyozyten

Die diabetischen Kardiomyozyten setzten unter RBX-Inkubation eine tendenziell erhdhte
Menge an Ca?" frei, allerdings zeigte sich die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs
und -Abfalls im Vergleich zu der Kontrollgruppe unverandert.

Die im Trend erhoht freigesetzte Ca?*-Menge durch PKC-Inhibierung kann anhand einer
gesteigerten PKC-Aktivitat in diabetischen Kardiomyozyten erklart werden. Bekannt ist,
dass unter diabetischer Stoffwechsellage der Ca?*-Transport in Kardiomyozyten gestort ist.
Insbesondere die Dysfunktion des SR wird hierfur in vielen Studien als Ursache angefuhrt
[1]. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass hierbei PLN als Regulator der
SERCAZ2a-Aktivitdt eine entscheidende Rolle im Rahmen der SR-Dysfunktion spielt.
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Diabetische Kardiomyozyten weisen bereits unter basalen Bedingungen einen reduzierten
Anteil an phosphorylierten PLN-Monomeren auf. Der Proteingehalt des gesamten PLN zeigt
sich hingegen unverandert. Dieses Phanomen wurde in demselben Modellorganismus
festgestellt, der auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde (db/db-Mause) [38, 41].
Demnach fihrt ein erhdhter Anteil an dephosphoryliertem PLN, als Inhibitor der SERCAZ2a,
insbesondere zu einer verlangsamten und damit reduzierten Ca?*-Aufnahme in das SR. Ein
Grund fir die reduzierte Phosphorylierung von PLN-Monomeren stellt in den db/db-Herzen
madglicherweise die erhohte Aktivitat der PKC dar [43]. Diese kann Folge der chronischen
Entziindungsprozesse bei Diabetes sein und durch die intrazellulare DAG-Freisetzung im
Rahmen des veranderten Lipid-Haushalts in den db/db-Myozyten beeinflusst worden sein
[41, 44]. Eine Inhibition der erhdhten PKC-Aktivitat durch RBX fuhrt tGber einen erhdhten
Anteil an phosphoryliertem PLN zu einer gesteigerten SERCA2a-Aktivitat. Mehr Ca?* kann
so in das SR gepumpt und bei der nachsten Kontraktion freigesetzt werden, das Ausmalf
an freigesetzter Ca®*-Menge ist erhoht. In den Experimenten der vorliegenden Arbeit war
die Steigerung der freigesetzten intramyozytaren Ca?*-Menge jedoch nur im Trend zu
beobachten. Entgegen der Erwartung zeigte sich trotz der vermuteten gesteigerten
SERCA2a-Aktivitat unter PKC-Inhibierung die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs
und -Abfalls unverandert zu der Kontrollgruppe ohne RBX-Inkubation.

Eine erste mogliche Erklarung hierfur liefert eine nicht PKC-abhangige Veranderung in
diabetischen Kardiomyozyten, die einen Einfluss von RBX als PKC-Inhibitor unwirksam
macht. Neben der bereits geschilderten PKC-Aktivitdtserhdhung in diabetischen Mausen
kann ebenso eine veranderte neuronale Aktivitat Ursache der verminderten
Phosphorylierung von PLN sein [38, 65]. Laut der Arbeitsgruppe um Giachetti ist es
denkbar, dass ein langerer Anstieg der Glukose im Rahmen der diabetischen
Stoffwechsellage zu einer Abnahme der Sympathikus-Aktivitat fihrt und dadurch den Abfall
des phosphorylierten PLN erklart [65]. Eine pharmakologische Inhibierung der PKC mit RBX
bleibt in diesem Fall ohne Auswirkung auf den Ca?'-Kreislauf und kann somit die
unveranderte Ca?*-Anstiegs- und -Abfallsgeschwindigkeit erklaren, nicht jedoch die im
Trend erhohte freigesetzte Ca?*-Menge.

Eine PKC-abhangige Erklarung kénnte auf der Isolation der Kardiomyozyten beruhen. Die
erhdhte PKC-Aktivitat bei diabetischer Stoffwechsellage wurde in intaktem Gewebe
festgestellt. Somit kdnnte die Isolierung der einzelnen Kardiomyozyten zu einer
herabgesetzten PKC-Aktivierung flhren, da die Zellen sich nicht mehr in ihrem
hyperglykdmischen Milieu befinden, das zur PKC-Aktivierung einen wesentlichen Beitrag
leisten kdnnte [66]. Eine Inkubation mit einem PKC-Inhibitor flhrt folglich zu einem
unveranderten intramyozytaren Ca?*-Kreislauf.

Das nachfolgende Kapitel 4.1.2.3 stellt weitere Mdoglichkeiten als Erklarung fir den
unveranderten Ca?*-Kreislauf diabetischer Kardiomyozyten unter RBX dar und bezieht sich
dabei sowohl auf histologische Aspekte als auch Stoffwechselveranderungen bei Diabetes.
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4.1.2.3 Vergleich der beiden Stoffwechsellagen

Im Vergleich zeigte die RBX-Stimulation signifikante Unterschiede zwischen der
diabetischen und der nicht-diabetischen Stoffwechsellage von Kardiomyozyten. Sowohl
das AusmaR an freigesetztem intrazellularen Ca?*" als auch die Ca?*-Anstiegs- und
Abfallskinetik waren unter RBX in den nicht-diabetischen Myozyten hdéher als in den
diabetischen Myozyten. Es stellt sich die Frage, warum nicht umgekehrt eine
PKC-Inhibierung den Ca?"-Kreislauf in den db/db-Kardiomyozyten mit erhohter
PKC-Aktivitat starker beschleunigt als in den nicht-diabetischen Tieren ohne erhdhte
PKC-Aktivitat [43].

Neben dem bereits unter 4.1.2.2 aufgeflihrten Argument der eingeschrankten RBX-Wirkung
auf diabetische Kardiomyozyten lassen sich insbesondere beim Vergleich der beiden
Stoffwechsellagen mogliche Unterschiede als weitere Ursachen herausarbeiten.

Eine mdgliche Antwort der eingangs gestellten Frage liefert die Oil Red O-Farbung von
db/db-Kardiomyozyten in Funk et al. [41]. Es lassen sich eindricklich die vielen
Fetttropfchen, verteilt Gber die ganze Zelle, erkennen. Es scheint, dass die tropfenférmigen
Lipide sich entlang der Sarkomerstruktur der Myozyten anlagern. Diese massive
Akkumulation kénnte eine Barriere fir das RBX bilden, da moglicherweise das RBX
aufgrund seiner Lipophilie vom Fett gebunden wird. Folglich kdénnte das RBX seine
intrazellulare Zielstruktur nicht erreichen und damit auch keinen starken Effekt auf den
Ca?*-Kreislauf der db/db-Mause ausiiben. Diese histologische Veranderung des
db/db-Myokards existiert nicht in den Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage.
Eine Mdglichkeit, dieser zellularen Charakteristik von db/db-Myozyten entgegenzuwirken,
ware unter anderem eine Erhdhung der RBX-Konzentration oder eine langere
Stimulationszeit.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete RBX-Konzentration wurde anhand von Western
blot Analysen mit Wildtyp-Kardiomyozyten bestimmt. Eine RBX-Inkubation von 10 Min bei
einer Konzentration von 10°mol/l zeigte bereits eine herabgesetzte Menge an
PKC-phosphorylierten Proteinen. Eine langere Inkubationsdauer von 30 Min bei
gleichbleibender Konzentration reduzierte die PKC-phosphorylierten Proteine weiter.
Aufgrund der Mdglichkeit, die gleiche Zelle zunachst unter basalen Bedingungen und
anschlieflend nach RBX-Stimulation messen zu kénnen, wurde flr die Experimente dieser
Arbeit die Inkubation von 10 Min bei 10 mol/l RBX ausgewahit. Eine Einschrankung der
Aussage zu der PKC-Inhibierung stellt jedoch das verwendete Mausmodell des Wildtyps
dar. Moglicherweise hatten Western blot Analysen von db/db-Kardiomyozyten gezeigt,
dass bei einer RBX-Konzentration von 10-¢ mol/l fir 10 Min keine adaquate PKC-Hemmung
erfolgen kann.

Eine weitere mdgliche Antwort auf die zu Beginn des Kapitels gestellte Frage bezieht sich
auf die Veranderungen der Stoffwechsellage bei diabetischen Kardiomyozyten. In
diabetischen Kardiomyozyten findet im Gegensatz zu nicht-diabetischen Zellen eine
Umschaltung von der Glykolyse auf die Fettsaureoxidation statt, die mit einem erhéhten
myokardialen Sauerstoffverbrauch einhergeht [67, 68]. Es kommt zu einer mitochondrialen
Entkopplung der ATP-Synthese vom Sauerstoffverbrauch. Dies fuhrt zu einer
Energieverarmung der Zellen. Besonders die SERCA2a der Kardiomyozyten weist einen
hohen ATP-Verbrauch auf, um den Ca?-Gradienten Uber die SR-Membran aufrecht zu
erhalten, und ware so in ihrer Funktion stark beeintrachtigt. DarGber hinaus ist bekannt,
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dass eine erhohte Fettsdureoxidation zu einer Verringerung der mitochondrialen
Oxidationskapazitat und einer Erhdhung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
fuhrt [41]. Es wurde zudem gezeigt, dass ROS die SERCA-AKktivitat herabregulieren [69].
Diese Stoffwechselveranderungen im diabetischen Herzen kdénnen Ursache daflr sein,
dass RBX seinen SR-abhangigen Wirkmechanismus nicht ungehindert austiben kann und
die Kardiomyozyten der nicht-diabetischen Kontrollgruppe starker von der PKC-Hemmung
profitierten.

Zuletzt kann eine verminderte Proteinexpression der SERCA2a in db/db-Herzen als
Erklarung fur die im Vergleich zu den nicht-diabetischen Herzen herabgesetzte Menge an
Ca?" und langsamere Ca?*-Anstiegs- und -Abfallsgeschwindigkeit unter RBX diskutiert
werden [1, 38, 41]. RBX koénnte Uber die erhdhte PKC-Aktivitat in diabetischen
Kardiomyozyten die Aktivitat der SERCAZ2a besonders stark steigern, jedoch nicht in dem
Ausmaly, die reduzierte SERCAZ2a-Expression auszugleichen. Folglich stellt sich der
Ca?*-Kreislauf unter RBX-Stimulation in den diabetischen Kardiomyozyten langsamer als in
den nicht-diabetischen Herzen mit unveranderter SERCA2a-Expression dar. Hierbei ist
jedoch zu beachten, dass beim Betrachten des Ca?-Kreislaufs diabetischer
Kardiomyozyten eine RBX-Inkubation nur mit einer tendenziell erhéhten freigesetzten
Ca?-Menge einher ging und die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs und -Abfalls
unverandert blieb (Kapitel 3.2.2.2). Es erscheint somit wahrscheinlich, dass RBX z.B.
aufgrund der oben aufgeflihrten histologischen Veranderungen unter diabetischer
Stoffwechsellage und den in dieser Arbeit verwendeten Versuchsbedingungen kaum
Auswirkungen auf die SERCA2a diabetischer Kardiomyozyten ausiben kann.
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4.2 Sarkomerfunktion

4.2.1 Proteinkinase C-Aktivierung — herabgesetzte Sarkomerfunktion

Es stellt sich nun die Frage, inwiefern eine PKC-Aktivierung mit PMA die Sarkomerfunktion
der Kardiomyozyten beeinflusst und inwieweit der Ca?*-Kreislauf hierbei eine Rolle spielt.
In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde sowohl ein herabgesetzter
Ca?*-Kreislauf (Kapitel 3.2.1) als auch eine verringerte kontraktile Amplitude und
Kontraktions-/Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere nach PMA-Inkubation von
10-° mol/l fir eine Stunde gemessen (Kapitel 3.3.1).
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Abb. 45: Einfluss von PMA auf die Sarkomerfunktion isolierter Kardiomyozyten

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit fihrte eine PMA-Stimulation zu einer geringeren
Kontraktion der Sarkomere, die kontraktile Amplitude zeigte sich demnach herabgesetzt. Ebenso
waren die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten der einzelnen Kardiomyozyten unter
PMA verlangsamt.

Ca2* = Calcium-lonen, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat

Die Funktion der Sarkomere von Kardiomyozyten wird durch schnelle Veranderungen der
zytosolischen Ca?*-Konzentration koordiniert [60]. Die erniedrigte Menge an freigesetztem
intrazellularen Ca2* in den Kardiomyozyten unter einer PMA-Stimulation von 108 mol/l geht
gemal Ward et al. mit einer herabgesetzten Inotropie einher, gemessen anhand von
Kraftmessungen an ganzen Meerschweinchen-Herzen [58]. Als Ursache der verringerten
Kontraktionsstarke infolge der PMA-Stimulation werden nicht PKC-abhangige
Mechanismen vermutet. Grundlage dieser Annahme ist ein ebenfalls negativer inotroper
Effekt weiterer Phorbole, die jedoch nicht die PKC aktivieren. Zudem Iasst sich der negativ
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inotrope Effekt unter einer PMA-Stimulation mit 10 mol/l nicht durch eine PKC-Hemmung
aufheben. Als PKC-unabhangige Mechanismen fur die negative Inotropie fuhrt Ward et al.
zum einen den Zusammenhang mit dem Vorhandensein der Fettsaureseitenketten auf. So
zeigen die PKC-aktivierenden Phorbolester mit einer langen Seitenkette, wie z.B. PMA,
eine starkere negative inotrope Wirkung als Phorbol-Dibutyrat, ebenfalls ein Phorbolester,
jedoch mit einer kurzen Seitenkette. Zum anderen deutet im Rahmen der herabgesetzten
Kinetik der Sarkomere unter PMA-Stimulation insbesondere die stark verlangsamte
Relaxationsgeschwindigkeit auf eine Hemmung der sarkoplasmatischen retikularen
Funktion hin. Dieser Effekt wurde jedoch auch unter Phorbol-Didecanoat, einem nicht PKC-
aktivierenden Phorbolester, beobachtet, was fur eine PKC-unabhangige Wirkung auf das
SR spricht. An dieser Stelle ist jedoch zu beachten, dass Ward et al. Meerschweinchen-
Herzen als Modellorganismus nutzte und somit die beschriebenen Beobachtungen nicht
exakt auf die in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten an murinen Kardiomyozyten zu
Ubertragen sind. Die Experimente der vorliegenden Arbeit treffen Aussagen, inwieweit und
schnell die Sarkomere kontrahieren, jedoch findet keine Messung der Kraftgenerierung
statt. Die verringerte kontraktile Amplitude und Kontraktions-/ Relaxationsgeschwindigkeit
nach PMA-Inkubation stehen jedoch im Einklang mit der unter PMA gemessenen negativen
Inotropie von Meerschweinchen-Herzen der Arbeitsgruppe um Ward.

Im Gegensatz dazu liefern Watson et al. eine mogliche PKC-abhangige Erklarung fir die
negative Inotropie isolierter Rattenherzen unter PMA-Stimulation [70]. Sie diskutieren eine
PKC-abhangige Aktivierung des Na*/H*- Austauschers in isolierten Rattenherzen mit
nachfolgend erhohten Na*-Konzentrationen. Es folgt eine vermehrte Aktivitat des
Na*/Ca?*-Austauschers und eine erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration. Dies flhrt zu
einer Ca®*-Uberladung mit nachfolgend herabgesetzter Kontraktilitat. Interessanterweise
konnte jedoch keine Studie, die im Rahmen des negativen inotropen Effekts von einer
erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration ausgeht, einen positiven inotropen Effekt
aufzeichnen, der einer Ca?*-Uberladung vorausgehen wiirde [58].

Einen weiteren PKC-abhangigen Mechanismus als mogliche Ursache fur die herabgesetzte
kontraktile Amplitude und Kinetik der Sarkomerkontraktion und Relaxation stellen Braz et al.
dar [60]. Sie gehen dabei insbesondere auf den Zusammenhang zwischen verandertem
Ca?*-Kreislauf der Kardiomyozyten unter PKC-Aktivierung und die damit einhergehende
Funktion der Sarkomere ein. Transgene Mause mit einer Uberexpression der PKCa zeigen
hypokontraktile Herzen, im Gegensatz dazu haben PKCa-defiziente Mause
hyperkontraktile Herzen. Um den sekundaren Effekten einer chronisch veranderten
PKC-Aktivitat zu entgehen, wurde in adulten Rattenmyozyten eine akute Steigerung bzw.
Hemmung der PKC-Aktivitat mittels Adenovirus-vermitteltem Gentransfer von Wildtyp
(AdPKC-a) oder dominant-negativer PKC-a (AddnPKC-a) durchgefuhrt (akut flr
24-48 Stunden infiziert). Im Hinblick auf die kontraktile Reaktionsfahigkeit der einzelnen
Zellen konnte eine reduzierte myozytdare Kontraktilitdt unter Steigerung der
PKC-Aktivierung festgestellt werden, gemessen an der maximalen Verklrzung. Die
Myozyten des AddnPKC-a Typs zeigten hingegen eine erhdhte Kontraktilitat. Auch die
maximale Kontraktionsgeschwindigkeit zeigte im Vergleich die hdéchste Geschwindigkeit in
den Myozyten mit dominant-negativer PKCa, danach folgte die Kontrollgruppe und die
langsamste Kontraktionsgeschwindigkeit wurde in der Gruppe unter PKC-Aktivierung
gemessen. Diese Unterschiede stellten sich mit p < 0,05 als signifikant dar. Anhand
spezifischer PP1-Phosphatase Assays konnte eine gesteigerte PP1-Aktivitdt in den
transgenen Mausen mit Uberexprimierter PKCa gemessen werden. Ubereinstimmend

71



zeigte sich auch in den akut infizierten Kardiomyozyten mit AAPKC-a eine um 30 %
gesteigerte PP1-Aktivitatim Vergleich zur Kontrollgruppe, dagegen wiesen Kardiomyozyten
mit AddnPKC-a eine um 60 % reduzierte PP1-Aktivitat auf. Eine hohe PKC-Aktivitat setzt
somit Uber den I-1 und die daraus folgende erhdhte PP1-Aktivitat die SERCA2a-Aktivitat
herab, die freigesetzte Ca?*-Menge und die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs und -Abfalls
pro Kontraktion sind reduziert. Weniger freigesetztes intrazellulares Ca?* kann mit einem
verringerten Ausmal} der Kontraktion der Sarkomere einhergehen und eine verlangsamte
Geschwindigkeit des intramyozytaren Ca?*-Anstiegs und -Abfalls steht in Zusammenhang
mit einer herabgesetzten Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere. In
den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde der Phorbolester PMA als potenter, breit
wirkender PKC-Aktivator verwendet [31, 58]. Das in den Experimenten gemessene
verringerte Ausmal} der Kontraktion und die herabgesetzte Kontraktions-/Relaxations-
geschwindigkeit der Sarkomere unter PMA-Stimulation kann somit mdglicherweise
Auswirkung einer erhéhten PP1-Aktivitat, wie in den akut infizierten Kardiomyozyten mit
AdPKC-a nachgewiesen, sein.

Die PKCa kann auch Uber eine Phosphorylierung der G-Protein gekoppelten
Rezeptorkinase 2 (GRK2) die kardiale Kontraktilitdt direkt beeinflussen [45]. Die
Hauptaufgabe der p-adrenergen Rezeptoren am Herzen ist die Regulierung der
Kontraktilitdt als Reaktion auf Katecholamine [71]. Eine mdgliche Desensibilisierung der
Rezeptoren stellt sicher, dass keine unkontrollierte Stimulation stattfindet. Dieser Effekt wird
durch eine Phosphorylierung der B-adrenergen Rezeptoren, unter anderem durch die
GRK2, vermittelt. Eine erhdhte PKCa-Aktivitat durch eine PMA-Stimulation flhrt zu einer
gesteigerten GRK2-vermittelten Phosphorylierung und Aktivierung und damit zu einer
Beeintrachtigung der durch B-Agonisten stimulierten ventrikularen Funktion. Dieser
Mechanismus kann unter Voraussetzung einer B-adrenergen Basalaktivitat in den isolierten
Zellen zu der in der vorliegenden Arbeit gemessenen herabgesetzten kontraktilen
Amplitude und Kontraktions-/Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere unter
PMA-Stimulation beitragen.
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4.2.2 Proteinkinase C-Inhibition — verschiedene Stoffwechsellagen

4.2.2.1 RBX aktiviert die Sarkomerfunktion nicht-diabetischer
Kardiomyozyten

Neben dem Ausmall der Kontraktion war auch die Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere von nicht-diabetischen Kardiomyozyten unter
RBX gesteigert.
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Abb. 46: Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion isolierter nicht-diabetischer
Kardiomyozyten

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte RBX zu einer erhéhten kontraktilen Amplitude
fuhren, die Sarkomere verkirzten sich somit in der Systole starker. Die Geschwindigkeit sowohl der
Kontraktion als auch der anschlieRenden Relaxation war unter RBX erhght.

Ca?* = Calcium-lonen, RBX = Ruboxistaurin

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass PMA als PKC-Aktivator sowohl den
Ca?"-Kreislauf als auch die kardiale myozytare Sarkomerfunktion herabsetzen kann [31,
64]. Mehrere Experimente verdeutlichten dies an einer reduzierten Kontraktion muriner
Kardiomyozyten, der herabgesetzten Kontraktilitat isolierter Rattenherzen [72-74] und in
der geringeren kontraktilen Amplitude und Kontraktions-/ und Relaxationsgeschwindigkeit
muriner isolierter Myozyten unter PMA (Kapitel 3.3.2.1). Demgegenuber zeigte die in dieser
Arbeit durchgefihrte PKC-Inhibition einen entgegengesetzten Effekt. Auf der Annahme
basierend, dass PMA als PKC-Aktivator zu einer reduzierten Sarkomerfunktion der Herzen
fuhrt, untersuchten Liu et al. ebenfalls den gegenteiligen Effekt einer PKC-Hemmung [31].
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Sie konnten zeigen, dass an Wildtyp-PKCa-exprimierenden Mausen unter RBX eine
gesteigerte kardiale Kontraktilitat vorlag. Im Gegensatz dazu hatte RBX keine Auswirkung
auf die kardiale Kontraktilitat in Mausen ohne PKCa. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit
der in weiterer Literatur beschriebenen regulatorischen Funktion der PKCa-Isoform in
Bezug auf den kardialen Ca?*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion [60]. Die Experimente
von Liu et al. verdeutlichen zudem, dass RBX erfolgreich die a-Isoform der PKC hemmen
kann und damit eine erfolgversprechende pharmakologische Intervention zur
Kontraktilitatssteigerung darstellt. Ubereinstimmend hierzu sind in der vorliegenden Arbeit
die kontraktile Amplitude und die Kinetik der Kontraktion und Relaxation der einzelnen
Kardiomyozyten unter RBX ebenfalls erhéht.

Die naheliegende Erklarung fur diese Ergebnisse basiert auf dem bereits beschriebenen
SR-abhangigen Mechanismus [31]. Die pharmakologische Inhibition der PKCa-Aktivitat
fuhrt Gber I-1 und PP1 zu einer erhdhten Phosphorylierung des PLN mit nachfolgender
SERCAZ2a-Aktivierung. Die gesteigerte Kontraktilitait ware somit Folge der erhdhten
Ca?"-Beladung des SR und der beschleunigten Kinetik des Ca?*-Transports unter RBX.

Aulerdem kdnnte der Phosphorylierungsstatus der Myofilamentproteine zu deren erhdhter
Kontraktion unter RBX beitragen. Eine Vielzahl an Studien konnte zeigen, dass die
Phosphorylierung von cTnl und cTnT durch zahlreiche PKC-Isoenzyme eine zentrale Rolle
bei der Kontrolle der Kraftentwicklung des ventrikularen Myofilaments, Ca?*-Sensitivitat und
Kontraktilitat spielt [75, 76]. Insbesondere der PKCa konnte eine Schlisselrolle in der
kontraktilen Dysfunktion zugewiesen werden [60]. Es ist daher plausibel, dass eine erhdhte
PKCa-Aktivitat Gber Phosphorylierung der c¢Tnl und/oder c¢TnT zu einer
Myofilamentdysfunktion mit herabgesetzter Ca?-Empfindlichkeit der Myofilamente und
geringerer Kontraktilitdt der Myozyten fuhrt [45]. Belin et al. bestatigten dies, indem sie an
ventrikularen Myozyten einen Abfall der Ca2*-Empfindlichkeit der Myofilamente durch eine
PKCa-induzierte Phosphorylierung messen konnten [77]. DarUber hinaus zeigten sie, dass
eine PP1-abhangige Dephosphorylierung dem entgegenwirken konnte. Eine Inhibition der
PKCa mittels RBX koénnte somit kardioprotektiv sein, indem eine PKCa-vermittelte
Phosphorylierung der Myofilamentproteine cTnl und cTnT verhindert wird [31].

WeiterfuUhrend wurde in der Vergangenheit die PKC-vermittelte Phosphorylierung mit einer
Degeneration der Myofibrillen in Kardiomyozyten in Verbindung gebracht [45]. Die
Erhaltung der Integritat der Myofibrillen kdnnte ein weiterer méglicher Mechanismus fir die
positiven Auswirkungen der PKC-Hemmung sein [78].
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4.2.2.2 RBX fiihrt zu einer unveranderten Sarkomerfunktion der diabetischen
Kardiomyozyten

Die kontraktile Amplitude und die Kontraktions-/Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere
blieb in den diabetischen Kardiomyozyten unter RBX unverandert.
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Abb. 47: Einfluss von RBX auf die Sarkomerfunktion isolierter diabetischer Kardiomyozyten

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit fihrte RBX zu einer unveranderten kontraktilen Amplitude
und Kinetik der Kontraktion und Relaxation diabetischer Kardiomyozyten im Vergleich zu
diabetischen Myozyten ohne RBX.

Ca?* = Calcium-lonen, RBX = Ruboxistaurin

Die Funktion der Sarkomere von Kardiomyozyten wird durch Veranderungen der
intramyozytaren Ca?*-Konzentration gesteuert. Die aufgefiihrten Argumente unter Kapitel
4.1.2.2 und 4.1.2.3 kénnen daher auch Erklarungen fur die unveranderte Sarkomerfunktion
der diabetischen Kardiomyozyten unter RBX sein. Hierzu zahlen in diabetischen
Kardiomyozyten unter anderem die Dysfunktion des SR, histologische Veranderungen in
Form von Fetttrépfchen als Barriere flir das RBX und die veranderte Stoffwechsellage mit
verstarkter Fettsaureoxidation und ihren Folgen.

In der Literatur finden sich zwei weitere Ansatze, die insbesondere auf der Ebene der
Sarkomerfunktion die unveranderte Auswirkung von RBX auf Kardiomyozyten diabetischer
Stoffwechsellage zu erklaren versuchen.

Zum einen konnte Funk et al. in db/db-Kardiomyozyten eine erhohte Ca?*-Sensitivitat der
Myofilamente messen. Die Ursache hierfur ist der Phosphorylierungszustand des kardialen
Troponin | (cTnl). Doppelt phosphoryliertes cTnl hat eine geringere Ca?*-Sensitivitat, indem
es die Ca?*-Affinitat der Ca*-bindenden Troponin-Untereinheit (cTnC) verringert. Die
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Expression des cTnl zeigte keine signifikante Veranderung in den db/db-Herzen, hingegen
lag ein reduzierter Anteil an doppelt phosphorylierten cTnl vor. Dies |8sst auf eine erhéhte
Ca?*-Sensitivitat ~ schlieRen und stellt somit einen  mdglichen  basalen
Kompensationsmechanismus zur Beibehaltung der Myokardfunktion trotz des
eingeschrankten Ca?*-Kreislaufs in diabetischen Kardiomyozyten dar [41]. Im Rahmen
eines weiteren Einflussfaktors, in diesem Fall mit dem PKC-Inhibitor RBX, kommt es
moglicherweise  zu  einer  Erschopfung des  bereits basal  wirkenden
Kompensationsmechanismus und folglich zu keiner Aktivierung der myozytaren
Sarkomerfunktion. Widerlegt wird diese Uberlegung jedoch durch eine Stimulation der
db/db-Kardiomyozyten mit dem 3-Agonisten Isoproterenol, bei der ein starkerer Anstieg der
aktiven Kraftentwicklung aufgrund der erhéhten Ca?*-Sensitivitat in den db/db-Herzen als
in den db/+-Herzen aufgezeichnet werden konnte [41].

Zum anderen stellt mdglicherweise das verwendete Mausmodell einen limitierenden Faktor
dar. In den Experimenten dieser Arbeit wurden homozygote Leptin-Rezeptor defiziente
Mause (db/db-Mause) im Alter von 10-12 Wochen als Modell fir T2DM verwendet. Die
Arbeitsgruppe um Belke et al. berichtet von Merkmalen einer diabetischen Kardiomyopathie
mit verminderter kontraktiler Leistung und einem veranderten Herzstoffwechsel bei
db/db-Mausen im Alter von 10-14 Wochen [79]. Eine Inkubation mit RBX kénnte diesen
Veranderungen Uber eine PKC-Inhibierung nicht entgegenwirken und wirde die
unveranderte Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten erklaren. Die Ergebnisse einer
eingeschrankten Kontraktilitat von Belke et al. beziehen sich jedoch auf Experimente an
isolierten, perfundierten Herzen und sind somit nur eingeschrankt zu verwerten.

Auch Funk et al. konnte in 10-12 Wochen alten Mausen in der mRNA-Expression erste
Hinweise auf eine beginnende Kardiomyopathie feststellen, jedoch zeigten sich funktionell
die Herzen unbeeintrachtigt. Mithilfe von Untersuchungen in vivo mittels MRT verdeutlichte
die Arbeitsgruppe, dass bei db/db-Mausen im Alter von 10-12 Wochen Kkeine
Veranderungen der linksventrikularen Pumpfunktion im Vergleich zu nicht-diabetischen
Tieren (db/+) bestehen [41]. Damit erscheint eine basale kontraktile Funktionsstérung der
db/db-Mause im Rahmen einer beginnenden Kardiomyopathie unwahrscheinlich und steht
somit der Behandlung mit RBX nicht entgegen. Schlussfolgernd scheint der ausbleibende
Effekt von RBX auf den myozytaren Ca?*-Haushalt der db/db-Mause entscheidend fir die
ebenfalls geringe bzw. fehlende Aktivierung der Sarkomerfunktion durch RBX in dem
verwendeten Modell der vorliegenden Arbeit zu sein.

Das folgende Kapitel stellt einen weiteren Ansatz zur Erklarung der unveranderten
Sarkomerfunktion unter RBX-Inkubation dar und bezieht sich hierbei insbesondere auf den
Vergleich der beiden Stoffwechsellagen.

4.2.2.3 Vergleich der beiden Stoffwechsellagen

Im Einklang mit dem veranderten Ca?*-Kreislauf ist auch die kontraktile Amplitude und
Kontraktions-/Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere in den nicht-diabetischen
Kardiomyozyten im Vergleich zu den diabetischen unter RBX-Inkubation signifikant starker
erhoht.

Bereits die vorangestellten Kapitel liefern hierfur mogliche Erklarungsansatze. So kdénnte
zum einen die Dysfunktion des SR durch eine gesteigerte PKC-Aktivitat einen moglichen
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Beitrag leisten (Kapitel 4.1.2.2.). In Kapitel 4.1.2.3 werden insbesondere die histologischen
Veranderungen und die Energieversorgung der diabetischen Kardiomyozyten als Erklarung
aufgefuhrt. Auch die veranderte Ca?'-Sensitivitat der Myofilamente spielt eine
entscheidende Rolle im Vergleich der beiden Stoffwechsellagen (Kapitel 4.2.2.2).

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung analysiert den strukturellen Unterschied der diabetischen
Herzen zu den nicht-diabetischen Herzen als direkte Auswirkung auf die kardiale
Sarkomerfunktion. Die massive Akkumulation von Lipiden in den db/db-Myozyten ordnet
sich, wie in der Oil Red O-Farbung von Funk et al. gezeigt, fast linear entlang der
Zelllangsachse an [41]. Diese histologische Veranderung der diabetischen Kardiomyozyten
konnte mit einer mechanischen Belastung einhergehen, die den Ca?'-vermittelt
aktivierenden Einfluss von RBX auf die kardiale Sarkomerfunktion reduziert.

4.3 Limitationen

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Versuchsaufbau ermoglicht es, ex vivo in
lebenden, schlagenden Primarzellen die Effekte der PKC auf physiologische Parameter wie
den intrazellularen Ca?*-Transport und die kontraktile Funktion von Herzmuskelzellen zu
messen. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente zeigten sich jedoch
Grenzen hinsichtlich der Aussagekraft der erhobenen Daten, die im Folgenden erldutert
werden.

Zum einen war die Streuung der Einzel-Messwerte hoch. Die grofle Varianz konnte mit
einer unterschiedlichen Qualitat der isolierten Kardiomyozyten zusammenhangen und auf
Unterschiede in der Praparation zurlckzufiihren sein. Die Zeit der Entnahme des Herzens
bis zur anschlieRenden Perfusion mit der Kollagenaselosung wurde maoglichst minimiert,
variierte jedoch aus technischen Griinden in einem Zeitfenster von 3,42 bis zu 7,26 Min (im
Mittel 5,08 Min). Insbesondere die Praparation der db/db-Herzen gestaltete sich aufgrund
der grof3en Menge an epikardialem Fettgewebe teilweise zeitintensiv. Um der Heterogenitat
der Zellen zu begegnen, wurden die gemessenen Zellen nach definierten Kriterien
ausgewahlt. Hierzu gehorte unter anderem eine isolierte Lage der Kardiomyozyten, Zellen
in Gruppenverbanden wurden nicht ausgemessen. AulRerdem wurden bei der Analyse der
Ca?"-Transienten strikte Qualitatskriterien auf alle Zellen angewendet. Eine ungehinderte
Kontraktion und Relaxation beim Vorliegen von einem deutlich erkennbaren Streifen-
Muster galt als Kriterium fur die Messung der Sarkomerfunktion. Da die Messwerte
innerhalb jeder Gruppe dennoch deutlich variierten, erscheint es fur zukinftige
Ca?*-Messungen empfehlenswert, die Ein- und Ausschlusskriterien noch klarer zu
formulieren und dabei sowohl morphologische und funktionelle Aspekte als auch die Grofie
der gemessenen Signale mit einzubeziehen. Messwerte von F1/Fo > 0,3 fur die Amplitude
der Transienten sowie Anderungen der Sarkomerlangen von mindestens > 0,03 ym kénnen
hierbei eine konkrete Hilfe sein. Eine VergréRerung der Stichproben und das Bilden von
Mittelwerten aus allen Zellen pro Maus konnten der groflen Streuung der Messwerte
entgegenwirken. Damit wirde zugleich dem Problem begegnet, dass das Messergebnis
jedes Kardiomyozyten als eigener Wert in die Stichprobe eingeht, obwohl die Messung
mehrerer Zellen aus derselben Maus keine ganzlich unabhangigen Experimente darstellen.

Eine weitere Limitation fir die Experimente der vorliegenden Arbeit stellt moglicherweise
eine nicht ideale RBX-Konzentration und Inkubationszeit dar. Die Inkubationsbedingungen
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mit RBX wurden mittels Western blot Analysen an Wildtyp-Mausen ermittelt (Kapitel 3.1)
Eine RBX-Konzentration von 10 mol/l fir 10 Min fiihrte zu einer deutlichen Hemmung
PKC-abhangig phosphorylierter Proteine und stellte somit die Grundlage fir die weiteren
Experimente dar. Mit db/db-Herzgewebe wurden dagegen keine eigenen Analysen
durchgefuhrt. Moglicherweise hatten sie unter den genannten Inkubationsbedingungen
eine ungenigende PKC-Inhibierung durch RBX gezeigt, weil die PKC-Aktivitat in
db/db-Herzgewebe erhoht und die PLN-Phosphorylierung noch starker reduziert ist als in
Wildtyp-Mausen [41, 80]. Die Verwendung von diabetischen Herzen fir die Western blot
Analysen der durch RBX herabgesetzten PKC-abhangig phosphorylierten Proteine kénnte
hierfir eine Antwort liefern. Ein weiterer Verbesserungsansatz zur Ermittlung der idealen
RBX-Konzentration und Inkubationszeit fir die Experimente dieser Arbeit kbnnten Western
blot Analysen unter Verwendung von Antikdrpern gegen einzelne PKC-Substrate
darstellen, idealerweise Proteine des myozytaren Ca?*-Haushalts oder Antikorper gegen
die Autophosphorylierungsstelle T497 der PKCa. Angesichts der Diskrepanz mit
Ward etal., die an ganzen Meerschweinchen-Herzen Kraftmessungen unter
PMA-Stimulation durchfiihrten, koénnte zudem eine RBX-Dosisfindung anhand von
Ca?"-Messungen stattfinden und ware somit besser Ubertragbar auf die anschlieBenden
Messungen des Ca?*-Kreislaufs und der Sarkomerfunktion.

4.4 Schlussfolgerung

Die Experimente dieser Arbeit zeigen die Auswirkung der PKC auf den Ca?*-Kreislauf und
die Sarkomerfunktion innerhalb von Kardiomyozyten.

Durch die Aktivierung der PKC wird der intramyozytdre Ca?'-Kreislauf signifikant
verlangsamt und die Sarkomerfunktion herabgesetzt. Diese Erkenntnisse stehen im
Einklang mit der Literatur [58, 60].

Anhand weiterer in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse wird deutlich, dass eine Inhibierung
der PKC am Herzen mittels RBX den intramyozytaren Ca?*-Kreislauf und nachfolgend
sowohl die kontraktile =~ Amplitude  als auch die Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeiten der Sarkomere signifikant erhéhen bzw. beschleunigen
kann. Ein mdglicher Erklarungsansatz stellt hierfur die SERCAZ2a-Aktivitdt in den
Vordergrund. Eine Hemmung der PKC fuhrt zu einem aktiven I-1 und damit einer
gehemmten PP1-Aktivitat, nachfolgend erhdht sich die Menge an phosphoryliertem PLN,
welches die Hemmung der SERCA2a aufhebt [31]. Die gesteigerte Kontraktilitat unter RBX
ware Folge der erhohten Ca?*-Beladung des SR, da diese maRgeblich fir die
Geschwindigkeit und das AusmaR der nachsten SR-Ca?*-Freisetzung ist.

Weiterfiihrend haben friihere Studien gezeigt, dass die Aktivitdt der PKC in diabetischen
Herzen erhoht ist und damit maoglicherweise zur eingeschrankten Herzfunktion bei
Diabetikern beitragt [41]. Ein weiterer Fokus der Arbeit lag somit auf der pharmakologischen
Inhibition der PKC in diabetischen Kardiomyozyten, um so der Gefahr kardiovaskularer
Ereignisse bei Diabetikern entgegenzuwirken. In den hier dargestellten Experimenten war
die Steigerung der freigesetzten intramyozytaren Ca?*-Menge jedoch nur im Trend zu
beobachten. Entgegen der Erwartung zeigte sich trotz der vermuteten gesteigerten
SERCA2a-Aktivitat unter PKC-Inhibierung die Geschwindigkeit des Ca?*-Anstiegs
und -Abfalls und auch die Sarkomerfunktion unverandert zu der Kontrollgruppe ohne
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RBX-Inkubation. Mégliche Erklarungsmodelle liefert die vorliegende Arbeit und bezieht
sowohl histologische Aspekte als auch Veranderungen der Stoffwechsellage bei
diabetischen Kardiomyozyten mit in die Diskussion ein (Kapitel 4.1.2.3 und 4.2.2.3).

Warum im Diabetes-Modell keine signifikanten Veranderungen durch RBX nachgewiesen
werden konnten, im Wildtyp-Modell dagegen wohl, steht im Widerspruch zu der
Ausgangshypothese und bleibt eine zentrale Frage. Dies sollte in weiterfihrenden Studien
untersucht werden. Erste mogliche Ansatze werden im folgenden Kapitel 4.5 aufgefuhrt.

Auf der Basis der in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente lasst sich der Schluss
ziehen, dass eine RBX-Behandlung zwar die Herzfunktion akut verbessern kann, sich flr
die Behandlung einer diabetischen Kardiomyopathie jedoch nicht zu empfehlen scheint.

4.5 Ausblick

Aufgrund der vorliegenden Befunde ware es weiterflihrend sehr interessant, RBX in einem
in vivo Ansatz zu testen. Eine orale Darreichungsform des RBX konnte in vergangenen
Studien als gut vertraglich und wirksam eingestuft werden. Neben Grolf3tieren wurde RBX
in oraler Applikationsform auch schon in klinischen Phase llI-Studien am Menschen
getestet und stand zur Behandlung der diabetischen Retinopathie kurz vor der Zulassung.
Sie wurde jedoch aufgrund fragwurdiger klinischer Wirksamkeit und mutmallich aus
wirtschaftlichen Griinden seit 2007 vom Hersteller nicht weiter verfolgt [63, 81, 82].

Neben den db/db-Mausen spielen die PKC und ihre Auswirkung auf die Ca?*-Regulation
auch eine wichtige Rolle im Krankheitsgeschehen des Myokardinfarkts. Kronenbitter et al.
beschreiben im nicht-ischamischen remote Myokard nach Myokardinfarkt einen
verlangsamten Ca?*-Abfall und damit einhergehend eine langsame Relaxation der
Sarkomere, ganz oder teilweise verursacht durch eine reduzierte SERCAZ2a-Aktivitat [80].
Des Weiteren tragt eine gestorte SR-Flllung mit Ca?* zu einer verminderten
Ca?"-Freisetzung aus dem SR und damit zu der herabgesetzten Sarkomerkontraktion im
remote Myokard bei. Als mogliche Ursache der reduzierten SERCA2a-Aktivitat aufgrund
einer reduzierten PLN-Phosphorylierung diskutiert die Arbeitsgruppe um Kronenbitter eine
erhdhte PKC-Aktivitat, zumal da Kotter et al. gezeigt hatten, dass die PKC-Aktivitat im
remote Myokard erhoht ist [83]. RBX kdnnte genau an dieser Stelle als PKC-Inhibitor
eingreifen. Aufgrund der signifikanten Steigerung des Ca?*-Kreislaufs und der damit
einhergehenden gesteigerten Sarkomerfunktion der nicht-diabetischen Kardiomyozyten
unter RBX koénnte eine PKC-Hemmung in der Frihphase nach Myokardinfarkt in
Wildtyp-Mausen somit eine erfolgsversprechende Behandlungsoption darstellen. Der
Ausblick ware eine bessere kontraktile Funktion des remote Myokards RBX-behandelter
Herzen nach Myokardinfarkt und dadurch eine verbesserte Prognose der Patienten.

Diese Arbeit zeigt, dass RBX in normalen Wildtyp-Kardiomyozyten einen signifikanten
Effekt der Steigerung des Ca?*-Kreislaufs und der Sarkomerfunktion auslibt. Es
verdeutlicht, dass eine RBX-Stimulation auch in zuklnftigen Studien bei anderen Formen
der Herzinsuffizienz, nicht nur nach Myokardinfarkt, eine entscheidende Rolle in der
Behandlung der Patienten spielen kdnnte.
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