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ZUSAMMENFASSUNG

Das Anthrazyklin Doxorubizin ist eines der am haufigsten verwendeten Chemotherapeutika.
Es wird allerdings in seiner Anwendung durch seine Kardiotoxizitdt, mit der Gefahr der
Entwicklung einer ernsten Herzinsuffizienz, eingeschrankt. Da bislang nur eine
symptomatische Therapie der Doxorubizinkardiomyopathie moglich ist, liegt der Fokus auf
der Vermeidung hoher Doxorubizindosen. Die einzige praventive Therapie ist fiir ein groRes
Patientenkollektiv, Kinder und Jugendliche, nicht geeignet. Daher miissen neue Strategien
fiir eine Protektion des Herzens gegeniiber Doxorubizin gefunden werden.

Einen interessanten Ansatz bietet hier die Ubertragung natiirlicher Resistenzmechanismen
von Tumoren in eine kardiale Therapie. Das Chaperon "Glukose Reguliertes Protein 78"
(GRP78) ist in vielen Tumoren hochreguliert und wird dort mit der Resistenz gegen
Anthrazykline in Verbindung gebracht. Ziel der vorgelegten Arbeit war daher, das protektive
Potenzial einer spezifischen, durch Adeno-assoziierte Viren vermittelten Uberexpression von
GRP78 gegeniliber Doxorubizin im Herzmuskel zu untersuchen. Dafiir wurden klinisch
relevante in vivo und in vitro Modelle der Doxorubizinkardiotoxizitat etabliert.

Im in vitro Modell zeigte sich die Doxorubizinkardiotoxizitat durch eine erhéhte Aktivierung
von Apoptose. Im Zusammenhang mit der Toxizitdat war eine Akkumulation von p53 und die
Aktivierung der "Ca2+/CaImodulin—abhéngigen Proteinkinase II" (CaMKIl) zu beobachten, was
auf die durch Doxorubizin induzierte DNA-Schadigung und Stérungen der Ca’*-Homdostase
zuriickzufiihren ist. Analog konnten im Mausmodell nach der Doxorubizinbehandlung
erhohte Werte des kardialen Zelltodmarkers TroponinT (hsTnT) sowie eine beginnende
kontraktile Dysfunktion festgestellt werden. Durch die Uberexpression von GRP78 sank in
vitro sowohl die Apoptose, als auch die p53 Akkumulation und die Aktivierung der CaMKII.
Im in vivo Modell war die GRP78 Uberexpression mit niedrigeren hsTnT-Leveln und einer
signifikanten Verbesserung der Relaxation des Ventrikels verbunden. Darliber hinaus war
eine deutliche Verlangerung des Gesamtliberlebens zu beobachten.

In dieser Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass eine kardiale Uberexpression
von GRP78 die Doxorubizinkardiotoxizitdt in vitro und in vivo verringert. Der protektive
Effekt konnte UGber p53 und CaMKIl mit der Regulation der Antwort auf DNA-Schadigung
bzw. der Ca®*-Homdostase in Verbindung gebracht werden. Damit stellt diese Arbeit auch
erstmals Hinweise auf einen Einfluss von GRP78 auf CaMKII-Aktivitdt vor und er6ffnet zudem
Moglichkeiten fiir neue praventive MaBnahmen und ein besseres Verstandnis der
Doxorubizinkardiotoxizitat.



SUMMARY

The Anthracycline is one of the most widely prescribed chemotherapeutics. However, its use
is limited by its cardiotoxicity with the threat of developing cardiomyopathy. As therapeutic
options so far are limited to a mere symptomatic treatment, the focus lies on reduction of
the cumulative Doxorubicin dose. The only protective therapy is not suited for a large
patient collective - children and youths. Therefore novel strategies for the protection of the
heart against Doxorubicin have to be developed.

An interesting approach is the translation of natural anthracycline resistance mechanisms
from the tumour to cardiac therapy. The ER chaperone "Glucose Regulated Protein 78"
(GRP78) is upregulated in many tumours and seems to protect them from anthracycline
treatment. The aim of this thesis therefore was to investigate the protective potential of a
cardiac specific viral GRP78 overexpression in clinically relevant in vitro and in vivo models of
Doxorubicin cardiotoxicity.

In the in vitro model, Doxorubicin cardiotoxicity was shown by high levels of apoptosis.
Doxorubicin cardiotoxicity was also characterized by the accumulation of p53 and the
activation of "Ca2+/calmoduIin—dependent protein kinase II" (CaMKIl), which is connected to
Doxorubicin induced DNA damage and disturbed Ca®* homeostasis. In line with these
findings the Doxorubicin treated mice in the in vivo mouse model had elevated levels of the
cardiac cell death marker TroponinT (hsTnT) and developed early signs of a contractile
dysfunction. With GRP78 overexpression the p53 levels and CaMKIl activation were
diminished in vitro, as was apoptosis. In vivo GRP78 overexpression led to a reduction of
hsTnT plasma levels and a significant improvement of ventricular relaxation. In addition, a
pronounced prolongation of overall survival was observed.

In conclusion, this thesis contains the first ever proof, that cardiac overexpression of GRP78
protects from Doxorubicin cardiotoxicity in vitro and in vivo. With changes in p53 levels and
CaMKIl activation the protective effect could be connected to the regulation of DNA damage
response and Ca’*-homeostasis. This thesis also was able to present first time evidence for
GRP78 influencing CaMKIl activity. Thus, these findings open up new possibilities for
preventive strategies and the understanding of Doxorubicin cardiotoxicity.
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1 Einleitung

1.1 Doxorubizin

Doxorubizin gehort zur  Gruppe der
Anthrazykline. Einer Klasse von aus Streptomyces
isolierten Antibiotika und ist ein Derivat des
ebenfalls als Chemotherapeutikum verwendeten
Daunorubicin.  Weitere  Anthrazykline sind
Epirubizin, und Idarubizin. Zwischen den
verschiedenen Anthrazyklinen kénnen
Unterschiede in der Wirkung und Nebenwirkung
bestehen [1]. Alle Anthrazykline haben jedoch

als Gemeinsamkeit einen planaren aromatischen Abbildung 1.1.1: Strukturformel von Doxorubicin-
Hydrochlorid. Quelle: www.sigmaaldrich.de

Ring mit einer Chinonstruktur. Chinone kénnen
Uber radikalische Zwischenverbindungen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
fihren. Diese werden unter anderem fiir die Nebenwirkungen der Anthrazykline
verantwortlich gemacht (siehe Kapitel 1.2).

1.1.1 Klinische Anwendung von Doxorubizin als Chemotherapeutikum

Doxorubizin ist bis heute eines der am haufigsten angewendeten Chemotherapeutika. Es
findet eine sehr breite Anwendung unter anderem bei metastasierendem Mammakarzinom,
Non-Hodgkin-Lymphom und Morbus Hodgkin. Meist wird Doxorubizin als adjuvante
Therapie zusammen mit anderen Chemotherapeutika angewandt.

Aufgrund des Auftretens von Kardiomyopathien ist bei der Behandlung mit Doxorubizin eine
vorhergehende kardiale Untersuchung hinsichtlich von Vorerkrankungen indiziert.
Risikofaktoren sind unter anderem bestehende Kardiomyopathien und eine gleichzeitige
oder vorhergehende mediastinaler/perikardialer Bestrahlung [2]. AuRerdem muss beachtet
werden, dass sich durch Kombination mit anderen Chemotherapeutika das kardiale Risiko
erhohen kann [3]. Bei diesen Patienten wird daher empfohlen die Entwicklung der
linksventrikuldaren Ejektionsfraktion (EF) wahrend und auch noch einige Jahre nach der
Behandlung zu verfolgen und die kumulative Dosis auf 400mg/m2 Koérperoberflache zu
beschranken.
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1.1.2 Doxorubizin induzierte Herzinsuffizienz

Bei der chemotherapeutischen Behandlung mit Doxorubizin sind zwei hauptsachliche
Formen der kardialen Toxizitdt bekannt: Die akute Toxizitdt und die chronische Toxizitat. Die
akute Toxizitat tritt meist noch wahrend der Infusion auf und dulRert sich durch transiente
Arrhythmien, die bei hohen Dosen lebensbedrohlich sein konnen. Auch andere
elektrokardiographische Veranderungen wie unspezifische Veranderungen der ST-T Wellen
oder Schenkelblock kdnnen auftreten. In der Regel sind diese Veranderungen jedoch
transient und enden mit dem Stopp der Therapie [4].
Im Gegensatz dazu kann bei der chronischen Toxizitdt eine kardiale Dysfunktion noch
Jahrzehnte nach Ende der Therapie auftreten. Als Risikofaktoren flir das Auftreten sind Alter,
bestehende Herzschaden, vorhergehende Bestrahlung des Herzens sowie genetische
Faktoren bekannt [5] Der deutlichste Zusammenhang besteht allerdings mit der kumulativen
therapeutischen Dosis. Die Wahrscheinlichkeit einer Kardiomyopathie steigt proportional
mit der angewandten kumulativen Dosis [6] (siehe Abbildung 1.1.2).

Die maximale empfohlene Dosis von

0 550mg/m’ fuhrt bei 4% - 36% der
322 Patienten  zur  Ausbildung  einer
e 070 F Herzinsuffizienz [7]. Das Einsetzen der
2222 Symptome folgt dabei keinem zeitlich
gmo_ einheitlichem Verlauf. Einige Patienten
& os0 | entwickeln bereits wahrend der Therapie
ng I eine Herzinsuffizienz, andere erst bis zu 40

L el Jahre spater [5]. Sie zeigen ein fir eine

Tesal doss (foghn) dilatative Kardiomyopathie typisches Bild

] o ] ) mit einem vergroBertem endsystolischen
Abbildung 1.1.2: Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer

Herzinsuffizienz in Abhéngigkeit von der kumulativen und enddiastolischem Volumen und damit
Gesamtdosis Doxorubizin. Grafik aus [6]. einer  verringerten linksventrikuldren

Ejektionsfraktion auf <50% [8].

Durch die verbesserten onkologischen Therapieoptionen und damit steigende
Uberlebenswahrscheinlichkeit muss gerade auch in Hinblick auf das junge Alter vieler mit
Doxorubizin behandelter Krebspatienten die Gefahr einer spateren Doxorubizin induzierten
Kardiomyopathie im Blick behalten werden. Verscharft wird die Situation dadurch, dass
Anthrazykline bei Kindern und Jugendlichen eine erhohte Kardiotoxizitat aufweisen [9-11].
Dabei werden 60% der Kinder mit malignen Erkrankungen inzwischen mit Anthrazyklinen
behandelt [11].



Einleitung | 14

1.2 Zytotoxische Wirkung von Doxorubizin

Allgemein ist inzwischen anerkannt, dass durch Doxorubizin induzierter Zelltod eine Ursache
fiir die Ausbildung der Doxorubizinkardiomyopathie darstellt. Die Art und Ursache des
induzierten Zelltodes sind jedoch strittig. So ist z.B. auch der Caspase3- unabhangige Zelltod
mit der Aktivierung des mitochondrialen Proteins "Apoptosis Inducing Factor" (AIF) an der
Doxorubizintoxizitat beteiligt [12]. Dennoch ist die klassische Apoptose mit Caspase3-
Spaltung die am besten charakterisierte durch Doxorubizin ausgeléste Form des Zelltodes.
Doxorubizin kann sowohl den intrinsischen Apoptosesignalweg aktivieren, fir den ein
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und Cytochrom ¢ Ausstrom charakteristisch
sind, als auch den extrinsischen Apoptosesignalweg, der rezeptorvermittelt Uber
Fas/FasLigand initiiert wird [13, 14]. Beide Apoptosesignalwege laufen in der Aktivierung von
Caspase3 zusammen.

Interessant ist, dass das apoptotische Potential in unterschiedlichen Entwicklungsstadien des
Herzens unterschiedlich ausgepragt ist. Neonatale Kardiomyozyten exprimieren ein hoheres
Level an apoptotischen Proteinen verglichen mit adulten Kardiomyozyten. Dadurch
reagieren neonatale Kardiomyozyten auch empfindlicher auf Doxorubizin [15]. Dies erklart
unter Umstanden die klinische Beobachtung, dass Kinder und Jugendliche bei einer
Anthrazyklinbehandlung eher eine Kardiomyopathie entwickeln als Erwachsene [10].

Die molekularen Ursachen fiir die zytotoxische Wirkung von Doxorubizin sind seit langem
Gegenstand intensiver Forschungen. Es werden Stdérungen in der Ca**-Hombostase, die
Bildung von ROS sowie die Inhibition der Topoisomerasell und dadurch initiierte DNA-
Schadigungen diskutiert. Diese Punkte sollen daher in den folgenden Kapiteln genauer
betrachtet werden.

1.2.1 Storungen der Ca’*-Homébostase

Die intrazelluliren Ca**-Spiegel und deren Verinderungen dienen allgemein als wichtige
Signalgeber z.B. fir die Exozytose von Neurotransmittern oder die Kontraktion von
Muskelzellen [16, 17]. Wichtigster Ca2+speicher ist das endoplasmatische /sarkoplasmatische
Retikulum (ER/SR). Es stellt den Ca®' Speicher fir die Erregungs-Kontraktionskopplung im
Rahmen der konzertierten Kontraktion der Kardiomyozyten dar. Hier sind dysregulierte Ca**
Strome ein groRer Storfaktor. Das Auftreten von Arrhythmien bei der akuten
Doxorubizintoxizitit weist bereits auf einen dysregulierten Ca**-Haushalt hin [18]. Es konnte
allerdings auch direkt gezeigt werden, dass Doxorubizin ein diastolisches SR Ca®" Leck
induziert und zu einer Depletion des SR Ca?* Gehalts fihrt [19]. Dadurch kénnen vorzeitige
Kontraktionen und eine diastolische bzw. eine systolische Dysfunktion ausgeldst werden
[20].
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Wie es zu diesen Doxorubizin induzierten Verdanderungen in der Ca’"-Homéostase kommt, ist
noch nicht im Detail geklart. Friihe Arbeiten konnten allerdings zeigen, dass Doxorubizin an
den Ryanodinrezeptor (RyR) bindet und dessen Offnungswahrscheinlichkeit verandert [19].
Der Ryanodinrezeptor leitet in der Systole den Ca®* Ausstrom aus dem SR in das Cytosol,
wodurch die Kontraktion ausgelost wird. Tatsachlich sind Veranderungen in der
Offnungswahrscheinlichkeit des RyR eine Hauptursache des diastolischen Ca®* Lecks [21].

Die Auswirkungen einer gestorten Ca’*-Homdostase sind allerdings nicht nur auf das SR und
die Kontraktilitat beschrankt. Mitochondrien und SR sind eng aneinander gekoppelt.
Veranderung in den SR Ca2+spiegeln wirken sich so auch in den Mitochondrien aus [22]. In
den Mitochondrien tragen die Ca’*spiegel zur Regulation der oxidativen Vorginge und ATP
Produktion bei, initiieren aber auch die Offnung der "Membrane Permeability Transition
Pore" und damit den apoptotischen Zelltod [23, 24]. Ein Anstieg des mitochondrialen ca®
Gehalts mit einer darauf folgenden mitochondrialen Dysfunktion und Apoptose wurde auch
in der Doxorubizintoxizitat nachgewiesen [25, 26]. Die Regulation der mitochondrialen Ca*'-
Homostase wird daher als ein Ausloser der Doxorubzinkardiotoxizitat diskutiert.

Aufgrund dieser elementaren Funktion von Ca** in Kontraktionskopplung und Apoptose sind
die Ca** Spiegel und Ca®" transportierende Kanile streng reguliert. In diesem Zusammenhang
nimmt die durch Ca** regulierte Kinase "Ca?*/Calmodulin Modulated Kinase 11" (CaMKIl) eine
prominente Rolle ein, weshalb ihre Funktion und Regulation im Folgenden gesondert
dargestellt werden soll.

1.2.1.1 CaMKIl - Regulation und pathologische Rolle

Von den 4 Isoformen der CaMKIl ist die CaMKII§ die im Herzen hauptsachlich exprimierte
Isoform [27]. CaMKIl liegt normalerweise als Multimer aus 2 hexamerisch angeordneten
Ringen vor. Jedes Monomer besitzt eine katalytische, eine Assoziations- und eine
regulatorische Domane. Im nicht aktivierten Zustand sind die katalytischen Domanen durch
die regulatorischen blockiert und inhibiert. Bei erhéhten cytosolischen Ca2+—SpiegeIn bindet
Ca**/Calmodulin an die regulatorische Domane, die daraufhin die katalytische Domane fir
Substrate oder die Phosphorylierung freigibt [28].

Eine weitere Regulation kann durch Oxidierung an MetMet 281/282 und bei
langanhaltenden hohen CA* Spiegeln durch Phosphorylierung an Thr 286 erfolgen. Durch
diese Modifikationen wird CaMKIl Ca**/Calmodulin unabhangig aktiv [29] Im Falle der
Oxidierung kann die Ca** Sensitivitit sogar so weit herabgesetzt werden, dass CaMKIl ohne
nennenswerte Erhhung der Ca®* Spiegel aktiviert wird [30].

Hauptziele der aktivierten CaMKIl sind lonenkandle und Transporter der Erregungs-
Kontraktionskopplung, wie z.B. der L-Typ Ca?* Kanal, der RyR und das regulatorische Protein
Phospholamban (PLN). Es ist daher nicht Uberraschend, dass eine erhéhte CaMKII-Aktivitat
eng mit der Ausbildung pathologischer Zustdnde verknipft ist, so z.B. mit dem
Ischamie/Reperfusionsschaden, Herzinfarkt, dilatativer Kardiomyopathie und Hypertrophie
[31].
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Abbildung 1.2.1: Schematische Darstellung der an der Aufrechterhaltung der Ca*-Homéostase beteiligten Proteine und
deren Interaktion. Fiir den Zusammenhang in dieser Arbeit ist relevant, dass CaMKIl den Ryanodinrezeptor (RyR) und
Phospholamban (PLN) am Sarcoplasmatischen Retikulum phosphoryliert und so den Austritt von ca® und die
Wiederaufnahme von Ca® steuert. AuRerdem reguliert CaMKIl den mitochondrialen Ca*-Strom durch den
mitochondrialen Ca®* Uniporter (MCU). Weitere Abkiirzungen: Nay,s:Spannungsabhdngiger Natrium-Kanal,
Cayy,:Spannungsabhingiger Ca®*-Kanal, Na'/Ca>* Austauscher (NCX), Proteinkinase C (PKC), Proteinkinase A (PKA),
Sarcoplasmic reticulum Ca”** ATPase (SERCA2a), Adenosin Nukleotid Translocator (ANT). Bild aus: [32].

Durch die CaMKIl abhangige Phosphorylierung von PLN an Thrl17 erhéht sich der diastolische
SR-Ca’*gehalt tiber die Aufhebung der Inhibierung von "Sarcoplasmic/endoplasmic reticukum
ATPase" (SERCA) - einem Ca** Transporter der nach der Systole Ca?* aus dem Cytosol zurtick
ins SR transportiert. Die Phosphorylierung des RyR an Ser2814 oder Ser 2809 fiihrt zu einem
diastolischen Ca** Leck und erhohtem Ausstrom von Ca** in der Systole. Das Zusammenspiel
von durch die PLN Phosphorylierung erhéhten diastolischen SR Ca®* Gehalt und dem durch
den RyR induzierten Ca** Leck scheint ursichlich fur die Ausbildung von ventrikuliren
Arrhythmien im Zusammenhang mit Ischamie/Reperfusion, Herzversagen, aber auch von
Arrhythmien genetischen Ursprungs zu sein [28].

Analog zur Rolle von Ca?* wird auch eine Funktion der CaMKIl im apoptotischen Zelltod
immer deutlicher. So ist eine hohe CaMKII& Aktivierung ein gemeinsames Kennzeichen
vielfaltiger apoptotischer Stimuli von H,0, bis hin zu UV Strahlung [33, 34]. Mechanistisch
konnte der pro-apoptotische Effekt von CaMKII erst kiirzlich mit der Phosphorylierung des
RyR und mit der Phosphorylierung des mitochondrialen Ca®" Uniporters in Verbindung
gebracht werden [35]. CaMKII induziert also auch Apoptose Uber die Veranderung der
zytosolischen und mitochondrialen Ca’* Stréme.

1.2.2 Mitochondriale Dysfunktion und ROS -Bildung

Aufgrund der chemischen Eigenschaften von Doxorubizin als Quinon wurde lange Zeit eine
direkte Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Doxorubizin als Ausléser der
Apoptose diskutiert. Doxorubizin bindet demnach zweiwertiges Eisen und Ulberfihrt dieses
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in dreiwertiges Eisen. Durch das frei werdende Elektron wird Sauerstoff reduziert, ROS
werden gebildet [36]

Aber auch in den Mitochondrien kdnnen ROS als Nebenprodukt der respiratorischen ATP
Produktion entstehen, werden allerdings insbesondere bei Stérungen der mitochondrialen
Funktion gebildet. Doxorubizin |6st eine Vielzahl von Signalkaskaden aus, von denen die
meisten auch zu spezifischen Effekten an den Mitochondrien fliihren. So verandert die
Interaktion von Doxorubizin mit der Topoisomerasell deren Sequenzspezifitdt, so dass es
bevorzugt in Genen fiir die Biogenese der Mitochondrien zu Doppelstrangbriichen kommt
[37]. AuBerdem wurde gezeigt, dass Doxorubizin mitochondriale DNA schadigt [38]. Auch die
Aktivierung von p53 z.B. durch DNA Schadigung flihrt im Falle irreparabler Schaden zu einer
Instabilisierung der Mitochondrien (siehe Kapitel 1.2.4). Dementsprechend induziert
Doxorubizin eine mitochondriale Dysfunktion, die mit einer friihen von den Mitochondrien
ausgehenden ROS Bildung verbunden ist [25].

In den Mitochondrien induzieren ROS einen Verlust des Membranpotentials und die
Oxidation von Cardiolipin [39]. Dies fiihrt zum Ausstrom von Cytochrom c ins Cytosol und
damit zur Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalwegs [40].

1.2.3 DNA Schadigung durch Topoisomerasehemmung

Nachdem die direkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies lange Zeit als priméare Ursache
der Doxorubizinzytotoxizitdt galt, liegt mittlerweile das Augenmerk mehr auf dessen
Funktion als Topoisimerasehemmer. Es sind zwei Isoformen der Topoisomerasell bekannt:
Topoisomerasella und Topoisomerase IIf. Wahrend die Topoisomerase lla hauptsachlich in
proliferierenden Zellen und damit auch in Tumoren vorkommt, wird der Typ IIB ubiquitar in
allen Geweben, auch den kardialen Zellen, exprimiert [41]. Wichtigste Funktion der
Topoisomerase |l ist die Relaxation der DNA bei der Replikation, Rekombination und
Transkription durch eine transiente Einfihrung von Doppelstrangbriichen. Doxorubizin
bindet an beide Topoisomerase Isotypen und inhibiert deren Ligasefunktion, sodass die
Doppelstrangbriiche persisitieren [37, 42]. Gleichzeitig scheint durch Doxorubizin auch die
Sequenzspezifitat der Topoisomerase beeinflusst zu werden. So konnte gezeigt werden, dass
die TopoisomerasellB nach Doxorubizingabe spezifisch in der Promotorregion von Genen fir
die mitochondriale Biogenese und Funktion bindet, wodurch deren Transkription gestort
wird [37].

Die durch die inhibierte Topoisomerase induzierten Doppelstrangbriiche setzen auf
molekularer Ebene die Aktivierung der Antwort auf DNA Schadigung in Gang. Neben der
Induktion von Reparaturenzymen sind im Falle groRer Schiaden die Aktivierung und Induktion
von p53 sowie Apoptose ein Teil dieser Antwort [43]
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1.2.4 Die Rolle von p53 in Apoptose, DNA Schadigung und ROS Bildung

Der Tumorsupressor p53 verkniipft zwei elementare Mechanismen der Doxorubizintoxizitat
miteinander. So wird p53 als Antwort auf DNA Schadigung phosphoryliert und akkumuliert
[44]. Es hdufen sich allerdings auch Hinweise auf einen direkten Einfluss des Redox Status auf
die p53 Aktivierung[45]. Nach der Aktivierung von p53 kann der Zelltod auf unterschiedliche
Art und Weise initiilert werden. Der bekannteste Mechanismus ist die Transkription
proapoptotischer Gene und die Repression antiapoptotischer Gene. Dazu gehort
insbesondere die Expression der "BH3 only" Mitglieder der bcl-2 Protein Familie - Bax, Noxa
und PUMA - die wichtige Induktoren des intrinsischen, mitochondrialen Apoptosesignalwegs
darstellen. Durch die erhéhte Bax Expression, dessen Homo-Oligomerisierung und dadurch
induzierte Translokation zur mitochondrialen Membran kommt es zur Bildung
proapoptotischer Porenkomplexe [46]. Die Folge ist der Ausstrom von Cytochrom c in das
Cytosol und die Aktivierung der Caspasekaskade.

Neben diesem klassischen Weg der Aktivierung der Apoptosekaskade kdénnen liber p53
alternative, zum Teil auch Caspase3 unabhadngige, Zelltod-Routen aktiviert werden. Dies
geschieht durch die Hochregulation des Fas Rezeptors (Rezeptoren?) in der Membran oder
die Translokation des apoptosis inducing facor (AIF) [47].

Die zentrale Rolle von p53 in der Apoptose ist schon lange bekannt. Neuere
Forschungsergebnisse machen allerdings die zusatzliche Bedeutung von p53 bei der
Regulation oxidativer Vorgange und auch der Bildung von ROS immer deutlicher. Im basalen
Zustand reguliert p53 die Respiration und damit auch Level an ROS [48]. Bei hohen p53 Level
wirkt die Induktion von Bax und PUMA jedoch pro-oxidativ. Sie entkoppeln den
Energietransfer in den Mitochondrien, was die Bildung von ROS und letztendlich den Zelltod
unterstitzt [49]

Zusatzlich zu dieser Regulation von ROS Produktion und Zelltod auf transkriptioneller Ebene,
kann p53 diese Prozesse auch durch direkte Interaktion regulieren. Bei hoher cytosolischer
Expression translozieren - noch vor der Initiierung transkriptioneller Vorgange im Nukleus -
ca. 2% von p53 in die Mitochondrien [50]. Dort fuhrt p53 zur Schwachung der
mitochondrialen Integritat und 16st direkt ROS Bildung, Cytochrom ¢ Ausstrom und Zelltod
aus [51, 52]

Apoptose und ROS Bildung sind also Uber p53 auf vielfaltige Art miteinander verknipft.
Daher ist es nicht Uberraschend, dass die Doxorubizinbehandlung zu einer starken
Akkumulation von p53 fuhrt [53].
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1.3 Besondere Anfilligkeit der Kardiomyozyten

Die zytotoxische Wirkung von Doxorubizin ist Grundlage der Anwendung als
Chemotherapeutikum. Dabei sind Nebenwirkungen nicht zu vermeiden. Warum allerdings
Kardiomyozyten offenbar besonders von den Nebenwirkungen betroffen sind, ist noch nicht
geklart. Eine Moglichkeit ist die bevorzugte Anreicherung von Doxorubizin in
Kardiomyozyten. Doxorubizin bindet an das in der inneren Membran der Mitochondrien
vorkommende Phospholipid Cardiolipin. Dadurch kommt es zur Anreicherung in
Mitochondrien. Da Mitochondrien ca. 30% der Myokardmasse ausmachen, kénnte dies die
besondere Anfilligkeit von Kardiomyozyten erkldaren [54]. Eine andere Moglichkeit kénnte
darin bestehen, dass Kardiomyozyten ein ausgedehntes Sarkoplasmatisches Retikulum
besitzen, das als Ca2+-Speicher fur die Kontraktion dient. Das macht sie eventuell besonders
empfindlich gegenliber Stérungen der Ca?*-Homoostase, wie sie Doxorubizin induziert. Da
eine Ursache fir die spezielle Anfalligkeit der Kardiomyozyten noch nicht bekannt ist, wird
auf anderem Weg versucht der Doxorubizinkardiotoxizitdt entgegenzuwirken.

1.4 Ansatze zur Reduktion der Kardiotoxizitat

Auch wenn in den letzten Jahren einige Fortschritte in der Erforschung der
Doxorubizinkardiotoxizitat gemacht wurden, ist es dennoch nicht gelungen, eine erfolgreiche
Therapie zu entwickeln, die bei den Ursachen der Kardiotoxizitat ansetzt. Tritt eine
linksventrikuldre Dysfunktion auf, so erfolgt lediglich eine symptomatische Therapie, die der
Standardtherapie der systolischen Herzinsuffizienz (z.B. ACE Hemmer, Angiotensinhemmer,
Betablocker) folgt [5].

Daher wird versucht prophylaktisch die Menge an Doxorubizin, die das Herz erreicht zu
beschranken, z.B. durch Reduktion der verabreichten Gesamtdosis. Diese Vorgehensweise
steht allerdings unter Umstanden im Konflikt mit der Behandlung des Tumors.
Weiterentwicklungen, wie z.B. Verdanderungen der pharmakokinetischen Eigenschaften von
Doxorubizin durch die Verpackung in Liposomen, sollen daher die Toxizitdat mildern, indem
sie die Freisetzung besser steuern und die Akkumulation im Herzen verringern [55]. Dennoch
bildet das Medikament Dexrazoxan die einzige erfolgversprechende Option, die
kardiotoxischen Effekte von Doxorubizin direkt ohne eine Reduktion der Doxorubizindosis zu
verringern.

Dexrazoxan ist ein EDTA-Analog. Es bindet Eisenionen und soll infolgedessen die Bindung
und Umsetzung von Eisen durch Doxorubizin, also einen der Prozesse, der an der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies durch Doxorubizin beteiligt ist, verhindern. Urspriinglich wurde
Dexrazoxan jedoch als Topoismerasehemmer entdeckt [56]. Es wird daher auch diskutiert,
ob die protektive Wirkung von Dexrazoxan auf einer Inhibition der Bindung von Doxorubizin
an die Topoisomerase |IB zuriickzuflihren ist [57]. Die Gabe von Dexrazoxan erfolgt ab
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Erreichen einer kumulativen Doxorubizin Dosis von 300 mg/m2 zusatzlich zur
Doxorubizinbehandlung.

Bisher wurde Dexrazoxan vor allem bei Brustkrebspatienten eingesetzt, aber auch bei
Patienten mit Weichteilsarkomen und Lungenkrebs. Tatsachlich konnte so die Zahl kardialer
Ereignisse und die Entwicklung einer Herzinsuffizienz gesenkt werden [58].

Wahrend Dexrazoxan bei Erwachsenen erfolgreich getestet wurde, ist das Medikament bei
Kindern und Jugendlichen allerdings wegen einem in dieser Gruppe erhéhtem Risiko von
Zweitmalignomen und Neoplasien (insbesondere akute myeloische Leukamie)
kontraindiziert [59]Somit fehlt gerade fiir diese Patientenpopulation immer noch eine
wirksame Prophylaxe gegen die durch Doxorubizin induzierte Toxizitdt. Es missen also
weiterhin neue protektive Strategien gegen die Doxorubizinkardiotoxizitdit entwickelt
werden. Dabei kann z.B. die Untersuchung der Resistenzmechanismen von Tumoren neue
AnstoRe geben.

1.5 Ausweichstrategien verschiedener Tumoren - die Rolle von GRP78

Wie bei jeder Chemotherapie ist bei der Doxorubizinbehandlung neben der Ausbildung einer
Kardiomyopathie die Resistenzentwicklung der Tumoren ein Problem. Die Ursachen der
Resistenzausbildung sind dabei vielfiltig. Beispiele sind ein vermehrter Transport des
Medikaments aus der Zelle z.B. iber erhohte Expression von ABC (ATP-binding cassette)-
Transportern oder verdnderte Topoisomerase-Level [60, 61]. Dabei hdufen sich auch
Forschungsergebnisse, die Zellwachstum, Uberleben und Resistenz von Tumorzellen
gegeniiber Chemotherapeutika mit dem ER Chaperon "Glukose reguliertes Protein 78"
(GRP78) in Verbindung bringen. In verschiedenen Tumorspezies konnte eine Hochregulation
von GRP78 nachgewiesen werden, so z.B: Brustkrebs, Gliomazellen, Darmkrebs. Bei
Brustkrebspatienten besteht eine inverse Korrelation zwischen Uberleben und der GRP78
Expression [62]. Auch in verschiedenen Tumorzelllinien schiitzt eine GRP78 Uberexpression
vor der Behandlung mit verschiedenen Topoisomeraseinhibitoren [63, 64].

Einen weiteren Hinweis auf eine protektive Rolle von GRP78 gegenliber Zytostatika geben
Experimente mit verminderter GRP78 Aktivitat. Durch den Knockdown von GRP78 oder die
Inhibierung der ATP Bindestelle von GRP78 konnten verschiedene Krebszelllinien gegeniiber
unterschiedlichen Chemotherapeutika sensitiviert werden [65].

Diese Beobachtungen machen GRP78 zu einer interessanten Option flr den Schutz der
Kardiomyozyten vor der Doxorubizinkardiotoxizitat.
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1.6 Das Glukose regulierte Protein 78

GRP78 gehort zur Familie der HSP70 Hitzeschock Proteine. Als erstes entdeckt, und daher
am Besten untersucht, wurde die Funktion von GRP78 als Chaperon im ER, wo es ein
essentieller Vermittler der Unfolded Protein Response" ist, mit der das ER auf
Stresssituationen reagiert. Bei Stress wird GRP78 im ER transkriptionell hochreguliert,
weshalb es auch als ER stress Marker fungiert. Im Zuge neuerer Forschungen konnte gezeigt
werden, dass unter Stress GRP78 auch an die Membran transloziert und es zur Expression
einer verkirzten cytosolischen Form kommt, der das ER Retentionssignal (KDEL) fehlt [66].
Noch wenig erforscht ist hingegen die Funktion von GRP78 im Nukleus, wo es z.B. nach
Uberexpression zu finden ist [64].

Tatsichlich bestehen Uberschneidungen zwischen den unterschiedlichen Funktionen von
GRP78 und den diskutierten Mechanismen der Doxorubizintoxizitdt in den verschiedenen
Kompartimenten. Diese sollen daher in den nachste Kapiteln genauer betrachtet werden.

1.6.1 Chaperon und Vermittler der ER Stress Antwort im Endoplasmatischen
Retikulum

GRP78 ist ein wichtiger Signalgeber und Regulator der "Unfolded Protein Response". Damit
reagiert das Endoplasmatische Retikulum auf Stérungen in der Proteinsynthese, durch die es
zur Ansammlung falsch gefalteter oder fehlerhafter Proteine kommt. Ausléser fir den ER
Stress kdnnen Anderungen in den oxidativen Bedingungen, Glukosemangel und Stérungen in
der Ca**-Hom@ostase sein [67].

Als ER Stress Sensor dienen Komplexe aus GRP78 und einem der ER ansassigen
Transmembranproteine "aktivierender Transcriptionsfaktor 6" (ATF6), "inositol-requiring
transmembrane kinase/endonuclease 1" (IRE1) und "pancreatic ER kinase" (PERK). Im
Komplex mit GRP78 sind sie nicht aktiv. Kommt es nun zur Anhdufung falsch gefalteter
Proteine dissoziiert GRP78 aufgrund seiner Funktion als Chaperon von den Rezeptoren, die
dadurch in ihren aktiven Zustand versetzt werden.

Die dadurch aktivierte ER Stress Antwort, lasst sich in zwei Phasen einteilen. Zunachst
versucht die Zelle im Rahmen der adaptiven ER Stress Antwort durch die Expression
protektiver Proteine wie z.B. GRP78 die Proteinfaltung zu unterstiitzen oder falsch gefaltete
Proteine auszuschleusen und abzubauen. Schlagt dieser Versuch fehl, kommt es zur
Aktivierung der negativen ER Stress Antwort, durch die apoptotische Programme initiiert
werden. In dieser Phase des ER stress wird die Expression des "C/EBP homologen Proteins"
(CHOP) erhoht, das als Induktor des ER stress vermittelten Zelltodes gilt [66]. Wie das
Umschalten von adaptivem zu negativem ER Stress reguliert wird, ist noch nicht geklart.
Auch scheint die AUsbildung der adaptiven Antwort innerhalb unterschiedlicher Zelltypen
und mit dem Entwicklungsstadium zu variieren[68].
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1.6.2 GRP78 als Membranrezeptor

Das Vorhandensein von membran-lokalisiertem GRP78 konnte seit der ersten Entdeckung
1997 inzwischen in verschiedenen Zelltypen und Zelllinien nachgewiesen werden. Die
Funktion von GRP78 als Membranrezeptor scheint vor allem im Zusammenhang mit
pathologischen Veranderungen zu stehen. So wird das Molekiil bei Veranderungen der
Zellproliferation (z.B. in Tumoren), des Glukosestoffwechsel (Glukosedeprivation) oder auch
bei Hypoxie in der Zellmembran gefunden [67].

Verschiedene maligne Zelllinien (unter anderem Lymphome, Leukdamie B-Zellen,
Neuroblastome, Lungenadenocarzinom, Melanom, Osteosarcom, Brustkrebs) exprimieren
GRP78 auf der Zellmembran. Membranstdandiges GRP78 bindet als Rezeptor extrazelluldre
Proteine, durch die entweder Zellproliferation, Uberleben und Metastasierung ausgeldst
werden konnen [67]. Die Bindung von alpha 2 Makroglobulin an membranstandiges GRP78
aktiviert zum Beispiel die Proliferation Uber den ERK1/2 p38 MAPKinase Pathway und
induziert ein Uberlebenssignal (ber PI3K/AKT/NFkappaB Aktivierung [69]. Andererseits
scheint die Bindung z.B. von Par-4, aber auch die Bindung eines gegen den C-Terminus
gerichteten GRP78 Antikorpers, eine dem Todesdomanen Rezeptor Fas dhnliche Reaktion
mit der Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges auszuldosen [70, 71]. Es wird
daher (berlegt diesen Mechanismus zu nutzen, um gezielt Apoptose in GRP78
exprimierende Tumoren auszulGsen.

1.6.3 GRP78in der Ca**-Homdostase

Die enge Verknipfung des SR mit der Ca**-Homéstoase und seine Aufgabe als Ca**-Speicher
sowie die essentielle Rolle, die GRP78 in der Aufrechterhaltung der SR Funktion zu spielen
scheint, machen eine Funktion von GRP78 in der Regulation des Ca’" Haushaltes
wahrscheinlich.

Tatsachlich verhindert ER stress - insbesondere GRP78 und GRP94 - den durch
lodoacetamide induzierten Anstieg von intrazellulirem freiem Ca®* und Zelltod in
Endothelzellen [72]. Einen eindeutigen Hinweis bieten auch Versuche in Asterocyten, die
ischdmischem Stress unterzogen wurden. Dort erniedrigt die Uberexpression von GRP78 den
Ca’*Fluss vom ER in die Mitochondrien, verringert die Bildung von ROS und erhidlt das
mitochondriale Membranpotential aufrecht [73].

Das ER und die Mitochondrien sind in der Ca’*-Hom@ostase eng aneinander gekoppelt.Dles
wird durch enge Kontaktstellen zwischen den Organellen, den sogenannten MAMs
(Mitochondrien-assoziierte Membranen) erreicht. Dort wird Ca®* uber spezifische Kanale, die
Inositol 1,4,5-Triphosphatrezeptoren (IP3R) vom SR in die Mitochondrien geleitet.
Zusammen mit dem Sigma-1 Rezeptor reguliert GRP78 als Ca**sensor die IP3R Kanile [74].
Diese Beispiele verdeutlichen, dass GRP78 an der Regulation cytosolischer und
mitochondrialer Ca**-Spiegel beteiligt ist.
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1.6.4 GRP78 und DNA Schadigung

Bei hoher Expression oder Aktivierung von ER Stress kann GRP78 in den Nukleus
translozieren [67]. Interessanterweise zeigte sich, dass nukledres GRP78 (ohne ER
Leadersequenz) die Fahigkeit zur Bindung an DNA besitzt [75].

Darlber hinaus fand eine UV-crosslinking Studie GRP78 als eines der Proteine, die nach
Bestrahlung mit der DNA verlinkt sind. Dies setzt voraus, dass GRP78 zum Zeitpunkt der
Bestrahlung in einem Abstand weniger nm von der DNA zu finden ist. AuRerdem kdnnte dies
auch auf eine Rolle von GRP78 bei durch Crosslinking verursachten Storungen der
Replikation und der DNA-Reparatur hinweisen [76]. Auf eine Beteiligung von GRP78 im DNA
Reparaturprogramm lassen auch andere Versuche schlieBen. So macht der Knockdown von
GRP78 humane RSa Zellen empfindlicher gegeniliber UV induzierter DNA Schadigung [77].
Dies alles sind Hinweise auf eine Rolle von GRP78 in der DNA-Reparatur. Ein moglicher
Mechanismus, der die Funktion von GRP78 in diesem Zusammenhang genauer erklart,
konnte allerdings noch nicht gefunden werden.

1.7 Rationale und Zielsetzung

Fehlende praventive Mallnahmen zur Verhinderung einer Doxorubizinkardiomyopathie
insbesondere fiir junge Krebspatienten schranken den Einsatz von Doxorubizin immer noch
erheblich ein. Auf der Suche nach neuen therapeutischen Strategien stellt GRP78 eine
interessante Option dar, da protektive Effekte durch GRP78 als eine Ursache der
Tumorresistenzbildung angesehen werden. Obwohl eine antiapoptotische Wirkung von
GRP78 bereits beschrieben wurde, erfolgte noch keine Translation dieser Erkenntnisse in
den kardialen Bereich

Die vorgelegte Arbeit hatte daher folgende Zielsetzungen:

1) Etablierung und Charakterisierung eines relevanten in vivo und vitro Modells der
Doxorubzinkardiotoxizitat

2) Untersuchung maoglicher antiapoptotischer Effekte einer GRP78 Expression im Rahmen
der Doxorubizintoxizitit und Identifizierung moglicher Mechanismen des protektiven
Effekts.

3) Uberpriffung des  protektiven Effekts im in vivo Modell der
Doxorubizinkardiomyopathie.

Fiir die Untersuchungen sollte GRP78 durch einen spezifischen, virusvermittelten kardialen
Gentransfer in den Kardiomyozyten {iberexprimiert werden. Die Uberexpression mittels
Adeno-assoziierter Viren bietet den Vorteil, dass relativ selektiv das Myokard transfiziert
werden kann, sodass im Sinne einer zielgerichteten Therapie nur das Herz und nicht der
Tumor geschiitzt wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

21.1.1 Allgemeine Chemikalien

Tabelle 2.1.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten allgemeinen Chemikalien.

0,9% NaCl-Lésung, steril
Agarose

Aqua ad injectabilia

Bacto Trypton -pancreatic digest of Casein
BSA

Chloroform

D-(+) Glukose, wasserfrei
D-(+)Saccharose RNAse/DNAse frei
DCrv Protein Assay Reagent Kit
DEPC H20

DNS Langenstandard 100 bp
Doxorubizin Hydrochlorid

DTT

EDTA

Ethanol 99 % vergallt mit 1 % Petrolether
Ethidiumbromid

Formaldehyd (37 %)
Glutaraldehyd (25 %)

Glycerin

Glycin

HCl

Hefeextrakt flr die Bakteriologie
HEPES -PUFFERAN

HiPerfect Transfektionsreagenz
iBlock Reagenz (Tropix I-Block)
iQ SYBR Green Supermix
iScript cDNA Synthesis Kit
Isopropanol

KCl

KH,PO,

Laminin

LiCl

MeOH

MgS0, x 7 H,0

Na, Pyrophosphat

Na,HPO4 x H,0

NaCl

Na-Deoxycholat

NaF

NaOH

NP40 (Nonidet P40)

B.Braun, Melsungen

Slgma Aldrich, Miinchen
B.Braun, Melsungen

BD, Franklin Lakes, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Carl-Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Minchen

Carl-Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Schwert
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Miinchen
SERVA GmbH, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
AppliedBiosystems, Carlsbad, USA
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Grissing GmbH Analytika, Filsum
Carl-Roth, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
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Phosphatase Inhibitor Cocktail 2,3
PMSF

Polyacryl-Carrier
Proteaseinhibitor Complete Mini EDTA-
free

SDS in Pellets

Taurin = 99% fir die Biochemie
Tris

Triton X100

Trizol

Tween 20

Sigma Aldrich, Miinchen

SERVA GmbH, Heidelberg
Molecular Research Center, USA
Roche, Mannheim

SERVA GmbH, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe

Vectashield® Hard Mounting Medium/Dapi Linaris Biologische Produkte

2.1.1.2 Spezielle Chemikalien

Doxorubizin

25

Die Doxorubizinlésung zur Injektion in vivo wurde als 2mg/ml Stammlésung von der

Klinikapotheke bezogen und noch am selben Tag verwendet. Die Lagerung bis zur

Verwendung erfolgte lichtgeschiitzt bei 4°C.

2.1.13 Komplettsysteme und Kits

Tabelle 2.1.2: Ubersicht iiber die verwendeten Komplettsysteme und Kits.

H202 ROS Glo AssayKit Promega

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red Roche
QIAGEN Plasmid Giga Kit (5). Quiagen
QlAprep Spin Kits Qiagen
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen
SignalFire ECL Detection Kit CellSignaling
ToxiLight™ Non-destructive Cytotoxicity BioAssay Kit Lonza

2.1.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1.3: Allgemeine Verbrauchsmaterialien.

12 Well Platten

184 well Platte,Lumitrac weild
24-well Platten

6 Well Platten

96 Well Platten

96 Well Platten, weill

Deckglaser rund, @ 15 mm

Filter 0,45 um, 0,33 mm Millex GS
Filterpapier gefaltet

Filterpapier gefaltet

Kanilen

Konische Zentrifugengefalie, 500 ml
Kryoréhrchen, 1,5 ml

Corning, Kaiserslautern

greiner bio-one, Frickenhausen
Corning, Kaiserslautern

greiner bio-one, Frickenhausen
greiner bio-one, Frickenhausen
greiner bio-one, Frickenhausen

neo lab, Heidelberg

Merck Millipore, Darmstadt

LLG Lab Logistics Group , Meckenheim
LLG Lab Logistics Group , Meckenheim
BD, Heidelberg

Corning;, Kaiserslautern

neo lab, Heidelberg
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Kulturschalen, ¢ 145 cm, ¢ 6 cm
Novex Tris Glycin Gele 4-20 %
Objekttrager Superfrost® Plus

PCR GefaRe, 0,2 ml

PCR-Platte PP natur 96 Well
Pipettenspitzen

ReaktionsgefalRe 1,5 ml; 2ml
ReaktionsgefdaRe 1,5 ml RNAse-, DNase-,
Pyrogenfrei

ReaktionsgefaRe 12 ml, 50 ml;
Roéhrchen, 5 ml 75 x 12 mm

Schwarzer Seidenfaden SP102 6-0
Serologische Pipetten

Spritzen

Sterilfilter 0,22 um, 0,33 mm Millex GS
Transfermembranen PorengrofRe 0,45
um

Whatmanpapier

Zidhlkammer nach Neubauer
Zellschaber

Zellsiebe 100 Mikron Nylon (Falcon)

greiner bio-one, Frickenhausen
Lifetechnologies

Menzel, Braunschweig

kisker Biotech, Steinfurt

nerbe plus, Winsen/Luhe
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

nerbe plus, Winsen/Luhe

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Harvard Apparatus, Holliston, USA
Sarstedt, Nimbrecht

BD, Heidelberg

Merck Millipore, Darmstadt
Merck Millipore, Darmstadt

GE Healthcare, Freiburg
Hecht-Assistant;Sondheim/Rhén
greiner bio-one, Frickenhausen
VWR, Pennsylvania

2.1.15 Sonstige Materialien
Praparationsbesteck:
Schere

2 feine Pinzetten
Micro-Serrefine
Haken

Katheter:

PV-catheter-mouse 112-479
1.2F; 4,5mm electrode spacing

DNA-L3dngenstandards:
GeneRuler 100 bp DNA Ladder

(Fine Science Tools GmbH, Heidelberg)

(Scisense)

(Thermo Scientific)

GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder  (Thermo Scientific)

Protein GroRRenstandard:
SeeBlue Prestained Protein Marker

Enzyme

Restriktionsenzyme und die T4-Ligase

Alkalische Phosphatase

(Thermo Fisher Scientific)

( New England Biolabs)
(Roche)
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2.1.2 Standardlosungen

21.2.1 Stamm-Lésungen fiir Molekularbiologische Arbeiten

6x Agarose Gel-Ladepuffer

RIPA Lysepuffer

i-Block Blocking Puffer

Semi-Dry Transferpuffer

10x TBS

10x Anodenpuffer

1x Kathodenpuffer

10x TAE

1x TBS-T

5x SDS-PAGE Probenpuffer
(Laemmli-Puffer)

30 % Glycerol (v/v)
0,25 % Bromphenol Blau (w/v)
0,05 % SDS (w/v)

150 mM NaCl

50 mM Tris

50 mM EDTA

1 % NP40 (v/v)

0,5 % Desoxycholat

10 mM NaF

10 mM Na2-Pyrophosphat

10% 10x TBS
0,2% i Block (w/v)
0,1% Tween 20 (v/v)

48 mM Tris
39 mM Glycin
20 % Methanol (v/v)

0,25 M Tris

1,5 M NaCl

10 mM CaCl2

pH 7,5 ad 2,5 L mit demin.
H20

1 M Tris
ad 1 L mit demin. H20

0,1 M Taurin

0,1 M Tris

0,1 % SDS

ad 2,5 L mit demin. H20

400 mM Tris (pH 7.6)
200 mM acetic acid
10 mM EDTA

20 % 10x TBS (v/v)
ad 0,5 L mit demin. H20
0,1 % Tween 20 (v/v)

30 % Glycerol (v/v)

50 mM TRIS

10 % SDS (v/v)

250 mM DTT

10 mM EDTA

0,1 % Bromphenol Blau (w/v)
pH 6,8; ad 1 L mit dest. H20
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4 % Paraformaldehyd

TUNEL-Permeabilisierungslésung

0,5M EDTA (pH 8,0)

1 MTris-HCI (pH7,4)

3M Na-Acetat (pH 6,2 )

4 % PFA (w/v)

4 % Sacharose

1x PBS

bei 60 °C erhitzen, pH 7-8

0,1% Na Citrat (w/v)
0,1% Triton X-100 (v/v)

2.1.2.2 Ndhrmedien und Lésungen fiir Bakterienkulturen

LB Medium 2L [Bertani, 1951]

Medium fiir Glycerindauerkulturen

TSS Medium (100 ml) [Chung et al., 1989]

TY Medium (500 ml)

10 g Bacto Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

pH 7,2 (eingestellt mit 2M NaOH)

fir feste Nahrboden wurde vor dem
Autoklavieren 1,6 %

(w/v) Euro Agar hinzugegeben.

57,5 ml 87 % Glycerinlosung in H20
42,5 ml TY-Medium

82,5 ml LBO (pH 6,5)

10 g PEG 6000

5 ml DMSO

2,5 ml 2 M MgCI2
zusammen autoklaviert

5 g Bacto Trypton
2,5 g Hefeextrakt
pH 7,2 (eingestellt mit 2 M NaOH)
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2.1.23 Ndhrmedien und Lésungen fiir die Zellkultur

Tabelle 2.1.4:kdufliche Medien und Lésungen fiir die Zellkultur.

0,25% Trypsin-EDTA (1x) Gibco (Lifetechnologies)
DMEM mit L-Glutamin SIGMA

FCS Superior Biochrom

HBSS Gibco (Lifetechnologies)
HEPES Buffer Solution 1(M) Gibco (Lifetechnologies)
L-Glutamin 200mM 100x Gibco (Lifetechnologies)
Medium 199, HEPES Modification SIGMA

PBS SIGMA
Penicillin/Streptomycin (5000U/ml) Gibco (Lifetechnologies)
Percoll GE Healthcare

Folgende Medien fiir Zellkultur wurden selbst angesetzt:

3 % Trypsin (v/v)
Verdaul6sung Trypsin-HBSS 3 % DNAse | (v/v)
(Isolierung NRVCM) 0,04 M HEPES Puffer

4 mM NaOH

2% P/S (v/v)

ad 50 ml HBSS

Stopplosung Antitrypsin-HBSS 4 % FCS-Gold (v/v)
(Isolierung NRVCM) 3 % DNase |
(Endkonzentration 300 U/ml)
2% P/S (v/v)
0,06 M HEPES
ad 50 ml HBSS

Kulturmedium NRVCM (10 % FCS) Medium 199
10 % FCS Superior (v/v)
1% P/S (v/v)
1 % L-Glutamin
1 mM CaCl,
Bei 4°C lagern
Kulturmedium NRVCM (0,5 % FCS) Medium 199
0,5 % FCS Superior (v/v)
1% P/S (v/v)
1 % L-Glutamin (v/v)
1 mM CaCl, (sterilfiltriert)
Bei 4°C lagern

Kulturmedium HEK 293 DMEM (mit L-Glutamin)
1% P/S
10% FCS Superior
Bei 4°C lagern
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10 x ADS
(Isolierung NRVCM)

1 x ADS mit Phenolrot
(Isolierung NRVCM)

1 x ADS farblos
(Isolierung NRVCM)

Percoll-Gradient Stocklésung
(fiir 6 Gradienten)

Percoll-Gradient Top-Losung

Percoll-Gradient Bottom-Losung

Fixierungspuffer
(Sulforhodamine B Farbung)

SRB Losung
(Sulforhodamine B Farbung)

Waschl6sung
(Sulforhodamine B Farbung)

Elutionspuffer

1163,3 mM NaCl

197,2 mM HEPES

94,2 mM NaH2P0O4 x H20
55,5mM Glukose

53,6 mM KCl

8,3 mM MgS04 x 7 H20
pH mit 5M NaOH auf 7,4

450 ml H20 (wasser ad injectabilia)
50 ml 10x ADS

1 Spatelspitze Phenolrot
Sterilfiltrieren

Bei 4°C lagern

450 ml H20 (wasser ad injectabilia)
50 ml 10x ADS
Sterilfiltrieren
Bei 4°C lagern

36 ml Percoll
4ml 10xADS
Bei 4°C aufbewahren

13,5 ml Stocklésung
16,5ml 1x ADS mit Phenolrot
Bei 4°C aufbewahren

19,5 ml Stocklésung
10,5ml 1x ADS farblos
Bei 4°C aufbewahren

95% EtOH (v/v)
5% Eisessig (v)
Lagerung bei -20°C

0,4% Sulforhodamin B Natriumsalz
1% Eisessig
Lagerung lichtgeschiitzt bei RT

1% Eisessig

10mM Tris ungepuffert (pH10-10,5)
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2.1.3 Antikorper

Tabelle 2.1.5: Primarantikorper fiir Western Blotting.
Name Eingesetzte Spezies System Hersteller

Verdiinnung
AKT 1:1000 Rabbit LiCor Cell Signaling
pAKT (Ser473) 1:1000 Mouse LiCor Cell Signaling
GRP78 1:1000 Rabbit LiCor Cell Signaling
CHOP 1:1000 Rabbit ECL SantaCruz
Cleaved 1:1000 Rabbit ECL CellSignaling
Caspase3
CaMKIl 1:1000 Mouse ECL
pCaMKII 1:1000 Rabbit ECL Cell Signaling
(Thr286)
KDEL 1:500 Mouse LiCor Santa Cruz
PLN 1:7500 Mouse LiCor
pPLN 1:5000 Rabbit LiCor
GAPDH 1:20 000 Mouse LiCor/ECL
P53 1:1000 Rabbit ECL CellSignaling
pHiston 2A.X 1:400 Rabbit Immunfloureszenz CellSignaling
(Ser139)

Sekundarantikoper

Tabelle 2.1.6: Fiir die Western Blot Detektion verwendete Sekundarantikorper.

Antikorper Verdiinnung System Hersteller
goat anti-mouse IgG 1:10000 LiCor Invitrogen
(H+L) Alexa Fluor® 680

Anti-rabbit 1gG (H+L) 1: 15000 LiCor CellSignaling
DyLight(TM)800

Goat anti-mouse IgG- 1:10000 ECL Santa Cruz
HRP

Goat anti-rabbit IgG-HRP  1:10000 ECL SantaCruz

Sekundarantikorper fir Immunfluoreszenz

Tabelle 2.1.7: Sekundarantikérper fiir die Immunfluoreszenz.

Verdiinnung Hersteller
goat anti-rabbit IgG (H+L) 1:200 Invitrogen
| Alexa Fluor®568




Material und Methoden | 32

2.1.4 Nukleinsduren

2.14.1 Plasmide

Die Plasmide wurden von Ag Miiller zur Verfligung gestellt.

Tabelle 2.1.8: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Name Verwendung Antiobiotikaresistenz
pUF-CMV-MLC800-spA5 GRP78 Rekombinates Plasmid Amp
Virusprodution
pUF-CMV-MLC800-Luc Luciferase Rekombinates Plasmid Amp
Virusprodution
pDP9rs Helferplasmid Virusproduktion Amp
pDP6rs Helferplasmid Virusproduktion Amp
pUC18 Kontrollplasmid Klonierung Amp

Fiir die urspriingliche Klonierung von pUF-CMV-MLC800-HSPA5 verwendete Sequenz von
GRP78:

atgatgaagttcaccgtggtggccgcectgctctgectgectgectgggecgeccgtgagageccgaggaagaggacaagaaagagga
cgtcggcacagtcgtcggcatcgacctgggcaccacctacagctgecgtgggecgtgttcaagaacggcagagtggagatca
ttgccaacgaccagggcaacagaatcacccccagctacgtggecttcacccccgagggcgagagactgatcggecgacgece
gccaagaaccagctgaccagcaaccccgagaacaccgtgttcgacgccaagaggctgatcggcagaacctggaacgacce
cagcgtgcagcaggatatcaagttcctgcceccttcaaggtggtggagaagaaaaccaagccctacatccaggtggacatcg
gcggaggccagaccaagaccttcgeccecccgaagagatcagecgectatggtgectgaccaagatgaaagagacageccgaggcce
tacctgggcaagaaagtgacccacgccgtggtgaccgtgecccgectacttcaacgacgecccagagacaggccaccaagga
tgccggcacaatcgccggectgaacgtgatgagaatcatcaacgagcccacagecgcecgctatecgectacggectggaca
agagagagggcgagaagaacatcctggtgttcgatctgggaggcggcacctttgacgtgtcecctgectgaccatcgacaac
ggcgtgttcgaggtggtggctacaaacggcgatacacacctgggcggcgaggacttcgaccagagagtgatggaacactt
catcaagctgtataagaaaaagaccggcaaggacgtgcggaaggacaacagagccgtgcagaaactgagaagagaggtgg
agaaggccaagagagccctgagcagccagcaccaggccagaatcgagatcgagagettecttcgagggagaggatttcage
gagacactgaccagagccaagttcgaggaactgaacatggacctgttcagatccaccatgaagcccgtgcaggaagtgcet
ggaagatagcgacctgaagaagtccgacatcgacgagatcgtgctggtcggcggcagcaccagaatccccaagatccage
agctggtgaaagagttcttcaacggcaaagagcccagcagaggcatcaaccctgacgaggeccgtggcttacggegetget
gtgcaggctggcgtgctgtctggcgaccaggacaccggcgacctggtgectgectggacgtgtgecccactgaccctgggeat
cgagacagtgggcggcgtgatgaccaagctgatccccagaaacaccgtggtgecccaccaagaagtcccagatecttcecagea
ccgccagcgacaaccagcecccaccgtgaccatcaaggtgtacgagggcgagecggecccctgaccaaggacaaccatcectgetg
ggcacattcgacctgaccggcatccctecctgectecctecgeggegtgecccagatcgaagtgaccttecgagatcgacgtgaa
cggcatcatcagagtgaccgccgaggacaagggcaccggcaacaagaacaagatcaccatcacaaacgaccagaacagac
tgacccccgaagaaatcgagagaatggtgaacgacgccgagaagttcgeccgaagaggataagaagctgaaagagcggatce
gacaccagaaacgagctggaaagctacgcctacagcctgaagaaccagatcggcgacaaagagaagctgggecggcaagcet
gtccagcgaggacaaagaaaccatggaaaaggccgtggaagagaagatcgagtggctggaaagccaccaggacgctgaca
tcgaggacttcaaggccaagaagaaagaactggaagagatcgtgcagcccatcatcagcaagectgtacggetectggegge
ccacctcctaccggcgaagaggacaccagcgagaaggacgagctgtga
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2.1.4.2 Oligonukleotide

Primer fur gantitative Realtime PCR (Lifetechnologies),Reinigungsgrad "desalted".

Tabelle 2.1.9: Sequenzen der verwendeten Realtime PCR Primer.

Zielgen Sequenz 5' - 3' Annealingtemperatur Spezies
GRP78 vorwirts TGCAGCAGGACATCAAGTTC 60°C Maus
GRP78 riickwarts TACGCCTCAGCAGTCTCCTT

GRP78 vorwarts CCTGTTGCTGGACTCTGTGA 60°C Ratte
GRP78 riickwarts GAATACACCGACGCAGGAAT

CHOP vorwarts CCTAGCTTGGCTGACAGAGG 58°C Ratte
CHOP riickwarts CTGCTCCTTCTCCTTCATGC

18S vorwarts TCAAGAACGAAAGTCGGAGG 57-63 Ratte, Maus
18S riickwarts GGACATCTAAGGGCATCAC

Hprtl vorwarts GTCCCAGCGTCGTGATTAGC >60°C Maus
Hprtl riickwarts GTGATGGCCTCCCATCTCCT

2.1.5 Gerate und Software

Tabelle 2.1.10: Verwendete Gerite.

Agarose-Gelkammer Bio-Rad, Miinchen
Brutschrank, 37 °C HEREUS, Kleinostheim

CO2 Inkubator Thermo Scientific, Karlsruhe
Elektrophoresegerat Bio-Rad, Miinchen

Echo Vevo 2100 FUJIFILM Sonosite, B.V., Amsterdam, Niederlande
Feinwaage Mettler, GieRen
Fluoreszenzmikroskop 1X81; CellR MT20 Olympus, Hamburg
Heraeusultifuge 4 UR Thermo Scientific, Karlsruhe
Luminometer Berthold, Bad Wildbach
Magnetriihrer Model L-71 Labor Brand, GieRRen
Megafuge Sorvall RC6 Thermo Scientific, Karlsruhe
MylQ ICycler (PCR-Gerat) Bio-Rad, Miinchen
Nanodrop Thermo Scientific, Karlsruhe
Odyssey CLX Licor, Bad Homburg
Pipetboy neo lab, Heidelberg
pH-Meter MP220 Mettler Toledo, GieRen
SDS-Gelkammern XCell Surelock Invitrogen, Karlsruhe
SemiDry Blotter Bio-Rad, Miinchen
Spektrophotometer U-2000 Hitachi, Mannheim
Sterilwerkbank Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
TischkihlzentrifugeSigma 1-15K Sigma , Osterode am Harz
Transilluminator Alpha DigiDoc Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA
Vortexgerat neo lab, Heidelberg

Waage EW 6000-1M Kern, Balingen

Wasserbad E100 Lauda, Lauda-Konigshofen
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Widefield-Mikroskop Nikon, Dusseldorf

Wippe neo lab, Heidelberg
ChemiDoc ECL Scanner Bio-Rad, Miinchen

Gel Doc XR System Bio-Rad, Miinchen

ELISA Reader Multiskan Spectrum Thermo Scientific, Karlsruhe
Spannungsregler Power Pac HC Bio-Rad, Miinchen
ADVANTAGE PV Loop system Scisense, Ontario (Kanada)

Tabelle 2.1.11: Verwendete Software zur Auswertung und Analyse.

Programm Firma Anwendung

Imagelab Bio-Rad ECL Western Blots

Image J (Freeware) National Institutes of Health, TUNEL Assay,Immunfluoreszenz
Bethesda, Maryland

ImageStudio Licor Odyssey Western Blots

Labscribe 2.0 Iworx/scisense Auswertung Druck-Volumen Kurven

Echo Vevo 2.0 Visualsonics Auswertung Echokardiographie

2.1.6 Organismen und Tiere

2.1.6.1 Bakterienstidmme

E.coli DH 5alpha
F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1
gyrA96 relAl

E.coli Top10
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A

E.coli SURE2
endAl gInV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB rec) sbcC umuC::Tn5 uvrC el4- A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)171 F'[ proAB* lacl® lacZAM15 Tn10 Amy Cm"]

2.1.6.2 eukaryotische Zelllinien

HEK 293 STR Profil: Amelogenin: X

CSF1PO: 11,12
D13S317: 12,14
D16S539: 9,13
D5S818: 8,9
D7S820: 11,12
THO1:7,9.3
TPOX: 11
VWA: 16,19


http://www.bio-rad.com/de-de/product/gel-doc-xr-system
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2.1.6.3 Tierstdmme

In vivo Modell der Doxorubizin induzierten

Kardiotoxizitat C57/BI6Nj (Janvier Labs)
Neonatale Ratten zur Isolierung
ventrikuldrer Kardiomyozyten Wistar (Janvier Labs)

Es wurde der C57/BI6Nj-Stamm gewahlt, da dieser Stamm im Gegensatz zum J-Stamm keine
Mutation im Nnt Gen tragt, von der vermutet wird, dass sie die Mause empfindlicher fiir
oxidativen Stress macht [78].

Albino rat - a/a, B/B, Tyr"/Tyr’, h/h MHC: RT1"” - Erythrocyte antigenes: RT2°, RT8" -
Lymphocyte antigene: RT6°, RT7°

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2211 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli

Fir jegliche bakteriellen Arbeiten, wie Kulturen zur Plasmidpraparation, Transformation oder
zur Herstellung von Glycerindauerkulturen, wurden zunachst 5 ml LBy mit entsprechendem
Antibiotikum steril mit einer Einzelkolonie als UK angeimpft. Von hiufig verwendeten
Stammen wurde eine UK auf einer LBo-Platte zu Einzelkolonien ausgestrichen und von diesen
angeimpft. Die Platte wurde 2-4 Wochen bei 4°C aufbewahrt und dann wieder neu
ausgestrichen.

2.2.1.2 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E.coli

Aus der UK einer Einzelkolonie von E. coli SURE2 wurden 40 ml LBO 1:100 angeimpft und ca.
2 h bei 37°C unter Schiitteln (200 rpm) bis zu einer OD600 von mind. 0,3 inkubiert. Nach dem
Abzentrifugieren (4500 rpm, 10 min, 4°C; Megafuge, Rotor: F21-x50y) wurde das Pellet in 2
ml gekiihltem TSS-Medium (Transformation and Storage Solution) resuspendiert. 200 pl
Zellen wurden mit der DNA (1 ul bei reiner DNA, isoliert mit Hilfe des Qiagen QlAprep Spin
Kits, bzw. der komplette Ligationsansatz bei Ligationen) gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Anschliessend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fir 90 s, nach dem die Zellen



Material und Methoden | 36

sofort wieder auf Eis gekiihlt wurden. Zur Erholung und Ausbildung der Resistenz wurden die
Transformationsansatze in Schottrohrchen mit 2 ml LBy Gberfiihrt und 50 min bei 37°C im
Schittler inkubiert. Fiir eine Transformation mit reiner Plasmid-DNA wurden 100 pl der
Kultur auf LBy mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert, fiir die Transformation mit einem
Ligationsansatz wurde das komplette Pellet ausplattiert. Die Platten wurden UN bei 37°C
inkubiert. Als Kontrollen wurde ein Ansatz mit 0,1 ng pUC18 transformiert und ein Ansatz
ohne Zugeben der DNA der gleichen Prozedur unterzogen.

2.2.13 Plasmidpréparation aus Bakterien

Die Plasmidisolierung mdoglichst reiner DNA fiir Klonierungen und Transformationen erfolgte
Uber das QlAprep Spin Miniprep Kit. nach den Anweisungen des dem Kit beiliegenden
Handbuchs. Fiir langere Lagerung wurde die Plasmid-DNA bei -20°C eingefroren, haufiger
verwendete Plasmide wurden bei 4°C gelagert.

2.2.1.4 Plasmidpréiparation aus Bakterien-GrofSkulturen (QIAGEN Plasmid Giga Kit)

Die Plasmidpraparation erfolgte nach den Vorschriften Handbuchs fiir das QIAGEN Plasmid
Giga Kit (5). Eine 15ml Vorkultur wurde aus einer 1:150 aus einer mit einer Einzelkolonie
angeimpften UK inokuliert und fiir 6h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Dann wurden aus
dieser Vorkultur 6 L LB Medium (mit Antibiotikum) 1:500 angeimpft und UN bei 37°C im
Schittler inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Bakterienkultur wurde das Pellet wie im
Handbuch beschrieben behandelt, allerdings mit folgenden Abweichungen:

- Nach der Zugabe von Puffer 3 wurde das Lysat Uber ein Filterpapier filtriert und nicht wie
im Handbuch beschrieben abzentrifugiert.

- Die Fallung des die DNA enthaltenden Eluats und die nachfolgenden Waschschritte
erfolgten in vier 50ml Reaktionsgefalien.

-Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 3000 rpm fiir 45 Min (Megafuge) bei 4°C
prazipitiert.

- Der EtOH-Waschschritt wurde mit 3000 rpm fiir 30 Min bei 4°C durchgefiihrt.

Die prazipitierte DNA wurde in 2ml sterilem H,O resuspendiert und bei 4°C gelagert.
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2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Nanodrop 2000. Es wurden dafir 1ul DNA
bzw. RNA unverdiinnt auf die Messplattform aufgetragen und nach Herstellerangaben
gemessen.

Bei Plasmid -GIGA-Pradparationen fir die Virusproduktion erfolgte eine Dreifachbestimmung.
Dazu wurde die DNA erst auf RT erwarmt und dann 1ul zur Messung auf die Nanodrop
Plattform aufgetragen.

2.2.1.6 Isopropanolfdllung

Neben der Verwendung von Saulen zur Aufkonzentrierung oder Sauberung der DNA von
Proteinen, kann die DNA auch mit Isopropanol gefallt werden. Der Ansatz wurde mit 1
Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen 3M Na-Acetat (pH6,2 )versetzt und 30 min (RT) bis
1h (4°C) gefallt. Die DNA wurde pelletiert (10 min, 13 000 rpm,Tischkihlzentrifuge), jeweils
1x mit 1 Volumen 70% EtOH bzw. 100% EtOH gewaschen und dann in dem gewtinschten
Volumen H,Omp resuspendiert.

2.2.1.7 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Fir Ligationen und um Plasmide mit dem korrekten insertierten Fragment zu identifizieren,
wurde die DNA durch Restriktionsendonukleasen verdaut. In der Regel erfolgte der Verdau
in einem Volumen von 10 pl. Die DNA (100-200 ng) wurde mit 1/10 Volumen 10x Puffer fir
das entsprechende Enzym, 0,5 pl (5-25 Units) Enzym und gegebenenfalls 1/10 Volumen BSA
(10 fach-konzentriert) gemischt und mit H,Omp auf das Endvolumen gebracht. Fir
Testverdaus zur ldentifizierung richtiger Klone wurden die Ansdtze 1 h bei der vom
Enzymhersteller angegebenen Temperatur im Wasserbad inkubiert, Die Analyse der
Testverdaus erfolgte Gber Agarosegelelektrophorese.

Um kompatible Enden fiir Ligationen zu generieren wurden Vektor und Insert fiir 3 h mit den
Restriktionsnukleasen inkubiert. Sollte mit zwei verschiedenen, nicht kompatiblen
Restriktionsenzymen geschnitten werden, wurde zunachst der Verdau mit einem Enzym wie
beschrieben durchgefiihrt, anschliessend die DNA (iber eine Isopropanolfidllung von Enzym
und Puffer gereinigt und dann mit dem zweiten Enzym verdaut. Die verdaute DNA fir
Ligationen wurde {(iber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die gewlinschten
Fragmente mit dem QlAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel eluiert.

2.2.1.8 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinséuren
Fiir Standardanwendungen wie Restriktionsverdau und die Auftrennung von Fragmenten

grofRer als 500 bp wurde ein 0,8%iges Agarosegel in TAE verwendet. Die Agarose wurde in
einem Erlenmeyerkolben in 80ml TAE durch Erwdrmen vollstandig gelost. Nach kurzem



Material und Methoden | 38

Abklhlen wurden 1,5ul einer 1% Ethidiumbromidlésung unter dem Abzug hinzu pipettiert
und druch schwenken des Kolbens verteilt. Die Agaroselésung wurdeunter Vermeidung von
Luftblasen in einen mit Klebeband abgeklebten Elektrophoreseschlitten ca 1cm hoch
gegossen und mit eingestecktem Kamm fest werden gelassen. Nach Auftragen der Proben
erfolgte die Elektrophorese bei 80V fiir ca, 1h (20cm Elektrodenabstand).

Als Langenstandard wurde die "100bp extended ladder" verwendet. Fir die Auftrennung
kleiner Fragmente unter 500 bp wurde ein 2%iges Agarosegel und die GeneRuler Ultra Low
"Range DNA Ladder" verwendet.

2.2.1.9 Behandlung mit alkalischer Phosphatase (AP)

Die Entfernung der 5'-Phosphatgruppen durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase
erfolgte, um bei Plasmiden, bei denen die mit dem Insert kompatiblen Enden nur mit einem
Enzym generiert wurden, die Wahrscheinlichkeit einer Rezirkularisierung zu verringern. Nach
Durchfiihrung des Restriktionsverdaus wurde die Plasmid-DNA Uber eine Isopropanolfallung
gereinigt und mit 18 pl H20 (nukleasefrei) eluiert. Zu diesem Volumen wurden 2 ul 10x AP-
Puffer und 1 pl (20 U) alkalische Phosphatase gegeben. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C
inkubiert, uber ein 0,8%iges Agarosegel aufgetrennt, aus dem Gel eluiert und fiir die Ligation
eingesetzt.

2.2.1.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Aufreinigung erfolgte mit dem QlAquick Gel Extraction Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben

2.2.1.11 Ligation doppelstriingiger DNA-Fragmente

Das Vektorplasmid wurde mit Restriktionsenzymen so geschnitten, dass zu dem Insert
korrespondierende Enden entstanden (glatte bzw. uberstehende Enden) und gegebenenfalls
mit AP behandelt. Nach der Auftrennung durch Agarosegelelektrophorese wurden die
Fragmente mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel eluiert. Die relative DNA
Menge wurde durch Vergleich der Bandeintensitdt im Agarosegel abgeschatzt und von den
gereinigten Fragmenten so viel eingesetzt, dass fiir Klonierungen mit glatten Enden ein
Verhaltnis Vektor zu Insert von ca. 1:5 erreicht wurde, fir Klonierungen mit iberstehenden
Enden ein Verhaltnis Vektor zu Insert von ca. 1:3. Die Ligationsreaktion wurden in einem
moglichst kleinen Volumen (5-10ul) mit 1/10 Volumen 10x Ligasepuffer und 1 pl T4-DNA-
Ligase (1 U) durchgefiihrt. Die Ligation erfolgte fiir ca. 20 h bei 16°C. Bei jeder Ligation wurde
eine Kontrollansatz mitgefilihrt, der nur den Vektor ohne Insert enthielt.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM1213
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM1213
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2.2.1.12 Wiederherstellung des pUF-CMV-MLC800-HSPA5

Da im Plasmid pUF-CMV-MLC800-HSPAS eine der invertierten terminalen Wiederholungen
der Virussequenz durch Rekombination verloren gegangen war, musste das Plasmid mit Hilfe
des pUF-CMV-MLC800-Luc neu kloniert werden. Dafiir wurde mit 1,5ug beider Plasmide ein
Restriktionsverdau mit Xbal in einem Gesamtvolumen von 20ul durchgefiihrt. Nach einer
Isopropanolfdllung fir 40 Min auf Eis (vgl. Kapitel 2.2.1.6) erfolgte eine AP Behandlung des
Vektorrickgrades (vgl. Kapitel 2.2.1.9). Die Fragmente wurden (iber ein 0,8%iges Agarosegel
aufgetrennt und das GRP78 Fragment des Hspa5-Plasmids und das Vektor-Riickgrad des
Lucferase-Plasmids auf dem Transilluminator ausgeschnitten. Die Ligation erfolgte UN bei
16°C. Um korrekte Klone zu identifizieren erfolgten zunachst Restriktionsverdaus mit Bglll
(Fragmente 3,1 kb; 2,9 kb; 899 bp) bzw. Ndel (Fragmente 5,9 kb; 1,0 kb). Die Intaktheit der
invertierten terminalen Wiederholungen erfolgte durch Testrestriktion mit Smal (Fragmente
3,0kb; 2,3 kb;1,6 kb).

2.2.1.13 RNA-Isolierung aus Zellen (NRVCM)

Die Zellen wurden in 1 ml kaltem Trizol geerntet und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
eingefroren.

Ab diesem Zeitpunkt wurden alle weiteren Schritte auf Eis durchgefiihrt. Nach dem Auftauen
wurden 200ul eiskaltes Chloroform zu der Zellsuspension gegeben und die Proben durch
kraftiges Schiitteln homogenisiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei
14000 rpm, 15 Min, 4°C (Eppendorf Tischkihlzentrifuge). Zweimal 200ul der oberen,
wassrigen Phase wurden in ein steriles, RNase freies Gefal} transferiert, ohne dabei die
weille Proteinphase aufzuwirbeln.

Nach der Zugabe von 400ul eiskaltem Isopropanol und 1,5ul Polyacryl-Carrier wurden die
GefiRe zum Mischen 2-3 mal invertiert , dann wurde die RNA zur Prizipitation UN bei -20°C
inkubiert.

Die gefallte RNA wurde bei 14000 rpm, 15 Min 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde mit einer
Pipette abgenommen und das Pellet zweimal mit 1ml 75% eiskaltem Ethanol gewaschen. Die
Zentrifugation fir die Waschschritte erfolgte ebenfalls bei 14000 rpm, 15 Min 4°C. Dann
wurde das Ethanol moglichst vollstandig entfernt und die GefaBe zum Trocknen der RNA 10-
15 Min bei RT stehen gelassen. Das trockene Pellet wurde in 20ul DEPC-H,0 resuspendiert
und die RNA Konzentration im Nanodrop bestimmt. Die RNA wurde fir kurze Zeitraume bei -
20°C gelagert, fiir langere Lagerungszeitraume bei -80°C.

2.2.1.14 RNA-Isolierung aus Gewebe

Fiir die RNA lIsolierung aus Gewebe wurden 4 sterile Kermamikkugeln und 1 ml Trizol in ein
stabiles ReaktionsgefaR mit Schraubdeckel vorgelegt und dann das Gewebe auf Eis
hinzugegeben. Der Aufschluld erfolgte mit der Kugelmihle bei 5500 rpm fiir 20 Sekunden.
Notfalls wurde nach kurzer Inkubation auf Eis der Aufschlufld wiederholt.
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Das in Trizol homogenisierte Gewebe wurde 5 Min auf Eis inkubiert, damit die
Nukleoproteinkomplexe dissoziieren kénnen und dann in frische 1,5 ml ReaktionsgefaRe
transferiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle weiteren Schritte auf Eis durchgefuhrt. 200ul
eiskaltes Chloroform wurden zu der Zellsuspension gegeben und die Proben durch kraftiges
Schitteln homogenisiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei 14000 rpm,
15 Min, 4°C (Eppendorf Tischkihlzentrifuge). Zweimal 200ul der oberen, wassrigen Phase
wurden in ein steriles, RNase freies Gefal3 transferiert, ohne dabei die weille Proteinphase
aufzuwirbeln. Nach der Zugabe von 500ul eiskaltem Isopropanol wurden die GefdlRe zum
Mischen 2-3 mal invertiert, dann wurde die RNA zur Prazipitation UN bei -20°C inkubiert.

Die gefillte RNA wurde bei 14000 rpm, 15 Min 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde mit einer
Pipette abgenommen und das Pellet zweimal mit 900ul 75% eiskaltem Ethanol gewaschen.
Die Zentrifugation fir die Waschschritte erfolgte ebenfalls bei 14000 rpm, 15 Min 4°C. Dann
wurde das Ethanol moglichst vollstdandig entfernt und die Gefalle zum Trocknen der RNA 10-
15 Min bei RT stehen gelassen. Das trockene Pellet wurde in 20ul DEPC-H,O resuspendiert
und die RNA Konzentration im Nanodrop bestimmt. Die RNA wurde fir kurze Zeitraume bei -
20°C gelagert, fiir langere Lagerungszeitraume bei -80°C.

2.2.1.15 Reverse Transkription

Die reverse Transkription von RNA zu cDNA erfolgte mit dem ,,iScript cDNA Synthesis Kit”
von Bio-Rad nach Anleitung in einem RNAse-freien PCR Gefdl}. Pro Transkriptionsansatz
wurden folgende Mengen und Volumina verwendet:

5x iScript Reaction Mix 4ul

iScript Reverse Transkriptase 1pl

Nukleasefreies Wasser Add 20ul
1lug Gesamt RNA X ul
samtvolumen 20ul

Die Transkription erfolgte im PCR Cycler mit folgenden Zyklen:

5 Min bei 25°C

30 Min bei 42°C
5 Min bei 85°C
,Hold“ bei 4°C

Die cDNA wurde daraufhin 1:100 in DEPC-H,0 verdiinnt und bei -20°C gelagert.
Die unverdiinnte cDNA wurde ebenfalls bei -20°C gelagert.
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2.2.1.16 quantitative Realtime-PCR

Die relative Quantifizierung spezifischer mRNAs erfolgte durch quantitative Realtime PCR mit
dem SYBR Green Reaction Mix (Bio-Rad) in 96 well-Platten.Zunachst wurden alle mRNAs
durch eine PCR mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben (s. 2.2.1.15). Fir die
guantitative Realtime PCR wurden 6,5ul der 1:100 verdiinnten cDNA eingesetzt. Die
Reaktionsansatze wurden wie folgt angesetzt (Angabe pro well):

7,5ul  Sybr Green

0,5ul  Primer vorwarts (3uM)
0,5ul  Primer rickwarts (3uM)
6,51  cDNA (1:100)

Dabei wurde fir jedes Primerpaar ein Mastermix aus SybrGreen und Primerlésung fiir alle zu
untersuchenden Proben hergestellt. 8,5ul des Mastermixes wurden unter Anwendung des
Verfahrens des reversen Pippettierens in die wells gegeben. Dann wurde die cDNA an den
Rand der wells pipettiert. Die Platte wurde kurz zentrifugiert, um den Mastermix mit der
cDNA zu mischen. Die Realtime PCR erfolgte dann mit folgenden Bedingungen:

Schritt Temperatur Zeit

1 95°C 3 Min

2 95°C 10s
Annealingtemperatur  45s 40x
72°C 30s

3 95°C 1Min

4 55°C 1Min

5 Schmelzkurve ab 55°C  10s 80 Schritte

6 4°C Hold
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2.2.2 Biochemische Methoden
2221 Proteinaufreinigung aus Zellen

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und 30 min auf Eis inkubiert, damit der RIPA Puffer die
Zellmembran aufbrechen kann. Dann wurden die Proben fiir 15 Min bei 14000 rpm und 4°C
(Tischkiihlzentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR
transferiert und die Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt.

Danach wurden die Proben mit RIPA Puffer auf eine einheitliche Proteinkonzentration
(maximal 5ug/ul) gebracht und in 55ul Aliquots bei -20°C gelagert.

2.2.2.2 Proteinaufreinigung aus Gewebe

Ein ReaktionsgefaR mit Schraubdeckel wurde mit 4 Keramikkugeln und 400ul RIPA Puffer
versetzt und auf Eis gelagert. Maximal 20mg Gewebe wurden hinzugegeben und zlgig in
einer Kugelmihle bei 6000 rpm fiir 30 sek aufgeschlossen. Nach 5 Min Inkubation auf Eis
erfolgte ein zweiter Aufschluss ebenfalls mit 6000 rpm fiir 30 sek.

Das Homogenat wurde 30 Min auf Eis inkubiert, damit der RIPA Puffer die Zellmembran
aufschliessen kann. Dann wurden die Proben fiir 15 Min bei 14000 rpm und 4°C
(Tischkiihlzentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiR
transferiert und die Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt.

Danach wurden die Proben mit RIPA Puffer auf 5ug/ul verdiinnt und in 55ul Aliquots bei -
20°C gelagert.

2223 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzmetrationsbestimmung erfolgte mit dem DC Protein Assay Kit von Bio-Rad
Die zu bestimmenden Proben wurden in einem 5ml Polypropylenréhrchen 1:10
(Zellkulturproben) bzw. 1:20 (Gewebeproben) mit RIPA Puffer verdiinnt, so dass das
Endvolumen 50pl betrug. Es wurden pro Probe 250ul Puffer A und 5ul Puffer C vorgemischt
und dann je 255ul der Losung zu den Proben gegeben. Nach 15 Minuten Inkuabtion wurden
die Messlosung in Photometerkiivetten transferiert und es erfolgte die Messung der
Absorption mit dem Photometer bei einer Wellenlange von 750nm. Fir die
Nullwertbestimmung des Photometers wurde eine Probe mit 50ul RIPA Puffer mitgefiihrt.

Die Proteinkonzentration ergibt sich aus einer vorher bestimmten Kalibrierungsgeraden mit
einer BSA Standardreihe 0 bis 1,2 mg/ml in RIPA Puffer wie folgt:

Proteinkonzentration n = (Ay70,m/m)* Verdiinnungsfaktor

m= Steigung der Kalibriergeraden
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2.2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichtes wurden Gele mit
einem kontinuierlichen Polyacrylamid-Gradienten von 0,4% bis 20% verwendet
(Lifetechnologies).

20-24ul der verdinnten Proteinlosung wurden mit 5-6 ul 5xSDS-Ladepuffer versetzt, mit
dem Vortex gemischt und 5 Min bei 85°C inkubiert. Nach kurzem Abkiihlen wurden die
Proben kurz zentrifugiert um das gesamte Volumen am GefdRboden zu sammeln. Die
Geltaschen wurden kurz mit Hilfe einer lang ausgezogen Pipettenspitze mit Kathodenpuffer
gespllt, um Gelreste zu entfernen. Dann wurden die Proben in die Geltaschen pipettiert. Pro
Geltasche wurden - wenn moglich - 100ng Gesamtprotein geladen, maximal jedoch 30ul der
verdiinnten und mit Ladepuffer versetzten Proteinlosung. Als ProteingroRenstandard
wurden 5ul des SeeBlue Prestained Protein Markers in eine zusatzliche Geltasche pipettiert.

Die Separation der Proteine erfolgte bei konstant 100V fir 2h auf Eis. Fir die Detektion sehr
kleiner Proteine wie Phospholamban wurde die Elektrophorese schon nach 1 Stunde
abgebrochen

2.2.2.5 Western Blot

Die Nitrocellulosemembran wurde 1 Min in reinem Methanol vorinkubiert und dann in
Semidry-Blotpuffer Gbertragen. SDS-Gel und 2 Lagen dickesauf GelgroRe zugeschnittenes
Whatmanpapier wurden ebenfalls 5 Min in Semidry-Blotpuffer inkubiert. Dann wurde der
Blot in folgender Reihenfolge aufgebaut. Anode-Whatmanpapier- Nitrocellulosemembran-
Gel-Whatmanpapier-Kathode

Eventuell entstandene Luftblasen wurden mit Hilfe einer abgesadgten serologischen Pipette
aus dem Aufbau herausgerollt. Der Proteintransfer erfolgte dann im Semidry-Blotter (Bio-
Rad) bei 15V fiir 53 Minuten. Nach dem Auseinanderbauen des Blots wurde die Membran in
i-Block fir mind 1h bei RT inkubiert, bevor die Inkubation mit dem Primar-Antikérper UN bei
4°C ebenfalls in i Block erfolgte. Am nachsten Tag wurde der Blot 3x 10 Min mit PBS-T auf
dem Schiittler gewaschen und dann fiir 1h bei RT mit dem Sekundarantikérper in i-Block
inkubiert. Nach 3 maligen Waschen fir 10 Min mit PBS-T auf dem Schiittler wurde das Signal
detektiert. Bei floureszenzgekoppelten Sekundarantikorper erfolgte die Detektion direkt mit
dem Licor Odyssey. Bei "Horse Radish Peroxidase" (HRP) gekoppelten Sekundarantikorpern
wurde die Chemiluminiszenz durch Inkubation der Membran in 2ml einer Detektionslésung
gestartet. Hierfliir wurde das Signalfire(TM) ECL Detection Kit verwendet.
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2.2.3 Zellkultur - Methoden

2.23.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen (HEK293)

Die Stammkultur der HEK 293 Zellen erfolgte in T175 Zellkulturflaschen mit Filter. Ca. ???
Mio Zellen wurden pro Flasche in 21 ml DMEM (10%FCS, 1%P/S) ausgesat. Alle 4 Tage, wenn
eine Konfluenz von ca. 60% erreicht war, wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde einmal
mit 5ml warmen PBS gewaschen und danach die Zellen mit 3ml vorgewarmten Trypsin-EDTA
fir 4Min behandelt. Die Trypsinierungsreaktion wurde mit 7ml DMEM (10%FCS, 1%P/S)
gestoppt und die Zellen resuspendiert. Die Zellkonzentration einer 1:10 Verdlinnung in
DMEM (10%FCS, 1%P/S) wurde mit einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Aus der
Zellsuspension wurden die HEK293 Zellen neu in T175 Zellkulturflaschen ausgesat oder sie
wurden fir die Virusproduktion in einen 10 Etagen Cellstack ausgesat.

2.2.3.2 Isolierung und Kultivierung primdérer neonataler Ratten-Kardiomyozyten
(NRVCM)

Die NRVCM wurden aus den Herzen von 1-3 Tage alten neonatalen WISTAR-Ratten isoliert.
Die Angaben beziehen sich auf 3-4 Wiirfe mit einer Anzahl von ca. 40 neonatalen Ratten. Die
neonatalen Ratten wurden durch Dekapitation getétet und das Herz sofort entnommen und
moglichst noch schlagend in einer Schale mit 30 ml HBSS +20% P/S auf Eis gesammelt. Die
Gefdlle an der Herzbasis und die Herzohren wurden entfernt und die Herzen in 3ml HBSS
+20% P/S Uberfiihrt. Dann wurden sie mit einer Schere in 1-2 mm groRe Stiicke zerkleinert
und in ein 50 ml ReaktionsgefaR gegeben. Nach Zugabe von 5ml Verdaulosung wurde der
Uberstand abgenommen und die Herzen einmal mit 9 ml Verdauldsung gewaschen. Dann
wurde der erste Verdau durch Zugbe von 10ml Verdaulosung gestartet. Nach 10 Min auf
dem Schittler bei RT wurde der Verdau durch Zugabe von 10 ml Stoplésung angehalten und
die Suspension 30 mal mit einer 25 ml serologischen Pipette hoch und herunter pipettiert.
Der die Zellen enthaltende Uberstand wurde abgenommen, zu einem 50ml ReaktionsgefaR
mit 2,5ml FCS gegeben und bis zur weiteren Aufarbeitung auf Eis gelagert. Insgesamt wurden
9 Verdauschritte durchgefiihrt, wobei der 9. Verdau mit dem Restvolmen der Losungen
durchgefiihrt wurde.

Die Uberstinde aus den einzelnen Verdaus wurden bei 600 rpm fiir 15 Min bei 4°C
abzentrifugiert (Multifuge) und die Zellpellets nach Resuspension in je 2-3ml warmem
Medium 199 +10%FCS vereint. Es wurden 2ml DNAsel (10mg/ml) zur Zellsuspension gegeben
und mit HBSS +20% P/S auf 50ml aufgefiillt. Nachdem die Zellen durch mehrmaliges
Pipettieren der Zellsuspension mit einer 25ml serologischen Pipette vereinzelt wurden,
wurde die Zellsuspension liber ein Zellsieb gefiltert. Dann wurden die Zellen bei 100 rpm fir
5 Min pelletiert und in 12 ml kalten 1x APS Puffer gut resuspendiert. Wahrend der
Zentrifugationsschritte wurde der Percollgradient zur Auftrennung von Fibroblasten und
Kardiomyozaten vorbereitet. 4ml TOP-Lésung (rot) wurden pro Gradient in 15ml



Material und Methoden | 45

ReaktionsgefalRe vorgelegt. Dann wurde 3ml BOTTOM-Losung (farblos) unterschichtet. Die
Gradienten (6 Gradienten bei ca. 40 Tieren). wurden mit je 2ml Zellsuspension beladen und
bei 2400 rpm, 4°C fur 30 Min mit ausgeschalteten Bremsen zentrifugiert (Multifuge,
Swingbuckets). Nach der Zentrifugation befinden sich die Kardiomyozyten in der Interphase
zwischen TOP und BOTTOM-Lésung. Der Uberstand (iber dieser Phase, der auch die
Fibroblasten enthdlt, wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Dann wurde die
Kardiomyozytenfraktion bis ca. 1 cm iber dem GefaRboden abgenommen und auf zwei 50ml
ReaktionsgefalRe verteilt. Die GefaRe wurden bis 50ml mit kaltem 1x ADS Puffer aufgefillt
und bei 1000 rpm fiir 5 Min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden vereint und noch einmal mit
50ml 1x ADS gewaschen. Die Kardiomozyten wurden in 30 ml warmem Medium 199
+10%FCS aufgenommen ein Aliquot 1:1 mit Trypanblau zur Anfarbung toter Zellen gemischt
und in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt.

Folgende Zellzahlen wurden je nach Auswertungsmethode und Versuchsformat ausgesat
6-well Platte Proteine 2 Mio Doppelbestimmung

(Virus Einfachbest)

6-well Platte RNA 1 Mio Doppelbestimmung
12-well Platte TUNEL 0,6 Mio Doppelbestimmung
12-well PLatte ROS Glo Assay 0,8 Mio Doppelbestimmung

Zwei Tage nach der Aussaat wurden die Zellen mit warmem PBS gewaschen und auf Medium
199 + 0,5% FCS gesetzt. Spatestens alle 2 Tage und vor jeder Behandlung wurde das Medium
gewechselt.

2.233 Behandlung von NRVCM mit Doxorubizin

Die Behandlung der NRVCM erfolgte frihestens 24h Stunden nach dem Wechsel auf
Medium 199 (0,5% FCS). Um die Bedingungen zwischen den Versuchen moglichst gleich zu
belassen wurden die Zellen erst an Tag 5 nach dem Ausplattieren mit Doxorubizin behandelt.

Zunachst wurde frisches, vorgewarmtes Medium 199 (0,5% FCS) zu den Zellen gegeben
(siehe Tabelle). Das aliquotierte und bei -20°C eingefrorene Doxorubizin wurde auf Eis und
lichtgeschitzt aufgetaut. Dann wurde es in Medium 199 (0,5% FCS) vorverdiinnt. Von der
Vorverdiinnung wurden 50 bzw. 100ul zu den Zellen gegeben um eine Endkonzentration von
1uM zu erreichen.

Fir die Dosiskurven wurde die Vorverdiinnung so weiterverdiinnt, dass zu allen
Versuchsansatzen das gleiche Volumen der jeweiligen Vorverdiinnung gegeben werden
musste. Die verschiedenen Volumina sind in Tabelle 2.2.1 angegeben.
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Tabelle 2.2.1: Behandlung von NRVCM mit Doxorubizin. Volumina der verwendeten Medien sowie Herstellung und
eingesetztes Volumen der Vorverdiinnung.

Platte Volumen Medium Doxorubizin/ Molaritat in Molarita Volumen der
ngrof  Medium Vorverdiin  weii Vorverdiinnung t im Vorverdiinnun
e nung/well Versuch gin Versuch
6-well 1100ul 100ul 1,2ul 12uM 1uMm 100ul

6-well 1100ul 50ul 50u von 1uM 6uM 0,5uM 100ul

12-well  450pl 50 0,5ul 10uM 1uM 50ul

24-well  270ul 30 0,3ul 10uM 1uM 30ul

Die Zellen wurden fir die angegebene Zeit mit Doxorubizin bei 37°C im Inkubator bei 5.0%
CO, inkubiert

Zur Ernte wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 50ul kaltem RIPA Puffer/2 Mio
Zellen mit einem Zellschaber auf Eis geerntet. Sofort nach der Ernte wurden die Proben in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Aufreinigung bei -80°C gelagert.

2.2.3.4 Behandlung von NRVCM mit siRNA

Die Zellen wurden zweimal mit siRNA transfiziert. Einmal mit dem Wechsel auf Medium 199
0,5%FCS und noch einmal 48h nach dem Wechsel. Pro Transfektionsansatz wurden als
Mastermix zusammengemischt:

Reagenz Volumen ‘
siRNA (mM) 0,64 ul
HiPerfect 6ul

Medium 199 0,5% FCS 93,4 ul

Der Mix wurde mit dem Vortex gemischt und 5 Min bei RT inkubiert. Dann wurden 100ul auf
die mit 1,1 ml Medium 199 (0,5% FCS) bedeckten Zellen gegeben.

2.2.3.5 Transfektion von NRVCM mit Adeno-assoziierten Viren

Die Transfektion der NRVCM erfolgte 3 Tage nach dem Aussaen und 24h Stunden nach dem
Wechsel auf Medium 199 0,5%FCS in 1,1 ml Medium 199 0,5%FSC. Das Virus (Serotyp 6)
wurde direkt ins Medium gegeben und durch schwenken verteilt. Es wurden MOIs von 2,5
*10° bis 15 *10* eingesetzt Erst 48h nach Transfektion erfolgte der nichste Medienwechsel
bzw. die Behandlung mit Doxorubizin oder anderen Substanzen.

Zur Ernte wurden die Zellen viermal mit PBS gewaschen und in 50ul kaltem RIPA Puffer/2
Mio Zellen mit einem Zellschaber auf Eis geerntet. Sofort nach der Ernte wurden die Proben
in flissigem Sttickstoff eingefroren und bis zur weiteren Aufreinigung bei -80°C gelagert.
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2.2.3.6 Toxilight Assay

Zur Bestimmung des Zelltodes wurde das ToxiLight™ Non-destructive Cytotoxicity BioAssay
Kit von Lonza verwendet. Im Assay wird der beim Zelltod auftretende Austritt des Enzyms
Adenylatkinase durch die Zellmembran in das Kulturmedium als Mal} fiir den Zelltod
herangezogen. Der ToxilLight Assay unterscheidet nicht zwischen Apoptose und Nekrose.
Zum Untersuchungszeitpunkt wurden 100ul des Zelliberstands entnommen und sofort in
flissigem N, eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Herstellung des Toxilight Reagenz
erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurde maximal einmal aufgetaut und danach
verworfen.

Fiir den Assay wurden die Proben auf Eis wieder aufgetaut und mit einer Multidispense-
Pipette 5ul in Triplets in eine auf Eis gelagerte 384-well Platte transferiert. Die Platte wurde
kurz anzentrifugiert, um das Volumen an Boden zu sammeln. Dann wurden auf RT 25ul
ToxilLight Reagenz hinzugegeben, wiederum kurz abzentrifugiert und die Platte dann 5 Min
bei RT im Dunkeln inkubiert, bevor die Messung im Luminometer erfolgte. Zur Auswertung
wurde der Mittelwert der Triplets herangezogen.

2.2.3.7 TUNEL Assay (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red)

Mit dem TUNEL Assay lassen sich spezifisch die fiir Apoptose charakteristischen
Strangbriiche sichtbar machen lassen. Es wurden 600 000 Neonatale Rattenkardiomyozyten
in eine 12-well Platte mit eingelegten Glasplattchen unter Zugabe von 1:200 (V/V) Laminin
ausgesat. Um den Hintergrund im Assay zu minimieren, wurde bei jedem Medienwechsel
mit PBS gewaschen, so dass tote Zellen sorgfiltig entfernt wurden.

Am Versuchsende wurden die Zellen 4 mal mit auf 37°C vorgewadarmten PBS gespiilt und 1h
mit 4%PFA-Losung bei RT fixiert. Nach 3 maligem Waschen mit PBS wurde mit TUNEL
Permeabilisierungslosung fir 1 Min permeabilisiert. Nach weiteren 3 kurzen Waschritten mit
PBS wurde eine unbehandelte Probe als Positivkontrolle fir 10 Min auf Eis mit DNAsel nach
Herstellerangaben behandelt. Danach wurden alle Proben in einer mit feuchtem Whatman
Papier und Parafilm ausgelegen dunklen Kammer mit frisch angesetztem TUNEL Reaktions-
Reagenz (nach Herstellerangaben) fir 1h bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Das Detektions-
Reagenz wurde durch 3 maliges Waschen mit PBS fiir 10 Min auf dem Schiittler im Dunkeln
entfernt und die Glasplattchen mit Vecta Shield Mounting Medium (mit Dapi) auf
Objekttragern aufgebracht. Nach dem Trocknen des Mediums erfolgte die Analyse am
Fluoreszenzmikroskop. 8 Bilder wurden in gleichbleibendem Muster bei 100facher
VergrolRerung mit FITC und DAPI Filter aufgenommen und die TUNEL positiven Zellkerne
(rot) und die Gesamtzellkernzahl (blau) mit ImagelJ ausgezahlt.
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Protokoll zum Zdhlen TUNEL und DAPI positiver Nuklei mit Image) :

-Bild mit ImageJ 6ffnen
-Image -> Color -> split channels

-Kanal auswahlen (blau bzw. Rot)

-Process -> substract background (Voreinstellung beibehalten)
-Image -> adjust -> threshold

-Process -> binary --> make binary

-Process-> binary -> convert to mask

-Process -> binary -> fill holes

-Process -> binary -> watershed

-Analyze -> analyze particles -> 22 = 30-infinty

-zum Visualisieren der gezahlten Objekte: Pull down menu -> outlines

2.2.3.8 Nachweis und Quantifizierung der Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies
(ROS)

Der Nachweis von ROS erfolgte mit Hilfe des ROS-Glo-Assays von Promega aus dem
Uberstand iiber den Zellen. Fiir den Assay wurden 400 000 Zellen in einer 24-well Platte
ausplattiert und wie in Kapitel 2.2.3.3 und Kapitel 2.2.3.5 beschrieben behandelt. Die
Doxorubizinbehandlungen erfolgten in 300ul Medium und so, dass alle Proben zum Gleichen
Zeitpunkt mit dem Assay behandelt werden konnten. Dabei wurde das Medium in allen
Proben gleich lang mit den Zellen inkubiert. 6h vor Ende des Versuches erfolgte die Zugabe
von 30ul H202 Substrat (Substrat: Diluent = 1:40). Ab diesem Zeitpunkt wurde n die Angaben
des Protokolls fiir 50ul des Uberstandes befolgt. Um die gebildete ROS Menge auf die
Zellzahl zu normieren wurde die relative Zellzahl mittels des Sulfrhodamin-Assays bestimmt.

2.2.3.9 Sulforhodamin B Féirbung zur Bestimmung der relativen Zellzahl

Die Zellen wurden 4 mal mit PBS gewaschen, mit ca. 300ul Fixierungspuffer versetzt und
Uber Nacht oder ibers Wochenende bei -20°C inkubiert. Daraufhin wurde 2 mal mit Wasser
gewaschen, das Wasser sorgfiltig entfernt und die Zellen mit 100ul SRB Lésung fir 30 Min
unter Schiitteln im Dunkeln inkubiert. Nach entfernen der SRB Losung wurden die Zellen 4
mal mit Waschpuffer gewaschen (beim ersten mal komplett auffiillen, dann mit 200ul
Wachpuffer). Fir die Quantifizierung wurde dann das Sulforhodamin durch Zugabe von
300ul Elutionspuffer und Inkubation fiir 10 Min unter Schiittelm im Dunkeln von den Zellen
geldst. Die Messung mit 100ul des Uberstandes erfolgte bei einer Absorbtion von 565 nm.
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2.2.3.10 Immunfloureszenz basierter Nachweis von DNA Schédigungen

500000 Zellen wurden in einer 12-well Platte mit Glasplattchen ausgesaht. Nach Behandlung
mit Doxorubizin (siehe Kapitel 2.2.3.3) wurden die Zellen 5 mal mit PBS gewaschen und dann
flr 1h mit 500ul 4% PFA Losung fixiert. Nach weiterem 3 maligen Waschen mitPBs wurden
fir 10 Min mit 0,2% Triton X-100 permeabilisert. Die Zellen wurden noch 2 mal mit PBS
gewaschen,ir 1h mit I-Block Losung geblockt und dann in einer feuchten Kammer mit dem
phospho-Histon H2A.X Antikdrper (1:400 in I-Block-Lésung) UN bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Glasplattchen 3x 10 Min mit PBS auf dem Schiittler gewaschen. Die
Inkuabtion mit dem Zweitantikérper (1:200 in I-Block) erfolgte fiir 3h bei 4°C in einer
feuchten, dunklen Kammer. Nach der Inkubation wurden die Zellen 3 x 10 Min mit PBS auf
dem Schittler gewaschen (vorLicht schiitzen) und dann mit dem Vectashield Hard Set
Mounting Medium auf Objekttrager aufgebracht. Bis zur fluoreszenzmikroskopischen
Analyse erfolgte die Lagerung bei 4°C im Dunkeln.

2.2.4 Produktion und Aufreinigung rekombinanter Adeno-assoziierter Viren

2.24.1 Transfektion von HEK 293 Zellen zur Produktion Adeno-assoziierter Viren

Die HEK Zellen wurden in DMEM (10%FCS, 1% P/S) bis zum Erreichen von ca. 60% Konfluenz
(ca. 4 Tage) in T175 Zellkulturflaschen wachsen gelassen. Dann wurden sie einmal mit
warmen PBS gewaschen und mit 3ml Trypsin-EDTA ca. 4 Min inkubiert. Die Reaktion wurde
mit 7ml DMEM (10%FCS, 1% P/S) abgestoppt und die Zellen durch Resuspension mit einer
serologischen Pipetten geerntet. 10ul einer 1:10 Verdinnung wurden in der Neubauer
Zahlkammer gezahlt. 250 Millionen Zellen wurden gleichmaRig auf 2x 500ml warmes DMEM
(10%FCS, 1% P/S) aufgeteilt. Mit jeweils 23 ml dieser Zellsuspension wurden 2 T175
Zellkulturflaschen als positiv und negativ Kontrolle eingesat. Der Rest wurden in einen
Cellstack mit 10 Ebenen ausgesdt. Nach 24h Inkubation bei 37°C 5%CO,erfolgte die
Transfektion mit dem rekombinanten Virusplasmid und dem Helferplasmid.

Dazu wurde folgender Ansatz unter Beachtung der Reihenfolge hergestellt:

1 H,0 19ml
2 NaCl (300mM) 69ml
3 Helferplasmid 1525 ug

4 Rekombinantes PLasmid 392 ug

5 PEI 15,5ml
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Der Transformationsansatz wurde geschiittelt und 10 Min bei RT inkubiert. Die
Positivkontrollflasche wurde mit 4ml des Transfektionsansatzes versetzt. Der Rest wurden in
das Medium im Zellstack gegeben und durch 7maliges Wenden des Zellstacks verteilt. 3 Tage
spater erfolgte die Virusernte.

2.24.2 Isolierung und Aufreinigung rekombinanter AAV

Die zur Produktion der AAV transfizierten HEK293-Zellen wurden inklusive der
Positivkontrollflasche 3 Tage nach der Transfektion geerntet. Der Uberstand im Zellstack
wurde in einem 2L Becherglas gesammelt. Dann wurde der Zellstack einmal mit 150ml
warmen PBS gewaschen und mit 100ml 0,25% Trypsin EDTA fir 5 Min bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden durch Klopfen am Zellstack abgelost, dann wurde die Reaktion durch Zugabe
von 1L des Zellkulturiberstandes abgestoppt und die Zellen durch schiitteln von der
Oberflaiche des Zellstacks abgelost. Die Zellsuspension wurde auf drei konische
ZentrifugationsgefiRe verteilt und der Zellstack noch einmal mit dem Rest des Uberstandes
gesplilt, der daraufhin auch auf die Gefde verteilt wurde. Durch Zentrifugation bei
3400rpm, flir 10 Min bei 4°C (Multifuge) wurden die noch vitalen Zellen am Boden der
Gefalle gesammelt. Die Pellets wurden in insgesamt 30ml PBS resuspendiert und in ein 50ml
Gefald transferiert. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt bei bei 3400rpm, fir 10 Min bei
4°C (Multifuge) wurde das Pellet in 5ml Lysepuffer resuspendiert. Um hohe Virustiter zu
erhalten wurden die Pellets von zwei Zellstacks gepoolt, bei -20°C gelagert und dann
zusammen aufgereingt.

Der Zellstack wurde mit 250 ml PBS gut gespilt und noch zweimal zur Produktion

verwendet.

2.24.3 Aufreinigung und Virustiterbestimmung rekombinanter Adenoassoziierter
Viren

Die Aufreinigung und Titerbestimmung erfolgte durch die AG Miiller, Abteilung
Kardiologie,des Uniklinikums Heidelberg. Kurz beschrieben wurden die den Virus
enthaltenden HEK-Zellen durch mehrere Frier-Tau-Zyklen aufgeschlossen. Dann wurden die
verpackten Virusgenome durch Ultrazentrifugation in einem lodixanoldichtegradienten von
Zelltrimmern und leeren Viruspartikeln abgetrennt.

Fiir die Virustiterbestimmung wurde freie DNA durch Benzonase verdaut, die verpackte DNA
extrahiert und U(ber quantitative Realtime-PCR die Anzahl der Virusgenome pro ml
Virusstock bestimmt.
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2.2.5 Mausmodell der Doxorubizin induzierten Kardiotoxizitat

Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz
durchgefiihrt (Tierversuchsantrag G178/09, Regierungsprasidium Karlsruhe). Die Haltung der
Tiere erfolgte in der Interfakultaren Biomedizinischen Fakultdt Heidelberg in Barrierehaltung
und einem Tag/Nacht Rhythmus von 12h. Futter und Wasser wurde ad libitum gegeben.

Als Tiermodell der chronischen Doxorubizintoxizitdit wurden 7 Wochen alte mannliche
C57/BI6JN Mause verwendet. Fiir den Etablierungsversuch wurden die Tiere tiber 2 Wochen
je einmal mit 10 mg/kg Doxorubizin (2mg/ml Stammlosung, Klinikapotheke
Universitatsklinikum Heidelberg) i.p. injiziert. Fiir die GRP78 Uberexpression erfolgte die
Virusbehandlung 3 Wochen vor der ersten Doxorubizininjektion mit 3*10* Virusgenomen
durch Injektion in die Schwanzvene. 1 Tag vor der ersten Doxorubizinbehandlung wurde die
Ejektionsfraktion in allen Gruppen Uber Echokardiographie bestimmt. Dann wurden die
Tieren 3 Wochen mit 10 bzw. 5mg/kg Doxoribizin pro Woche i.p. injiziert. Diese Abdanderung
sollte die akute Toxizitat verringern. Alle Kontrollgruppen wurden mit dem entsprechenden
Volumen steriler 0.9% NaCl-Losung injiziert.

2-3 Wochen nach der letzten Doxorubizininjektion wurde der Versuch beendet. Das
Versuchsende wurde dynamische gestaltet, da die Tiere in jedem unterschiedlich auf das
Doxorubizin reagierten. Deshalb wurde als Abbruchkriterium der Verlust von 40% der
Doxorubizin behandelten Tiere festgelegt. Einen Tag vor dem Versuchsende wurden die
Ejektionsfraktion (ber Echokardiographie bestimmt. Am nachsten Tag erfolgte die
intraventrikulare Druck-Volumen-Messung mit dem Advantage PV-Loop-System (Scisense)
und die Tétung durch Entnahme des Herzens in Narkose.

2.25.1 Echokardiographie

Die Echokardiographische Erfassung der Ejektionsfraktion und der Wanddicke erfolgte im
Wachzustand der Tiere um kardiodepressive Effekte des Narkosemittels zu umgehen. Die
Tiere wurden 2mal an den Schallkopf gewdhnt. Dann wurde einmal in der parasternalen
langen Achse (B-Mode) aufgezeichnet, so dass der Aortenbogen und die Aortenklappen,
sowie die Papillarmuskeln sichtbar waren. AuBerdem wurde fiir die Bestimmung der
Verkirzungsfraktion im M-Mode die parasternale kurze Achse aufgezeichnet. Daflir wurden
die Sonde von der Herzbasis in Richtung Apex bewegt, bis der maximale Durchmesser mit
Abzeichnung der Papillarmuskeln zu sehen waren.

Die Auswertung erfolgte mit dem Echo Vevo 2.0 nach den Angaben im Handbuch. Zur
Bestimmung der Ejektionsfraktion im B-Mode wurde ein Kontraktionszyklus gesucht, in dem
die Myokardwande gut zu sehen waren und dieser ausgewertet. Im M-Mode wurden ca. 5
Kontraktionen ausgewertet. Fir die Wanddicke und Diameter wurden der Mittelwert von
zwei Messungen innerhalb einer Aufnahme herangezogen.
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2.2.5.2 Probennahme fiir Western Blots und Realtime-PCR

Die Probennahme erfolgte in der Regel direkt am Ende der intraventrikuldren
Druck/Volumen-Messung im narkotisierten Zustand. Der Brustkorb wurde durch eine
Inzision unterhalb des Zwerchfells und die Rippen durch Schnitte eidseits des Sternums
durchtrennt. Das Herz wurde so schnell wie mdglich durch einen Schnitt an der Aorta
abgetrennt und zum Ausschlagen in kaltes PBS transferiert. Blutreste und PBS wurden durch
Blotten auf Kimtech Tilichern entfernt und nach Wegpradparieren von Gefdliresten das
Gesamtgewicht bestimmt. Daraufhin wurde der rechte Ventrikel entfernt um, das Gewicht
des linken Ventrikels zu erhalten. Der linke Ventrikel wurde mit dem Skalpell in 2-3 Teile
zerschnitten, die direkt in flissigem N, eingefroren wurden. Die Lagerung erfolgte bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C .

2253 Bestimmung der Plasma hsTnT Level

Fiir die Bestimmung der hsTnT Level im Plasma der Mause wurden die Tiere in Isofluran-
Narkose versetzt (Narkosekammer 5% Isofluran + 5L/min O;) und ca. 200ul Blut Uber
heparinisierte Kapillaren aus dem retrobulbdren Venenplexus in 1,5ml| Reaktionsgefalie
entnommen. Durch Zentrifugation bei 2500 rpm, 4°C fiir 15 Min wurde das Plasma
abgetrennt. 10ul Plasma wurden in 390 ul 0,9% NaCl verdiinnt und bis zur Messung bei -20°C
eingefroren. Die Messung der hsTnT Level wurde durch das Analyszentrum der Uniklinik
Heidelberg durchgefiihrt, das auch Patientenproben bearbeitet.

2.25.4 Aufzeichnung intraventrikulérer Druck/Volumen Kurven

Am Versuchsende (Tag 57) wurde die Myokardfunktion mittels linksventrikuldrer
Hamodynamikmessung (in Intraperitonealnarkose: 500ug/kg Korpergewicht (KG)
Medetomidin, 5mg/kg KG Midazolom und 50ug/kg KG Fentanyl) untersucht. Nach Abschluss
der hamodynamischen Untersuchungen erfolgen die Blutentnahme (siehe2.2.5.3) und die
Entnahme des Herzens.

Zu Beginn wurde der Katheter 30Min in 0,9% Kochsalzlosung equilibriert und dann das
Kathetersystem den Angaben des Herstellers folgend mit Losungen unterschiedlicher
Leitfahigkeiten von 1000uS bis 10000uS kalibriert. Zwischen den einzelnen Messungen
wurde der Katheter in 0,9% Kochsalzlésung aufbewahrt. Vor jeder Messung wurde der
Druckmesswert (gemessen in 0,9% Kochsalzlosung] manuell auf 0 gestellt, da der Katheter
eine leichte Drift aufweist.

Nach Einleitung der Narkose wurde das Tier auf dem Riicken liegend auf einer Warmeplatte
fixiert, so dass der Kopf leicht tberstreckt war. Die Temperatur wurde liber eine Analsonde
Uberwacht Nach Inzision vom Kinn zum Sternum wurden die Speicheldriisen und die
Schilddrise zur Seite geschoben um die Trachea mit den umliegenden GefidfRen freizulegen.
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Mit Hilfe von zwei spitzen Pinzetten wurde die A. carotis interna stumpf frei prapariert und
zwei chirurgische Seidenfaden unter dm Gefall hindurchgezogen. Mit einem Faden wurde
die Carotis kranial durch einen Knoten verschlossen. Nach Abklemmen der Carotis mit einer
moglichst nah am Sternum gesetzten Micro-Serrefine wurde das Gefals durch einen kleinen
Schnitt er6ffnet. Durch diesen Schnitt wurde der Kather mit Hilfe eines Hakens eingefiihrt
und bis zur Serrefine vorgeschoben. Durch einen Knoten auf den Katheter mit dem zweiten
Faden wurde das Gefald verschlossen, so dass die Serrefine wieder gelést werden konnte.
Der Katheter wurde bis in den linken Ventrikel vorgeschoben. Nach jeder Bewegung des
Katheters wurde durch Driicken der Enter-Taste im Messmodus eine interne
Volumenkalibrierung durchgefiihrt. Es wurden mehreren Messungn mit moglichst guten
Katheterpositionen durchgefiihrt. Dabei wurde versucht, moglichst kastenférmige Druck-
Volumenkurven mit hohen Leitfdahigkeiten  (Gb-ES und  Gb-ED-Werte der
Volumenkalibirierung) zu erreichen.

Fiir die Auswertung mit dem Programm Labscribe2 wurden die Druck-Volumen-Kurven nach
Herstellerangaben mit Hilfe der Schlagvolumina aus der Echokardiographie (BMode,
parasternal lange Achse) kalibriert. Als Sigma/Epsilon Wert fur die Gewebeeigenschaften
wurde nach Riicksprache mit dem Hersteller 1100 eingegeben. Die Auswertung erfolgte
nach den Anweisungen des Herstellerhandbuchs. Es wurde der Mittelwert aus 10 qualitativ
guten Kurven gebildet.
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3 Ergebnisse

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung des potenziell protektiven Effektes einer
Uberexpression des "Glukose Regulierten Proteins 78" (GRP78) auf die
Doxorubizinkardiotoxizitat. Um klinisch relevante Aussagen Uber die
Doxorubizinkardiotoxizitat treffen zu koénnen wurden als Modelle neonatale
Rattenkardiomyocyten (NRVCM) und ein in vivo Mausmodell der Doxorubizinkardiotoxizitat
gewahlt. Im Gegensatz zu z.B. immortalisierten Zellinien erlauben diese eine vergleichsweise
unverfilschte Beobachtung der durch Doxorubizin ausgeldsten Signalkaskaden und auch der
funktionellen Veranderungen. Der Untergang von Kardiomyozyten gilt als Hauptursache der
Ausbildung einer Doxorubizinkardiomyopathie. Daher soll im ersten Teil der Arbeit die
Charakterisierung der beiden Modelle hinsichtlich der durch Doxorubizin ausgel6sten
Apoptose und beteiligter Signalkaskaden erfolgen, um danach die Modulation durch die
GRP78 Uberexpression zu untersuchen.

3.1 Charakterisierung der Doxorubizinkardiotoxizitat in vivo

Die Etablierung des in vivo Mausmodells ist ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit, da es die
Uberpriifung der Effekte einer GRP78 Uberexpression auf die Herzfunktion im Kontext des
gesamten Organismus zulasst. Hauptvalidierungsparameter war daher neben dem
Uberleben die echokardiografische Bestimmung der Ejektionsfraktion als MaR der
Herzfunktion.

Fiir das Modell wurde ein mittelfristiger Ansatz gewahlt, der die Doxorubizintoxizitat in vivo
Uber einen Zeitraum von 5-6 Wochen untersucht. Dafiir wurden mannlichen C57/Bl6
Wildtyp-Mausen Boli von 10mg/kg Doxorubizin Uber 2 Wochen i.p. appliziert, bis eine
kumulative Gesamtdosis von 20mg/kg erreicht wurde (siehe Kapitel 2.2.5 ). Dieses
Gabeschema fiihrte 21 Tage nach der ersten Dosis zu einer leichten Kardiomyopathie mit
einer Verringerung der Ejektionsfraktion von 60% auf 49% ohne eine zu hohe Sterblichkeit zu
erzeugen (Abbildung 3.1.1). Im Zusammenhang mit der Kardiomyopathie konnte ein
signifikanter Untergang von Kardiomyocyten festgestellt werden. Als Nachweis wurden die
Level des hochsensitiven Troponin T (hsTnT) im Blutplasma bestimmt. Das hsTnT wird bei
Schadigung der Kardiomyozyten durch Nekrose und Apoptose freigesetzt und gilt als Marker
fiir eine Herzinsuffizienz. Die hsTnT Level im Blut waren bei den mit Doxorubizin injizierten
Tieren an Tag 21 nach Start der Behandlung immer noch anndhernd doppelt so hoch wie in
den unbehandelten Tieren (Abbildung 3.1.1).
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Abbildung 3.1.1: Anzeichen einer Kardiomypathie 21 Tage nach Doxorubizininjektion. Links: Entwicklung der
linksventrikuldren Verkiirzungsfraktion (FS) bei mannlichen C57/BI6 M&usen nach Injektion von zweimal 10 mg/kg
Doxorubizin iiber 2 Wochen. Als Kontrolle wurden Tiere mit dem gleichen Volumen NaCl injiziert. Die FS wurde
echokardiographisch bestimmt. ctrl n=5; DOX n=10. Statistik: Two way ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P=0,0008).
Rechts: Spiegel des hochsensitiven Troponin T im Blutplasma als MaR fiir den Untergang von Kardiomyocyten an Tag 21
nach der ersten Doxorubizininjektion. Staistik ungepaarter, zweiseitiger t-Test (**P<0,05).

Neben den funktionellen Auswirkungen der Doxorubizinbehandlung sollten auch
Veranderungen auf molekularer Ebene untersucht werden, um Rickschlisse auf mogliche
Mechanismen der Toxizitdt ziehen zu kénnen. Da bei einer Gber mehrere Wochen verteilten
Doxorubizingabe die Maximaldosis erst spat erreicht wird und insbesondere schnelle, initiale
Veranderungen erfasst werden sollten, wurde fiir die molekularen Untersuchungen ein
anderes Modell verwendet.

Den Mausen wurde ein Bolus von 15-20mg/kg Doxorubizin i.p. injiziert. Nach 24h bzw. 5
Tagen wurde der Versuch beendet und die Proteinexpression im myokardialen Gewebe
untersucht. Von besonderem Interesse waren in Hinblick auf die spatere GRP78 Gentherapie
mogliche Veranderungen in der GRP78 Expression. Weder nach 24h noch nach 5 Tagen trat
signifikante Anderung der GRP78 Proteinlevel auf. Dennoch war schon nach 24h eine leichte
Verringerung auf transkriptioneller Ebene zu erkennen, die sich 5 Tage nach Gabe des
Doxorubizinbolus zu einer signifikanten Reduzierung der GRP78 mRNA Level um ca. 50%
verstarkte.
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Abbildung 3.1.2: GRP78 Expression zu zwei Zeitpunkten nach der Injektion von Doxorubizin. Oben: GRP78 mRNA und
Proteinlevel 24h nach der Injektion von 20 mg/kg Doxorubizin (Dox) i.p. bzw. dem gleichen Volumen NaCl (unbeh).
Rechts daneben: Dazugehoriger reprasentativer Western Blot der GRP78 Proteinexpression im linken Ventrikel. Unten:
GRP78 mRNA und Proteinlevel 5 Tage nach der Injektion von 15 mg/kg Doxorubizin (Dox) bzw. dem gleichen Volumen
NaCl (unbeh). Die GRP78 Level sind signifikant verringert. Rechts daneben: exemplarische Western Blots der Proteine aus
dem linken Ventrikel nach Detektion mit einem GRP78 Antikorper. Die Expression wurde auf GAPDH normiert. Statistik:
ungepaarter, zweiseitiger t-Test (* P<0,05).

Die Behandlung mit Doxorubizin induziert also mittelfristig eine leichte Kardiomyopathie mit
einer verringerten Ejektionsfraktion. Auf zellularer Ebene fiihrt Doxorubizin in vivo zu
erhohtem Zelltod und einer schon friihzeitig verringerten ventrikularen Transkription von
GRP78, die sich jedoch nicht auf die Proteinlevel auswirkt. Diese im in vivo Modell der
Doxorubizinkardiotoxizitat gewonnenen Erkenntnisse kdnnen fiir einen Vergleich mit dem in

vitro Modell herangezogen werden.

3.2 Charakterisierung der Doxorubizinkardiotoxizitat in vitro

Als in vitro Modell fiir die Doxorubizinkardiotoxizitat dienten primare neonatale ventrikulare
Kardiomyozyten. Damit wurden zunadchst Experimente zur Findung einer geeigneten
Doxorubizindosis durchgefiihrt, die vergleichbare Effekte wie der in vivo Versuch induziert.
Anhand dieser Dosis wurden dann die Uber einen Zeitraum von 48h Stunden induzierten
zeitliche Effekte der Doxorubizinbehandlung untersucht. Im Fokus des in vitro Modells
standen vor allem Proteine des Zelltodes (Caspase3, p53) und der Ca’*-Homdostase (PLN
und CaMKIl), da diese Signalwege die in vivo festgestellte Beeintrachtigung der Herzfunktion
erklaren kénnen. Aber auch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurde untersucht,
da diese generell mit der Doxorubizin Kardiotoxizitdt in Verbindung gebracht werden (siehe
Einleitung).
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3.2.1 Doxorubizin beeinflusst dosisabhangig Zelltod und GRP78 Expression in vitro

Fir die Dosisfindungsexperimente war insbesondere von Bedeutung, ob sich die in vivo
beobachtete Induktion von Zelltod, in vitro reproduzieren lasst. Daflir wurden neonatale
ventrikuldre Rattenkardiomyozyten (NRVCM) fiir 24h mit steigenden Dosen Doxorubizin von
0,1uM-1uM behandelt. Als Kontrolle wurde eine unbehandelte Probe mitgefiihrt. Bei allen
Proben wurde die Aktivierung des Zelltodes durch Messung der Adenylatkinaseaktivitat im
Zellkulturiberstand bestimmt (ToxiLight Assay ).

Zelltod (ToxiLight) n=4 Abbildung  3.2.1: Nachweis des Zellsterbens
8- . * , verursacht durch Apoptose und Nekrose. NRVCM
! ! wurden mit steigenden Dosen Doxorubizin fiir 24h
behandelt. Die Bestimmung des unspezifischen
Zelltodes erfolgte durch Messung der
Adenylatzyklaseaktivitit im Uberstand iiber den
Zellen mit Hilfe des ToxiLight Assays. Die Messwerte
wurden auf die nicht mit Doxorubizin behandelte
Probe normiert. Statistik: One-way-ANOVA mit
Bonferroni post hoc Test (* P< 0,05).
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Wie in Abbildung 3.2.1 zu sehen ist, trat ab einer Doxorubizinkonzentration von 0,5uM eine
deutliche, signifikante Erhohung des Zelltodes auf das 4 bzw. 5 fache der unbehandelten
Kontrolle auf.

Parallel zum Anstieg des Zelltodes wurde das ER Stress Chaperon GRP78 sowohl auf Protein,
als auch auf mRNA Ebene herunterreguliert (Abbildung 3.2.2). Bei der Behandlung mit 1uM
Doxorubizin sank die GRP78 Expression dabei auf ca. 50% der Expression in der
unbehandelten Probe.
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Abbildung 3.2.2: Verdanderung der GRP78 Expression bei steigenden Doxorubizin Dosen. NRVCM wurden fiir 24h mit den
angegebenen Dosen Doxorubizin behandelt. Die relative Expression von GRP78 gegeniiber einer unbehandelten Probe
wurde durch Realtime PCR und Western Blot bestimmt. Die GRP78 Expression nimmt sowohl auf mRNA als auch
Proteinebene mit steigenden Dosen Doxorubizin ab. Die Detektion von GRP78 im Western Blot erfolgte mit einem
Antikorper gegen das KDEL ER Retentionsmotiv von GRP78 (unten dargestellt). Statistik: One-way-ANOVA mit Bonferroni
post hoc Test (*P<0,05).

Die Behandlung von NRVCM mit 0,5uM oder 1uM Doxorubizin spiegelte also die in vivo
gefundenen Effekte der Doxorubizinbehandlung beziiglich der Zelltodaktivierung wider. Die
Untersuchung der GRP78 Level zeigte allerdings im Gegensatz zu den in vivo Ergebnissen
eine Herunterregulation. Daher wurde dieser Aspekt im Zeitversuch mit einer Dosis von 1uM

Doxorubizin genauer analysiert.

3.2.2 Zeitliche Veranderung der GRP78 Expression nach Doxorubizinbehandlung

Ahnlich wie im Dosisversuch war auch in der zeitlichen Untersuchung eine Reduktion der
GRP78-Level zu beobachten. Nach 16h war die GRP78 Expression auf 50% gesunken und
stieg danach nur langsam wieder an (Abbildung 3.2.3). Allerdings wurde fiir die in vitro
Versuche ein andere Antikorper benutzt, als fir die in vivo Versuche. Der in vitro verwendete
Antikorper detektiert das ER-Retentionsmotiv (KDEL) von GRP78. Die Proben wurden daher
noch einmal mit dem nicht KDEL spezifischen GRP78 Antikérpers aus dem in vivo Versuch
analysiert. Daraufhin war diese Reduktion der Expression im Western Blot nicht ehr zu
detektieren. Tendenziell war hier eher eine Hochregulation zu beobachten. Es scheint also
spezifisch die ER-ansassige Form von GRP78 durch Doxorubizin reguliert zu werden.
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Abbildung 3.2.3: Doxorubizin induzierte Verdanderungen der GRP78 Expression. NRVCM wurden mit 1uM Doxorubizin
(schwarz) oder Medium (weiB) fiur die angegeben Zeiten behandelt. Es wurden zwei verschiedene Antikorper zur
Detektion verwendet. Links: Detektion mit einem Antikorper der ein Epitop von GRP78 bindet. Rechts: Detektion mit
einem Antikorper der spezifisch das KDEL-Motiv fiir die Retention im ER detektiert. Dieser Antikorper ist nicht GRP78
spezifisch, die 80 kDa Bande entspricht aber dem Protein GRP78. Eine Veranderung der GRP78 Level ist nur mit dem
KDEL-spezifischen Antikorper zu detektieren. Statistik: One way ANOVA mit Tukey post hoc Test. *P<0,05. Unten:
exemplarische Western Blots der GRP78 Expression im Zeitverlauf von 48h Behandlung mit 1uM Doxorubizin (links
Detektion mit den allgemeinen GRP78 Antikérper, rechts Detektion mit dem KDEL spezifischen Antikorper. Die
Expression wurde auf die GAPDH Expression normiert.

3.2.3 Zeitverlauf der Aktivierung von Apoptose und mit der Doxorubizintoxizitat
verbundener Signalwege

Nach der Findung einer mit dem in vivo Modell vergleichbaren Doxorubizindosis erfolgte
eine genauere Charakterisierung der zeitlichen Aktivierung der Apoptose und verschiedener
damit verbundener Signalwege. Wie in Kapitel 1.2 der Einleitung beschrieben werden als
Ursache fir den Doxorubizin induzierten Zelltod eine starke Schadigung der DNA und die
Bildung von ROS diskutiert. Ebenso wird auch die mit einer Stérung der Ca®*-Homéstase
verbundene direkte oder indirekte Erhéhung der mitochondrialen ca® Spiegel mit der
Induktion der Apoptose in Verbindung gebracht. Daher wurde die Akkumulation von p53
(DNA-Schadigung), die Bildung von ROS, und die Phosphorylierung von PLN und CaMKII
(Ca**-Homd@ostase) untersucht, um einen Hinweis auf die Aktivierung der jeweiligen
Signalwege in Verbindung mit der Doxorubizintoxizitat zu gewinnen.
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3.2.3.1 Zeitlicher Verlauf der Apoptoseaktivierung durch 1uM Doxorubizin

Fir die zeitliche Charakterisierung erfolgte eine Behandlung der NRVCM mit 1uM
Doxorubizin flir 0-48h. Eine erste Erhohung des Zelltodes konnte mit dem ToxiLight Assay
nach 16h erfasst werden. Nach 24h war der Zelltod gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
signifikant um das 4-fache erhoht. Der starkste Effekt trat allerdings nach 48h mit einer 12-
fachen Zelltoderhéhung auf (Abbildung 3.2.4).
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Abbildung 3.2.4: Zeitliche Aktivierung des Zelltodes durch Doxorubizin. NRVCM wurden mit 1uM Doxorubizin (schwarz)
oder Medium (weiB) fiir die angegeben Zeiten behandelt. Links: ToxiLight Assay. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben des Zellkulturiiberstandes genommen und der Zelltod iiber den ToxiLight Assay bestimmt. Durch
Behandlung mit 1uM Doxorubizin steigt der Zelltod nach 24h signifikant an. Statistik: Two-way-ANOVA mit Bonferroni
post hoc Test (¥*P<0,05). Rechts: Apoptosenachweis. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und
das Auftreten des Caspase3-Spaltprodukts Giber Western Blot-Detektion bestimmt. Die Apoptose steigt zwischen 3h und
24h stetig an, bis mach 48h eine signifikante Erhohung der Apoptose zu verzeichnen ist. Statistik: One-way-ANOVA mit
Bonferroni post hoc Test (*p<0,05).

Allerdings ist der ToxiLight Assay relativ unspezifisch und erfasst neben der Apoptose auch
nekrotische Zellen. Um die Aktivierung speziell des apoptotischen Zelltodes nachzuweisen,
wurden daher das Auftreten TUNEL positiver Zellen und die Spaltung der Caspase3
herangezogen.

Das Auftreten von Apoptose konnte schon 3h nach Behandlung mit 1uM Doxorubizin
anhand einer leicht erhohten Caspase3-Spaltung nachgewiesen werden. Danach steigt die
Caspase3-Spaltung zu den Zeitpunkten 24h bzw. 48h nach Doxorubizingabe gegeniber der
Kontrollprobe weiter auf das 7fache bis mehr als 20 fache an (Abbildung 3.2.8). Ahnlich wie
bei den Ergebnissen des ToxiLight Assays ist dabei der starkste relative Anstieg des Zelltodes
zwischen 24h und 48h zu verzeichnen (siehe Abbildung 3.2.4).
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Abbildung 3.2.5: Nachweis von Apoptose durch den TUNEL Assay. Visualisierung apoptotischer Zellkerne durch den
TUNEL Assay 24h und 48h Stunden nach Behandlung von NRVCM mit 1uM Doxorubizin. TUNEL positive Nuklei sind rot,
DAPI positive Nuklei blau gefarbt. Zu sehen ist das Auftreten apoptotischer Nuklei nach 24h Stunden mit einem Anstieg
des Prozentsatzes TUNEL positiver Zellkerne nach 48h. Die Gesamtzellzahl nimmt dabei ab (blaue Nuklei).Die Bilder sind
reprasentativ fiir 2 durchgefiihrte Experimente.

Der TUNEL Assay visualisiert das fir Apoptose charakteristische Auftreten von DNA
Strangbriichen. Tatsachlich ist nach 24h Behandlung mit 1uM Doxorubizin ein hoher
Prozentsatz TUNEL positiver Zellen (rot) zu erkennen der bis 48h noch einmal ansteigt. Die

Gesamtzellzahl, erkennbar an den mit DAPI blau gefarbten Zellkernen sinkt dabei massiv.

3.2.3.2 Untersuchung von DNA-Schédigung, Ca’*-Regulatoren und der Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies

Nach der Kldarung des zeitlichen Verlaufs der Apoptoseaktivierung folgte nun die
Untersuchung der in der Einleitung diskutierten Ausléser der Doxorubizintoxizitat.

Zunachst wurde die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und damit verbundener
Signalkaskaden durch die Behandlung mit 1uM Doxorubizin untersucht.

Als initiale Antwort auf die Bildung von ROS wird im Rahmen einer protektiven Signalkaskade
AKT (Protein Kinase B) an Ser 473 phosphoryliert [79]. Dies ist auch bei der Behandlung von
NRVCM mit 1uM Doxorubizin nach 24h zu beobachten. Nach 48h ist AKT relativ zur
gesamten AKT Menge immer noch verstarkt phosphoryliert, die Gesamtexpression nimmt
jedoch ab (Abbildung 3.2.6 A).

Ein moglicher Zusammenhang mit der Bildung von ROS wurde mit Hilfe des ROS-Glo-Assay
untersucht. Dabei wird die H,0,-Abgabe der Zellen in den Uberstand als MaR der ROS
Produktion herangezogen. Diese Methode ldsst die Zellen intakt, so dass eine Normierung
auf die Zellzahl moglich ist. Da es im Verlauf der Doxorubizinbehandlung zu massivem Zelltod
kommt und die ins Medium abgegeben Menge an ROS auch von der Zellzahl abhangt, war
diese Normierung unumganglich um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten.

Als Zeitpunkte fir die Messung wurden 16h und 24h gewadhlt, da zwischen diesen
Zeitpunkten die AKT-Phosphorylierung anstieg. Im Vergleich zu nur mit Medium behandelten
Zellen zeigten Doxorubizin behandelte NRVCM weder nach 16h noch nach 24h eine
signifikant erhohte Bildung von H,0, (Abbildung 3.2.6 B).
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Abbildung 3.2.6: Untersuchung des oxidativen Stress nach Doxorubizinbehandlung. NRVCM wurden fiir die angegebenen
Zeitpunkte mit 1uM (schwarze Sdulen) oder nur mit Medium behandelt (weiBe Sadulen). A) Es wurde die
Phosphorylierung von AKT an Ser473 und die gesamte AKT Expression durch Western Blot untersucht (reprdsentativer
Western Blot unten rechts). Die absolute AKT Phosphorylierung war nur nach 24h erh6ht, die Phosphorylierung relativ
zum Gesamtprotein nach 24h und 48h. Aufgrund der geringen Versuchszahl folgte keine statistische Auswertung.

B): Messung der H,0, Level als MaR der ROS-Produktion. Die H,0, Level wurden im Zellkulturiiberstand iiber den NRVCM
mit Hilfe des ROS-Glo Assays gemessen und dann auf die Zellzahl normiert. Es zeigte sich keine Erhohung der ROS Level
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Statistik: Two-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test.

Als nachstes wurden die Level des proaptotischen Zelltodregulators p53 bestimmt, da dieser
insbesondere nach DNA-Schadigungen akkumuliert. In der Tat waren zwischen 3h und 24h
nach dem Start der Doxorubizinbehandlung die p53 Level erhéht (Abbildung 3.2.7 A und
Abbildung 3.2.6). Zu diesem Zeitpunkt war auch schon eine geringe Aktivierung der Caspase3
zu sehen. Der Hohepunkt der p53 Akkumulation konnte nach 16h mit einer ca.2,5 fachen
Erhohung beobachtet werden. Zwischen 24h und 48h fielen die p53 Level dann rasant ab.
Damit geht die p53 Akkumulation der maximalen Caspase3-Spaltung um mehr als 24h
voraus.

Die DNA-Schadigung sollte auBerdem durch das friihe Auftretens von Doppelstrangbriichen
direkt nachzuwesien sein. Dazu wurde die Rekrutierung des DNA Reparaturenzyms Phospho-
H2A.X zu den Doppelstrangbriichen durch Immunfloureszenz sichtbar gemacht. Nach 1h,
also noch vor der Aktivierung von Caspase3, waren in allen Zellkernen die fur P-H2A.X
typischen Foci zu beobachten (Abb. Abbildung 3.2.7; rote Punkte). Damit konnte ein friihes
Auftreten von DNA-Schadigung im untersuchten Modell der Doxorubizinkardiotoxizitat
nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.2.7: Untersuchung der Antwort auf DNA-Schadigung nach Doxorubizinbehandlung. A) Western Blot
Auswertung fiir die Aktivierung von Caspase3 und die p53 Level. NRVCM wurden fiir die angegebenen Zeiten mit 1uM
Doxorubizin (schwarz) oder Medium (weiR) behandelt. Das Maximum der p53 Akkumulation lag dabei zeitlich vor der
Caspase3 Aktivierung. Statistik: One-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P<0,05). B) Immunfloureszenz basierte
Visualisierung der DNA-Schadigung nach 1h Behandlung von NRVCM mit 1uM Doxorubizin. Der Nachweis erfolgte durch
einen Antikorper gegen das DNA Reparatur-Protein Phospho-H2A.X, welches das Auftreten von Doppelstrangbriichen im
Nukleus markiert (rote Punkte). Die Nuklei sind durch DAPI-Farbung dargestellt (blau). C) reprdsentativer Western Blot
der Caspase3 Aktivierung und p53 Akkumulation.

Gleichzeitig mit der p53 Akkumulation war auch die Aktivierung des wichtigen Regulators
der Ca**-Hombostase - Ca2+/calmoduIin—dependent protein kinase Il (CaMKII) - erhoht. Die
CaMKII-Aktivitdt kann Uber die Phosphorylierung von Phospholamban (PLN) an dem fir
CaMKIl spezifischen Thrl7 nachgewiesen werden. Insgesamt verhielt sich die PLN-
Phosphorylierung wie die p53 Level, mit einem starken Anstieg zwischen 16h und 24h und
einer darauf folgenden raschen Reduktion, so dass nach 48h keine erh6hte Phosphorylierung
mehr nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.2.7).

Desweiteren wurde die Autophosphorylierung der CaMKIl an Th286 untersucht, die eine Art
Ca’*-Gedichtnis der CaMKII darstellt und sie Ca®*- unabhingig aktiv macht. Im Gegensatz zur
PLN-Phosphorylierung war die Autophosphorylierung von CaMKIl an Thr286 erst nach 48h
erhoht. Der initialen CaMKII-Aktivierung mit der daraus resultierenden Phosphorylierung von
PLN folgt also eine konstitutive Aktivierung, die mit dem Zeitpunkt der starksten
Apoptoseaktivierung zusammenfallt. (Bemerkung: Trotz der geringen Versuchsanzahl von
n=2 wird dieses Ergebnis als aussagekraftig angesehen, da bei den spateren Versuchen mit
einer GRP78 Uberexpression nach 48h ebenfalls eine signifikante Hochregulation der
CaMKII-Phosphorylierung in den mit AAV-Luc und 1uM Doxorubizin behandelten Proben

festgestellt werden konnte, die diese Ansicht statistisch untermauert).
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Abbildung 3.2.8: Veranderungen in der Expression von Regulatoren der Ca**-Homéostase (PLN, CaMKll) im Zeitverlauf.
NRVCM wurden mit 1uM Doxorubizin (schwarz) oder Medium (weiB) fiir die angegeben Zeiten behandelt. Die
Quantifizierung der Phosphorylierung erfolgte im Western Blot durch Detektion mit einem phosphosensitiven Antikérper
und einem nicht phosphosensitiven Antikorper Im Zeitverlauf wurde zunachst PLN an Ser 473 phosphoryliert, dann kam
es zur Autophosphorylierung von CaMKIl. Beides sind Anzeichen einer erhohten CaMKIl Aktivitat. Satistik: One-way-
ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (* P<0,05). Rechts: Reprdsentative Western Blots der PLN Phosphorylierung an
Thrl7 und der PLN Gesamtproteinlevel, sowie der Autophosphorylierung von CaMKIl an Thr 286 und den CaMKII
Gesamtproteinleveln. Die Expression wurde auf GAPDH Expression normiert.

Es konnte also gezeigt werden, dass die Behandlung von NRVCM mit 1uM Doxorubizin zu
Apoptose, der p53 Akkumulation und einer Aktivierung der CaMKIl fihrt. Zeitlich gesehen
fallen diese Vorgange mit der Depletion der GRP78-KDEL Form zusammen. Dies wirft Fragen
beziiglich einer ursachlichen Rolle der GRP78 Depletion in der Doxorubizinkardiotoxizitat
auf.
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3.3 Der Knockdown von GRP78 induziert ER Stress und Zelltod

Wie im vorigen Kapitel dargestellt, geht die Doxorubizin induzierte Kardiotoxizitat in vitro mit
einer Herunterregulation des ER Chaperons GRP78 einher. Es stellt sich daher die Frage, ob
diese Herunterregulation von GRP78 maladaptiv ist oder sogar ein Ausloser des durch
Doxorubizin verursachten Zelltodes sein konnte. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die
Auswirkungen eines siRNA vermittelten Knockdowns von GRP78 auf unbehandelte und auf
Doxorubizin behandelte Zellen untersucht. Ziel war es, herauszufinden, ob der alleinige
Knockdown von GRP78 die Effekte von Doxorubizin nachbildet und ob sich die Doxorubizin-
Kardiotoxizitat durch den zusatzlichen Knockdown verstarken lasst.

Zelltod mit Knockdown n=4 Behandlung
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Abbildung 3.3.1: EinfluR des Knockdowns von GRP78 auf Doxorubizintoxititdt und Zelltod. Bestimmung des Zelltodes
nach Behandlung neonataler Kardiomyocyten mit 0,51uM Doxorubizin fiir 24h mit bzw. ohne gleichzeitigem Knockdown
von GRP78. Die Kardiomyocyten wurden fiir 5 Tage mit einer gegen GRP78 gerichteten siRNA oder einer Kontroll-siRNA
behandelt. Dann erfolgte die Behandlung mit 0,5uM Doxorubizin oder Medium als negativ Kontrolle fiir 24h. Als MaR fiir
das Zellsterben wurde die Aktivitdt der Adenylatkinase im Zellkulturiiberstand gemessen (ToxiLight Assay). Dargestelit
sind die Messwerte aus 4 Versuchen in Doppelbestimmung. Der GRP78 Knockdown allein verdoppelte den Zelltod im
Vergleich zu den mit der Kontroll siRNA behandelten Zellen. Durch die Behandlung mit 0,51uM Doxorubizin vervierfachte
sich der Zelltod. Der Knockdown zusatzlich zur Doxorubizinbehandlung fiihrte zu einer Verfuinffachung im Vergleich zu
den nur mit Kontroll siRNA behandelten Zellen und damit zu einer leichten Erh6hung des Zelltodes. Statistik: Two-way-
ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P<0,05). Rechts: expemplarischer Western Blot mit der Detektion von GRP78 und
dem apoptotischen ER Stress Marker CHOP. Dle Expression wurde auf die GAPDH Expression normiert.

Der Knockdown von GRP78 war mit 24% nicht sonderlich ausgepragt. Dennoch erhohte sich
der basale Zelltod um 50% im Vergleich zur einer Kontroll-siRNA behandelten Gruppe
(Abbildung 3.3.1). Vergleicht man dies mit der Doxorubizinbehandlung, so wurde durch
0,5uM Doxorubizin mit 21% eine ahnliche Reduktion der GRP78 Proteinlevel erreicht wie

durch den Knockdown. Dennoch vervierfachte sich bei Doxorubizingabe der Zelltod. Die
GRP78 Reduktion durch Doxorubizin ist also nicht der Hauptausloser des Zelltodes.
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Abbildung 3.3.2: Expression von GRP78 und CHOP nach GRP78 Knockdown mit gleichzeitiger Doxorubizinbehandlung.
Neonatale Kardiomyocyten wurden fiir 5 Tage mit einer gegen GRP78 gerichteten siRNA oder einer Kontroll-siRNA
behandelt. Dann erfolgte die Behandlung mit 0,5uM Doxorubizin oder Medium als negativ Kontrolle fiir 24h. Es konnte
auf mRNA Ebene ein Knockdown auf 63% der kontrollbehandelten Zellen erreicht werden. Auf Proteinebene konnte die
Expression von GRP78 auf ca. 76%-66% reduziert werden. In Folge der Doxorubizinbehandlung stieg die CHOP Expression
in den Proben ohne zusatzlichen siRNA vermittelten GRP78 knockdown auf das zweifache. Im Gegensatz dazu erhohte
der siRNA vermittelte Knockdown die CHOP Proteinexpression auf das 7 bzw. 4 fache (untere Schaubildreihe). Statistik:
Two-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P<0,05).

Ein Unterschied zwischen der Doxorubizinbehandlung und dem GRP78 Knockdown ist auch
in den CHOP Leveln zu erkennen. CHOP ist ein ER Stress Marker, der den negativen,
apoptotischen Teil der Er Stress Antwort kennzeichnet. Der si RNA vermittelte Knockdown
von GRP78 induzierte eine starke, mit einer 7-fachen Hochregulation von CHOP verbundene
ER Stress Antwort. Trotz vergleichbarer GRP78 Level ist nach Doxorubizinbehandlung nur
eine vergleichsweise geringe CHOP Induktion zu erkennen (Abbildung 3.3.2.). Der
Knockdown von GRP78 I6st also eine starke ER Stress Antwort aus, die

Doxorubizinbehandlung nur eine geringe.

Betrachtet man nun die Kombination beider Behandlungen lasst sich eine Erhéhung des
absoluten Zelltodes durch den zusatzlichen GRP78 Knockdown feststellen (Abbildung 3.3.1).
Vergleicht man allerdings den relativen, nur durch das Doxorubizin verursachten Anstieg des
Zelltodes flir die mit si ctrl und si GRP78 behandelten Proben, ist kein Unterschied mehr zu
erkennen (Abbildung 3.3.3). In beiden Fallen erhoht sich der Zelltod um das 3,6-fache. Es
handelt sich also nicht um einen synergistischen Effekt.
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relative Zelltoderhéhung n=4 Abbildung 3.3.3: Relative Zelltoderh6hung durch die Behandlung
O3 unbeh mit 0,5uM Doxorubizin. Um den tatsadchlichen Einfluss des GRP78
T si ctrl Knockdowns auf den durch Doxorubizin ausgelésten Zelltod zu
B si GRP78 untersuchen, wurden die Werte nach Doxorubizinbehandlung auf
die jeweils gleich behandelte Probe (unbeh, si ctrl, si GRP78) ohne
Doxorubizinbehandlung normiert. Unabhingig von der Ko-
Behandlung blieb die relative Zelltoderhhung durch Doxorubizin
gleich. Der Zelltod wurde durch den ToxiLight Assay gemessen.
N N Statistik: One-way-ANOVA mit Bonferroni Nachtest.
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Es konnte somit gezeigt werden, dass ein GRP78 Knockdown Zelltod auslost, aber die Zellen
nicht noch weiter gegenliber Doxorubizin sensitiviert. Ein protektiver Effekt einer GRP78
Uberexpression ist dennoch méglich und wurde als nichstes untersucht.

3.4 Untersuchung des Effekts der GRP78 Uberexpression in vitro

Um das antiapoptotische Potenzial einer GRP78 Uberexpression zu ermitteln wurden die
Experimente analog zu der in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Untersuchung des zeitlichen
Verlaufes der Doxorubizintoxizitdt durchgefiihrt. Neonatale Kardiomyocyten, wurden Oh bis
48h mit 1uM Doxorubizin behandelt. Vor der Behandlung mit Doxorubizin wurden die Zellen
allerdings mit einem AAV Serotyp6 zur Expression von GRP78 (AAV-GRP78) bzw. zur
Expression des Luciferase-Gens (AAV-Luciferase) als Kontrolle transfiziert. Die Transgene
stehen unter der Kontrolle des Myosin Light Chain-(MLC)-Promotors, um eine
Kardiomyozyten-spezifische Expression zu erreichen. Da der MLC-Promotor eine relativ
schwache Expression aufweist, wurde die Expression durch einen stromaufwarts gelegenen
CMV-Enhancer verstarkt.

Primires Ziel dieser Experimente war, zu Uberpriifen, ob eine GRP78 Uberexpression im
Zusammenhang mit der Doxorubizintoxizitat protektiv wirkt, also die Apoptose verringert.
Daneben sollten allerdings auch erste Hinweise auf mogliche Ursachen des
antiapoptotischen Effekts gewonnen werden.

3.4.1 Therapeutisches Fenster der GRP78 Uberexpression

Die immer bessere Aufarbeitung und die Aufdeckung immer komplexerer Verkniipfungen
zwischen verschiedenen Signalwegen fiihren mittlerweile zu der Erkenntnis, dass eine bloRe
starke Uberexpression eines Gens nicht das Ziel eines therapeutischen Ansatzes sein kann.
Vielmehr besteht ein therapeutisches Fenster, auRerhalb dessen negative Effekte auftreten.
Daher wurde der Effekt der GRP78 Uberexpression hinsichtlich einer méglichen zeitlichen
Abhangigkeit bzw. einer Dosisabhangigkeit untersucht.

Fiir die Untersuchung wurde an den Zeitpunkten 24h und 48h die relative Caspase3 Spaltung
in den GRP78 behandelten Proben beziiglich der Luciferase behandelten Proben desselben
Zeitpunktes berechnet (Caspasegp/Caspase ). Bei dieser Normierungsweise bedeutet ein
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Wert grofRer 1 eine vermehrte Caspaseaktivierung gegeniiber der Luciferase behandelten
Probe, wahrend ein Wert kleiner 1 eine geringere Caspaseaktivierung und damit eine
verringerte Apoptose anzeigt. Dann erfolgte eine grobe Auftrennung in hohe GRP78
Expression (Expression 22,7) bzw. niedrige Expression (Expression >1,5 und <2,7)

Zeit vs. Dosisabhangigkeit des Effekts GRP78 Uberexpression
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Abbildung 3.4.1: Auswertung der Apoptoseaktivierung nach Doxorubizingabe in Abhidngigkeit von der Dauer der
Behandlung und der Stirke der Uberexpression. Um den Effekt leichter einordnen zu kénnen wurde die Caspase3
Aktivierung in den mit AAV-GRP78 behandelten Proben als Vielfaches der Caspase3 Aktivierung in den
korrespondierenden mit AAV-Luc behandelten Probe dargestellt (Caspasecrp;s/Caspase,,.). Dann wurden die Werte nach
Dauer der Doxorubizinbehandlung aufgetrennt, um eine mogliche Zeitabhangigkeit herauszuarbeiten. Zusatzlich wurden
die Werte fiir beide Zeitpunkte grob in Versuche mit einer niedrigen Uberexpression (>1,5 <2,7 beziiglich einer
unbehandelten Kontrolle) und hoher GRP78 Uberexpression (>2,7) eingeteilt. Es zeigte sich ein Unterschied in der
relativen Caspaseaktivierung zwischen hoher und niedriger GRP78 Expression. Die Expressionsdauer hatte hingegen

keinen EinfluB auf die Apoptose. Statisitik: Two-way-ANOVA.

In dieser Darstellungsweise war kein Unterschied in der Caspaseaktivierung beziglich der
Dauer des Versuches und damit auch der Dauer der GRP78 Behandlung zu erkennen
(Abbildung 3.4.1). Die hohe GRP78 Expression war jedoch zu beiden Zeitpunkten mit einer
deutlich Erhéhung des relativen Zelltods verbunden (Werte >1). Bei einer niedrigen GRP78
Uberexpression verringerte sich im Gegensatz dazu die Caspaseaktivierung (Werte <1).

Eine verfeinerte Darstellung macht diesen Effekt noch deutlicher. Daflir wurde die relative
Caspasespaltung in Cluster steigender GRP78 Expression ohne Beachtung des

Versuchsendzeitpunktes geordnet.

Dosiseffekt der GRP78 Expression Abbildung 3.4.2; Dosisabhéin'g'igkeit des
antiapoptotischen Effekts der GRP78 Uberexpression.
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GRP78 Uberexpression einen antiapoptotischen Effekt. Bei hoheren GRP78

Leveln kehrte sich der Effekt in einen apoptotischen

In dieser Darstellung wurde ein positiver Effekt bis zu einer Uberexpression von dem 3-
fachen des Basislevels deutlich (Abbildung 3.4.2). Der maximale Effekt lag dabei bei einer ca.
2-fachen Uberexpression. Danach kehrte sich die Wirkung in eine apoptotische um. Das
therapeutische Fenster der GRP78 Uberexpression liegt als zwischen einer 1,5-fachen udn

einer ca. 3-fachen Uberexpression.
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3.4.2 Eine gezielte GRP78 Uberexpression schiitzt vor Doxorubizin induziertem
Zelltod

Nach der Festlegung des therapeutischen Fensters wurde das antiapoptotische Potenzial von
GRP78 genauer untersucht, indem der EinfluB auf die Caspase3-Spaltung, die Anzahl TUNEL
positiver apoptotischer Zellen und den ToxiLight Assay bestimmt wurde. Versuche mit einer
GRP78 Uberexpression <2,7 wurden basierend auf den im vorigen Kapitel beschriebenen
Ergebnissen komplett ausgeschlossen. Damit lag die GRP78 Expression in den AAV-GRP78
behandelten Gruppen zwischen einer 1,6 und 2,5 fachen Uberexpression (Abbildung 3.4.3).
Bei den Luciferasebehandelten Proben dndert sich die GRP78 Expression durch die
Doxorubizinbehandlung nicht.
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Abbildung 3.4.3: EinfluB der GRP78 Uberexpression auf die Doxorubizin-induzierte Caspase-3 Aktivierung. Links: GRP78
Level in AAV-Luc und AAV-GRP78 behandelten Zellen im Zeitverlauf nach der Behandlung mit 1pM Doxorubizin fiir die
angebenen Zeitraume. Die Inkubation mit dem jeweiligen AAV erfolgte 2 Tage vor der Doxorubizinbehandlung. Wahrend
in den mit Luciferase und Doxorubizin behandelten Zellen keine signifikante Verdnderung der GRP78 Expression auftrat
(weiR), lieR sich durch den AAV-GRP78 die GRP78 Expression auf das 1,8 -2,5 fache erhdhen (schwarz). Rechts:
Aktivierung der Caspase3 in AAV-Luc (weiB) und AAV-GRP78 (schwarz) behandelten Zellen im Zeitverlauf nach
Behandlung mit 1uM Doxorubizin. Statistik: Two-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P<0,05). Unten:
Exemplarische Darstellung der Western Blots fiir GRP78 Expression und die Caspase3-Aktivierung. Verwendet wurde der
nicht KDEL-spezifische GRP78 Antikorper. Die Expression wurde auf die GAPDH Expression normiert.

Durch die Virusbehandlung anderte sich der zeitliche Verlauf der Apoptose gegeniiber
unbehandelten NRVCM nicht, der Zelltod wurde nach einem dhnlichen Muster wie in Kapitel
3.2.3.1 beschrieben in einem Zeitfenster von 24-48h aktiviert. Bei der Bestimmung des
unspezifischen Zelltodes durch den ToxiLight Assay war dabei kein Unterschied zwischen
AAV-Luc und AAV-GRP78 behandelten Proben zu erkennen (Abbildung 3.4.4). Betrachtet
man allerdings mit der Spaltung der Caspase3 speziell die Aktivierung der Apoptose zeigte
sich ein positiver Effekt durch die GRP78 Uberexpression. Wihrend zwischen 24h und 48h
die Caspase-Spaltung in den AAV-Luc behandelten Proben um das 6 fache anstieg, erhdhte
sie sich in den AAV-GRP78 behandelten Proben nur um das 4 fache.
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Abbildung 3.4.4: Einfluss der GRP78 Behandlung auf

den Doxorubizin induzierten Zelltod im Toxilight
ToxiLight Assay n=4 Assay. Die NRVCM wurden 2 Tage mit Virus inkubiert,
dann erfolgte die Behandlung mit 1uM Doxorubizin. Zu
den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben des
Uberstandes {iber den Zellen genommen und der
Zelltod mit dem ToxiLight Assay gemessen. Das Signal
wurde auf die unbehandelte Luciferaseprobe zum
Zeitpunkt Oh normiert. Es lieB sich keine Verdnderung
des Zelltodes durch die GRP78 Behandlung im
Zeitraum von 48h nachweisen. Dargestellt ist die
Zusammenfassung von 4 Experimenten. Statistik: Two-
Oh 24h 35h  48h way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test.
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Der antiapoptotische Effekt der dosierten Uberexpression von GRP78 zeigte sich auch in
einem zweiten, unabhangigen Assay. Im Vergleich zu den AAV-Luc behandelten Proben sank
der Prozentsatz apoptotischer TUNEL positiver Zellkerne mit der GRP78 Uberexpression nach
48h um 22% (Abbildung 3.4.5. AAV-Luc: 41%, AAV-GRP78: 32%). Mit einem t=0,057 erreicht
dieser Unterschied zwar nicht Signifikanzniveau, weist aber auf einen deutlichen Trend hin.
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Abbildung 3.4.5: EinfluR der GRP78 Uberexpression auf den Prozentsatz TUNEL positiver Zellen nach
Doxorubizinbehandlung. Links: Graphische Darstellung des Prozentsatzes an TUNEL positiven Zellen gegeniiber DAPI
positiven Zellkernen 35h und 48h nach Behandlung mit 1uM Doxorubizin. Die Inkubation mit AAV-GRP78 bzw. AAV-Luc
erfolgte 2 Tage vor der Doxorubizinbehandlung. Zur Auswertung wurden 8-10 Bilder mit 200x VergroRerung randomisiert
aufgenommen und mit Image J ausgezdhit. Durch die Behandlung mit AAV-GRP78 zeigte sich ein positiver Trend zu
weniger TUNEL positiven Zellen. Satistik: Two-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test. Rechts: Exemplarische
Darstellung der ausgewerteten Fluoreszenzbilder von 5 Versuchen. GRP78: Behandlung mit AAV-GRP78 2 Tage vor
Doxorubizingabe. Luc: Behandlung mit AAV-Luc 2 Tage vor Doxorubizinbehandlung. Die Behandlung (1uM Doxorubizin
bzw. nur Medium (unbehandelt)) erfolgte fiir den angegebenen Zeitraum. TUNEL positive Zellen sind in rot, die DAPI
gefarbten Nuklei in blau dargestellt.
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Es konnte also erstmals gezeigt werden, dass die Uberexpression von GRP78 im
Zusammenhang mit der Doxorubizinkardiotoxizitdt zu einer deutlich verringerten Caspase3-
Aktivierung und einer verringerten Anzahl apoptotischer Zellen fiihrt. Eine Untersuchung der
durch Doxorubizin induzierten potenziell apoptotischen Signalwege sollte nun Hinweise auf
mogliche Mechanismen dieses antiapoptotischen Effekts liefern.

3.4.3 Molekulare Ursachen des therapeutischen Effekts

Die zytotoxische Aktivitdt von Doxorubizin wird vor allem mit der DNA Schadigung durch
Hemmung der Topoisomerasell in Zusammenhang gebracht, aber auch eine Dysregulation
des Ca**-Gehalts und eine primdre oder sekundare Bildung von ROS kénnen Apoptose in
Kardiomyozyten auslosen (siehe Kapitel 1.2 der Einleitung). Analog zu der in Kapitel 3.2.3
beschriebenen Charakterisierung der Doxorubizineffekte wurde daher die Bildung von ROS,
sowie mogliche Veranderungen der Expression von p53 und der Phosphorylierung von PLN
und CaMKIl durch GRP78 untersucht.

3.4.3.1 Der oxidative Stress wird durch GRP78 nicht beeinflusst

Wie in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben konnte im in vitro Versuchsmodell eine erhéhte Bildung
von ROS durch Doxorubizin nicht eindeutig nachgewiesen werden. Eine Untersuchung der
H,0,-Level im Zusammenhang mit dem antiapoptotischen Effekt von GRP78 bestatigte dies
noch einmal. Obwohl nach 24h bereits vermehrter Zelltod im ToxilLight Assay und eine
vermehrte Caspase3-Spaltung gezeigt werden konnten, konnte keine Anderung der H202-
Level durch die Doxorubizinbehandlung festgestellt werden (Abbildung 3.4.6). Auch die
basalen H,0, Level wurden durch die GRP78 Uberexpression nicht signifikant verandert.

ROS Bildung n=3 Abbildung 3.4.6: Bildung von H,0, nach
2500+ Doxorubizinbehandlung mit und ohne GRP78
3 AAV-Luc - . . . .
‘l‘ Uberexpression. Die Inkubation mit AAV-Luc
2000+ Hl AAV-GRP78 X
T (weiR) bzw. AAV-GRP78 (schwarz) erfolgte 2 Tage
1500 vor der Behandlung der NRVCM mit 1pM

Doxorubizin fiir den angegeben Zeitraum. Die
Bildung von H,0, wurde im Uberstand mit Hilfe
500 des ROS-Glo Assays gemessen und dann auf die
Zellzahl normiert. Weder Virusbehandlung noch
Doxorubizinbehandlung verdnderten die Bildung
Dox 16h Dox 24h von H,0,. Statistik: Two-way-ANOVA mit
Bonferroni post hoc Test.
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Zumindest in dem in dieser Arbeit untersuchten Modell ist demnach kein relevanter Einfluf3
von Doxorubizin auf die ROS zu beobachten.
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3.4.3.2 Die GRP78 Uberexpression verringert die durch Doxorubizin ausgeldste Induktion
von p53

Die Induktion von p53 scheint eine der ersten Veranderungen nach der
Doxorubizinbehandlung zu sein (siehe Kapitel 3.2.3.). Es wurde daher untersucht, inwieweit
die Uberexpression von GRP78 bereits diesen Effekt der Doxorubizintoxizitit beeinflusst.
Daflir wurde der Zeitpunkt 24h herangezogen, da er das Maximum der p53 Expression
umfasst und bereits eine Erhhung der Caspase3 Spaltung zu erkennen ist. Der Zeitpunkt Oh
wurde betrachtet, um den Status der Zellen beim Start der Doxorubizinbehandlung zu
zeigen, da sich die vorhergehende Virusbehandlung allein schon auf die p53Level auswirken
kdonnte. Dies war allerdings nicht der Fall (Abbildung 3.4.7)

Im Versuch stiegen die p53 Level in den mit AAV-Luc behandelten Proben zwischen Oh und
24h signifikant um das 22 fache an (Abbildung 3.4.7 unten). Durch die Uberexpression von
GRP78 konnte dieser Anstieg signifikant um 39% verringert werden. Dies korreliert gut mit
der Caspase3-Aktivierung, bei der mit GRP78 Uberexpression ebenfalls eine Reduktion der
Level an gespaltener Caspase3 um 45% zu sehen war.
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Abbildung 3.4.7: Verdnderungen der Aktivierung von Caspase3 und der Expression von p53 im Zusammenhang mit der
Uberexpression von GRP78. NRVCM wurden 2 Tage mit AAV-Luc (weiR) bzw. AAV-GRP78 (schwarz) inkubiert und dann
die Behandlung mit 1uM Doxorubizin fiir 24h durchgefiihrt. Die Normierung erfolgte auf Proben ohne
Doxorubizinbehandlung zum Zeitpunkt Oh. Durch die GRP78 Uberexpression lieBen sich die Doxorubizin induzierte
Caspase-Aktivierung und die p53 Akkumulation signifikant reduzieren. Zeitpunkt Oh n=3; Zeitpunkt 24h n=5. Statistik:
Two way ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (* P<0,05). Rechts oben: Repradsentativer Western Blot der Veranderungen
auf Proteinebene. Die Proteinexpression wurde auf die Expression von GAPDH normiert.

Diese Auswirkungen der GRP78 Uberexpression auf die p53 Akkumulation kénnte den
antiapoptotischen Effekt schon erklaren. Dennoch kénnen auch noch andere Mechanismen,
wie die Ca**-Hombostase, eine Rolle in der protektiven Wirkung von GRP78 spielen.
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3.4.3.3 Die GRP78 Uberexpression beeinflusst die Aktivierung von CaMKII

Wie in Kapitel 3.2.3 gezeigt induziert Doxorubizin in NRVCM neben der Akkumulation von
p53 auch die Phosphorylierung von PLN und CaMKII. PLN als Indikator der ca® abhangigen
CaMKII-Aktivitat wird parallel zur p53 Akkumulation stark phosphoryliert, wahrend die
Autophosphorylierung der CaMKIl 24h spater auftritt. Die Versuche zur GRP78
Uberexpression zeigten, dass die durch Doxorubizin induzierte PLN Phosphorylierung nach
24h fast komplett aufgehoben werden (Abbildung 3.4.8 und Abbildung 3.1.1). Es handelte
sich dabei um einen alleinigen Effekt auf den Phosphorylierungsstatus, da sich die
Gesamtmenge an PLN weder durch die Doxorubizinbehandlung noch die Virusbehandlung

veranderte.
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Abbildung 3.4.8: Phosphorylierung der Regulatoren der Ca**-Homéostase PLN, und CaMKIl. NRVCM wurden 2 Tage mit
AAV-Luc- bzw, AAV-GRP78 inkubiert. Dann erfolgte die Behandlung mit 1uM Doxorubizin fiir die angegebenen Zeiten.
Die Quantifizierung der Phosphorylierung erfolgte im Western Blot durch Detektion mit einem phosphosensitiven
Antikorper und einem nicht phosphosensitiven Antikérper. Rechts: Expressionsniveau von PLN und CaMKIl ohne
Beriicksichtigung der Phosphorylierung. Die Uberexpression von GRP78 reduzierte die im Rahmen der
Doxorubizinbehandlung auftretende Phosphorylierung von PLN und CaMKIl. Die Gesamtproteinlevel wurden durch
Doxorubizin nicht verandert. Fiir die Normierung wurde die Expression von GAPDH herangezogen. Statistik: Two way
ANOVA mit Bonferroni post hoc Test (*P<0,05).

Ahnlich verhilt es sich bei der zeitlich darauf folgenden CaMKIl Autophosphorylierung. Die
Uber den Zeitverlauf von 48h graduell ansteigende CaMKIl Phosphorylierung konnte durch
die GRP78 Uberexpression um 57% Prozent reduziert werden. Auch hier war kein

signifikanter Einfluss von Doxorubizin- oder Virusbehandlung auf die gesamten CaMKII
Expressionslevel zu erkennen (Abbildung 3.4.8 rechts).
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Abbildung 3.4.9: Exemplarische Western Blots zu den in Abbildung 3.4.8 dargestellten Ergebnissen. Gezeigt ist die
Expression von Phospholamban (PLN) ,pPLN(Thrl7), Ca2+/CaImoduIin abhdngige Proteinkinase (CaMKiIl),
pCaMKII(Thr286) und GRP78 zu den angegeben Zeitpunkten nach der Doxorubizinbehadlung. GRP78: Behandlung mit
AAV-GRP78 2 Tage vor Doxorubizingabe; Luc: Behandlung mit AAV-Luc 2 Tage vor Doxorubizingabe. Zum Vergleich ist
eine mit AAV-Luc aber nicht mit Doxorubizin behandelte Probe des Zeitpunktes Oh mit aufgetragen. Fiir die Normierung
wurde die Expression von GAPDH herangezogen.

Die GRP78 Uberexpression verhindert also die im Rahmen der Doxorubizintoxizitat nach 24h
auftretende Aktivierung der CaMKIl und die damit verbundene Phosphorylierung von PLN.
Gleichzeitig wird auch die darauf folgende Autophosphorylierung und damit die autonome

Aktivitdt der CaMKIl durch die GRP78 Uberexpression reduziert.

Es konnte somit gezeigt werden, dass durch die Uberexpression von GRP78 mit p53 und
CaMKIl die zentralen Regulatoren zweier potenziell apoptotischer Signalwege inhibiert
werden, die beide in der Doxorubizinkardiotoxizitat aktiviert sind. Eine GRP78
Uberexpression ist also protektiv und fiihrt in vitro zu einer verringerten Apoptose. Das
tatsachliche therapeutische Potenzial kann allerdings nur in vivo getestet werden

3.5 Untersuchung der GRP78 Uberexpression im in vivo Modell der
Doxorubizin Kardiotoxizitat

Gegenliber dem in vitro Modell der Doxorubizinkardiotoxizitdt hat das in vivo Modell den
Vorteil, dass nur so der Effekt unter funktionellen Gesichtspunkten und im physiologischen
Zusammenhang untersucht werden kann. Insbesondere lassen sich die Auswirkung auf die
Sterblichkeit und kontraktile Parameter als MaRstab fiir eine durch Doxorubizin verursachte
Kardiomyopathie untersuchen.

Fur die Untersuchung wurden minnlichen C57/BI6 Mausen 3*10" Virusgenome (entweder
AAV9-Luc oder AAV9-GRP78) Uber die Schwanzvene injiziert. Die Doxorubizinbehandlung
wurde 3 Wochen spater gestartet, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben. 27h nach der letzten
Injektion wurde allen Tieren Blut enthommen um mit den Leveln des kardialen
Zelltodmarkers hsTnT ein Korrelat fir den Untergang von Kardiomyozyten zu bestimmen.
AuBerdem wurde eine Uberlebenskurve erstellt. Von den {iberlebenden Tieren wurden die
kontraktilen Parameter durch Echokardiographie und Aufzeichnung der intraventrikuldaren
Druck-Volumen-Kurven bestimmt. Die GRP78 Expression wurde durch Western Blotting
Uberpruft.
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Abbildung 3.5.1: Ubersicht iiber das in vivo Modell der Doxorubizin induzierten Kardiotoxizitt.

Verwendet wurden 7 Wochen alte ménnliche C57/BI6JN Mause. Die Virusbehandlung erfolgte 3

Wochen vor Tag 0 mit 3*10" Virusgenomen i.v. iiber die Schwanzvene. 10 bzw. 5 mg/kg frisch

angesetztes Doxorubizin wurden einmal pro Woche i.p. injiziert. Am Versuchsende erfolgte eine

echokardiographische Untersuchung, sowie die Aufzeichnung intraventrikuldrer Druck/Volumen-

Kurven mittels Katheter.
Der AAV9 vermittelte Gentransfer fiihrte zu einer 2-5 fachen Uberexpression von GRP78
gegeniber den mit AAV-Luc behandelten Kontrolltieren. Mit dem Hintergrund der in vitro
Ergebnisse zur Dosisabhangigkeit des protektiven Effekts von GRP78 wurden Tiere mit einer
GRP78 Expression ausgeschlossen, die das 4 fache der Expression in den nicht Doxorubizin
behandelten Kontrolltiere Uberschritt. Der Wert wurde hier hoher angelegt, da unter
Annahme eines antiapoptotischen Effekts lber den langen Zeitraum eine Anreicherung
GRP78 exprimierender Zellen nach Doxorubizinbehandlung zu erwarten ist. In der Tat war
die GRP78 Expression in den Doxorubizin behandelten Tieren gegeniiber den mitAAV-GRP78
und NaCl behandelten Tieren trotz gleicher Virusmenge um ca. 30% erhéht (Abbildung
3.5.2). Bei den Luciferase-behandelten Tieren war fir diesen Zeitpunkt keine Veranderung
der GRP78 Expression festzustellen.
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Abbildung 3.5.2: GRP78 Proteinexpression am Versuchsende ca. 45 Tage nach der ersten Doxorubizininjektion.
Ménnlichen C57/Bl6 Miusen wurden 3*1012Virusgenome liber die Schwanzvene injiziert. Nach 3 Wochen erfolgte die
Behandlung mit insgesamt 20 mg/kg Doxorubizin (schwarz/grau) bzw. dem gleichen Volumen NaCl (weiB). Die GRP78
Expression im Myokardgewebe wurde im Western Blot durch Detektion mit einem GRP78 Antikorper bestimmt. Zur
Normierung wurde die Expression von GAPDH herangezogen. Durch die Behandlung mit AAV-GRP78 lieB sich eine 2 bis 3
fache Uberexpression von GRP78 gegeniiber den Luciferasetieren erreichen.
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Durch den AAV-vermittelten Gentransfer lieR sich also eine ausreichende Uberexpression
von GRP78 im Ventrikel erzielen, so dass die Effekte einer Uberexpression auch in vivo
untersucht werden konnten.

3.5.1 GRP78 schiitzt Kardiomyozyten vor Doxorubizinkardiotoxizitat in vivo

Analog zu den in vitro Versuchen mit NRVCM ist zu erwarten, dass auch in vivo das
Zellsterben frih und innerhalb der ersten 2 Tage nach Doxorubizininjektion auftritt. Daher
wurden 27h nach der letzten Injektion Blutproben genommen und die Level des hsTNT im
Plasma bestimmt. Die Konzentration des hsTNT im Plasma stieg bei den mit Luciferase und
Doxorubizin behandelten Tieren um das 4 fache gegeniliber unbehandelten Kontrolltieren
an. Durch die Uberexpression von GRP78 konnte dieser Anstieg um ca. 25% reduziert
werden (Abbildung 3.5.3Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).

hsTnT 27h nach Dox Injektion Abbildung 3.5.3: Level des myokardialen Zelltodmarkers
2509 o L * , hsTnT im Plasma 27h nach Injektion von 5mg/kg
) i ' Doxorubizin. Es handelte sich um die letzte von drei
Injektionen, mit der eine kumulative Dosis von 20 mg/kg

2004

£ 1501 erreicht wurde. K: mit NaCl behandelte Kontrollgruppe;
Ewo- AAV- Luc: Mit AAV-Luc und Doxorubizin behandelte
Gruppe; AAV-GRP78: Mit AAV-GRP78 und Doxorubizin

50 —— behandelte Gruppe. Die Behandlung mit Doxorubizin

fiihrte zu einer Erhhung der hsTnT Level im Plasma, die

0 T durch GRP78 Uberexpression reduziert werden konnte.

+ ,\>‘° QS'\% Statistik: One-way-ANOVA mit Bonferroni post hoc Test
& < (*P<0,05).
X2
n=2 n=5 n=8

Die GRP78 Uberexpression verhindert als nicht nur in vitro die Apoptose, auch in vivo l3sst
sich der Untergang von Kardiomyozyten reduzieren. Die Frage ist, ob sich der protektive
Effekt auch in der Herzfunktion und dem Uberleben niederschlagt.

3.5.2 Die Uberexpression von GRP78 verbessert Uberleben und kontraktile
Parameter nach Doxorubizinbehandlung

Als allgmeines MaR fiir die Toxizitdit von Doxorubizin wird haufig die Abnahme des
Korpergewichts herangezogen. Die Behandlung der Mause mit einer kumulativen
Doxorubizindosis von 20mg/kg fuhrte zu einer Kérpergewichtsabnahme um 14%. Auf diesen,
nicht spezifisch kardialen Parameter hatte die GRP78 Uberexpression keinen Einfluss
(Abbildung 3.5.4). Anders sieht das bei der Betrachtung des Uberlebenszeittraums nach Start
der Doxorubizinbehandlung aus. Die virale Uberexpression der Luciferase und von GRP78 an
sich hatte keinen negativen Effekt auf das Uberleben. Keines der mit NaCl behandelten
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Kontrolltiere verstarb bis zum Versuchsende. Dagegen traten 20 Tage nach Injektion der
ersten Doxorubizindosis bei den mit AAV-Luciferase und Doxorubizin behandelten Tieren die
ersten Todesfille auf (Abbildung 3.5.4). Auch hier zeigte sich die GRP78 Uberexpression
protektiv. Erst nach ca. 34 Tagen setzte in der mit GRP78 und Doxorubizin behandelten
Gruppe eine deutliche Erhéhung der Zahl der Todesfille ein. Die GRP78 Uberexpression
fiihrte somit zu einem signifikant verldngerten Uberleben.
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Abbildung 3.5.4: Verlauf des Kérpergewichts und des Uberlebens wihrend der Behandlung mit einer kumulativen
Doxorubizindosis von 20 mg/kg. Links: Das Kérpergewicht wurde vor jeder Doxorubizininjektion und am Versuchsende
bestimmt. 3 Wochen vor Start der Behandlung mit Doxorubizin (schwarz/grau) bzw. NaCl (wei) wurden die M&use mit
3*10" Virusgenome AAV-Luc (Luc) bzw. AAV-GRP78 (GRP78) i.v. injiziert. Im Verlauf des Kérpergewichts zeigte sich kein
Unterschied zwischen den Luciferase und den GRP78 behandelten Gruppen. Die Gewichtsabnahme der mit Doxorubizin
injizierten Tiere war signifikant. Luc NaCl n=12; GRP78 NaCl n=12; Luc Dox n=30; GRP78 Dox n=30. Statistik: Two-way-
ANOVA mit Bonferroni post hoc Test. Rechts: Wihrend des Versuches wurde der Uberlebenszeitraum der einzelnen Tiere
aufgezeichnet und eine Uberlebenskurve erstellt. Die GRP78 Uberexpression verlingerte das Uberleben nach der
Doxorubizinbehandlung signifikant gegeniiber den mit Luciferase behandelten Tieren. Luc NaCl n=10; GRP78 NaCl n=10;
Luc Dox n=29; GRP78 n=25 Statistik: Gehan-Breslow-Wilcoxon Test (P= 0,0391).

Um den  tatsachlichen EinfluB der GRP78 auf die  Ausbildung der
Doxorubizinkardiomyopathie zu untersuchen erfolgte eine Evaluation der Herzfunktion
durch Echokardiographie. Leider konnte die in den Etablierungsversuchen beobachtete
Verringerung der Ejektionsfraktion durch die Doxorubizinbehandlung nicht reproduziert
werden. Bei der Betrachtung der Ejektionsfraktion war kein Unterschied zwischen Luciferase
injizierten Tieren mit und ohne Doxorubizinbehandlung zu verzeichnen, dafiir jedoch eine
Verschlechterung der mit GRP78 und Doxorubizin behandelten Tiere. Zur weiteren
Evaluierung und Analyse dieses Ergebnisses wurden die Verkiirzungsfraktion (FS) und die
katheterbasierte Bestimmung der Ejektionsfraktion als unabhangig gewonnene Parameter
herangezogen. Hier konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Zwischen den unterschiedlichen behandelten Gruppen kam es somit zu keiner
aussagekraftigen reproduzierbaren Anderung der globalen Herzfunktion (Abbildung 3.5.5).
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Abbildung 3.5.5: EinfluR der GRP78 Uberexpression auf Ejektionsfraktion und Verkiirzungsfraktion in vivo. Oben
Linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF) und Verkiirzungsfraktion (FS) aus der echokardiographischen Bestimmung im
wachen Zustand. Fiir die EF wurden pro Tier eine, fiir die FS 5 Kontraktionen ausgewertet. Die Werte wurden am
Versuchsende ca. 45 Tage nach Behandlung mit einer kumulativen Gesamtdosis von 20 mg/kg Doxorubizin
(grau/schwarz) bzw. dem gleichen Volumen NaCl (weiB) bestimmt. Vor Start der jeweiligen Behandlung wurden
3*1012Virusgenome AAV-Luc (schwarz) bzw. AAV-GRP78 (grau) iiber die Schwanzvene injiziert. Unten: Linksventrikuldre
Ejektionsfraktion (EF) in denselben Tieren, bestimmt liber intraventrikuldre Druck-Volumenmessung unter i.p. Narkose.
Es wurden pro Tier mind. 8 Kurven mit der besten Katheterposition ausgewertet. Gruppengréfen: Luc NaCl n=5; GRP78
NaCl n=5; Luc Dox n=12; GRP78 Dox n=13. Statistik: One-way ANOVA mit Bonferroni post hoc Test.

Daraufhin wurde als sensitiverer Parameter der Herzfunktion die maximale und minimale
intraventrikulare Druckdanderungsrate aus den Kathetermessungen herangezogen. Hier war
nach Behandlung mit Doxorubizin in der Luciferase behandelten Gruppe eine signifikante
Verschlechterung sowohl des systolischen Parameters (der maximalen Druckdnderungsrate
bei der Kontraktion) als auch des diastolischen Parameters (der minimalen

Druckdnderungsrate in der Relaxation) zu beobachten.

Durch die GRP78 Uberexpression zeigte sich bei dem systolischen Wert ein positiver Trend
hin zu einer verbesserten Funktion. Statt einer Verringerung der maximalen
Druckdanderungsrate um 28% in der Luciferasegruppe reduzierte sie sich in der GRP78
behandelten Gruppe nur um 14%. Noch positiver fiel das Ergebnis bei der Betrachtung des
diastolischen Parameters aus. Die in der Luciferasegruppe durch Doxorubizin induzierte
Veranderung der minimalen Druckdnderungsrate um 31% konnte durch die GRP78
Uberexpression mit Abfall um nur 9% fast komplett verhindert werden (Abbildung 3.5.6).
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Abbildung 3.5.6: EinfluR der GRP78 auf sensitivere Parameter der Herzfunktion in vivo. Maximale und Minimale
Druckdnderungsraten (dPdt max bzw. dPdt min) am Versuchsende ca. 45 Tage nach Behandlung mit einer kumulativen
Gesamtdosis von 20 mg/kg Doxorubizin (grau/schwarz) bzw. dem gleichen Volumen NaCl (weiR). Vor Start der jeweiligen
Behandlung wurden 3*10" Viruspartikel AAV-Luc bzw. AAV-GRP78 iiber die Schwanzvene injiziert. Die
Druckdanderungsraten wurden liber intraventrikulire Druck-Volumenmessungen gewonnen. Es wurden pro Tier
mindestens 8 Kurven mit der besten Katheterposition ausgewertet.

GruppengroBlen: Luc NaCl n=9; GRP78 NaCl n=10; Luc Dox n=14; GRP78 Dox n=15. Statistik: One-way ANOVA mit
Bonferroni post hoc Test (* P<0,05).

Neben der minimalen Druckanderungsrate konnten auBerdem positive Effekte auf einen
weiterer Parameter der Relaxation ausgemacht werden. Der Parameter Tau gibt die Zeit fur
eine Halbmaximale Druckdanderung an und ist nach Doxorubizinbehandlung in der
Luciferasegruppe signifikant um 70% erhoht. Dies entspricht einer verlangsamten Relaxation

des Ventrikels in der Diastole. Auch hier zeigte sich mit der GRP78 Uberexpression eine
Normalisierung und Reduktion des Anstiegs von Tau um 28%.

Tau Mirsky Abbildung 3.5.7: Verdnderung des
25 . . Relaxationsparameters Tau Mirsky. Der Parameter Tau
} | } | wurde iiber intraventrikuldre Druck-Volumenmessung
ca. 45 Tage nach Behandlung von C57/Bl6 Maiusen mit
207 einer kumulativen Gesamtdosis von 20 mg/kg
154 Doxorubizin (grau/schwarz) bzw. dem gleichen Volumen
» NaCl (weiB) gewonnen. Vor Start der jeweiligen
E 104 T Behandlung wurden 3*10% Virusgenome AAV-Luc
(schwarz) bzw. AAV-GRP78 (grau) liber die Schwanzvene
5] injiziert. Es wurden pro Tier mind. 8 Kurven mit der
besten Katheterposition ausgewertet. GruppengrofRen:
0 : . Luc NaCl n=8; GRP78 NaCl n=9; Luc Dox n=6; GRP78 Dox
N N + " n=6. Statistik: One-way ANOVA mit Bonferroni post hoc
& & P & Test (* P<0,05).
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Somit zeigte sich auch im in vivo Modell der Doxorubizinkardiotoxizitat die protektive
Wirkung einer GRP78 Uberexpression, ausgedriickt durch ein verlingertes Uberleben der
Tiere und eine verbesserte Relaxation des linken Ventrikels in Verbindung mit reduziertem
Untergang von Kardiomyozyten.
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4 Diskussion

Die Anwendung des Chemotherapeutikums Doxorubizin wird durch eine mit der
kumulativen Gesamtdosis korrelierenden Gefahr der Ausbildung einer Kardiomyopathie
eingeschrankt. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass das ER Chaperon GRP78 mit
der Resistenzausbildung einiger Tumoren gegen eine Doxorubizinbehandlung in Verbindung
gebracht wird. Eine GRP78 Uberexpression zeigte sich dementsprechend in immortalisierten
Zelllinien bereits als protektiv im Zusammenhang mit einer Anthrazyklinbehandlung [64].
Allerdings folgte noch keine Ubertragung dieser Erkenntnisse in den kardialen Bereich,
insbesondere mit der Untersuchung der Effekte einer GRP78 Uberexpression in vivo. Dies ist
besonders deshalb relevant, weil kardiale Nebenwirkungen ein Hauptproblem der
Anthrazyklin-basierten Chemotherapie darstellen. In dieser Arbeit sollte daher das
therapeutische Potenzial einer kardialen Gentherapie mit GRP78 in einem klinisch
relevanten Modell getestet werden und Hinweise auf mogliche protektive Mechanismen
gewonnen werden. Eine Gentherapie hatte gegeniber vielen anderen Therapeutika den
Vorteil, dass durch die Kombination eines Virus mit einem gewebespezifischen Promotor
eine gezielte Therapie der Kardiomyozyten moglich ist. Der Tumor wird nicht erreicht. Dies
ist mit systemisch applizierten Therapeutika nicht moglich.

4.1 Einordnung der Relevanz der gewdhlten Modelle

Die Ursachen der durch Doxorubizin ausgelésten toxischen Wirkung und der damit
verbundenen Ausbildung einer Kardiomyopathie sind schon lange Gegenstand intensiver
Forschungen. Erst langsam wachst das Verstandnis fir die molekularen Vorgange, die die
Toxizitat hervorrufen. Grund dafir sind unter anderem unterschiedliche Versuchsaufbauten
und Doxorubizin-Dosen, die in den Experimenten verwendet werden [80]. Denn die
Aktivierung unterschiedlicher zytotoxischer Signalwege hangt durchaus auch von der
gewahlten Dosis abhangig [81]. Im Folgenden sollen daher die in dieser Arbeit untersuchten
Modelle beziiglich ihrer Relevanz und Vergleichbarkeit eingeordnet werden.

Im Patienten wurden Doxorubizin-Plasma-Spitzenkonzentrationen von ca. 200ug/L (0,5uM)
gemessen [82]. Diese liegt geringfiigig niedriger als die in dieser Arbeit in vitro verwendete
Konzentration von 1uM. Es darf allerdings nicht vergessen werden, dass Patienten bei
mehrmaliger Behandlung noch unterhalb der kumulativen Dosis von 500 mg/m2 liegen
sollten. Im Vergleich zu anderen publizierten in vitro Studien liegt die verwendete Dosis im
Mittelfeld. Die gebrauchlichen Dosen reichen von 0,1 bis 20uM. Fiir die Auswahl war die
Vergleichbarkeit mit den klinischen Plasmaleveln relevant und, dass sich der Zelltod in vitro
innerhalb von 24h induzieren lieR. Dies war bei 0,5uM und 1uM der Fall.
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Die fur die in vivo Versuche verwendete kumulative Dosis von 20 mg/kg ist eine im
Mausmodell haufig verwendete Konzentration, mit der sich in der Regel unabhdngig vom
Gabeschema eine Herzinsuffizienz mit verringerter Ejektionsfraktion produzieren lasst [83,
84]. Im Kaninchenmodell mit einer kumulativen Doxorubizin-Gesamtdosis von 12-18 mg/kg
i.p. lag die Konzentration im Ventrikel bei ungefahr 1uM [85]. Es ist also zu erwarten, dass
sich im Mausmodell die ventrikuldre Konzentration in einem dhnlichen Bereich befindet. Die
zwei in dieser Arbeit untersuchten Modelle sollten sich also bezliglich der verwendeten
Doxorubizindosis dhneln und bewegen sich nur leicht ber dem Rahmen einer klinisch
verwendeten Dosierung. Dennoch waren die durch Doxorubizin im in vivo Mausmodell
induzierten kardialen Effekte relativ schwach, sodass die tatsachlich
Doxorubizinkonzentration im Ventrikel wohl unter 1uM lag.

4.2 Doxorubizin induzierte Effekte in vivo und in vitro

Zunachst wurde untersucht, ob das in vivo und das in vitro Modell die
Doxorubizinkardiotoxizitat hinsichtlich einer ventrikularen Dysfunktion und der Induktion
von Zelltod abbilden. Wie in der Einleitung dargelegt, wird die Doxorubizinkardiotoxizitdt mit
einer Vielfalt an Mechanismen in Verbindung gebracht. Diskutiert werden eine
mitochondriale Dysfunktion mit der Bildung von ROS, Anderungen der Ca**-Homéostase und
DNA Schadigung. All diese Mechanismen sind eng mit der Aktivierung von Apoptose aber
auch untereinander verknipft [siehe Kapitel 1.2 der Einleitung]. Daher wurden neben der
Aktivierung von Apoptose auch gezielt die durch Doxorubizin induzierten Veranderungen
dieser Signalwege in NRVCM untersucht.

4.2.1 Doxorubizin induziert Apoptose in Verbindung mit einer kontraktilen
Dysfunktion

Klinisch zeigt sich die Doxorubizintoxizitdt durch die Ausbildung einer Herzinsiffizienz mit
verringerter Ejektionsfraktion [6]. Bei der Etablierung spiegelte das Mausmodell dieses
Charakteristikum einer Kardiomyopathie wider. 3 Wochen nach Start der
Doxorubizinbehandlung wurde mit einer kumulativen Dosis von 20 mg/kg eine signifikante
Verringerung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion festgestellt. Diese Dosis zeigte sich in
vielen  unterschiedlichen = Modellen als ausreichend um eine verlassliche
Doxorubizinkardiomyopathie zu induzieren [86, 87]. Im Therapieversuch mit der GRP78
Uberexpression konnte die Anderung der Ejektionsfraktion allerdings nicht reproduziert
werden. Es war jedoch eine signifikante Verschlechterung der systolischen und diastolischen
Druckanderungsraten zu verzeichnen. Die Erhéhung des Parameters Tau, der die Relaxation
des Ventrikels beschreibt, spricht insbesondere fiir eine diastolische Insuffizienz. Dies deutet
darauf hin, dass bei diesem Versuch ein friihes, noch kompensiertes Stadium der
Doxorubizinkardiomyopathie abgebildet ist. Zu einem ahnlichen SchluR kamen auch Schmitt



Diskussion | 82

et al., die zeigen konnten, dass eine diastolische Dysfunktion ein friihes, schon bei geringen
Doxorubizindosen auftretendes Ereignis ist, das der systolischen Dysfunktion mit einer
verringerten Ejektionsfraktion vorausgeht [88].

Mogliche Ursachen einer ventrikuldaren Dysfunktion sind vielfaltig. Im Falle von Doxorubizin
wird insbesondere der Untergang von Kardiomyozyten dafiir verantwortlich gemacht [89].
Im in vivo Mausmodell konnte, durch erhéhte Level des kardialen Zelltodmarkers Troponin T
(hsTnT), 27h nach Doxorubizininjektion ein signifikanter Untergang von Kardiomyozyten
nachgewiesen werden. Selbst am Versuchsende nach 21 Tagen waren die hsTnT Werte im
Vergleich zu NaCl behandelten Kontrolltieren noch leicht erhéht.

Auch nach der Behandlung von NRVCM mit 1uM Doxorubizin trat nach 24h (ToxiLight Assay)
bzw. 48h (Caspase3-Spaltung) eine starke Aktivierung des Zelltodes auf. Zu beiden
Zeitpunkten war auch im TUNEL Assay eine hohe Anzahl apoptotischer Nuklei zu sehen.
Dieser Verlauf deckt sich mit zahlreichen Publikationen zur Induktion von Apoptose und
Zelltod durch Doxorubizin in vivo und in vitro [90-92]. Sowohl im in vivo als auch im in vitro
Modell fihrt Doxorubizin also zu Apoptose bzw. Zelltod.

4.2.2 Doxorubizin fiihrt zu vermehrter Aktivierung ca* abhangiger Proteine

Veranderungen in den zytosolischen und mitochondrialen Ca’*-Leveln im Rahmen der
Doxorubizintoxizitait wurden bereits beschrieben [19, 26]. Doxorubizin. erhéht die
Offnungswahrscheinlichkeit des Ryanodinrezeptors (RyR) und fiihrt damit zur Erhéhung des
diastolischen SR Ca®* Lecks sowie zur Depletion des SR Ca’'gehalts [19]. Im Zusammenhang
mit erhdhten Ca** Spiegeln findet meist eine CaMKIl Aktivierung statt [28]. Tatsichlich
wurde gezeigt, dass CaMKIl in Folge des durch Doxorubizin induzierten Ca+2 Lecks
phosphoryliert wird und zu einer weiteren Dysregulation des Ca’* Haushalts beitragt [93].
Mit der vorliegenden Arbeit konnte eine Aktivierung und Phosphorylierung von CaMKIl im
Rahmen der Doxorubizinkardiotoxizitit in vitro bestitigt werden. Als Nachweis der Ca*-
abhangigen Aktivierung von CaMKIl wurde die Phosphorylierung von PLN herangezogen.
Dessen Phosphorylierung an Thrl7 erfolgt spezifisch durch CaMKIl [94]. So konnte gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung von PLN und damit die CaMKII Aktivitat 16-24h nach der
Behandlung mit 1uM Doxorubizin stark erhéht ist. Dies weist auf erhéhte zytosolische Ca’*-
Level hin, kann aber auch mit oxidativem Stress in Verbindung stehen [95]. Allerdings
konnten weder fir den 16h Zeitpunkt noch den 24h Zeitpunkt eindeutig erhohte ROS-Level
nachgewiesen werden. Auch die haufig mit ROS in Verbindung gebrachte Phosphorylierung
von AKT trat erst nach 24h, also nach dem initialen Anstieg der PLN-Phosphorylierung auf
[79]. Die Aktivierung der CaMKII kann also nicht eindeutig auf ROS zuriickgefiihrt werden.

Im weiteren Verlauf der Doxorubizinbehandlung konnte nach 48h die Phosphorylierung von
CaMKIl an Thr286 nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um eine
Autophosphorylierung, die als Folge einer anhaltenden Aktivierung zu sehen ist und eine Art
Ca’*-Gedichtnis darstellt [29]. Die Phosphorylierung der CaMKIl im Rahmen der
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Doxorubizinkardiotoxizitat wurde urspriinglich von Sag et al nachgewiesen und konnte hier
erstmals reproduziert werden [93].

Durch die Phosphorylierung an Thr286 wird CaMKII konstitutiv und Ca” unabhangig aktiv.
Eine erhohte CaMKII Aktivitat kann Arrhythmien und eine diastolische Dysfunktion auslésen
[96]. Interessanterweise ist die CaMKII-Aktivierung aber auch ein Zwischenschritt vieler
apoptotischer Stimuli, insbesondere bei Ca®* stimulierter Apoptose [33, 97]. In diesem
Zusammenhang ist besonders darauf hinzuweisen, dass mitochondriale CaMKIl Uber die
Phosphorylierung des mitochondrialen Ca®*-Uniporters den Ca”*-Einstrom und damit die
mitochondriale Integritdt und Apoptose direkt beeinflusst [35] . AuRerdem kann die CaMKII
vermittelte Phosphorylierung des RyR Ca”" induzierten Zelltod auslésen [98]. Damit stellt die
durch Doxorubizin erhéhte CaMKIl Aktivierung einen moglichen Mechanismus der
Doxorubizintoxizitat dar.

4.2.3 Doxorubizin fiihrt zu einer Akkumulation von p53

Die zytotoxische Wirkung vieler Chemotherapeutika, insbesondere auch Doxorubizin, ist mit
einer Akkumulation von p53 verbunden [99, 100]. Dieser Effekt konnte in den NRVCM
reproduziert werden. Nach 3h war ein leichter Anstieg und nach 16-24h
Doxorubizinbehandlung eine signifikante Erhohung der p53 Level zu verzeichnen. p53
Aktivierung kann durch mehrere Wege erfolgen. Ein Hauptausloser der p53 Akkumulation ist
dabei das Auftreten starker DNA Schadigungen [44]. Grund fir die erhdhten p53 Level
kdnnten also die durch Inhibierung der Topoisomerase induzierte Doppelstrangbriiche sein
[57]. Jedoch kann p53 auch durch oxidativen Stress und CaMKIl aktiviert werden und
akkumulieren [45, 101]. Im Zeitverlauf kam es zunachst zur Akkumulation von p53 und erst
dann zur Phosphorylierung von AKT und Spaltung von Caspase3. Dies ist in Ubereinstimmung
mit der Beobachtung, dass der Anstieg der p53 Expression der mitochondrialen Dysfunktion
voraus geht und spricht fiir eine DNA Schadigung als frihem Ereignis in der
Doxorubizintoxizitat [102]. Das Auftreten von DNA-Schiaden konnte durch die frihe
Rekrutierung von Phospho-Histon 2A.X schon 1h nach Doxorubizinbehandlung
nachgewiesen werden. Es ist jedoch durchaus moglich, dass die p53 Akkumulation spater
durch andere Stimuli verstarkt wird.

Daflir spricht z.B., dass das Maximum der Caspase3 Aktivierung zeitlich mit der CaMKII
Phosphorylierung zusammenfallt, wahrend zu diesem Zeitpunkt die p53 Level bereits wieder
sinken. Auch das AusmaR der Aktivierung ist vergleichbar. In der Tat ist die Notwendigkeit
von p53 fir das Auslésen von Apoptose durch Doxorubizin gerade auch fiir Kardiomyozyten
umstritten (siehe Kapitel 4.3.1). Die Ca’-unabhingige CaMKIl Aktivierung kénnte daher
durchaus direkt und p53 unabhdngig fir eine zusatzliche Induktion der Apoptose
verantwortlich sein.
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4.2.4 Doxorubizin verringert die Expression des ER Chaperons GRP78

Wadhrend eine positive Rolle von ER Stress und einer damit verbundenen GRP78
Uberexpression fiir das Uberleben von Tumorzellen gut beschrieben ist, ist der Einfluss von
Doxorubizin auf die endogenen GRP78 Level des kardialen Gewebes relativ schlecht
untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte mit einem KDEL spezifischen Antikérper eine
signifikante Reduktion der GRP78 Expression nach 16h Doxorubizinbehandlung
nachgewiesen werden, die danach wieder leicht anstieg. Die KDEL-Sequenz stellt das ER
Retentionssignal dar und ist bei der ER-ansdssigen Form von GRP78 und dem
membranstandigen GRP78 zu finden [103, 104] Interessanterweise war diese
Herunterregulation mit einem nicht KDEL-spezifischen Antikdrper, der ein allgemeines
Epitop von GRP78 erkennt weder in vivo noch in vitro zu detektieren. In vitro ging der Trend
hier eher zu einer Hochregulation. Gleichzeitig waren in beiden Modellen die GRP78 mRNA
Level verringert.

Dies spiegelt die widerspriichlichen zu dieser Frage publizierten Daten wieder. Einige
Gruppen sehen nach Doxorubizinbehandlung keine Verdanderungen der GRP78
Gesamtproteinlevel, andere sehen eine Hochregulation [105-107]. Sicherlich ist dies auch
auf die Verwendung unterschiedlicher Modelle und Zelllinien zurtickzufiihren. Die in dieser
Arbeit vorgestellten Daten weisen allerdings auch auf eine kompartimentspezifische
Depletion oder Translokation von GRP78 hin.

Die Herunterregulation der KDEL-Form trat gleichzeitig mit der Akkumulation von p53, der
PLN Phosphorylierung und der Detektion von Zelltod im ToxiLight Assay auf. Es stellte sich
also die Frage, ob die GRP78 Depletion ein Ausléser des Doxorubizin induzierten Zelltodes
ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde der Effekt von Doxorubizin im Vergleich zu
NRVCM mit GRP78 Knockdown untersucht .

4.2.5 Der Knockdown von GRP78 verstarkt die Apoptose, aktiviert jedoch andere
Signalwege als Doxorubizin

Ein alleiniger GRP78 Knockdown |0st bereits Apoptose aus, unterstiitzt sie allerdings auch im
Zusammenhang mit vielen Stressoren [108, 109]. Insbesondere koénnen durch den
Knockdown von GRP78 Tumorzellen fiir eine Chemotherapie sensitiviert werden [110, 111].
In diesen Untersuchungen wurde jedoch in der Regel mit GRP78 Uberexprimierenden
Tumoren gearbeitet und nicht der Effekt auf physiologische GRP78 Level untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass der alleinige Knockdown von
GRP78 in NRVCM Zelltod auslost. Allerdings fiel die Zelltodaktivierung deutlich geringer aus,
als durch die Doxorubizinbehandlung, obwohl beide Behandlungen eine vergleichbare
Reduktion der GRP78 Level induzierten. Durch die siGRP78 Behandlung zusatzlich zu
Doxorubizin konnte die Kardiotoxizitdt zwar erhéht werden, der Effekt war jedoch rein
additiv und nicht synergistisch. Hinzu kommt, dass der GRP78 Knockdown eine massive
Erhohung der CHOP Expression (und damit des ER Stress) zur Folge hat, Doxorubizin jedoch
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nur eine moderate CHOP Induktion herbeifiihrt. Dies sind starke Hinweise darauf, dass der
GRP78 Knockdown und Doxorubizin unterschiedliche Signalwege aktivieren und die durch
Doxorubizin induzierte Depletion von GRP78 nicht die Hauptursache der Kardiotoxizitat ist.

Dennoch ist es denkbar, dass die erniedrigten GRP78 Level, insbesondere im SR, die
Doxorubizintoxizitat zwar nicht auslosen, aber unterstitzen. Das SR ist neben den
Mitochondrien eines der in der Kardiotoxizitat hauptsachlich betroffenen Organellen [112].
GRP78 ist ein wichtiger Regulator der ER Funktion und Homdostase und reguliert auRerdem
den Ca*-Strom zwischen ER und Mitochondrien [74]. Die Erniedrigung der KDEL-GRP78
Level durch Doxorubizin setzt also eventuell protektive Mechanismen auRer Kraft. Eine
GRP78 Uberexpression kénnte in diesem Fall protektiv wirken.

4.3 GRP78 verringert die Doxorubizinkardiotoxizitat in vitro und in vitro

Die gezielte Uberexpression von GRP78 wurde durch Gentransfer mit einem AAV Serotyp6
unter der Kontrolle eines kardialen Promotors erreicht. Damit konnte eine 3-7 fache
Uberexpression von GRP78 erzielt werden. Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen
konnte so ein therapeutisches Fenster grob bestimmt werden. Demzufolge schiitzt die
GRP78 Uberexpression vor der Doxorubizinkardiotoxizitit, dieser Effekt scheint sich aber ab
einer ca. 3 fachen Uberexpression in einen pro-apoptotischen Effekt mit erhéhter Caspase3
Aktivierung umzukehren. Pro-apoptotische Effekte durch GRP78 sind insbesondere im
Zusammenhang mit der membranstdandigen Form von GRP78 bekannt. So kann Uber
membranstandiges GRP78 der extrinsische Apoptosesignalweg z.B. durch endogene,
zirkulierende Proteine wie Par-4 oder TRAIL, aber auch durch einen gegen GRP78
gerichteten Autoantikérper aktiviert werden [70, 71]. Eine starke Uberexpression kann auch
zur vermehrten Lokalisierung von GRP78 in anderen Kompartimenten fiihren, wodurch
eventuell andere Effekte als durch SR lokalisiertes GRP78 induziert werden kdnnen [64, 67].

Innerhalb des therapeutischen Fensters der GRP78 Uberexpression (1,5 bis 3 fache
Uberexpression) trat eine Reduktion des apoptotischen Zelltodes auf, nachgewiesen durch
verringerte Caspase 3 Aktivierung und reduziertes Auftreten TUNEL positiver Zellen. Das
Ausbleiben eines Effekts durch GRP78 im ToxilLight Assay widerlegt den protektiven Effekt
nicht zwingend, da der Assay mit dem Austritt von Enzymen aus der Zelle einen sehr
unspezifischen und erst nach der Caspaseaktivierung auftretenden Parameter erfasst [113].
Die GRP78 Uberexpression zeigte sich friihestens nach 48h Doxorubizinbehandlung
protektiv, damit ist ein positiver Effekt im ToxiLight Assay erst zu einem spateren Zeitpunkt
zu erwarten, der allerdings durch den experimentellen Aufbau nicht erfasst wurde.

Die in vivo Daten unterstiitzen diese Ansicht. Durch die Behandlung mit AAV-GRP78 konnte
die initiale Schadigung des Myokards, gemessen an den hsTnT Leveln im Plasma 27h nach
der Injektion von Doxorubizin, signifikant gesenkt werden. Die Troponinlevel im Plasma
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gelten als Marker fir myokardialen Schaden, der bei Nekrose und Apoptose aus den
Kardiomyozyten ins Blut frei gesetzt wird und haben einen pradiktiven Wert fir die
Ausbildung einer Doxorubizinkardiomyopathie [114-116]. Somit konnte erstmals ein
protektiver Effekt durch GRP78 in der Doxorubizinkardiotoxizitdit in zwei Modellen
nachgewiesen werden.

Der verringerte Zelltod schldgt sich auch funktionell nieder. Neben dem antiapoptotischen
Effekt von GRP78 konnte in vivo ein verbessertes Uberleben festgestellt werden. Zwischen
den beiden Doxorubizin behandelten Gruppen ist dabei kein Unterschied im Gewichtsverlust
festzustellen, der das verbesserte Uberleben erklidren kénnte. Zusammen mit der durch den
MLC-Promotor erreichten kardialen Spezifitdit der Expression des Transgens spricht dies
dafiir, dass es ein spezifisch kardialer Effekt ist, der das Uberleben verldngert. In der Tat
zeigte sich mit GRP78 Uberexpression eine signifikante Verbesserung der diastolischen
Relaxation, angezeigt durch eine verbesserte minimale Druckanderungsrate und eine
Reduktion des Parameters Tau. Veranderungen in der Relaxation kommt in der
Doxorubizinkardiotoxizitat eine grofRe Bedeutung zu, da sie sich schon in friihen Stadien der
Kardiomyopathie manifestieren und pradiktiv fiir eine systolische Dysfunktion sind [88, 117].
Dementsprechend zeigte sich mit GRP78 Behandlung auch nur ein Trend zu einer
verbesserten systolischen Druckdanderungsrate.

Mit der Reduktion der Apoptose und der Relaxation verbessert die GRP78 Uberexpression
also  bereits frhe  Ereignisse auf dem Weg zur Entwicklung einer
Doxorubizinkardiomyopathie. Die Untersuchung moglicher Mechanismen der GRP78
vermittelten Protektion erfolgte daher in vitro.

4.3.1 GRP78 Uberexpression verringert die Doxorubizin induzierte p53
Akkumulation

Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben ging die Doxorubizinbehandlung mit einem Anstieg in der
p53 Expression einher. Nach 24h Doxorubizinbehandlung waren im Zusammenhang mit der
GRP78 Uberexpression die p53 Level reduziert. Dies kann eine Ursache der nach 48h
beobachteten Reduktion der Apoptose sein. Fir positive Effekte einer verringerten oder
veranderten p53 Aktivitat bzw. Expression gibt es zahlreiche Beispiele. Mutationen in p53
werden in eine enge Verbindung mit der Resistenz von Tumorzelllinien gegen Anthrazykline
gebracht [118]. Auch der gezielte kardiale Knockout von p53 in vivo konnte die Doxorubizin
induzierte Apoptose verringern und in Folge die ventrikuldre Kontraktilitat verbessern [119].
Diesen Beobachtungen stehen Veroffentlichungen entgegen, nach denen p53 in adulten
Kardiomyozyten und in vivo die Apoptose bzw. die als Antwort auf den Verlust von
Kardiomyozyten auftretende Fibrose nur gering zu beeinflussen scheint [53, 120]. Die
Relevanz von p53 in der Doxorubizinkardiotoxizitat ist also noch nicht eindeutig geklart.
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Es stellt sich auBerdem die Frage, wie eine GRP78 Uberexpression zu verringerter p53
Akkumulation fiihren kann. Da p53 ein Teil der Antwort auf DNA Schadigungen ist und
Doxorubizin Gber die Hemmung der Topoisomerase || DNA Strangbriiche induziert, liegt als
Ursache der p53 Reduktion eine verringerte Schadigung der DNA nahe. In der Tat konnte die
durch UV-Strahlung verursachte Schadigung der DNA durch den Knockdown von GRP78
verstirkt werden [77]. Eine GRP78 Uberexpression kénnte also durchaus zu einer
verringerten DNA Schadigung flihren. Dies muss im Zusammenhang mit der
Doxorubizintoxizitat noch Uberprift werden.

Ein wichtiger Faktor in der Akkumulation von p53 kann allerdings auch die CaMKII-Aktivitat
sein [101].

4.3.2 GRP78 Uberexpression normalisiert die CaMKII-Aktivitit

Die Verknlipfung von CaMKIl und myokardialer Apoptose wurde bereits in Kapitel 4.2.2
diskutiert. Ubereinstimmend mit der verringerten Doxorubizin induzierten Apoptose konnte
in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich durch die GRP78 Uberexpression die
Doxorubizin induzierte Aktivierung der CaMKIl in vitro signifikant reduzieren, sogar fast
komplett aufheben ldsst. Dies zeigte sich durch eine reduzierte Phosphorylierung von PLN an
Thrl7 nach 24h und eine ebenfalls reduzierte Autophosphorylierung von CaMKII nach 48h.
Beispiele fur den antiapoptotischen Effekt einer CaMKIl Inhibierung gibt es bereits aus
anderen Bereichen. So verringert die Hemmung der mitochondrialen sowie der
zytosolischen CaMKIl die im Zusammenhang mit dem Ischdmie/Reperfusionsschaden
auftretende Apoptose [35, 121]. Auch im Herzinfarktmodell mit Isoprenalin induzierter
Apoptose lasst sich der Zelltod durch CaMKIl Inhibierung aufhalten [122].

CaMKIl verursacht Zelltod und eine kontraktile Dysfunktion Gber die Phosphorylierung des
RyR [21, 98]. Positive Effekte einer CaMKIl Inhibierung werden daher vor allem auf die
Verringerung des RyR Rezeptor vermittelten diastolischen Ca?* Lecks zuriickgefiihrt [123]. In
diesem Zusammenhang ist es wichtig noch einmal zu erwahnen, dass ein diastolisches Ca’*-
Leck und erhohte zytosolische ca® Spiegel auch in der Doxorubizinkardiotoxizitat auftreten
und eine mogliche Ursache der beobachteten Apoptose und Dysfunktion darstellen [19].
Eine durch Inhibierung der CaMKII reduzierte RyR-Aktivitdat kann also den antiapoptotischen
Effekt und auch die verbesserte Kontraktilitdt nach GRP78 Behandlung erklaren.

Durch die in Folge der GRP78 Uberexpression verringerte Aktivitit der CaMKIl kann
allerdings auch das verlingerte Uberleben der AAV-GRP78 behandelten Mé&use erklart
werden. Aufgrund der noch nicht manifestierten Kardiomyopathie im Versuch ist die
Pumpfunktion als Grund fiir den Tod auszuschlieRen. Interessanterweise ist allerdings
zwischen den beiden Doxorubizin behandelten Gruppen kein Unterschied im
Gewichtsverlust festzustellen, der das verbesserte Uberleben in der GRP78 Gruppe erkldren
konnte. Zusammen mit der durch den MLC-Promotor erreichten kardialen Spezifitat der
Expression des Transgens spricht dies dafiir, dass es trotz nur geringer Veranderungen in der
Pumpfunktion ein spezifisch kardialer Effekt ist, der das Uberleben verlingert. Die
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wahrscheinlichste Todesursache ist daher das Auftreten von Arrhythmien mit kardialem
Arrest, wie sie auch in der akuten Doxorubizintoxizitdt auftreten konnen [124]. Die CaMKII
als ein zentraler Regulator der Ca®* Stréme wird innerhalb vieler Kardiomyopathiemodelle
mit der Ausbildung von todlichen Arrhythmien in Verbindung gebracht [125, 126]. Die in
dieser Arbeit festgestellte Reduzierung der CaMKIl Aktivitdt durch GRP78 Uberexpression
sollte also antiarrhythmisch wirken und kénnte so zum verlidngerten Uberleben fiihren.

Dies ist die erste Arbeit, die Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen GRP78 und der
CaMKII-Aktivitdit in einem Kardiomyopathiemodell beschreibt. Eine interessante
Fragestellung fiir zukiinftige Projekte ist daher, wie GRP78 die CaMKII Aktivierung reduzieren
kann. Da in der vorliegenden Arbeit kein schliissiger Beweis fiir erhohte ROS-Level gefunden
werden konnte, ist die initiale Aktivierung der CaMKIl durch Ca®* am Wahrscheinlichsten.
Eine direkte Beeinflussung der Ca’*-Homdostase und der freien Ca**-Level durch GRP78
steht dabei im Einklang mit bereits beschriebenen Funktionen des ER Chaperons.

Zum Beispiel lasst sich durch im Rahmen des ER Stress erhohten Level von GRP78 ein
oxidativ induzierter Anstieg der intrazelluliren Ca** Level und die dadurch ausgeldste
Apoptose verhindern. Interessanterweise lasst sich der gleiche protektive Effekt durch den
Ca®*-Chelator EGTA erzielen [127]. In einem sehr einfachen Modell kénnte die Fahigkeit von
GRP78 Ca®" zu binden zu einer Reduktion des freien Ca** und damit zu einer Stabilisierung
der Ca*-Homoostase unter Stress beitragen [128]. GRP78 ist allerdings auch an der
Regulation Ca®transportierender Kanile wie dem SR Ca’* Kanal Translocon und dem
mitochondrialen Ca®*Transporter IP3R beteiligt, so dass ein direkter Einfluss auf die Ca®'
Strome denkbar ist [74, 129].

4.4 Fazit und Ausblick

Ein bleibendes Problem in der Anwendung des Chemotherapeutikums Doxorubizin ist das
Auftreten kardiotoxischer Nebenwirkungen, die die maximal anwendbare Dosis
einschranken. Interessanterweise ist die Resistenz vieler Tumore gegeniiber einer
Doxorubizintherapie mit einer Hochregulation des ER Chaperons GRP78 verbunden. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob eine gezielte kardiale GRP78
Uberexpression die Doxorubizinkardiotoxizitit verhindern kann. Es wurde dafiir ein in vivo
Modell etabliert, das eine beginnende Doxorubizinkardiomyopathie widerspiegelt, sodass
der Einfluss der GRP78 Uberexpression auf frithe Vorginge in der Doxorubizinkardiotoxizitit
untersucht werden konnte. In diesem Modell konnte erstmals gezeigt werden, dass durch
die kardial spezifische GRP78 Uberexpression in vivo eine verringerte Sterblichkeit sowie
eine verbesserte systolische und diastolische Funktion nach Doxorubizinbehandlung
auftreten. Dies konnte mit einem verringerten Zellsterben in vivo und in vitro in
Zusammenhang gebracht werden.

Daneben deuten die in vitro Versuche darauf hin, dass Doxorubizin in Kardiomyozyten zu
einer kompartimentspezifischen Depletion von GRP78 im Sarkoplasmatischen Retikulum
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flihrt. Diese ist nicht ursachlich fir die Doxorubizinkardiotoxizitat, inhibiert allerdings
eventuell protektive Mechanismen.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kdnnen auBerdem folgende neue Hypothesen
beziliglich des Mechanismus des protektiven Effekts von GRP78 auf die Doxorubizin
induzierte Kardiotoxizitat gebildet werden (Abbildung 4.4.1):

Dox
DNA Schadigung l . ROS
Ca2+
—— GRP78 S
\ l \\\\
Y .
P33 e camKki__ N

Apoptose
Kontraktile Dysfunktion

Abbildung 4.4.1: Schematische Darstellung der durch Doxorubizin beeinflussten Signalwege, die mit der
Doxorubizinkardiotoxizitit in Verbindung stehen (blau) und der durch GRP78 Uberexpression induzierten Effekte (rot).
Doxorubizin (Dox) fiihrt zur Induktion von Apoptose durch Schddigung der DNA und eine dadurch induzierte p53
Akkumulation. AuBerdem fiihrt Doxorubizin zu erhohten cytosolischen Caz+-LeveIn, welche die Ca2+/CaImoduIin
abhangigen Proteinkinase Il (CaMKIl) aktivieren. Aktive CaMKIl erhoht den Ca*-Ausstrom aus dem SR iiber den
Ryanodinrezeptor (RyR) und den Ca*-Strom in die Mitochondrien. Die Folge sind Apoptose, Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die den Prozess verstirken und eine kontraktile Dysfunktion.

Hypothese A): Hauptmechanismus der Doxorubizintoxizitat ist die durch DNA-Schadigung
ausgeldste Akkumulation von p53, die die Apoptose initiiert. Eine direkte protektive Wirkung
von GRP78 in der DNA-Reparatur oder die Verhinderung der DNA Schadigung fiihrt zu

geringerer Akkumulation von p53 und verringerter Apoptose.

Diese Hypothese ergibt sich aus den im Zusammenhang mit der GRP78 Uberexpression
reduzierten p53 Leveln und der nachgewiesenen Induktion der DNA-Reparaturprogramme
nach Doxorubizinbehandlung. Gegenstand zuklinftiger Arbeiten ware demnach der
Nachweis einer Reduktion der Doxorubizin induzierten DNA-Schadigung durch GRP78. Eine
Moglichkeit ist, die frihe Akquirierung und Aktivierung von DNA-Reparaturenzymen wie z.B.
Phospho-Histon = 2A.X  oder "Ataxia telangiectasia = mutated" (ATM) nach
Doxorubizinbehandlung mit und ohne GRP78 Knockdown zu quantifizieren [130]. Ein
direkter Nachweis des Effekts der viralen GRP78 Uberexpression erwies sich aufgrund der
Rekrutierung von Phospho-Histon 2a.X durch das Virus als nicht moglich [131]. Interessant
wire auch, die Effekte einer gezielten nukleidren Uberexpression von GRP78 zu untersuchen.
AuBerdem sollte in Hinblick auf die widersprichliche Literatur bezliglich der Rolle von p53
fiir die Apoptose, die Relevanz der p53 Reduktion in dem untersuchten Modell z.B. durch
einen p53 Knockdown gepriift werden.
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Diese Hypothese ist besonders deshalb interessant, weil mit der DNA-Schadigung ein
primarer, ursachlicher Mechanismus der Doxorubizintoxizitat mit dem protektiven Effekt der
GRP78 Uberexpression verkniipft werden kann.

Hypothese B) Doxorubizin induziert ein diastolisches Ca** Leck, in Folge dessen CaMKII
aktiviert wird. Die Aktivierung der CaMKIl durch Doxorubizin flihrt zur Apoptose. Entweder
durch Erhéhung des ER Ca®* Lecks Uber RyR Phosphorylierung oder lber die direkte
Erhohung des ca® Transports in die Mitochondrien. GRP78 wiederum verringert die durch
Doxorubizin induzierte Aktivierung der CaMKIl und normalisiert die Ca’*-Stréme, wodurch
weniger Apoptose stattfindet.

Der Nachweis des direkten antiapoptotischen Effekts einer CaMKIl Inhibierung (z.B. durch
das "Autocamtide-2-Related Inhibitory Peptide") in der Doxorubizinkardiotoxizitdat muss in
zukiinftigen Arbeiten noch gefiihrt werden. Da dysregulierte Ca**-Strdme tber den RyR in
diesem Zusammenhang von Bedeutung sind, sollte auch das postulierte Auftreten einer
verringerten Phosphorylierung des RyR nach GRP78 Behandlung im Kontext der
Doxorubizinbehandlung verifiziert werden. Insbesondere die Aktivitdit des RyR durch
Messung der Ca’*-Transienten ist hierbei von Bedeutung, da der RyR auch durch andere
Modifikation als die Phosphorylierung reguliert wird [132]. AuBerdem sollte gezielt der
Einfluss der mitochondrialen CaMKII untersucht werden, da diese eng mit Ca®* und ROS
vermitteltem Zelltod in Verbindung steht [35].

Die Bedeutung der CaMKIl wurde im Zusammenhang mit der Doxorubizinkardiotoxizitat
bisher kaum untersucht. Ein Einfluss von GRP78 auf die CaMKII Aktivierung war bisher sogar
ganzlich unbekannt. Die vorliegende Arbeit bietet daher AnstofRe fiir ein tiefergehendes
Verstandnis der Doxorubizin-Kardiotoxizitat und weist Moglichkeiten zur Entwicklung neuer
Therapien auf.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

ug Mikrogramm

A Adenin

AAV Adeno-assoziiertes Virus

ABC ATP binding cassette

ACE Angiotensin converting enzyme

ATF6 Aktivierender Transkriptionsfaktor 6

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

Ca2+ Ca2+

CaMKIl Ca?*/Calmodulin abhangige Proteinkinase Il

cDNA Komplementdre DNA

CHOP C/EBP homologes Protein

cMmv Cytomegalovirus

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

Dox Doxorubizin

EF Ejektionsfraktion

ER/SR Endoplasmatisches/Serkoplasmatisches
Retikulum

ERK1/2 Extrazelluldre signalregulierte Proteinkinase
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GRP78
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MAPKinase
Met
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MmRNA
NFkappaB
nm
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lund2
Verkirzungsfraktion
Gramm

Guanin
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Glukose reguliertes Protein (auch BiP)

Stunden
Millipore Wasser
intraperitoneal
intravends

inositol-requiring transmembrane
kinase/endonuclease 1

Kilobasenpaare

Korpergewicht

Kilogramm

Liter

Firefly Luciferase

Mitogen aktivierte Proteinkinasen
Methionin

Myosinleichtkette 2v

messengerRNA

Nuclear Factor kB of activated B-cells

Nanometer
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Optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBS
PERK
PI3K
PLN
PUMA
RNA
ROS
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SDS
Ser
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Thr
TUNEL
UN

Vg

z.B.

| 103

Phosphate buffered saline
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p53 upregulated modulator of apoptosis
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Raumtemperatur
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Serin

small interferingRNA
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TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
uber Nacht

Virusgenome

zum Beispiel



