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Zusammenfassung 

 

In den hier vorgestellten Arbeiten [1-3] wird die Interaktion des Inositol-1,4,5-trisphosphatrezeptors 

(InsP3R) mit Chromogranin B (CGB) sowie dem Neuronal Calcium Sensor 1 (NCS-1) beschrieben. Als 

ubiquitär am Endoplasmatischen Retikulum (ER) exprimierter Calciumionen-Kanal fördert der InsP3R 

unter Stimulation mit Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) die Calcium Freisetzung aus dem ER in das 

Zytoplasma.  

 

CGB ist ein vornehmlich in neuroendokrinen Zellen exprimiertes Protein, welches endoluminal mit 

dem InsP3R interagiert und dessen Aktivität positiv moduliert. Wir beschreiben, dass CGB auch in 

ventrikulären Kardiomyozyten exprimiert wird und dort die InsP3R abhängige Calcium Ausschüttung 

beeinflusst. Es konnte dargestellt werden, dass eine erniedrigte CGB Expression mit verminderter 

InsP3R abhängiger Calcium Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) sowie 

verminderter Brain Natriuretic Peptide (BNP) Promoter Aktivität und BNP Produktion einhergeht, 

während unter CGB Überexpression eine erhöhte BNP Promoter Aktivität sowie im Hypertrophie 

Mausmodell eine erhöhte CGB Expression bei erhöhter BNP Produktion festzustellen war. Als 

involvierter Transkriptionsfaktor wurde dabei Nuclear Factor Kappa B (NF-κB) identifiziert. In klinischer 

Hinsicht könnte CGB als neuer Biomarker bei Kardiomyopathien von Bedeutung sein.  

 

NCS-1 ist ein zytoplasmatischer Modulator des InsP3Rs mit ebenfalls positivem Einfluss. Erst kürzlich 

ist NCS-1 als Bindungspartner von Paclitaxel beschrieben worden, einem Chemotherapeutikum, 

welches seine zytostatische Wirkung über eine Bindung an ß-Tubulin und damit verbundener 

Stabilisierung der Mikrotubuli ausübt. In Neuronen rief die Inkubation von Neuronen mit Paclitaxel in 

einer therapeutischen Konzentration für mehrere Stunden eine Verminderung von NCS-1 hervor, 

erklärbar durch eine Aktivierung der Calcium abhängigen Protease Calpain, welches NCS-1 

enzymatisch abbaut. Daraus resultierte eine verminderte Calcium Freisetzung über den InsP3R und 

damit eine gestörte Calcium Homöostase, eine mögliche Erklärung für die Pathogenese Paclitaxel 

induzierter Polyneuropathie. Im Gegensatz zu Neuronen bewirkte Paclitaxel in Kardiomyozyten keine 

Aktivierung von Calpain und eine Erhöhung der NCS-1 Expression. Wir zeigten anhand von Lipid 

Bilayer Experimenten, dass Paclitaxel mit NCS-1 die Öffnungshäufigkeit des InsP3Rs ca. dreifach 

steigert. Es resultierte eine vermehrte Calcium Freisetzung über den InsP3R und eine Zunahme der 

Frequenz spontaner Calcium Oszillationen. Dies ist ein möglicher Erklärungsansatz für Paclitaxel 

induzierte kardiale Arrhythmien.  
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Einleitung und Zielstellung 

 

Der InsP3R ist ein ubiquitär am ER/SR vorkommender Calciumionen-Kanal, der InsP3 aktiviert zum  

Calciumausstrom aus dem ER/SR in das Zytoplasma führt. Die physiologische und 

pathophysiologische Rolle des InsP3Rs ist in zahlreichen Studien und Übersichtsarbeiten untersucht 

und beschrieben worden [4-13].  

 

Calcium als Second Messenger ist in diversen zellulären Prozessen involviert wie z.B. in der 

Signaltransduktion, Regulation der Gen- und Proteinexpression sowie Steuerung von 

Zelldifferenzierung und Zelltod und ist daher wichtig hinsichtlich vieler Aspekte zur Erhaltung der Zell-

Homöostase [14]. Es gibt eine Reihe von Mediatoren, die modulierend auf die Aktivität des InsP3Rs 

wirken und damit den Calcium-Haushalt beeinflussen können. Dazu gehören auch CGB und NCS-1 

[15]. 

 

CGB, welches im Lumen des ER neuroendokriner Zellen exprimiert wird und dort als Botenstoff im 

Rahmen endo- und exozytotischer Prozesse eine Rolle spielt, interagiert funktionell mit allen drei 

Isoformen des InsP3Rs [15-17]. In der hier vorgestellten 1. Publikation [1] wurde CGB, welches bisher 

in neuroendokrinen Zellen bekannt war, zum ersten Mal in neonatalen sowie adulten ventrikulären 

Kardiomyozyten beschrieben. Zielstellung dieses Projekts war es, die Funktion des CGB in 

Kardiomyozyten zu untersuchen.  
 

NCS-1 hingegen ist ein zytoplasmatischer Modulator des InsP3Rs, welches sowohl Calcium abhängig 

als auch Calcium unabhängig die InsP3R-Aktivität erhöht [18]. Paclitaxel ist als neuer Bindungspartner 

von NCS-1 beschrieben worden [19]. Paclitaxel, welches durch eine Bindung an ß-Tubulin die 

Miktrotubuli stabilisert, findet in der Medizin u. a. als Chemotherapeutikum [20] und als antiproliferative 

Substanz in Drug-Eluting-Stents Anwendung [21]. Eine Reihe von Nebenwirkungen sind bekannt, die 

die Anwendung von Paclitaxel erheblich einschränken, u. a. Polyneuropathie und kardiale Arrhythmien 

[22-24]. Die Diversität der Nebenwirkungen lässt sich durch die Mikrotubuli stabilisierende Wirkung 

von Paclitaxel nicht hinreichend erklären. Die Interaktion mit NCS-1 kann jedoch neue Ansätze in der 

Studie Paclitaxel induzierter Nebenwirkungen liefern. In der 2. und 3. hier vorgestellten Arbeit [2, 3] 

wird die Wirkung von Paclitaxel auf die Calcium-Homöostase in neuronalen Zellen und in 

Kardiomyozyten untersucht.   
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Materialien und Methoden 

1. Zellkultur und Transfektion 

SH-SY5Y Zellkultur: Die Kultivierung der humanen Neuroblastom Zelllinie SH-SY5Y erfolgte wie zuvor 

beschrieben [25].  

Spinalganglien Kultur: Spinalganglien wurden von Neonaten (P1-3) der Sprague-Dawley Ratte isoliert 

[2].  

Kardiomyozyten Kultur: Ventrikuläre Kardiomyozyten wurden ebenfalls von Neonaten (P1-3) der 

Sprague-Dawley Ratte isoliert [26]. 

Plasmide: Zur transienten Verminderung der CGB Expression wurde small interfering RNA (siRNA) 

angewandt. Eine Co-Transfektion mit DsRed erfolgte zur Markierung erfolgreich mit siRNA 

transfizierter Zellen. Zur transienten Verminderung der NCS-1 Expression benutzten wir einen Vektor, 

der grün fluoreszierendes Protein (GFP) und NCS-1 small hairpin RNA (shRNA) exprimierte. GFP 

diente als Marker für erfolgreich transfizierte Zellen. 

2. Live Cell Calcium Imaging 

Nach Isolierung der Zellen wurden diese zunächst auf Deckgläschen kultiviert und vor Durchführung 

der Calcium Messungen für 30 Minuten in eine Pufferlösung getaucht, welche einen fluoreszierenden 

Calcium Indikator (Fluo-4, Mag-Fluo4, Fura red, Rhod-2, Fura-2) enthielt. Anschließend wurden die 

Deckgläschen in eine mit Puffer (145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2,6 mM CaCl2, 10 mM 

HEPES, 5,6 mM Glukose; pH 7,4) gefüllte Messkammer eingespannt und auf ein Mikroskop platziert. 

Die zur Untersuchung verwendeten Pharmaka wurden entweder direkt in den Puffer hinzugegeben 

oder die Messkammer wurde mit Pharmaka haltigem HEPES Puffer perfundiert. Messungen erfolgten 

mit einem konfokalen Mikroskop (Zeiss). Genauere Angaben finden sich in den jeweiligen Arbeiten [1-

3]. 

3. Biochemie 

3.1. Co-Immunopräzipitation:  

Spezifische Antikörper wurden an Protein A Partikel adsorbiert und mit Gewebslysate inkubiert. Nach 

Inkubation über Nacht und mehreren Waschschritten erfolgte die Auftrennung mittels Standard 

Western Blot Methoden.  

3.2. Western Blot:  

Zell-/Gewebslysate bzw. Produkte der Immunopräzipitation wurden mittels Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und elektrophoretisch auf PVDF Membranen transferiert. 

Es erfolgte eine Blockade unspezifischer Bindungsstellen und die Inkubation mit einem spezifischen 

Erstantikörper über Nacht sowie anschließend die Inkubation mit einem Enzym konjugierten 

Zweitantikörper, der gegen den Wirt des Erstantikörpers gerichtet war. Die Visualisierung erfolgte 

mittels Chemolumineszenz und die quantitative Auswertung durch Densitometrie (UN-SCAN-IT, Silk 

Scientific Corporation). 
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3.3. Immunofluoreszenz:  

Gewebe oder Zellen in Kultur wurden gewaschen, fixiert und permeabilisiert. Die Zielproteine wurden 

mit einem spezifischen Erstantikörper markiert und dieser mit einem gegen den Wirt des 

Erstantikörpers gerichteten Fluorophor konjugierten Zweitantikörper gekoppelt. Die Visualisierung 

erfolgte mithilfe eines konfokalen Mikroskops (Zeiss). 

3.4. ELISA:  

Messungen zur Sekretion und Produktion von BNP wurden mithilfe des AssayMax Rat BNP-45 ELISA 

Kits (GENTAUR) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt.   

3.5. Messung der Calpain Aktivität:  

Die Calpain Aktivität wurde mittels CalpainGloTM (Promega Corp) nach den Angaben des Herstellers 

gemessen. Dabei handelt es sich um ein auf Lumineszenz basiertes Verfahren. 

3.6. Verdau von NCS-1:  

Purifiziertes µ-Calpain wurde bei 37 °C purifiziertem NCS-1 zugeführt und mit 50 µM freiem Calcium 

aktiviert. Proben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und mittels Western Blot 

analysiert.  

3.7. Messung der zellulären Integrität:  

Hierzu wurden zwei Standardverfahren angewandt: Die metabolische Integrität der Mitochondrien 

dient als ein Maß der zellulären Vitalität und wurde mithilfe des kommerziell verfügbaren TOX-2 Kits 

gemäß Herstellerprotokoll bestimmt (Sigma Aldrich). Des Weiteren gilt der Verlust der 

Plasmamembran Asymmetrie als ein frühes Zeichen des Zelltodes. Ein kommerziell verfügbares 

Detektionssystem, basierend auf Fluoresceinisothiocyanat konjugiertem Annexin V, wurde 

entsprechend Herstellerprotokoll (BD Biosciences) eingesetzt. 

3.8. Luciferase Experimente: 

Luciferase Reporter Vektoren sowie Assays waren kommerziell erhältlich und wurden nach den 

Angaben des Herstellers verwendet [1]. 

4. Elektrophysiologie 

Zur Messung der Einzelkanalaktivität wurde aus Maus-Cerebellum InsP3R isoliert und anschließend in 

eine künstliche Lipidmembran inkorporiert. Diese Doppellipidmembran setzte sich aus 

Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin im Verhältnis 5:3:2 zusammen 

und trennte eine Kammer in zwei Hälften, welche jeweils das Zytoplasma und das Lumen des ER 

darstellten. Genaue Ausführungen sind in [16] zu finden. 

5. In vivo Experimente 

5.1. Behandlung der Mäuse mit Paclitaxel:  

C57bl6 Mäuse wurden mit 60 mg/kg Paclitaxel i.p. injiziert und 6 Stunden später geopfert. Herzen 

wurden extrahiert und mithilfe von RIPA Lysepuffer (Santa Cruz Biotechnology) lysiert. 

5.2. Angiotensin II Infusion über Mikroosmotische Pumpe:  

Mikroosmotische Pumpen wurden wie beschrieben implantiert [1]. Angiotensin II wurde den Mäusen 

für 2 Wochen mit einer Rate von 1000 mg/kg/min über die Pumpe zugeführt. Die kardiale 

Hypertrophie wurde anhand des Ratios Masse linker Ventrikel / Körpergewicht gemessen. 
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6. Datenanalyse 

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben oder in Form von repräsentativen 

Graphen dargestellt. Die statistische Analyse der Unterschiede zwischen mehreren Gruppen erfolgte 

mit einem Einweg ANOVA (Dunnett) und zwischen zwei Gruppen mit einem Standard t-Test 

(SigmaPlot, Systat Software). Ein P-Wert < 0,05 wurde als signifikant betrachtet. 

Oszillationsfrequenzen wurden mit einem Matlab Programm berechnet [27]. 
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Ergebnisse 

1. CGB reguliert die InsP3R abhängige Calcium Signaltransduktion sowie die NF-κB Aktivität 
und BNP Produktion in Kardiomyozyten 

 

InsP3R abhängige Calcium Signaltransduktion ist in ventrikulären Kardiomyoyzten in Verbindung mit 

Excitation-Transcription-Coupling (ETC) gebracht worden. Wir zeigten zunächst, dass neonatale 

sowie adulte ventrikuläre Kadiomyozyten CGB exprimieren, welches im SR zu finden ist und mit allen 

drei Isoformen des InsP3Rs interagiert. Somit stellten wir die Hypothese, dass CGB in InsP3 

vermittelter ETC eine Rolle spielt. 

In Live Cell Imaging Experimenten erfolgte die Stimulation der Zellen mit Angiotensin II, welches 

über den Angiotensin-1 (AT1)-Rezeptor eine Produktion von InsP3 und damit Aktivierung des InsP3Rs 

bewirkt. In einer Calcium freien Umgebung führte dies zur Abnahme und anschließenden 

Regeneration des SR Calciums. Um den Einfluss des CGB zu beurteilen, erfolgten im nächsten 

Schritt Messungen nach CGB knock down. Hierzu wurden die Zellen co-transfiziert mit CGB siRNA 

und DsRed (zur Markierung erfolgreich transfizierter Zellen). CGB knock down führte zu einer 

Verminderung der maximalen Calcium Freisetzung auf 84 ± 2 % und einer Verminderung der 

Freisetzungsgeschwindigkeit auf 32 ± 13 %.  

Es ist bekannt, dass Angiotensin II den BNP mRNA Spiegel über eine Aktivierung des AT1-

Rezeptors und die dadurch entstehenden Phosphoinositide erhöht. Wir nahmen daher an, dass 

Angiotensin II über den InsP3 Signalweg BNP Transkription und Sekretion beeinflusst. Sowohl die 

Blockade des AT1-Rezeptors mittels Telmisartan als auch die Blockade des InsP3Rs mittels 2-

Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) konnten die stimulierende Wirkung des Angiotensin II auf BNP 

aufheben. Weiterhin zeigten wir mittels ELISA, dass CGB knock down Zellen eine Reduktion der BNP 

Sekretion auf 65 ± 7 % verglichen zur Kontrollgruppe aufwiesen. Auch unter Angiotensin II Stimulation 

war die BNP Sekretion in der CGB knock down Gruppe erniedrigt. BNP Expression und BNP 

Sekretion zeigten in der linearen Regression eine starke Korrelation (r² = 0,98). Dies deutet darauf hin, 

dass CGB die BNP Produktion auf der transkriptionalen Ebene steuert.  

Um die Zusammenhänge zwischen CGB und BNP auf der transkriptionalen Ebene weiter zu 

untersuchen, wurde ein humaner BNP Promoter Luciferase Reporter (hBNP luc) angewandt. CGB 

knock down Zellen zeigten eine im Vergleich zur Kontrolle auf 37 ± 6 % erniedrigte Promoter Aktivität. 

Angiotensin II erhöhte die hBNP luc Aktivität auf 200 ± 9 %. Unter Angiotensin II Stimulation bei CGB 

knock down war die Aktivität ebenfalls erniedrigt. CGB Überexpression hingegen führte zur erhöhten 

hBNP luc Aktivität. 

Als nächstes versuchten wir, den Transkriptionsfaktor zu identifizieren, der die regulatorische Rolle 

von CGB auf den BNP Promoter vermittelt. Dabei konnte eine Beeinflussung der Aktivität von NF-κB, 

nicht jedoch von Nuclear Factor of Activated T-Cells (NFAT), dargestellt werden. 

Im Hypertrophie Mausmodell zeigte sich, dass adulte ventrikuläre Kardiomyozyten CGB 

überexprimieren. Die Expression von InsP3R blieb unverändert. 
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2. Chronische Exposition mit Paclitaxel vermindert InsP3R vermittelte Calcium Signale in 
Neuronen 

 

Verschiedene Studien haben sich bereits mit dem akuten Effekt des Paclitaxel auf den Calcium-

Haushalt in unterschiedlichen Zelllinien befasst. Langzeit-Effekte des Paclitaxel blieben bisher eher 

unberücksichtigt, wobei gerade diese in der klinischen Anwendung interessant sind. In Neuroblastom-

Zellen (SH-SY5Y), welche als Modell für periphere Neuronen verwendet werden, bewirkt die akute 

Exposition mit Paclitaxel die Induktion von Calcium Oszillationen. In dieser Arbeit untersuchten wir die 

Wirkung von prolongierter Paclitaxel-Exposition.  

SH-SY5Y Zellen wurden 6 h entweder mit 800 ng/ml Paclitaxel oder dem Vehikel als Kontrolle 

inkubiert und anschließend ihre Spontanaktivität mit dem Calcium Indikator Fluo-4 unter dem 

Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dabei konnte kein Unterschied zwischen beiden Gruppen 

festgestellt werden.  

Da die akuten Wirkungen des Paclitaxel auf die InsP3-Signalkaskade zurückzuführen war,  

untersuchten wir diese als nächstes. Adenosintriphosphat (ATP) fördert über eine Aktivierung des 

P2Y-Rezeptors die InsP3-Bildung und damit eine InsP3R vermittelte Calcium Freisetzung aus dem ER. 

Zellen, die 6 h mit Paclitaxel inkubiert wurden, zeigten unter ATP-Stimulation einen zytoplasmatischen 

Anstieg des Calciums auf 321 ± 30 nM im Vergleich zur Kontrolle (733 ± 48 nM) und damit eine 

signifikante Verminderung der Calcium Freisetzung aus dem ER. Die Expression des P2Y-Rezeptors 

und des InsP3Rs sowie die Menge des im ER gespeicherten Calciums ergaben unter 

Paclitaxelbehandlung keinen signifikanten Unterschied. Die Zellen zeigten nach 6 h Inkubation mit 

Epothilon B, einem anderen Mikrotubulus stabilisierenden Stoff, oder Colchicin, einem Mikrotubulus 

abbauenden Stoff, keine Verminderung der Calcium Freisetzung. 

Als nächstes wurde NCS-1, ein Modulator des InsP3Rs und Bindungspartner des Paclitaxel, 

untersucht. Western Blot Analysen zeigten eine signifikante Verminderung der NCS-1 Expression auf 

57 ± 12 % nach 6 h Paclitaxel Inkubation. 26 h nach Expositionsende konnte eine Normalisierung der 

NCS-1 Proteinmenge und auch der InsP3R vermittelten Calcium Freisetzung erreicht werden. NCS-1 

knock down mittels shRNA führte zu einer signifikanten Reduktion der Calcium Freisetzung ähnlich 

wie unter Paclitaxelbehandlung.  

Auch in vivo waren die Ergebnisse reproduzierbar. Primäre Spinalganglienzellen von adulten 

Mäusen, die 6 h mit Paclitaxel behandelt wurden, zeigten analog zu den Befunden in der Zelllinie eine 

verminderte InsP3R vermittelte Calcium Freisetzung sowie eine verminderte NCS-1 Expression.  

Es wurde zuvor berichtet, dass Inhibition von Calpain, einer Calcium abhängigen Protease, 

protektiv auf Paclitaxel induzierte Polyneuropathie in Mäusen wirkt. Daher wurde der Einfluss von 

Calpain als nächstes untersucht. Dabei wiesen Paclitaxel behandelte Zellen eine erhöhte Calpain 

Aktivität auf. Es konnte ferner in vitro gezeigt werden, dass µ-Calpain NCS-1 enzymatisch spaltet. Die 

gleichzeitige Anwendung eines Calpain Inhibitors während der 6 h Inkubationszeit mit Paclitaxel 

verhinderte den Abbau von NCS-1 und damit die Verminderung in der InsP3R vermittelten Calcium 

Freisetzung.  
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3. Paclitaxel erhöht InsP3R vermittelt die Frequenz spontaner Calcium Oszillationen in 
Kardiomyozyten  

 

Da Paclitaxel kardiale Arrhythmien verursacht und des Weiteren in Neuronen Auswirkungen auf die 

InsP3R vermittelte Calcium Freisetzung gesehen worden sind, stand in dieser Arbeit die Calcium 

Signaltransduktion in Kardiomyozyten im Mittelpunkt der Untersuchungen. Im Live Cell Imaging 

Experiment zeigten isolierte neonatale ventrikuläre Kardiomyozyten spontan einen Anstieg und Abfall 

der zytoplasmatischen Calciumkonzentration in Form von Oszillationen. Nach 6 h Inkubation mit 800 

ng/ml Paclitaxel waren diese weiterhin zu beobachten, jedoch mit einer signifikant höheren 

Oszillationsfrequenz (141 ± 9 % normiert auf 100 ± 2 %). Epothilon B rief diese Veränderungen nicht 

hervor. Durch eine Blockade des InsP3Rs mit Xestospongin D konnte der Unterschied in der Calcium 

Oszillationsfrequenz zwischen Paclitaxel behandelten und unbehandelten Zellen aufgehoben werden. 

In ventrikulären Kardiomyozyten beruht Calcium Freisetzung aus dem SR in erster Linie auf der 

Integrität des Ryanodin Rezeptors (RyR). Dieser ebenfalls am SR zu findende Calciumionen-Kanal 

überwiegt deutlich in der Expression im Vergleich zum InsP3R. Western Blot Analysen zeigten, dass 

Paclitaxel keine signifikanten Veränderungen in der RyR Expression bewirkt. Stimulation der Zellen 

mit Koffein, einem RyR Agonisten, bewirkten keinen Unterschied in der Calcium Freisetzung zwischen 

Paclitaxel behandelten und nicht behandelten Kardiomyozyten, so dass von einer direkten Wirkung 

des Paclitaxel auf den RyR nicht auszugehen war.  

Basierend auf den in Neuronen gewonnenen Vorkenntnissen hinsichtlich der Interaktion zwischen 

Paclitaxel und NCS-1 wurde als nächstes die Rolle des NCS-1 untersucht. Es ergab sich hier im 

Gegensatz zu den Befunden in Neuronen eine Erhöhung der NCS-1 Expression. Die InsP3R 

Expression war unverändert. Co-Immunopräzipitationen bestätigten eine Interaktion zwischen allen 

Subtypen des InsP3Rs und NCS-1. 

Stimulation der Kardiomyozyten mit Endothelin, welches über die Bindung an ETA-Rezeptoren 

eine InsP3 Produktion und somit InsP3R Aktivierung hervorruft, bewirkte eine verstärkte Calcium 

Freisetzung bei Paclitaxel behandelten Zellen (133 ± 3 %). Hingegen führte NCS-1 knock down mittels 

shRNA zu einer verminderten Calcium Freisetzung unter Endothelin Stimulation (73 ± 4 %). 

Weiterhin erfolgten Untersuchungen auf der Ebene des Einzelkanals. Hierzu wurde der InsP3R aus 

Gewebe isoliert und in eine künstlich erschaffene Doppellipidmembran (Lipid Bilayer) fusioniert. 

Anschließend wurden elektrophysiologische Messungen vorgenommen. Gabe von purifiziertem NCS-

1 führte zu einer Steigerung der Öffnungswahrscheinlichkeit des InsP3Rs. Zusätzliche Gabe von 

Paclitaxel bewirkte eine ca. dreifache Steigerung der Öffnungshäufigkeit, die Öffnungsdauer blieb 

unbeeinträchtigt. Die Gabe von Paclitaxel allein ohne NCS-1 hatte keinen Effekt auf die Funktion des 

InsP3Rs.  

Da Paclitaxel in Neuronen zu einer Aktivierung von Calpain und konsekutiver Degradation von 

NCS-1 führte, untersuchten wir als nächstes die Calpain-Akivität. Diese zeigte sich nicht signifikant 

verändert.  
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Diskussion 

1. Mögliche Rolle der CGB/InsP3R Interaktion im Rahmen der kardialen Hypertrophie 

 

Wir beschreiben zum ersten Mal die Expression von CGB in neonatalen und adulten ventrikulären 

Kardiomyozyten sowie dessen Rolle in der Regulation der InsP3R vermittelten Calcium 

Signaltransduktion sowie NF-κB Aktivierung und BNP Produktion.  

Die InsP3R abhängige Calcium Signaltransduktion ist in ventrikulären Kardiomyozyten mit ETC in 

Verbindung gebracht worden [28]. Als multifunktionaler Second Messenger vermittelt Calcium seine 

Signalspezifität über eine Variation und Kombination von Dauer, Frequenz und Amplitude der Calcium 

Signale [29]. CGB modifiziert zwei Eigenschaften, nämlich die Amplitude und 

Freisetzungsgeschwindigkeit, und beeinflusst auf transkriptionaler Ebene die BNP Promoter Aktivität 

und damit BNP Produktion. Obwohl dem Calcineurin/NFAT Signalweg eine zentrale Rolle in 

InsP3/Calcium vermittelter Hypertrophie zugeschrieben worden ist [30, 31], konnten wir hier keinen 

Einfluss feststellen. Interessanterweise jedoch fand sich ein Zusammenhang mit NF-κB, einem 

anderen Calcium abhängigen Transkriptionsfaktor. Während CGB knock down InsP3R abhängige 

Calcium Ausschüttung, NF-κB Aktivität und BNP Produktion erniedrigte, verursachte CGB 

Überexpression das Gegenteil. Im Hypertrophie Mausmodell zeigte sich parallel zur BNP Erhöhung 

eine Überexpression von CGB.  

 

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass CGB im hypertrophierten Ventrikel 

überexprimiert die InsP3R vermittelte Calciumausschüttung fördert und damit NF-κB Aktivität und BNP 

Produktion steigert. Neben BNP, welches im klinischen Alltag bereits eine etablierte Rolle als 

Biomarker der Herzinsuffizienz spielt, ist zukünftig eine Bedeutung von CGB als neuer Biomarker 

denkbar.  

 

 
 
Abb. 1 Zusammenfassendes Modell [1]. A) CGB befindet sich im Lumen des SR und beeinflusst die 
Calcium Freisetzung aus dem SR über eine Modulation des InsP3Rs. B) Verminderte Expression von 
CGB führt zu verminderter Calcium Freisetzung über den InsP3R und erniedrigter NF-κB Aktivität 
sowie BNP Produktion. C) Überexpression von CGB, zu beobachten bei Angiotensin II induzierter 
Hypertrophie, führt zu vermehrter Calcium Freisetzung und erhöhter NF-κB Aktivität und BNP 
Produktion. 
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2. Mögliche Rolle der NCS-1/InsP3R Interaktion in der Pathogenese Paclitaxel induzierter 
Nebenwirkungen in Neuronen und im Herzen 

 

Paclitaxel als Mikrotubulus stabilisierende Substanz findet sowohl in der Klinik als auch in der 

Grundlagenforschung seine Anwendung. Eingeschränkt wird seine klinische Anwendung vor allem 

durch eine Reihe von Nebenwirkungen. Vor diesem Hintergrund und der erst kürzlich entdeckten 

Interaktion des Paclitaxel mit NCS-1, einem Modulator des InsP3Rs, zeigen unsere Ergebnisse, dass 

die NCS-1/InsP3R Interaktion einen möglichen Erklärungsansatz für die Pathogenese spezifischer 

Nebenwirkungen des Paclitaxel bietet.  

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien wurde eine kausale Rolle der intrazellulären Calcium 

Homöostase in Paclitaxel induzierter Polyneuropathie beschrieben [32-34]. Wir zeigen, dass eine 

prolongierte Inkubation mit einer therapeutischen Konzentration von Paclitaxel eine Aktivierung von µ-

Calpain bewirkt, welches proteatisch NCS-1 abbaut und damit in einem Negativ Feedback zu einer 

Verminderung der NCS-1 Expression und InsP3R vermittelten Calcium Freisetzung aus dem ER führt. 

Die Anwendung eines Calpain Inhibitors konnte diesen Pathomechanismus verhindern. Im Einklang 

dazu zeigen die Ergebnisse von Wang et al., dass Calpain Inhibitoren präventiv bei Mäusen mit 

Paclitaxel induzierter Polyneuropathie wirken [35].  

In Kardiomyozyten führte die Behandlung mit Paclitaxel zu einer Erhöhung der Frequenz 

spontaner Calcium Oszillationen. Im Gegensatz zu den Beobachtungen in Neuronen kam es hier zu 

einer Überexpression von NCS-1. Da µ-Calpain in Kardiomyozyten in der frühesten neonatalen 

Periode herunterreguliert wird [36], konnte hinsichtlich der Calpain Aktivität nach Paclitaxel 

Behandlung kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Untersuchungen auf der Ebene 

eines einzelnen in eine Lipidmembran fusionierten Kanals demonstrierten, dass Paclitaxel über NCS-1 

die Öffnungswahrscheinlichkeit des Rezeptors ca. dreifach steigert. In unserem Modell führen sowohl 

die direkte Interaktion des Paclitaxel mit NCS-1 als auch die erhöhte NCS-1 Expression dazu, dass es 

zu einer vermehrten Calcium Antwort auf InsP3 kommt, welche vermutlich durch „calcium induced 

calcium release“ zu einer zusätzlichen Calcium Freisetzung über RyR Rezeptoren und damit erhöhten 

Frequenz spontaner Calcium Oszillationen führt. Eine arrhythmogene Potenz dieser Veränderungen 

ist denkbar [37, 38].  

 

Zusammengefasst tragen diese Erkenntnisse zum besseren Verständnis der Pathomechanismen 

Paclitaxel induzierter Nebenwirkungen bei und können den Weg zu neuen Behandlungsstrategien 

aufweisen. 
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