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1 Einleitung 

1.1 Herzinsuffizienz 

Herz-/Kreislauferkrankungen gelten in Deutschland als die häufigste Todesursache. Laut 

des Statistischen Bundesamtes waren im Jahr 2019 35,3% der Todesfälle in Deutschland 

darauf zurückzuführen (Statistisches Bundesamt 2020). Die Herzinsuffizienz fasst alle 

Zustände zusammen, bei denen die Leistung des Herzens in Ruhe und unter Belastung 

nicht ausreichend ist, um zu gewährleisten, dass alle Organe ohne Einschränkungen 

arbeiten können (Opie et al. 2006). Auf der Grundlage einer kardialen Funktionsstörung 

sind Symptome wie Dyspnoe, Müdigkeit und Flüssigkeitsretention typisch. Die 

Prävalenz der Herzinsuffizienz ist altersabhängig. So zeigt sich bei den 65- bis 

69-jährigen eine Jahresprävalenz von 6,9%. Bei den 80- bis 84-jährigen sind 24,3% 

betroffen (Kaduszkiewicz et al. 2014). Aufgrund des demografischen Wandels, der 

steigenden Lebenserwartung sowie der verbesserten medizinischen Versorgung nach 

einem Herzinfarkt oder bei Herzklappenerkrankungen, ist eine steigende Inzidenz der 

Patienten mit Herzinsuffizienz zu erwarten. 

 

1.1.1 Begriffserklärung 

Die Leistungsfähigkeit des Herzens kann aufgrund unterschiedlicher Faktoren 

eingeschränkt sein. Häufig lässt sich der pathogenetische Ablauf erkennen, an dessen 

Beginn die arterielle Hypertonie steht. Diese führt über die koronare Herzerkrankung zum 

Myokardinfarkt, welcher die Herzinsuffizienz zur Folge hat. Weitere ätiologische 

Ursachen sind Herzrhythmusstörungen, Vitien und Kardiomyopathien. Klinisch lässt sich 

die Herzinsuffizienz nach der Klassifikation der New-York-Heart-Association in 

verschiedene Stadien einteilen, die in Tabelle 1 dargestellt sind (Programm für nationale 

Versorgungsleitlinien 2021). 

Man unterscheidet zwischen Links- oder Rechtsherzinsuffizienzen. Die 

Linksherzinsuffizienz führt durch ein Rückwärtsversagen zu einem erhöhten venösen 

Druck im pulmonalen Kreislauf.  Dyspnoe, Tachypnoe und Lungenödeme können die 

Folge sein. Man spricht von einem Vorwärtsversagen, wenn die Leistungsminderung des 
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linken Ventrikels eine Minderperfusion des systemischen Kreislauft zur Folge hat. Das 

Herzzeitvolumen ist reduziert und es liegt eine Hypotonie vor. Rechtherzinsuffizienzen 

imponieren durch periphere Ödeme. Im klinischen Verlauf liegt oft eine globale 

Herzinsuffizienz vor, die Symptome beider Typen aufweist. 

Tabelle 1: NYHA-Klassifikation 

In Anlehnung an: Programm für nationale Versorgungsleitlinien 

 

1.1.2 Progredienter Verlauf der Herzinsuffizienz 

Eine Nachfrage der peripheren Organe nach einem erhöhten Herzzeitvolumen kann unter 

physiologischen Bedingungen zu einer Zunahme der Zellgröße der Kardiomyozyten 

führen, wie es bei Ausdauersportlern der Fall ist. Davon abzugrenzen ist eine erhöhte 

Herzarbeit als Ausgleich eines verringerten Herzzeitvolumens, verursacht durch eine 

Abnahme des intakten kardialen Gewebes. Um der Abnahme des Herzzeitvolumens 

entgegenzuwirken, reagiert der Organismus mit kardialen und peripheren 

Adaptationsmechanismen. Der Körper ist durch diese Mechanismen kurzzeitig in der 

Lage, die Insuffizienz zu kompensieren. Dauert der pathologische Zustand jedoch an, wie 

es bei einer chronischen Herzinsuffizienz der Fall ist, folgt eine ventrikuläre Dilatation. 

Langfristig reagiert der Körper mit kardialem Remodeling, welches Fibrose, 

Hypertrophie und Zunahme der Apoptose einschließt. Schlussendlich führt die 

Gegenregulation im Zuge des Remodelings auf den unterschiedlichen Ebenen zur 

Progression der Erkrankung (siehe Abbildung 1) (Cohn et al. 2000). 

Zu Beginn der Herzinsuffizienz und der damit verbundenen Minderperfusion der 

peripheren Organe wird der Sympathikustonus erhöht.  Die daraus folgende 

Katecholaminausschüttung bewirkt eine Erhöhung der Herzfrequenz. Im Rahmen der 

Kompensation wird des Weiteren das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert 

NYHA-

Stadium 

Subjektive Beschwerden Herzminutenvolumen 

I keine Beschwerden bei Belastung normal 

II Beschwerden bei starker Belastung bei leichter Belastung ausreichend 

III Beschwerden bei leichter Belastung bei Belastung reduziert 

IV Beschwerden in Ruhe in Ruhe reduziert 
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(RAAS) (Cohn et al. 1981). Aldosteron bewirkt eine vermehrte Natriumresorption, 

welche mit einer Wasserretention und Volumenzunahme einhergeht. Der Organismus 

reagiert damit auf den peripheren Blutdruckabfall. Die Problematik ergibt sich aus der 

Tatsache, dass der Blutdruckabfall nicht auf eine Volumenabnahme zurückzuführen ist, 

sondern auf die verringerte Leistungsfähigkeit des Herzens. Die Kompensation führt zu 

einer gesteigerten Vorlast. Durch die Angiotensin II (AngII)-Produktion resultiert 

außerdem eine Vasokonstriktion und damit eine Erhöhung des peripheren Widerstandes. 

Man spricht von einer gesteigerten Nachlast. Die Regulationsmechanismen führen daher 

zu einer erhöhten Herzarbeit. Die Wirkung des AngII wird auf zellulärer Ebene u.a. durch 

TGF-β1 vermittelt. (Swynghedauw 1999; Wenzel et al. 2001) 

AngII gilt als G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR)-Agonist.  Es sind verschiedene 

Rezeptoren bekannt, die die Signaltransduktion von AngII vermitteln. Die Mehrzahl der 

bisherigen Erkenntnisse beschränkt sich auf den AngII-Typ-1 und -Typ-2-Rezeptor 

(AT1R, AT2R). Der AT1R wird in verschiedenen Geweben einschließlich glatter 

Gefäßmuskulatur und im Herzen exprimiert (Gasparo et al. 2000).  Eine AngII-induzierte 

Aktivierung des Rezeptors vermittelt eine gesteigerte Aktivität intrazellulärer 

Proteinkinasen (Forrester et al. 2018). Unter anderem findet eine Aktivierung der 

Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und AKT statt. Dieser Signalweg führt zu 

Hypertrophie und trägt damit entscheidend zur Herzinsuffizienz bei (Oudit et al. 2004, S. 

457; Naga Prasad et al. 2000). Schröder et. al zeigten, dass aus der AngII-Produktion über 

Aktivierungskaskaden, die die p38-mitogenaktivierte Proteinkinase-Kinase 

(p38-MAPK), GATA und AP-1 einschließen, eine gesteigerte Expression von TGF-β1 

resultiert (Schröder et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass SMAD-Proteine, als 

Signalmoleküle von TGF-β1, in ventrikulären Kardiomyozyten die Apoptose auslösen 

(Schneiders et al. 2005).  

Diese Prozesse sind damit entscheidend am kardialen Remodeling beteiligt und führen 

durch Apoptose, Fibrose, Ventrikeldilatation und Hypertrophie langfristig zu 

myokardialer Dysfunktion. Versagen die physiologischen Kompensationsmechanismen, 

spricht man von einer kardialen Dekompensation. Dies kann sich in einem Lungenödem 

mit respiratorischer Insuffizienz manifestieren. Dabei handelt es sich um einen 

lebensbedrohlichen Zustand.  
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Abbildung 1: Circulus vitiosus bei chronischer Herzinsuffizienz (verändert nach Böhmer 2014) 

 

1.2 TGF-β1 und sein Einfluss auf Kardiomyozyten 

Der Transforming Growth Faktor-β (TGF-β) ist ein Zytokin und unterteilt sich in die 

Subtypen TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3. Gemeinsam mit den Aktivinen, den Bone 

Morphogenic Proteins (BMPs) und anderen Zytokinen bilden sie die 

TGF-β-Superfamilie. Es wird als Vorstufe sezerniert und ist erst nach der Aktivierung 

biologisch aktiv. TGF-β ist an einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt und 

reguliert u.a. die embryonale Zelldifferenzierung, die Proliferation sowie das 

Zellwachstum. Das Zytokin kann von Kardiomyozyten, Endothelzellen, Makrophagen 

und von Zellen des Immunsystems gebildet werden. Diese Zellen stellen ebenso den 

Wirkungsort von TGF-β dar (Dennler et al. 2002). Es konnte festgestellt werden, dass 

TGF-β1 in ventrikulären Kardiomyozyten die Apoptose auslöst und im Zusammenspiel 

mit AngII am kardialen Remodeling beteiligt ist (Rosenkranz 2004; Schneider; 

Schneiders et al. 2005).  

 

1.2.1  Wirkung von TGF-β1 im kardialen Remodeling 

Nach Aktivierung des RAAS kommt es zur Bildung von AngII. Dies führt über die 

Aktivierung der p38-MAPK und der Transkriptionsfaktoren  GATA und AP-1 zur 

Bildung von TGF-β1 (Schröder et al. 2006). Mehrere Untersuchungen machten deutlich, 

dass TGF-β1 durch pathologische Zustände aktiviert wird, aber ebenso zu dessen 
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Progression beiträgt. Die Stellung von TGF-β1 im Fortschreiten der Herzinsuffizienz 

stellten u.a. Schultz et al. dar (Schultz et al. 2002). Sie zeigten, dass bei 

TGF-β1-KO-Mäusen keine hypertrophen Veränderungen nach AngII-Stimulation 

stattfinden. Des Weiteren konnte durch Boluyt et al. gezeigt werden, dass im 

hypertrophen Myokard beim Übergang einer stabilen Hypertrophie in die 

Herzinsuffizienz eine gesteigerte TGF-β1-Expression erkennbar ist (Boluyt et al. 1994).  

Auch nach einem Myokardinfarkten lässt sich eine gesteigerte Expression von TGF-β1 

feststellen (Deten et al. 2001). Ikeuchi et al. machten zwar in ihren Untersuchungen 

deutlich, dass eine Hemmung der TGF-β1-Signalkaskade unmittelbar nach dem 

Infarktereignis die Mortalität erhöht, die Inhibition zu einem späteren Zeitpunkt schützt 

jedoch vor kontraktiler Dysfunktion, Myokardhypertrophie und interstitieller Fibrose des 

Myokards, welches nicht von dem Infarkt betroffen ist (Ikeuchi et al. 2004). Weitere 

Darstellungen konnten beweisen, dass eine Inhibition des TGF-β1-Rezeptors I zu einem 

verminderten Remodeling nach Myokardinfarkt führt (Tan et al. 2010). Neben einer 

erhöhten TGF-β1-Aktivität konnte auch gezeigt werden, dass es bei Herzinfarkten zu 

einer verstärkten Expression der SMAD-Proteine kommt (Hao et al. 2000). Abgesehen 

von einer Fibrosierung mündet dieser Signalweg in der Apoptose der Herzmuskelzellen. 

Daher ist eine erhöhte TGF-β1- und SMAD-Expression ein Prädiktor für die Entwicklung 

und Progression einer Herzinsuffizienz, die in einem Herzversagen endet.  

 

1.2.1.1 Mechanismus der Apoptose 

Es sind verschiedene Formen des Zelltods bekannt. Als Apoptose bezeichnet man den 

programmierten Zelltod. Er wird im Gegensatz zur Nekrose unter Energiebedarf von den 

Zellen selbst eingeleitet, kontrolliert und löst kein Entzündungsgeschehen aus (Kerr et al. 

1972). Weitere Formen des Zelltods stellen die Pyroptose und die Nekroptose dar. 

Während die Pyroptose eine pro-inflammatorische Form der Apoptose ist, handelt es sich 

bei Nekroptose um eine kontrolliert ablaufende Nekrose. Sie mündet ebenfalls in der 

Destruktion der Zellmembran und löst nachfolgend eine Entzündungsreaktion aus (Holler 

et al. 2000; Wang et al. 2014; D'Souza und Heitman 2001). Auf diesen Wegen werden 

beschädigte oder infizierte Zellen aus dem Organismus entfernt. Pathologische 

Veränderungen im Ablauf dieser Prozesse können zu malignen Entartungen führen.  
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Auslöser für die Apoptose stellen sowohl interne Stimuli wie Hypoxie, als auch externe 

Auslöser wie Strahlung dar. Man unterscheidet einen extrinsischen (siehe Abbildung 2) 

und einen intrinsischen (siehe Abbildung 3) Apoptoseweg. Beide Signalwege münden in 

einer gemeinsamen Effektorphase, in der die Caspasen, eine Gruppe von 

Cysteinproteasen, eine entscheidende Rolle spielen (Srivastava et al. 1998).  

Die Aktivierung des extrinsisch ausgelösten Apoptoseweges beginnt mit der Bindung 

eines Liganden an die Rezeptoren, welche in der Zellmembran lokalisiert sind. In 

Kardiomyozyten befindet sich der Tumor-Nekrose-Faktor-α1-Rezeptor (TNFR-1). An 

diesen bindet das extrazelluläre Protein TNFα und aktiviert über ein Adapterprotein die 

Caspase 8. Es ist ebenfalls nachgewiesen, dass die Caspase 8 in Kardiomyozyten über die 

Bindung des Fas-Liganden (FasL) an den Fas-Rezeptor und der damit einhergehenden 

Aktivierung des Adapterproteins FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) 

aktiviert wird (Swanton et al. 1999). Über die Caspasenkaskade wird die Effektorphase 

der Apoptose eingeleitet.  

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des extrinsischen Apoptoseweges (verändert nach Partsch 2010) 

 

Der intrinsische Weg der Apoptose wird auch als mitochondrialer Weg bezeichnet. Er 

tritt ein, wenn die Mitochondrien, speziell ihre Membran, beispielsweise durch Strahlung 

oder Toxine geschädigt werden. Dies führt zu einer erhöhten Permeabilität und zur 

Öffnung der Mitochondrial-Permeability-Transition-Pore. Es wird das an der 

Atmungskette beteiligte Cytochrom C in das Zytosol freigesetzt, welches dort einen 

Komplex mit dem Protein Procaspase 9 und Cofaktor APAF-1 bildet. Hierbei handelt es 
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sich um ein Apoptosom (Bishopric et al. 2001). Dies wiederum führt zur Aktivierung der 

Effektor-Caspasen. Damit wird die gemeinsame Endstrecke des intrinsischen und 

extrinsischen Apoptoseweges eingeleitet. 

 

 

Abbildung 3: Schema des intrinsischen Apoptoseweges (verändert nach Partsch 2010) 

 

Caspasen liegen in der Zelle als Proenzyme vor. Durch eine enzymatische Spaltung 

kommt es zur Aktivierung. Die aktivierten Caspasen selbst fungieren als Enzyme und 

regen die Bildung weiterer Caspasen an. So kommt es zu einer kaskadenförmigen 

Verstärkung des Apoptosesignals innerhalb der Zelle  und damit zur Einleitung der 

Effektorphase (Cohen 1997). Innerhalb dieser behält die Zelle zunächst ihre Integrität und 

aktiviert gleichzeitig das körpereigene Immunsystem. Ein entscheidender Schritt hierbei 

ist die Translokation des Zellmembranproteins Phosphatidylserin (PS). Dies befindet sich 

normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran. Durch die Translokation auf die 

Membranaußenseite wird die Zelle nun als körperfremd wahrgenommen und kann durch 

Makrophagen phagozytiert werden.  

Im Zytosol kommt es zu morphologischen Veränderungen der Zelle, die die Phagozytose 

vorbereiten. Dies beinhaltet eine Chromatin- Kondensation sowie die Fragmentierung der 

DNA durch Endonukleasen, so dass DNA-Abschnitte ähnlicher Größe entstehen (Elmore 

2007). Des Weiteren findet eine Schrumpfung des Zytoskelettes, ausgelöst durch einen 

Anstieg an Kaliumionen im intrazellulären Raum, statt (Kerr et al. 1972). Die Zelle kann 

somit besser phagozytiert werden. 
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1.2.2 Wirkung von TGF-β1 auf die Kontraktion von Kardiomyozyten 

1.2.2.1 Kontraktionsablauf 

Am Beginn des Kontraktionsprozesses steht die Erregung der Herzmuskelzellen. Diese 

führt zur Erhöhung des intrazellulären Calciums, welches eine hohe Affinität zu Troponin 

und Tropomyosin aufweist. Diese Moleküle blockieren in der unstimulierten Zelle die 

Bindungsstelle zwischen Aktin und Myosin und verhindern so eine Interaktion, die zur 

Kontraktion führt. Steigt die Konzentration von Calcium, findet eine Komplexbildung 

aus Calcium und Troponin bzw. Tropomyosin statt und die Bindungsstellen werden 

freigegeben. Durch ein Abknicken des Myosinköpfchens ist es den Aktin- und 

Myosinfilamenten möglich, ineinander zu gleiten. Das Lösen der beiden Filamente ist ein 

energieabhängiger Prozess. Das Myosinköpfchen beinhaltet eine ATPase-Aktivität, die 

Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP) dephosphoryliert und damit 

die benötigte Energie bereitstellt. Ist die intrazelluläre Calciumkonzentration nach dem 

Lösungsvorgang hoch genug, kann an dieser Stelle eine erneute Bindung zwischen Aktin 

und Myosin stattfinden und die Kontraktion verstärkt werden. Ein Konzentrationsabfall 

bedeutet dementsprechend, dass sich die Komplexe aus den Calcium und Troponin bzw. 

Tropomyosin auflösen, und die beiden Moleküle erneut die beschriebenen 

Bindungsstellen blockieren. In diesem Fall tritt die Relaxation ein.  

 

1.2.2.2 Modulation durch das adrenerge System 

Das vegetative Nervensystem beeinflusst die Kontraktionskraft des Herzens. Als 

Rezeptoren, die die Wirkung des vegetativen Nervensystems im Herzen vermitteln gelten 

Adrenorezeptoren. Man unterscheidet zwischen α- und β-Adrenorezeptoren und unterteilt 

diese wiederum in die Subtypen α1 und α2 sowie β1, β2 und β3. Alle Adrenorezeptoren 

wirken über den GPCR-Signalweg. 

G-Proteine liegen als heterotrimerer Komplex vor und bestehen aus einer α-, β- und 

γ-Untereinheit. Im inaktiven Zustand liegt ein Komplex vor, der dadurch gekennzeichnet 

ist, dass GDP an die Gα Untereinheit gebunden ist.  Kommt es zur Aktivierung des GPCR 

bewirkt die intrinsische GTPase-Aktivität von Gα einen Austausch von GDP zu GTP.  

Anschließend dissoziiert der Komplex in die Gα-Untereinheit und den heterodimeren 

Komplex Gβγ (Gudermann et al. 1995). Gβγ kann Kinasen wie PI3Kγ aktivieren 

(Stoyanov et al. 1995; Kurosu et al. 1997). Von Gα sind verschiedene Subtypen bekannt. 
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Die Gαs Untereinheit wirkt stimulierend und die Gαi Untereinheit inhibierend. Der im 

Myokard exprimierte β1-Adrenorezepor ist Gαs gekoppelt und wird durch den 

Sympathikus aktiviert.  

Wie beschrieben ist die intrazelluläre Calciumkonzentration ein entscheidender Faktor 

im Kontraktionsvorgang. Die Depolarisation der Herzmuskelzellen initiiert die Öffnung 

von spannungsabhängigen Calciumkanälen des L-Typs. Es resultiert ein 

Calciumeinstrom, der wiederum zu einer Öffnung von konzentrationsabhängigen 

Calciumkanälen im intrazellulären Calciumspeicher, dem sarkoplasmatischen Retikulum 

(SR), führt. Es handelt sich bei diesen Kanälen um Ryanodin-Rezeptoren, die durch ihre 

selbstverstärkenden Eigenschaften einen immensen Anstieg der intrazellulären 

Calciumkonzentration von 10-7 mol/l auf 10-6 bis 10-5 mol/l hervorbringen (Endoh 2006). 

Eine Sympathikusaktivierung fördert diesen Calciumanstieg und wirkt sich damit positiv 

inotrop auf die Herzaktivität aus.  

Mit dem Anstieg der Konzentration schließen sich die membranständigen Ionenkanäle. 

Die Calciumkonzentration im Zytosol wird durch einen aktiven Transport in das SR 

gesenkt. Die Aktivierung der Gαs-gekoppelten β1-Adrenorezeporen führt ebenfalls zur 

Stimulation der Adenylatcyclase und aktiviert dessen second messenger cAMP. Dieser 

aktiviert seinerseits die Proteinkinase A (PKA), welche Einfluss auf den Calciumhaushalt 

nimmt (Crackower et al. 2002) . Als Calcium-Transporter wirkt die Calcium-ATPase des 

sarcoplasmischen/endoplasmischen Retikulums 2A (SERCA2A).  Die Regulation der 

SERCA2A findet über die Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) statt, welches 

an den Transporter gebunden ist (Glaves et al. 2019).   

Im inaktiven Zustand läuft der Calciumtransport in das SR nur langsam ab. Die 

Konsequenz sind eine verlängerte Relaxationszeit und gering gefüllte Calciumspeicher. 

Da ein schneller Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration die Voraussetzung für 

eine starke Kontraktion darstellt, ist das Resultat gering gefüllter Calciumspeicher eine 

verringerte Kontraktilität. Eine Sympathikusaktivierung führt zur Phosphorylierung des 

PLBs durch die PKA. Die Calcium-ATPase SERCA2A wird dadurch aktiv und sorgt für 

einen schnellen Rücktransport und einen intrazellulären Konzentrationsabfall des 

Calciums (Toyoshima 2009; Møller et al. 2010). Damit hat der Sympathikus eine positiv 

lusitrope Wirkung auf Kardiomyozyten. Die aufgefüllten Calciumspeicher ermöglichen 

eine hohe Kontraktilität.  Folglich hängt die Kontraktionskraft des Myokards u.a. von der 
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intrazellulären Calciumkonzentration und der Fülle intrazellulären Speicher ab. (Maier 

und Bers 2002). 

 

1.2.2.3 Der Einfluss von TGF-β1 auf die kontraktile Funktion 

Studien legten dar, dass die adrenerge Signalübertragung als nachgeschalteter Mediator 

der AngII/TGF-β1-Signalkette gilt (Schlüter et al. 1995; Rosenkranz et al. 2002). Es 

konnte gezeigt werden, dass es durch eine vermehrte Produktion von TGF-β1, vermittelt 

durch eine Erhöhung des AngII-Spiegels, zu Veränderungen im adrenergen System des 

Herzens kommt. Eine Überexpression von TGF-β1 führt zu einer veränderten Anzahl von 

β-Adrenorezeptoren in verschiedenen Zelltypen. Iizuka et al. konnten dies für kardiale 

Fibroblasten nachweisen (Iizuka et al. 1994). Rosenkranz et al. wiesen eine erhöhte 

myokardiale Rezeptordichte mit hypertrophem Phänotyp als Folge einer 

TGF-β1-Überexpression nach (Rosenkranz et al. 2002). Auch die in vitro Studie von 

Schlüter et al. zeigte, dass TGF-β1 eine hypertrophe Reaktion bei β-adrenerger 

Stimulation induziert (Schlüter et al. 1995). Des Weiteren wurde die schädigende 

Wirkung einer chronischen Überaktivierung des β-adrenergen Systems in verschiedenen 

Studien belegt. Eine langfristige Überexpression der β2-Adrenorezeptoren induziert eine 

Kardiomyopathie (Liggett et al. 2000).  

Die Ergebnisse von Huntgeburth et al. zeigten ebenfalls die negativen Folgen einer 

vermehrten TGF-β1-Expression. Sie belegten, dass bei Mäusen mit 

TGF-β1-Überexpression zwar keine Veränderung der basalen Kontraktion erkennbar ist, 

jedoch eine verminderte Inotropie des linken Ventrikels auf eine β-adrenerge Stimulation 

folgt. Diese Veränderungen ließen sich durch einen TGF-β1-Antagonisten vollständig 

aufheben. Gleichzeitig zeigten die Mäuse mit einer TGF-β1-Überexpression einen 

Anstieg der mitochondrialen Entkopplungsproteine (UCP), was darauf schließen lässt, 

dass TGF-β1 den Energiehaushalt der Kardiomyozyten negativ beeinflusst. Eine 

UCP-Inhibition führte zur Normalisierung der linksventrikuläre Kontraktion. 
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1.3 TGF-β1-Signalwege 

TGF-β1 ist ein Zytokin, das mit dem TGF-β-Rezeptor interagiert. Es handelt sich um 

einen heterodimeren Rezeptorkomplex, der aus dem TGF-β-Rezeptor I und dem 

TGF-β-Rezeptor II besteht. Diese Untereinheiten sind strukturell ähnlich aufgebaut. Es 

ist ein transmembraner Rezeptor, der eine cysteinreiche extrazelluläre Domäne und einen 

intrazellulären Bereich mit Serin/Threonin Kinase-Aktivität besitzt.  Im Unterschied zum 

Typ-2-Rezeptor zeichnet sich der Typ-1-Rezeptor durch eine Domäne aus, welche reich 

an Glycin- und Serinresten ist (Heldin et al. 1997). Durch die Bindung von TGF-β1 als 

Ligand an den TGF-β-Rezeptor II wird der TGF-β-Rezeptor I phosphoryliert (Shi und 

Massagué 2003). Der Rezeptorkomplex selbst erlangt eine Kinasen-Aktivität und kann 

über die Phosphorylierung spezifischer intrazellulärer Signalmoleküle Informationen 

weitergeben.  Es kommt zum einen zur Signalweiterleitung durch SMAD-Proteine. 

Weiterhin leiten die Rezeptoren auch andere Signalwege ein, die zusammenfassend als 

non-SMAD-Signalwege bezeichnet werden. Die Weiterleitung findet über Kinasen wie 

die extrazelluläre signalregulierte Kinase (Erk), c-Jun amino terminale Kinasen (JNK), 

p38-MAPK sowie PI3K statt (Moustakas und Heldin 2005). Es wurde gezeigt, dass 

TGF-β1 über PI3K den AKT-Signalweg einleiten kann (Gamell et al. 2008). Die 

non-SMAD-Signalwege sind jedoch nicht unabhängig voneinander zu betrachten, 

sondern stellen vielmehr ein Netzwerk dar. Sie können sich untereinander und auch die 

SMAD-Signalkaskade beeinflussen. 

 

1.3.1 SMAD-Signalweg 

Die acht verschiedenen SMAD-Proteine lassen eine Differenzierung in drei Gruppen zu. 

Eine Einheit stellen die rezeptoraktiven SMAD-Proteine (R-SMADs) dar zu denen 

SMAD1, 2, 3, 5 und 8 gehören. Eine weitere Gruppe sind die common SMADs 

(Co-SMADs), wozu SMAD4 gehört. Die dritte Einheit bilden die inhibitorischen SMADs 

(I-SMADs), zu denen sich SMAD6 und 7 zuordnen lassen. Die SMAD-Proteine besitzen 

eine N-terminale MH1- und eine C-terminale, stark konservierte MH2-Domäne, die über 

eine Linker-Region miteinander verbunden sind. Über die MH1-Domäne findet eine 

Interaktion mit der DNA und DNA-bindenden Proteinen statt. Die MH2-Domäne dient 

der Wechselwirkung mit anderen SMAD-Proteinen und Rezeptoren. 
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Durch die phosphorylierende Eigenschaft des TGF-β1-Rezeptor-Komplexes nach 

Stimulation durch seinen Liganden entstehen aus SMAD2 und SMAD3  P-SMAD2 und 

P-SMAD3. Nakao et al. zeigten, dass dieser Prozess durch die inhibitorische Wirkung 

von SMAD7 gehemmt werden kann (Nakao et al. 1997). P-SMAD2, P-SMAD3 und 

SMAD4 bilden im Zytosol einen heterotrimeren Komplex, der durch Translokation in 

den Nukleus gelangt. Der SMAD-Komplex fungiert als Transkriptionsfaktor 

(Euler-Taimor und Heger 2006). Heger et al. zeigten, dass sich in adulten 

Kardiomyozyten der Ratte alle SMAD-Typen nachweisen lassen (Heger et al. 2009). Der 

durch TGF-β1 eingeleitete SMAD-Signalweg ist in Abbildung 4 dargestellt. 

 

Abbildung 4: Darstellung des TGF-β1-induzierten SMAD-Signalweges (Euler-Taimor und Heger 2006) 

 

Im Zellkern reguliert der Komplex die Genexpression auf DNA-Ebene. Dabei ist es 

SMAD3 und SMAD4 selbst möglich über die MH1-Domäne, an bestimmte Stellen der 

DNA zu binden. Diese Regionen werden als „smad-binding-elements“ (SBE) bezeichnet. 

Die Sequenzen sind in der Promotorregion verschiedener TGF-β1-Zielgene lokalisiert. 

Ein Target von TGF-β1 ist SMAD7, welches den TGF-β1-induzierten 

SMAD-Signalweges inhibiert und dadurch eine negative Rückkopplung darstellt  

(Gersdorff et al. 2000). Es geht eine Bindung mit dem TGF-β-Rezeptor I ,auch als „activin 

receptor-like kinase 5“ (ALK5) bezeichnet,  ein und blockiert die Rekrutierung und 
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Phosphorylierung der R-SMADs SMAD2 und SMAD3 (Nakao et al. 1997).  Die 

Inhibition durch SMAD7 findet des Weiteren im Zellkern statt, in dem es die Expression 

von TGF-β1-Zielgenen inhibiert. Es interagiert mit dem Komplex aus R-SMADs und 

SMAD4 und behindert dessen Bindung an die DNA (Zhang et al. 2007).  

 

1.3.2 non-SMAD-Signalwege  

1.3.2.1 Der Erk-MAPK-Signalweg 

Neben der schon beschriebenen Aktivierung des TGF-β1-Rezeptors findet auch ein 

Phosphorylierung an den Tyrosinresten Tyr 259, 336 und 424 beider Rezeptortypen statt 

(Lawler et al. 1997). Dies führt was einer Rekrutierung von Proteinen mit SH2-Domäne 

sowie weiterer Proteine. (McKay und Morrison 2007). Die Bildung des 

Rezeptor-Protein-Komplexes führt zu einer Aktivierungskaskade. Über Kinasen und 

Proteine wie Ras, RAF und MAPKs, mündet diese schließlich in einer 

SMAD-unabhängigen Aktivierung der Erk1/2.  

Dieser Signalweg wurde unter anderem in Epithelzellen und Zellen des Kolonkarzinoms 

nachgewiesen (Mulder und Morris 1992; Yan et al. 1994). Es konnte gezeigt werden, dass 

bereits Minuten nach TGF-β1-Stimulation ein Ras-Anstieg erkennbar ist und Erk1/2 

aktiviert wird. Andere Zelltypen zeigten dagegen eine verzögerte Aktivierung der Erk1/2 

(Simeone et al. 2001). Die unterschiedliche Aktivierungszeit zeigt, dass die Ausprägung 

des Signals abhängig vom Zelltyp ist. Erk1/2 reguliert unter anderem die biologische 

Funktion von TGF-β1. Zum einen aktiviert sie die Transkriptionsfaktoren aus der Familie 

der Aktivatorproteine (AP-1) sowie p53 und wirkt damit pro-apoptotisch (Yoon und 

Seger 2006). Diese und weitere Transkriptionsfaktoren interagieren mit 

SMAD-Proteinen. Gleichzeitig ist Erk1/2 auch selbst in der Lage, R-SMADs zu 

phosphorylieren und so deren Aktivität auf verschiedenen Ebenen zu kontrollieren 

(Kretzschmar et al. 1999). 

 

1.3.2.2 Die Aktivierung von JNK und p38-MAPK 

Eine Ligandenbindung von TGF-β1 an seinen Rezeptor hat ebenfalls die Aktivierung der 

MAPKs JNK und p38-MAPK zur Folge. Diese Signalwege werden eingeleitet als 

Reaktion auf Zytokinstimulation und extrazelluläre Stressfaktoren (Weston und Davis 
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2007). Die Bildung des TGF-β1-Rezeptorkomplexes hat eine Polyubiquitinierung des 

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierten Faktors 6 (TRAF6), der mit dem Rezeptor 

assoziiert ist, zur Folge (Yamashita et al. 2008).  Dies ist auch für TRAF4 bekannt (Zhang 

et al. 2013). Es folgt die Aktivierung der TGF-β-aktivierten Kinase 1 (TAK1), welche 

u.a. die MKK3, MKK4 und MKK6 aktiviert. Die JNK-Aktivierung erfolgt durch MKK4 

(Frey und Mulder 1997). Die p38-MAPK wird durch MKK3 und MKK6 aktiviert 

(Hanafusa et al. 1999). Die Aktivierung kann sowohl direkt (Engel et al. 1999), als auch 

mit einer Verzögerung einsetzten. Der verzögerte Signalweg, wie er in Hepatozyten, 

Pankreaskarzinomen und Osteoblasten nachgewiesen wurde, erfordert jedoch eine 

vorherige Aktivierung von SMAD-Proteinen und damit verbundenen 

Transkriptionsfaktoren (Takekawa et al. 2002).  

Es sind weitere Zusammenhänge mit den inhibitorischen SMAD-Proteinen SMAD6 und 

SMAD7 bekannt. SMAD6 führt zu einer Deubiquitinierung von TRAF6 und inhibiert 

damit die Aktivierung der JNK und p38-MAPK durch TGF-β1 (Jung et al. 2013). SMAD7 

dagegen erleichtert die Aktivierung von JNK und p38-MAPK durch TGF-β1 (Edlund et 

al. 2003). Es besteht weiterhin ein Zusammenhang, da dieser Signalweg ebenso wie der 

SMAD-Signalweg die pro-apoptotische Wirkung von TGF-β1 vermittelt. Unter anderem 

zeigten Edlund et al., dass eine Überexpression von TAK1 zu einer gesteigerten Apoptose 

führt (Edlund et al. 2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des 

TRAF6 die TGF-β1-induzierte Apoptose hemmt (Yamashita et al. 2008).  

 

1.3.2.3 Der PI3K/AKT-Signalweg 

Ein weiterer non-SMAD-Signalweg verläuft über die die Aktivierung des 

PI3K/AKT-Weges. Dieser kann sowohl direkt durch TGF-β1, als auch durch 

zwischengeschaltete Signalwege aktiviert werden. Eine genaue Darlegung des 

PI3K/AKT Signalweges findet sich in Kapitel 1.4.5.1 wieder. Es besteht ein 

Zusammenhang zu weiteren non-SMAD-Signalwegen sowie zum SMAD-Signalweg. 

Der PI3K/AKT-Signalweg kann über die Bindung von TGF-β1 an seinen Rezeptor 

eingeleitet werden. Es kommt nachfolgend zu einer Reaktion der regulatorischen 

Untereinheit der PI3K mit ALK5, welche in der Einleitung des AKT-Signalweges 

mündet. Die Inhibition von ALK5 verhindert eine Aktivierung der PI3K-vermittelten 

Einleitung des AKT-Signalweges durch TGF-β1 (Lamouille und Derynck 2007). 
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AKT nimmt ebenfalls direkten Einfluss auf den SMAD-Signalweg. Es geht eine Bindung 

mit SMAD3 ein und hemmt dessen Phosphorylierung durch den TGF-β-Rezeptor 

Komplex sowie die Translokation von SMAD3 in den Zellkern, in welchem es die 

Expression der TGF-β-Zielgene reguliert (Remy et al. 2004). Des Weiteren 

phosphoryliert AKT den Transkriptionsfaktor FoxO, der für die Expression mehrerer 

Zielgene des SMAD-Signalweges im Nukleus benötigt wird. Seine Phosphorylierung 

verhindert die Translokation in den Zellkern  (Seoane et al. 2004). Dementsprechend kann 

die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges die TGF-β-induzierte Apoptose und 

Wachstumshemmung verringern.  Gleichzeitig phosphoryliert und aktiviert AKT das 

Enzym „ubiquitin-specific-peptidase 4“ (USP4). Dieses stabilisiert ALK5 und fördert die 

non-SMAD Signalwege (Zhang et al. 2012).  

 

1.4 Phosphinositid-3-Kinasen (PI3K) 

Bei den Phosphinositid-3-Kinasen handelt es sich um eine Familie von Kinasen, die an 

vielen zellulären Abläufen beteiligt sind. Sie gelten u.a. bei der Proliferation, 

Zelldifferenzierung, bei dem Zellwachstum sowie der Apoptose als entscheidende 

Moleküle in der Signaltransduktion und können als Protein- oder Lipidkinasen agieren. 

Aufgrund des Einflusses auf unterschiedliche zelluläre Abläufe sind die PI3K seit den 

1980er Jahren Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten (Vanhaesebroeck et al. 2012). 

Nach Stimulation von membranständigen Rezeptoren - beispielsweise mit 

Wachstumsfaktoren - werden die PI3K zur Zellmembran rekrutiert. Sie sind dort in der 

Lage, Phosphoinositide an der D3-Stelle des Inositolringes zu phosphorylieren.  

 

1.4.1 Phosphoinositide 

Phosphoinositide stellen eine Gruppe von Membranlipiden dar, die auf der Innenseite der 

Zellmembran lokalisiert sind. Phosphatidylinositol besteht aus einem Glycerin-Baustein, 

der über eine Esterbindung zum einen mit einer Arachidon- und einer Stearinsäure 

verbunden ist und zum anderen über eine Phosphodiesterbindung eine polare Kopfgruppe 

hat, die einen Inositolring darstellt. Dieser weist freie Hydroxylgruppen an den Stellen 

D2 bis D6 auf (Falkenburger et al. 2010). Die Strukturformel von Phosphatidylinositol 

ist in Abbildung 5 dargestellt. An den Stellen D3, D4 und D5 ist eine Phosphorylierung 



16 

 

möglich, wodurch höher phosphorylierte Phosphoinositide entstehen. Gesteuert wird 

dieser Vorgang durch Phosphoinositidkinasen und -phosphatasen. So entsteht durch die 

Phosphorylierung mittels PI3K aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat (PIP2) 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphonat (PIP3).  

Phosphoinositide stellen nur einen geringen Anteil der Membranlipide dar. 

Phosphatidylinositol bildet 10% des Gesamtlipidanteils und ist damit am häufigsten 

vertreten. Dies lässt darauf schließen, dass sie keine strukturelle Funktion für die 

Zellmembran darstellen (Toker 2002). Sie gelten aufgrund ihrer Interaktion mit 

verschiedenen Proteinen vielmehr als Bestandteil zahlreicher Signaltransduktionswege. 

Ihre Wirkung erreichen sie durch Bindung an spezifischen Zieldomänen, die sich 

innerhalb der Effektorproteine befinden. Unterschiede in dem Vorkommen der einzelnen 

Phosphoinositide lassen sich zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen feststellen. 

PI-3,5-P2, PI-3,4-P2 und PI-3,4,5-P3 konnten in unstimulierten nicht nachgewiesen 

werden, wohingegen sie in stimulierten Zellen schon kurz nach dem Reiz einen 

deutlichen Konzentrationsanstieg zeigen (Toker 2002). 

 

Abbildung 5: Strukturformel von Phosphatidylinositol, R repräsentiert die Fettsäurereste Arachidon- und 

Stearinsäure, die rot markierten OH-Gruppen werden durch Phosphoinositidkinasen phosphoryliert, 

geschieht das an allen drei Stellen, entsteht PI-3,4,5-P3 (verändert nach Nürnberg und Beer-Hammer 

2019) 

 

1.4.2 Einteilung der PI3K-Isoformen 

Es sind acht verschiedene Isoformen der PI3Ks bekannt, die in Tabelle 2:Einteilung der 

PI3K-Isoformen aufgelistet sind. Diese lassen sich in drei funktionelle Klassen 

unterteilen, wobei sich in der Klasse 1, die Klassen 1A und 1B unterscheiden.  
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Alle Subtypen der Klasse 1 bestehen aus einer katalytischen Untereinheit p110 und einer 

regulatorischen Untereinheit (p50/p55/p85). Die katalytische Untereinheit der PI3K 

besitzt bei allen Isoformen der Klasse 1 eine ähnliche Struktur. Die Klasse 1A umfasst 

die drei Isoformen PI3K-p110α, PI3K-p110β und PI3K-p110δ. Diese Gruppe der PI3K 

wird durch Tyrosinkinase-Rezeptoren (TKR) aktiviert. Einzig die PI3K-p110β agiert 

außerdem auch mit dem GPCR. PI3Kγ bildet seinerseits die Gruppe 1B und enthält die 

katalytischen Untereinheit p110γ. Die Kinase PI3Kγ geht, im Gegensatz zu den 

Isoformen der Klasse 1A, eine Bindung mit den Untereinheiten des GPCR nach dessen 

Dissoziation ein (Stoyanov et al. 1995). 

Die Klasse 2 umfasst drei Isoformen, die PI3K-C2α, PI3K-C2β und PI3K-C2γ. Sie 

unterscheiden sich durch die zusätzliche große Einzelpolypeptidkette, die eine 

carboxy-terminale C2-Domäne besitzt, von der Klasse 1. In der Klasse 3 ist allein das 

Human-Vacuolar-Protein-Sorting 34 (hvps34) bekannt. Es nutzt in vivo und in vitro das 

Substrat PI und setzt es zu Phosphatidylinositol-3-phosphonat (PIP) um (Toker 2002). 

Tabelle 2:Einteilung der PI3K-Isoformen 

 

 

1.4.3 Funktionen der PI3K-Isoformen 

Um die Isoform-spezifischen Funktionen der PI3K zu bestimmen, wurden transgene 

Mäuse sowie dominant-negative Mutanten verwendet. Die Mäuse, deren regulatorische 

oder katalytische Untereinheiten ganz oder teilweise fehlten, wiesen unterschiedliche 

Veränderungen auf, die es möglich machten, die PI3K-Isoformen funktionell zu 

charakterisieren.  

Es konnte gezeigt werden, dass PI3Kα einen Einfluss auf die Größe des adulten Herzens 

hat (Shioi et al. 2000). Lei Bi et al. bestätigten durch p110α-KO-Mäuse, dass diese 

Isoform eine nicht zu vernachlässigende Rolle bei Wachstumsprozessen 

Klasse Isoformen 

1A PI3Kα, PI3Kβ, PI3Kδ 

1B PI3Kγ 

2 PI3K-C2α, PI3K-C2β, PI3K-C2γ 

3 Vps34 
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spielt (Bi et al. 1999). Die Mäuse zeigten proliferative Defekte. Eine Hemmung der 

Kinase durch Antikörper führte zu einer verringerten Zellproliferation (Vanhaesebroeck 

et al. 2012). Es zeigte sich außerdem eine gesteigerte embryonale Letalität bei p110α- 

und p110β-Deletion (Bi et al. 1999). Die katalytische Untereinheit p110β ist außerdem 

im Metabolismus von Adipozyten involviert. Eine Injektion von p110β-Antikörpern 

führte zum Stillstand des insulininduzierten Glukosetransportes (Asano et al. 2000).  

Im Gegensatz zu Mäusen, denen die p110α und p110β Untereinheit fehlt, sind Mäuse mit 

einem p110δ-Defizit lebensfähig. Die Expression von PI3Kδ in Leukozyten deutet auf 

seine Rolle im Immunsystem hin. Dies wird bestätigt durch Untersuchungen, die zeigen, 

dass das Fehlen der Kinase sowohl die Aktivierung von T-Zellen und B-Zellen beeinflusst 

und eine verringerte Antikörperproduktion zur Folge hat (Clayton et al. 2002).  

PI3Kγ nimmt ebenfalls Einfluss auf die Immunabwehr, wobei vornehmlich die 

angeborene Immunabwehr betroffen ist. Eine veränderte Funktion der PI3K in 

Neutrophilen, Makrophagen, Mastzellen und anderen Zellen des angeborenen 

Immunsystems konnte bei verschiedenen Krankheitsbildern dokumentiert werden. Es 

wurde gezeigt, dass p110γ-Knockout-Mäuse lebensfähig und fortpflanzungsfähig sind, 

die Migration von Neutrophilen und Makrophagen jedoch deutlich verringert ist (Hirsch 

et al. 2000). Des Weiteren ist PI3Kγ neben PI3Kα in Kardiomyozyten nachgewiesen 

wurden. PI3Kγ agiert hier zum einen als Kinase. Zum anderen interagiert PI3Kγ 

kinaseunabhängig mit Proteinen und nimmt Einfluss auf die Kontraktion von 

Kardiomyozyten (Patrucco et al. 2004). 

 

1.4.4 PI3K-Inhibitoren  

Um die Funktionen der PI3K näher zu bestimmen und sie den einzelnen Isoformen 

zuzuordnen, war es Ziel zahlreicher Untersuchungen PI3K zu hemmen. Aufgrund der 

strukturellen Ähnlichkeit der verschiedenen PI3K-Isoformen, war es schwierig eine 

selektive Hemmung vorzunehmen. Zunächst wurde Wortmannin entdeckt, ein 

Schimmelpilzmetabolit mit antiinflammatorischer Wirkung (Vanhaesebroeck et al. 

2012). Durch eine kovalente Bindung der p110-Untereinheit inhibiert er die Funktion der 

PI3K irreversibel. Zeitgleich wurde die inhibierende Wirkung von LY294002 entdeckt. 

LY294002 ist ein synthetischer Inhibitor, der durch eine kompetitive Hemmung die 

Wirkung der PI3K unterdrückt. Am aktiven Zentrum der katalytischen Untereinheit 
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konkurriert es mit ATP (Vanhaesebroeck et al. 2001). Die bisher aufgeführten 

PI3K-Inhibitoren, hemmen alle Isoformen der PI3K und werden als pan-PI3K-Inhbitoren 

bezeichnet. Die ersten Untersuchungen über Inhibitoren, die selektiv eine Isoform 

hemmen wurden 2003 veröffentlicht. Es handelte sich um den PI3Kδ-Inhibitor IC 87114 

(Sadhu et al. 2003). Seitdem wurden einige Isoform-spezifische Inhibitoren entwickelt 

und ihre Wirkung untersucht. Im Jahr 2014 wurde mit Idelalisib der erste PI3Kδ-Inhibitor 

von der FDA für die Behandlung von chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) und 

non-Hodgkin Lymphomen (NHL) zugelassen (Castillo et al. 2012).  2018 folgte 

Duvelisib, ein dualer PI3Kδ/γ Inhibitor, welcher ebenfalls bei CLL eingesetzt wird. Die 

Blockade der γ-Isoform bietet vielversprechende Ansätze für die Behandlung von 

inflammatorischen und Autoimmun-Erkrankungen (Cushing et al. 2012). Verschiedene 

Untersuchungen konnten zeigen, dass es sich bei dem in dieser Arbeit verwendeten 

Inhibitor AS605240 um einen selektiven PI3Kγ-Inhibitor handelt, der u.a. in der Lage ist, 

die inflammatorische Wirkung von PI3Kγ zu hemmen. Er blockiert die 

ATP-Bindungsstelle der PI3Kγ  (Camps et al. 2005; Galluzzo et al. 2015; Galvão et al. 

2018). Bisher wurde noch kein PI3Kγ-selektiver Inhibitor zugelassen, jedoch befindet 

sich IPI-549 in der klinischen Prüfung (Evans et al. 2016). 

 

1.4.5 Signalwege von PI3K 

1.4.5.1 Die Aktivierung von AKT durch PI3K 

Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ist der kinaseabhängige PI3K/AKT-Signalweg. 

Der TKR, ein membranständiger Rezeptor mit Kinaseaktivität, wird durch Bindung eines 

Wachstumsfaktors aktiviert, was die Phosphorylierung des zytoplasmatischen Teils zur 

Folge hat. Es folgt die Rekrutierung der PI3K. Sie besitzt eine SH2-Domäne in der 

regulatorischen Untereinheit. Dies ist eine Region an Proteinen, über welche eine 

Bindung an SH2-spezifischen Domänen möglich ist. Das in der unstimulierten Zelle 

vorkommende PIP2 wird durch die katalytische Untereinheit der aktiven PI3K, zu PIP3 

phosphoryliert.  

Das „Phosphatase und Tensin Homolog“ (PTEN) wirkt antagonistisch zur PI3K, indem 

es PIP3 dephosphoryliert und den Signalweg inhibiert.  Es handelt sich um einen 

Tumorsuppressor, dessen Inaktivierung, beispielsweise durch Mutation, zur Entstehung 

von Primärtumoren beitragen kann (Vivanco und Sawyers 2002). PTEN-defiziente 
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Mäuse zeigten einen signifikanten Anstieg in der PI3K-Aktivität und damit auch in der 

Aktivität weiterer PI3K-Targets wie AKT oder der Glykogen-Synthase-Kinase (GSK3β) 

(Crackower et al. 2002). 

Findet keine Dephosphorylierung statt, kommt es zu Anhäufung der PIP3. Es resultiert 

die Rekrutierung der Serin/Threonin-Kinase AKT, auch Proteinkinase B (PKB) genannt, 

und weiterer Proteine, die eine „pleckstrin homology“ (PH)-Domäne besitzen (Engelman 

et al. 2006). Die Kinase bindet mit der PIP3-spezifischen PH-Domäne an das 

Phosphoinositid. Es resultiert eine Konfirmationsänderung, die es der Proteinkinase 

„3-phosphoinositide-dependent kinase-1“ (PDK1) möglich macht, Threonin 308 

(Thr308) zu phosphorylieren. AKT wird zusätzlich durch den „mammalian target of 

rapamycin complex 2“ (mTORC2) an Serin 473 (Ser473) phosphoryliert und erlangt so 

seine vollständige Aktivität (Sarbassov et al. 2005). An dieser Stelle des 

PI3K/AKT-Signalweges wirkt die Phosphatase „PH domaine leucine-rich repeat protein 

phosphatase“ (PHLPP) als Regulator, indem sie die Phosphorylierung des Ser473 aufhebt 

und damit zu einer Inaktivierung von AKT/PKB führt (Gao et al. 2005). 

Ist AKT aktiviert, reguliert sie die Aktivität von zahlreichen Proteinen, die zum 

Überleben, zur Proliferation sowie zum Zellwachstum der Zelle beitragen. Sie wirkt der 

Apoptose entgegen und gilt daher als Überlebenssignal. AKT phosphoryliert den 

pro-apoptotischen Bcl-2-Antagonisten (BAD), welcher durch Interaktion mit dem 

anti-apoptotischen BCL-XL gleiches inaktiviert und damit zur Apoptose führt. Die 

Phosphorylierung verhindert diese Bindung mit BCL-XL, welches dadurch der Apoptose 

weiterhin entgegenwirken kann (Datta et al. 1997).  

Auch der pro-apoptotische Transkriptionsfaktor FOXO-3A wird durch die Kinase 

phosphoryliert und damit inaktiviert.  Die Phosphorylierung von weiteren „Forkhead 

transcription factors“ verhindert ebenfalls deren Translokation in den Zellkern. Damit 

wird die Expression von Apoptose-induzierenden Genen und gleichsam die Herstellung 

von pro-apoptotischen Proteinen verhindert (Brunet et al. 1999). Einen weiteren Weg zur 

Unterbindung der Apoptose stellt die Phosphorylierung der Caspase 9 dar, die dadurch 

ihre pro-apoptotische Wirkung verliert (Cardone et al. 1998). Weiterhin wird der 

anti-apoptotische Transkriptionsfaktor NF-κB sowie seine Zielgene durch AKT reguliert 

(Romashkova und Makarov 1999). 
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1.4.5.2 Weitere Zusammenhänge zwischen TGF-β1 und PI3K 

Die Aktivierung von PI3K durch den TGF-β1-Rezeptor ist im Kapitel 1.3.2.3 dargestellt. 

Die TGF-β-Stimulation induziert die Expression der mircoRNA-216a/217. Diese hemmt 

die Phosphatase PTEN und SMAD7 und fördert den PI3K/AKT und TGF-β1-Signalweg 

(Xia et al. 2013). Auch die Expression der microRNA-21 wird durch TGF-β1 induziert 

(Dey et al. 2012). Es handelt sich ebenfalls um einen Repressor von PTEN, welches als 

Antagonist zur PI3K wirkt, indem es PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert und damit eine 

AKT-Aktivierung verhindert.  

TGF-β induziert die epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT). Über Untersuchungen 

mit Inhibitoren kam man zu dem Schluss, dass die PI3K an der Reorganisation des 

Aktinfilaments und der Zellmigration, während der EMT beteiligt ist (Zhang 2017). Eine 

entscheidende Rolle in der TGF-β-induzierten EMT spielen die Komplexe mTORC1 und 

mTORC2. Es handelt sich dabei um Serin/Threonin-Kinasen, die durch Rapamycin 

inhibiert werden. Ihre Aufgabe besteht in der Phosphorylierung von Makromolekülen. 

Man unterscheidet zwischen mTORC1 und mTORC2, wobei nur ersterer durch 

Rapamycin gehemmt wird. Nachdem anschließend an die TGF-β-Stimulation die 

Aktivierung von PI3K und AKT erfolgt, phosphoryliert diese den 

Tuberous-Sclerosis-Complex (TSC), der so seine hemmende Wirkung auf die mTORC 

verliert. In Brustepithelzellen und Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass auf eine 

TGF-β1-Stimulation eine schnelle Aktivierung von mTORC1 durch AKT erfolgt. Diese 

Kinase phosphoryliert und aktiviert die S6 Kinase (S6K), die wiederum die Aktivität des 

ribosomalen Proteins S6 anregt. Die Aktivierung von mTORC1 mündet in einer erhöhten 

Motilität und Invasion sowie in einer gesteigerten Proteinsynthese (Lamouille und 

Derynck 2007). TGF-β induziert ebenfalls die Aktivierung des mTORC2. Im Zuge der 

EMT trägt der Komplex zur Reorganisation des Zytoskeletts und Zellmigration bei 

(Lamouille et al. 2012). mTORC2 phosphoryliert außerdem AKT an Ser473 und fördert 

damit dessen Aktivität. AKT reguliert mehrere Transkriptionsfaktoren, die eine 

Schlüsselrolle in der EMT einnehmen. Beispielsweise wird der Transkriptionsfaktor 

Twist1 phosphoryliert und dessen Aktivität so gefördert (Xue et al. 2012). Die Folge ist 

eine verstärkte Expression von TGF-β2, die eine Förderung des PI3K/AKT Signalweges 

sowie der EMT impliziert. Des Weiteren werden das heterogene Kern-Ribonukleoprotein 

E1 (hnRNPE1) sowie die GSK3β über AKT reguliert. Über die Phosphorylierung von 

hnRNPE1 verliert dieses seinen translationshemmenden Effekt, was einen positiven 
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Effekt für die EMT hat (Hussey et al. 2011). PI3K spielt außerdem in der 

TGF-β1-induzierten Fibroblastenproliferation eine Rolle (Wilkes et al. 2005).  

Auf der anderen Seite kann eine TGF-β1-Aktivierung zu einer Herunterregulierung der 

PI3K/AKT-Signalübertragung führen, indem es die Expression der SH2-haltigen 

Inositol-50-Phosphatase (SHIP) stimuliert (Valderrama-Carvajal et al. 2002). Diese 

Phosphatase inhibiert den PI3K/AKT-Signalweg. Dies erklärt die kurzweilige 

Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges durch TGF-β1.  

 

1.4.6 PI3K und dessen Einfluss auf Kardiomyozyten 

PI3K wird in Kardiomyozyten exprimiert. Wie beschrieben aktiviert die Stimulation des 

TKR die PI3K der Klasse 1A und damit den TKR-Signalweg. Auch in Kardiomyozyten 

konnte dessen Wirkung als Überlebenssignal gezeigt werden (Wu et al. 2000; Miyamoto 

et al. 2009). Es agiert durch seinen Einfluss auf zytoplasmatische Kompartimente, die 

dazu beitragen, die Apoptose einzuleiten, aber auch durch Inhibition von 

Transkriptionsfaktoren, die pro-apoptotisch wirken. Die Aktivierung des Signalweges hat 

einen protektiven Einfluss auf die Integrität der Mitochondrien und verhindert damit die 

Einleitung der Apoptose.  AKT schützt Kardiomyozyten damit bei oxidativem Stress und 

Ischämie (Fujio et al. 2000).  

Den unterschiedlichen Isoformen konnten in Kardiomyozyten verschiedene Funktionen 

zugewiesen werden. Im kardialen Gewebe werden PI3Kα und PI3Kγ exprimiert. Sie 

wirken auf unabhängigen Signalwegen, die voneinander entkoppelt werden können und 

beeinflussen das Zellwachstum sowie die adaptive und pathologische 

Hypertrophie-Entwicklung. (Crackower et al. 2002). Zu unterscheiden sind der 

TRK-Signalwegweg, der über PI3Kα weitergeleitet wird und der GPCR-Weg, der PI3Kγ 

aktiviert. Sie sind Regulatoren der Zellgröße und Kontraktilität in Kardiomyozyten. Eine 

Überexpression von PI3Kα führt zu Hypertrophie. Eine Überexpression von dominant 

negativem p110α resultierte in kleineren Herzen (Shioi et al. 2000; Yano et al. 2008). Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass PI3Kα positiv inotrop wirkt. Es vermittelt den 

Calciumeinstrom durch L-Typ Calciumkanäle bei Depolarisation der Kardiomyozyten 

und kann dadurch die Kontraktionskraft steigern (Sun et al. 2006). 
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1.4.6.1 PI3Kγ in Kardiomyozyten 

Die katalytische Untereinheit der PI3Kγ wird durch die Bestandteile des G-Proteins nach 

dessen Dissoziation stimuliert und besteht aus einer Ras-Bindungsdomäne (RBD), einer 

C2-Domäne, einer helikalen Domäne sowie einer Kinase-Domäne (Walker et al. 1999). 

Letztere wiederum enthält einen N-terminalen und einen C-terminalen Abschnitt, welche 

über eine ATP-Bindungsstelle miteinander verbunden sind. Die Struktur der 

katalytischen Untereinheit ähnelt sich bei allen Isoformen (Taylor et al. 1999). Im Fall 

von PI3Kγ bindet sie an die regulatorische Untereinheit p101 oder p84/87 (Stephens et 

al. 1997; Suire et al. 2005). In Zellen des Immunsystems ist vor allem die PI3Kγ mit der 

regulatorischen Untereinheit p101 vorhanden (Shymanets et al. 2013). Dagegen findet 

man in Kardiomyozyten vorrangig p84/87 vor (Suire et al. 2005). Eine schematische 

Darstellung der katalytischen und regulatorischen Untereinheit findet sich in Abbildung 

6 wieder. In der Klasse 1A findet die Bindung der Untereinheiten über eine N-terminale 

Adapter-Bindungsdomäne (ABD) im katalytischen Teil statt. Wie genau die 

Untereinheiten im Fall von PI3Kγ miteinander verbunden sind und welche Rolle ABD 

dabei spielt, ist nicht genau geklärt. Beide regulatorische Untereinheiten weisen eine 

Affinität zum G-Protein auf und können an dieses durch eine Gβγ-Bindungsdomäne 

binden. Die Affinität von p101 ist jedoch deutlich größer (Kurig et al. 2009; Kurosu et al. 

1997). Die Wirkung von PI3Kγ in Kardiomyozyten wird auf einem kinaseabhängigen 

und einem kinaseunabhängigen Weg vermittelt (Patrucco et al. 2004; Alloatti et al. 2003; 

Ghigo und Li 2015).  

 

Abbildung 6: schematische Darstellung der regulatorischen und katalytischen Untereinheiten der PI3Kγ 

(verändert nach Nürnberg und Beer-Hammer 2019) 
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Bei p110γ-defizienten Mäusen wurde eine Kontraktionssteigerung deutlich. Damit ergab 

sich die Schlussfolgerung, dass die PI3Kγ die Kontraktionskraft negativ beeinflusst 

(Crackower et al. 2002). Die PI3Kγ gilt als Isoform, die in Kardiomyozyten über ihren 

Einfluss auf den cAMP-Spiegel und die PLB-Phosphorylierung eine Schnittstelle 

zwischen Erregung und Kontraktion darstellt.  Die Deletion des PI3Kγ-Gens führt zu 

einer gesteigerten Adenylatcyclase-Aktivität. Folglich steigt der cAMP-Spiegel. Daraus 

resultiert eine verstärkte Phosphorylierung von PLB in der unstimulierten Zelle, aber auch 

nach β2-adrenerger Stimulation. Die β1-adrenergen Rezeptoren sind Gαs gekoppelt und 

zeigen durch eine Aktivierung der Adenylatcyclase einen positiv inotropen Effekt. Diese 

Wirkung sowie der cAMP-Spiegel bleiben bei Deletion des PI3Kγ-Gens unverändert 

(Crackower et al. 2002). Des Weiteren beeinflusst die PI3Kγ die Kontraktion nach 

β-adrenerger Stimulation negativ durch Veränderungen des Rezeptors. Es trägt auf 

kinaseabhängigen und -unabhängigen Wegen zur Desensibilisierung und Endozytose der 

Rezeptoren bei (Naga Prasad et al. 2005; Vasudevan et al. 2011; Ghigo et al. 2017). 

Es konnte weiterhin ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung der 

G-Protein-gekoppelten Adrenorezeptoren und der Entstehung der pathologischen 

Hypertrophie hergestellt werden. Eine Stimulation dieser Rezeptoren führt zu einer 

Aktivierung der PI3Kγ, welche mit einem erhöhten AKT/PKB-Spiegel einhergeht. 

Daraus geht eine verstärkte ERK1/2-Aktivität hervor, die wiederum zur Hypertrophie 

beiträgt (Xiao et al. 2001).  PI3Kγ begünstigt damit die Vergrößerung des linken 

Ventrikels und führt zum Übergang von der kompensierten in die dekompensierte 

Herzinsuffizienz. Dagegen führt eine Verminderung der PI3K-Aktivität zu einer 

geringeren Hypertrophie-Entwicklung (Naga Prasad et al. 2000). Der Verlust von PI3Kγ 

verhindert weiterhin die Aktivierung der MAPK und sorgt für eine partielle Umkehrung 

der Hypertrophie nach β-adrenerger Stimulation (Oudit et al. 2003).  

Auch in der kardialen Revaskularisation und Erholung nach ischämischen Zuständen 

spielt PI3Kγ eine Rolle. Es wurde gezeigt, dass die Inhibition von PI3Kγ mit 

gleichzeitiger Inhibition von PI3Kδ zu einem geringeren postischämischen Schaden führt 

(Doukas et al. 2006). Als Folge auf einen Infarkt wird PAF (platelet-activating-factor) 

freigesetzt. Es handelt sich um einen GPCR-Agonisten, der kardiodepressiv wirkt. In 

PI3Kγ-KO-Mäusen wurde diese Wirkung nach einer Ischämie nicht beobachtet (Alloatti 

et al. 2003). 
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1.5 Zielstellung 

TGF-β1 ist ein Zytokin, das eine entscheidende Rolle im kardialen Remodeling spielt, 

indem es zur Fibrose führt, die Apoptose induziert und damit zur Herzinsuffizienz 

beiträgt. TGF-β1 nutzt dafür den SMAD-Signalweg. Neben diesem sind weitere 

non-SMAD-Signalwege bekannt, über die Kinasen aktiviert werden. Eine dieser Kinasen 

ist PI3K. Für die Isoform PI3Kγ konnte gezeigt werden, dass es die Kontraktionskraft 

negativ beeinflusst. Es stellt damit ein potenzielles Ziel für pharmakologische 

Therapieansätze bezüglich der Herzinsuffizienz dar. 

Bisher konnte noch nicht geklärt werden, ob in Kardiomyozyten ein Zusammenhang 

zwischen der Wirkung von TGF-β1 und PI3Kγ besteht. Daher ist es das Ziel dieser Arbeit 

herauszufinden, inwieweit die TGF-β1-induzierte Apoptose sowie die durch TGF-β1 

hervorgerufene kontraktile Dysfunktion durch PI3Kγ vermittelt wird. Außerdem soll 

geklärt werden, ob die Einleitung des SMAD-Signalweges durch TGF-β1 von PI3Kγ 

beeinflusst wird. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Material 

2.1.1 Versuchstiere 

Für die Präparation der adulten Kardiomyozyten aus der Ratte (Tiertötungsnummer: 

668_M) wurden Wistar Ratten Männchen verwendet, die 3-4 Monate alt und 300-400g 

schwer waren. Sie entstammen dem Tierstall des Physiologischen Institutes der Justus-

Liebig-Universität Gießen und hatten Zugang zum Standardfutter (Altromin®) und 

Wasser. 

Die Präparation der Kardiomyozyten aus der Maus (Tiertötungsnummer: 644_M) 

erfolgte zum einen aus C57BL6/J-Mäusen (Janvier SAS, CS 4105, Le Genest Saint Isle, 

F-53941 St Berthevin Cedex), welche als Kontrolltiere verwendet wurden, zum anderen 

aus PI3K-KO-Mäusen (B6.129-Pik3cgtm1Wym, zur Verfügung gestellt von der 

Arbeitsgruppe Ph.D. Emilio Hirsch, Department of Molecular Biotechnology and Health 

Sciences, Center for Molecular Biotechnology, Via Nizza 52,10126 Torino, Italy). Der 

PI3Kγ-Knockout wurde durch Einführung eines Targeting-Vektors herbeigeführt.  Es 

erfolgte die Insertion eines IRES (interne ribosomale Eintrittsstelle) -LacZ und einer 

Neomycin-Resistenzkassette in das erste kodierende Exon (Exon 2) des PI3Kγ-Gens, was 

zu dessen Störung führte (Hirsch et al. 2000).  

 

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien, Enzyme 

Chemikalien/Reagenzien Bezugsquelle 

10% Bis-Tris Gel Life Technologies Corporation, Carlsbad, 

California, USA 

10X NEBuffer NEB, Frankfurt am Main 

20fach XT Reducing Agent Bio-Rad, Hercules, California, USA 

4fach XT Sample Buffer Bio-Rad, Hercules, California, USA 

Acrylamid Roth, Karlsruhe 

Albumin Standard 23029 Thermo Scientific, Rockford, USA 

Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe 
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Aqua dest. BRAUN, Melsungen 

Benzonase Merk, Darmstadt 

Bisacrylamid Roth, Karlsruhe 

Borsäure Applichem, Darmstadt 

Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen 

BSA Sigma, Taufkirchen 

Carnitin Sigma, Taufkirchen 

Caspase-Glo® 3/7 Buffer Madison, Wisconsin, USA 

Caspase-Glo® 3/7 Substrate Madison, Wisconsin, USA 

Cell Lysis Buffer Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA 

CoCl2 NEB, Frankfurt am Main 

Complete Mini Protease Inhibitor Roche, Mannheim 

Cy3-dCTP Sigma, Taufkirchen 

Cytosin-Arabinofuranosid Sigma, Taufkirchen 

DC Protein Assay Reagent A BioRad, Hercules, Kalifornien USA 

DC Protein Assay Reagent B BioRad, Hercules, Kalifornien USA 

DC Protein Assay Reagent S BioRad, Hercules, Kalifornien USA 

Deoxycholat Sigma, Taufkirchen 

DirectPCR Lysis Reagent Qiagen, Venlo, Niederlande 

dI/dC Sigma, Taufkirchen 

DTT Roth, Karlsruhe 

EDTA Roth, Karlsruhe 

FCS PAA, Cölbe 

Glucose-Monohydrat Merk, Darmstadt 

Glycerin Sigma, Taufkirchen 

Glycerol Sigma, Taufkirchen 

Glycerolphosphat Sigma, Taufkirchen 

Hoechst Farbstoff 33258 Sigma, Taufkirchen 

Isofluran Baxter Deutschland GmbH, 

Unterschleißheim 

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 

Kalziumchlorid (CaCl2) Merk, Darmstadt 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02PkEQwvtWq0JKuMrdMTAmjYE95SA:1606301691488&q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zR3sDICAJLnNeJcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmhOSNxJ3tAhXOqqQKHTJlBg0QmxMoATAPegQIERAD
https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02PkEQwvtWq0JKuMrdMTAmjYE95SA:1606301691488&q=Madison+(Wisconsin)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKswKilR4gAx08qNKrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYhX0TUzKL8_MUNMIzi5Pz84oz8zR3sDICAJLnNeJcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmhOSNxJ3tAhXOqqQKHTJlBg0QmxMoATAPegQIERAD
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KH2PO4 Merk, Darmstadt 

Kollagenase Typ 2 Biochrom GmbH, Berlin 

Kreatin Sigma, Taufkirchen 

Laminin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

LE Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf 

M199 / HEPES / Earl´s Salts Biochrom GmbH, Berlin 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt 

Methanol Roth, Karlsruhe 

MgCl2 Roth, Karlsruhe 

MgSO4 Merk, Darmstadt 

Mops Puffer Running Buffer Thermo Scientific, Rockford, USA 

Na2HPO4 Roth, Karlsruhe 

NaCl 0,9% BRAUN, Melsungen 

NaCl Merk, Darmstadt 

NaHCO3 Merk, Darmstadt 

Natrium- Pyruvat Merk, Darmstadt 

Natrium-Dodecylsulfat Merk, Darmstadt 

Nonidet P40 Sigma, Taufkirchen 

PBS Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin/ Streptomycin Biochrom GmbH, Berlin 

Pepstatin AppliChem, Darmstadt 

Phosphostop Phosphatase Inhibitor Roche, Mannheim 

PI3Kγ-Inhibitor AS605240 Selleckchem, Houston, Texas, USA 

PMSF Sigma, Taufkirchen 

Ponceau-Färbung SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Propidiumiodid Sigma, Taufkirchen 

Proteinase K AppliChem, Darmstadt 

QuantiTect Rev. Transcription Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 

Saccharose Merk, Darmstadt 

SBE Invitrogen, Karlsruhe 

SuperSignal West Femto Thermo Scientific, Rockford, Illinois,USA 

SuperSignal West Pico Thermo Scientific, Rockford, Illinois,USA 
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Taurin Sigma, Taufkirchen 

TEMED Thermo, Waltham, Massachusetts 

Terminale Transferase NEB, Frankfurt am Main 

TGF-β1 Sigma, Taufkirchen 

Transferpuffer Life Technologies Corporation, Carlsbad, 

California, USA 

Tris /HCl pH 7,9 Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 0,3% Merk, Darmstadt 

Tween AppliChem, Darmstadt 

 

2.1.3 Antikörper 

Antikörper Artikelnummer  Bezugsquelle  

Vinculin V9131 Sigma, St. Louis, Missouri 

GAPDH 2118 Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

P-SMAD 2 #3108S Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

SMAD 2 #3103S Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

anti-mouse IgG 7076S Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

anti-rabbit IgG 7074S Cell Signaling, Danvers, 

Massachusetts, USA 

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

2.1.4.1 DNA-Elektrophorese  

Ladepuffer  

10x TAE-Puffer x ml 

Glycerin 50% (wt/vol) 

Ladepuffer 1,0% (wt/vol) 

Xylencyanol 1,0% (wt/vol 
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10x TAE-Puffer 

Tris-Acetat 40 mM 

EDTA 1 mM 

 

Marker  

100 Base Pair DNA-Ladder 0,5 µl 

Bromphenolblau 1 µl 

1xTAE-Puffer 8,5 µl 

 

2.1.4.2 Kardiomyozytenpräparation 

M199 / HEPES Stammlösung: 

2 Pakete M199 

Ad 10l Aqua dest. 

pH 7,4 

 

Perfusionsmedium: 

 

NaCl 110,0 mM  

KCl  2,6 mM  

KH2PO4 1,2 mM  

MgSO4 1,2 mM  

NaHCO3 25,0 mM  

Glukose 11,0 mM  

 

 

CCT-Medium: 

 

M199/HEPES- Stammlösung 36 g 

Kreatin 5 mM  

Carnitin 2 mM 

Taurin  5 mM  

Cytosin – β – Arabinofuranosid 10 µM  
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Vorplattiermedium für Mauskardiomyozyten  

CCT-Medium x ml 

Penicillin / Streptomycin 2 % 

Laminin 0,5 mg / ml 10 µl 

 

Ausplattiermedium für Mauskardiomyozyten  

Zappelpuffer pH 7,4 x ml 

Penicillin / Streptomycin 2 % 

 

Für 1l Zappelpuffer Maus pH 7,4  

NaCl 118 mM 

KH2PO4 1,2 mM 

KCl 4,7 mM 

Glukose 5,0 mM 

MgSO4 0,8 mM 

HEPES 10,0 mM 

CaCl2 2,5 mM 

Natrium- Pyruvat 1,9 mM 

 

Vorplattiermedium für Rattenkardiomyozyten  

CCT-Medium x ml 

Penicillin / Streptomycin 2 % 

FCS 4 % 

 

Ausplattiermedium für Rattenkardiomyozyten  

CCT- Medium x ml 

Penicillin / Streptomycin 2% 
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10x PBS  

KCl 2,7 mM  

KH2PO4 1,5 mM  

NaCl 150,0 mM  

Na2HPO4 * 7H2O 8,1 mM  

 

2.1.4.3 EMSA 

1x Schwellungspuffer  

Tris / HCl pH 7,9 10 mM / 606 mg 

KCl 10 mM / 373 mg 

MgCl2 1 mM / 102 mg 

DTT frisch 1 mM 

H20 ad 500 ml 

 

1x Homogenisierungspuffer  

Tris / HCl pH 7,9 10 mM / 606 mg 

Saccharose 300 mM / 51,3 g 

MgCl2 1,5 mM / 152,5 mg 

Triton X-100 0,3 % / 1,5 ml 

DTT 1 mM 

H2O ad 500 ml 

 

10x Storage Puffer  

Hepes pH 7,5 10 mM / 238 mg 

KCl 50 mM / 373 mg 

NaCl 300 mM / 1,75 g 

EDTA  1 mM / 37 mg  

Glycerol (100%) 20 % / 20 ml 

DTT 1 mM  

PMSF 1 mM 
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H2O ad 100 ml 

 

Acrylamid / Bisacrylamid 40 % (80/1)  

Acrylamid 39,5 g 

Bisacrylamid 0,5 g 

H2O ad 100 ml 

 

5x TBE pH 8,3  

Tris 53,9 g 

Borsäure 27,5 g 

EDTA 3,72 g 

H2O ad 1000 ml 

 

TXN-Puffer  

KCl 4,4 g 

Tris 2,4 g 

MgCl2 21 g 

DTT 0,46 g 

0,2 mM PMSF 2 ml 

Glycerin (87%) 110 ml 

H2O ad 1 l 

  

2.1.4.4 Proteinnachweis  

4x Lysis Puffer  

Complete Mini Roche, Ref.:05892970001 

(enthält Protease Inhibitoren) 

2 Tabletten 

Phosphostop Roche, Ref.: 049068415001 

(enthält Phosphatase Inhibitoren) 

2 Tabletten 

10x Cell Lysis Buffer 1386 µl 

Wasser 2079 µl 
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10x TBS  

Tris 24,2 g 

NaCl 80 ml 

HCl bis pH-Wert auf 7,6 

ad H2O 1l 

 

0,1 % TBS-Tween-Lösung  

10x TBS 100 ml   

H20 900 ml 

Tween 1,0 ml 

 

200 ml 6% Magermilchpulver-Lösung  

Magermilchpulver 12 g 

10x TBS 20 ml 

ad H2O 100 ml 

 

500 ml 5% BSA-Lösung  

BSA 25 g 

10x TBS 50 ml 

ad H2O 500 ml 

 

1x MOPS-Puffer  

20x MOPS Running Buffer  50 ml 

Ad. H2O 1,0 l 

 

1x Transferpuffer  

Methanol 100 ml 

20x Transfer Puffer 50 ml 

ad H2O 1 l 

 



35 

 

Erstantikörper-Lösungen 

Vinculin:  

5 % BSA-Lösung 10 ml 

Mouse-anti-Vinculin-Antikörper 10 µl 

 

GAPDH:  

5 % BSA-Lösung 10 ml 

rabbit-anti-GAPDH-Antikörper 10 µl 

 

P-SMAD2:  

5 % BSA-Lösung 10 ml 

rabbit-anti-P-SMAD 2-Antikörper 10 µl 

 

SMAD2:  

5 % BSA-Lösung 10 ml 

Mouse-anti-SMAD 2-Antikörper 10 µl 

 

Zweitantikörper-Lösungen  

Vinculin:  

6 % Milchpulver-Lösung 10 ml 

Anti-mouse-HRP-Antikörper 2 µl 

 

GAPDH:  

6 % Milchpulver-Lösung 10 ml 

Anti-rabbit-HRP-Antikörper 2 µl 

 

P-SMAD2:  

5 % BSA-Lösung 10 ml 

Anti-rabbit-HRP-Antikörper 2 µl 
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SMAD2:  

6 % Milchpulver-Lösung 10 ml 

Anti-mouse-HRP-Antikörper 2 µl 

 

2.1.4.5 Weitere Puffer und Lösungen  

RIPA-Stocklösung  

Tris pH 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 

Nonidet P40 1 % (wt/vol) 

Deoxycholat 0,5 % (wt/vol) 

Natrium-Dodecylsulfat 0,1 % (wt/vol) 

 

RIPA-Puffer  

Ripa-Stocklösung 400 µl 

PMSF 4 µl 

EDTA 2 µl 

Pepstatin 0,5 µl 

Glycerolphosphat 40 µl 

Benzonase 2 µl 

MgCl2 1,6 µl 

 

2.1.5 Geräte und Laborbedarf 

2.1.5.1 Kardiomyozytenpräparation 

Name Bezugsquelle 

Absaugung IBS Integra Biosciences, Biebertal 

Abzug Köttermann GmbH, Uetze 

Allegra 21 Centrifuge Beckmann Coulter, Krefeld 

Bauchdeckenschere Äskulap, Tuttlingen 

Brutschrank Heraeus, Hanau 
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MCILWAIN TISSUE CHOPPER 

Loughborough 0,7mm Model TC752 

Campden Instruments LTD, Leics. 

England 

Mikroskop TMS-F, Nikon, Japan 

Nylongase NeoLab, Heidelberg 

Peristaltikpumpe Ismatec, Cole Parmer GmbH, Wertheim 

Pinzette Eickemeyer, Tuttlingen 

Präparierschere Äskulap, Tuttlingen 

Sterilbank Heraeus, Hanau 

Thermostat LAUDA, Königshofen 

Wasserbad Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 

 

2.1.5.2 EMSA 

Name Bezugsquelle 

Absauger Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Biebertal 

Fluoreszenz-Scanner Molecular Imager 

FX 

BioRad, Hercules, Kalifornien USA 

Gelkammer Hoefer SE600 Amersham PowerSupply, Freiburg 

Homogenisator VWR International, Wien 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago 

Tecan Plate Reader Männedorf, Schweiz 

Thermocycler Techne Cyclogen, Bibby Scientific 

Limited, Stone, Staffordshire UK 

 

2.1.5.3 Proteinnachweis 

Name  Bezugsquelle 

Blotkammer Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

ChemiSMART Peqlab, Erlangen 

Elektrophoresekammer Invitrogen, Carlsbad, California, USA 

Filterpapier Biotec. Fischer, Reichskirchen 

Hamiltonspritze GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA 

Netzgerät Invitrogen, Carlsbad, California, USA 
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Nitrozellulose-Membran Millipore, Eschborn   

PH-Meter WTW, Weilheim 

Techne Dri‐Block® DB.2D  Techne AG, Burkhardtsdorf 

USA Bohemia, New York, USA 

Vortexer Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

Zentrifuge Beckmann Coulter, Brea, California 

 

2.1.5.4 sonstige Geräte 

Name Bezugsquelle 

Absauger Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences, Biebertal 

Fluoreszenzmikroskop Olympus, Shinjuku, Japan 

Geräteanordnung zur 

Kontraktionsmessung  

Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 

Laborwaage Sartorius AG, Göttingen 

Pipetten Eppendorf‐Netheler‐Hinz, Hamburg 

Schaukler Heidolph, Kelheim 

Tecan Plate Reader Männedorf, Schweiz 

Microfuge 18 Zentrifuge Beckmann Coulter, Brea, California 

 

2.1.5.5 Verbrauchsmaterialien 

Name Bezugsquelle 

50 ml Röhrchen Becton Dickinson, Heidelberg 

Anlage zur Wasserdemineralisierung Millipore, Schwalbach 

Kultivierungsschalen: Falcon 3001, 3004 Becton Dickinson, Heidelberg 

Mikrotiterplatten: Falcon 3910, 353047 Becton Dickinson, Heidelberg 

Pipettenspitzen Eppendorf‐Netheler‐Hinz, Hamburg 

Reaktionsgefäße (0,5/1,5/2ml) Eppendorf‐Netheler‐Hinz, Hamburg 

Zellschaber Becton Dickinson, Heidelberg 
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2.1.5.6 Software 

Name Bezugsquelle 

Cell Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 

ChemiDocSytem Bio-Rad, München 

Microsoft Excel Microsoft Corp., Redmont, USA 

Microsoft Word Microsoft Corp., Redmont, USA 

Quantity One Molecular Dynamics, Krefeld 

SPSS SPSS GmbH Software, München 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Genotypisierung der Maus mittels Ohrstanzenbiopsie 

Für die Genotypisierung wurde das bei der Markierung der Tiere, durch das Stanzen der 

Ohren, anfallende Material verwendet. 

 

2.2.1.1 DNA-Extraktion 

Um die Gewebeproben zu lysieren wurde das Direct-PCR-Lysis-Reagent von Qiagen mit 

der Proteinkinase K (400 µg/ml) von Applichem versetzt. Die Lyse fand im Thermocycler 

für fünf Stunden bei 55 °C statt. Anschließend wurde die Proteinkinase K durch einen 

45-minütigen Durchlauf bei 85 °C gestoppt. Das Lysat wurde durch den Vortexer 

durchmischt und anschließend mit 14000 rpm (Beckman Coulter F241.5P) für zehn 

Minuten zentrifugiert. Der Überstand mit der DNA als Inhalt wurde entnommen und bis 

zur weiteren Verwendung bei -20 °C tiefgefroren. 

 

2.2.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion 

Ziel der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist die exponentielle Amplifikation eines 

spezifischen DNA-Abschnittes mittels einer Polymerase. Das Prinzip der PCR beruht auf 

einem sich immer wiederholendem Zyklus, der aus den Teilschritten Denaturierung, 

Annealing und Elongation besteht. Bei der Denaturierung wird die Doppelstrang-DNA 

durch eine Temperaturerhöhung auf 95 °C gespalten. Da die Primer sich bei 
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unterschiedlichen Temperaturen an die DNA lagern, folgt eine Primer-spezifische 

Temperatursenkung. Während der anschließenden Elongationsphase wird die 

Temperatur erneut auf 72 °C erhöht. Daher wird eine hitzestabile Polymerase benötigt, 

die bei dieser Temperatur den DNA-Strang durch einzelne Nukleotide komplementieren 

kann, bis ein Duplikat des vorherigen DNA-Abschnittes entstanden ist. Aufgrund der 

Tatsache, dass auch die neu entstandenen DNA-Stränge erneut gespalten werden und den 

Zyklus durchlaufen, verläuft die Synthese nach einem exponentiellen Wachstum, welches 

erst nach einer bestimmten Zyklenzahl durch den Verbrauch der Primer in eine 

Plateauphase übergeht.  

 

2.2.1.3 Durchführung der PCR 

Für die Durchführung der Polymerase-Ketten-Reaktion wurde folgender Ansatz erstellt: 

10x PCR-Puffer  2,50 µl  

MgCl2 (50mM) 0,75 µl 

Primer (100µM) 2,50 µl 

dNTPs (10mM) 0,50 µl 

Taq-Polymerase (1500units) 0,10 µl 

Aqua dest. 14,15 µl 

DNA 2,00 µl 

 

Es wurden folgende Primer verwendet:  

NeopA CTG CTC TTT ACT GAA GGC TC 

PI3UP GGA GAA CTA TGA ACA ACC GG 

PI3DN  CAA CTT CCA GTA ATG CAG GC 

 

Für den beschriebenen Reaktionsansatz wurde die vorher extrahierte DNA verwendet. 

Zusätzlich erfolgte eine Negativkontrolle mit Aqua bidest, um eine Verunreinigung des 

Reaktionsansatzes durch DNA auszuschließen. Es wurden Proben von transgenen Tieren 
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und von Tieren des Wildtyps (WT) zur Kontrolle verwendet. Die PCR wurde im 

Thermo-Cycler durchgeführt und die Proben anschließend auf 10 °C gekühlt. Im 

Thermo-Cycler von der Firma Bio-Rad wurden folgende Zyklen durchlaufen: 

Zyklus 1 (1x) 95 °C, 3 Minuten 

Zyklus 2 (40x) 94 °C, 30 Sekunden (Denaturierung) 

 60 °C, 30 Sekunden (Annealing)  

 72 °C, 30 Sekunden (Amplifikation) 

Zyklus 3 (1x) 72 °C, 5 Minuten 

 

2.2.1.4 DNA-Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese wurde in einem zweiprozentigem Agarose-Gel durchgeführt in 

dem die Proben aufgetragen und anschließend elektrophoretisch aufgetrennt wurden. 

Zusammensetzung des Agarose-Gels:  

Agarose  1,5 g 

1x TAE-Puffer  75,0 ml  

GelRed® 3,8 µl 

Für eine gleichmäßige Homogenisierung wurde die Agarose zusammen mit dem 

1x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und die Lösung erst anschließend mit dem 

Farbstoff versetzt. Das Gemisch wurde in eine Gelkammer überführt und ein Kamm, der 

die späteren Taschen formt, in dem noch flüssigen Gel platziert. Nach der Polymerisation 

wurde das Gel in der Elektrophoresekammer platziert und diese mit 1x TAE-Puffer 

gefüllt. Der Kamm wurde entfernt und die Taschen mit 20 µl der durch die PCR 

hergestellten Proben und 1 µl Ladepuffer geladen. Zusätzlich wurde eine Tasche mit 

einem DNA-Längenmarker bestückt. Es folgte die Auftrennung der Proben durch das 

Anlegen einer Stromstärke von 90 mA für 30 Minuten. Die PCR-Proben konnten 

anschließend durch den fluoreszierenden Farbstoff GelRed® unter UV-Licht sichtbar 

gemacht werden.  
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2.2.2 Real-time Reverse-Transkriptase-PCR bei der Maus 

2.2.2.1 Isolierung der RNA 

Die Ribonukleinsäuren (RNA) wurden aus Gesamtherzen isoliert, welche nach Entnahme 

bei -80 °C gelagert wurden. Die Tötung der Ratten sowie die Entnahme der Herzen 

erfolgte wie in dem Kapitel 2.2.3.2 beschrieben. Nach dem Abtrennen der Gefäße 

möglichst proximal des Herzens wurde das Herz in ein Eppendorf-Gefäß überführt, 

welches in flüssigen Stickstoff gegeben wurde. Die Herzen konnten daraufhin bei -80 °C 

gelagert werden.  

Für die Isolierung der RNA wurden die Herzen in ein Homogenisator-Röhrchen gegeben 

und ein Milliliter Trizol hinzugefügt. Unter optischer Kontrolle erfolgte die 

Homogenisierung. Die Proteine wurden denaturiert und 100 µl Chloroform zu der 

Suspension gegeben. Es folgte eine 15-minütige Zentrifugation bei 4 °C und 15000 rpm 

(Beckman Coulter TA-15-1.5), woraufhin der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß 

überführt und die untere Phase verworfen wurde. Dem RNA-haltigen Überstand wurden 

450 µl Isopropanol hinzugefügt und die Suspension 25 Minuten bei -20 °C gelagert. Nach 

einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 15000 rpm, Beckman Coulter TA-15-1.5) 

stellte sich die RNA als Pellet dar. Diesem wurde zur Reinigung 1 ml 70%iges Ethanol 

hinzugefügt. Im Anschluss wurde es erneut zentrifugiert, das überstehende Ethanol 

verworfen und das Pellet getrocknet. Es folgte eine Resuspension in 100 µl RNAse-

freiem DEPC-Wasser. Die Proben wurden anschließend bei -80 °C gelagert. Während 

des vollständigen Versuchsablaufs wurden alle Proben und Reagenzien auf Eis gelagert.  

 

2.2.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 

Für die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das NanoDrop ND-1000 

UV/Vis-Spektralphotometer verwendet. Vor Beginn der Messung erfolgte eine 

Kalibrierung des Gerätes mittels Aqua bidest. Für die Konzentrationsbestimmung der 

RNA wurden 1,5 µl der Proben auf eine Messsonde aufgetragen. Die Messung wurde in 

einem Wellenlängenspektrum von 120 nm bis 750 nm durchgeführt und eine Messkurve 

sowie die RNA-Konzentration in µg/µl durch das Gerät berechnet. 
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2.2.2.3 DNAse-Behandlung und Erstellen der cDNA 

Für die weitere Analyse der Proben war es nötig, zum einen die übrige DNA zu beseitigen 

und zum andern den RNA-Strang in einen komplementären DNA-Strang zu überführen. 

Diese beiden Schritte konnten durch die Verwendung des QuantiTect 

Reverse-Transkription-Kit® gleichzeitig durchgeführt werden. Die dafür benötigen 

Eppendorf Gefäße wurden durch den UV-Starterlinker vorbehandelt. Es wurde 

anschließend der cDNA-Ansatz in die Gefäße pipettiert, welcher für fünf Minuten bei 

42 °C im Thermo-Cycler inkubierte.   

cDNA-Ansatz: 

RNA-Probe 1 µg x µl  

cDNA-Wipeout Buffer, 7x 2 µl  

Aqua bidest.  12-x µl 

Zu jeder Probe wurden 6 µl eines Reaktionsmix sowie 14 µl der Template-RNA 

hinzugefügt und die Proben für die cDNA-Synthese bei 42 °C für 15 Minuten und 

anschließend für einen dreiminütigen Denaturierungsschritt bei 95 °C inkubiert.  

Reaktionsmix pro Probe (nach Rev. Transkriptase Kit, Qiagen, 205313) 

Reverse Transkriptase 1 µl 

RT-Puffer 4 µl 

RT-Primer-Mix  1 µl 

Die Proben wurden bei -80 °C gelagert und vor der Verwendung für die PCR 1:10 mit 

Aqua bidest. verdünnt.  

 

2.2.2.4 Durchführung der Real-Time RT-PCR 

Die Durchführung der Real-Time RT-PCR erfolgte mit den cDNA-Proben, welche in 

diesem Fall als Template dienten. Die Reaktionsgefäße wurden vor der Verwendung mit 

UV-Licht bestrahlt. Für die Real-Time RT-PCR wurde folgende Ansatz erstellt:  
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qPCR SYBR Fluorescein Mix 10 µl 

 je Primer (100 nM) 0,6 µl  

Aqua bidest. 6.8 µl 

cDNA 2,0 µl 

 

Es wurden folgende Primer verwendet:  

SMAD7 Ratte: 

(AF042499) 

AGAGGCTGTGTTGCTGTG (forward) 

 CATCGGGTATCTGGAGTAAGG (reverse) 

 

Für die Durchführung wurde ein Realtime Thermo-Cycler der Firma Bio-Rad verwendet. 

Das Programm wurde auf die Annealing-Temperatur der SMAD7 Primer angepasst, 

welche 64 °C beträgt. Es wurden folgende Zyklen durchlaufen:  

Zyklus 1 (1x) 95 °C, 15 Minuten 

Zyklus 2 (45x) 94 °C, 30 Sekunden (Denaturierung) 

 64°C, 30 Sekunden (Annealing)  

 72 °C, 30 Sekunden (Amplifikation) 

Zyklus 3 (1x) Schmelzkurve 

 

2.2.2.5 Prinzip der Real-Time RT-PCR 

Bei der Real-Time RT-PCR ist es neben der Amplifikation auch möglich eine 

Quantifizierung der Proben vorzunehmen. Dies wird durch eine Fluoreszenzmessung 

erreicht, die zeitglich mit dem PCR-Zyklus abläuft. Jeder Zyklus besteht aus den drei 

Teilschritten Denaturierung, Annealing und Elongation. Bei der Denaturierung wird der 

DNA-Doppelstrang durch eine Temperaturerhöhung gespalten, sodass sie als 

Einzelstrang vorliegt. Die Annealing-Phase beschreibt eine Anlagerung der spezifischen 

Primer an die Einzelstrang-DNA. In der darauffolgenden Elongation wird der 
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Einzelstrang durch die DNA-Polymerase zu einem semikonservativen Doppelstrang 

ergänzt. So verdoppelt sich das genetische Material nach jedem Zyklus, bis die Primer 

aufgebraucht sind. 

Bei der Real-Time RT-PCR wird zusätzlich ein Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt, der sich 

an die doppelsträngige DNA anlagert. Die Fluoreszenz verhält sich damit proportional 

zur Menge der amplifizierten DNA. Sie wird nach jedem Zyklus gemessen. 

Da sich der Farbstoff sowohl an die spezifischen als auch an unspezifische 

DNA-Abschnitte anlagert, wird nach der Durchführung der gewünschten Anzahl an 

Zyklen die Temperatur schrittweise von 50 °C auf 98 °C erhöht. Währenddessen wird die 

Fluoreszenz detektiert und eine Schmelzkurve aufgezeichnet. Jede Sequenz besitzt eine 

spezifische Schmelztemperatur. Ist diese für die spezifische Sequenz erreicht kommt es 

zur Denaturierung der Gesamtheit der Amplifikate und der Fluoreszenzfarbstoff wird 

freigesetzt. In der Schmelzkurve stellt sich dies als Peak dar.  

 

2.2.3 Isolierung adulter Kardiomyozyten 

2.2.3.1 Maus 

Am Vortag wurden auf sechs Kultivierungsschalen jeweils 1 ml Vorplattiermedium und 

10 µl Laminin (1mg/ml) gegeben. Diese inkubierten bis zum Ausplattieren in einen 

Brutschrank bei 37 °C mit 5,5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95 %. 

Vorbereitend zirkulierten am Präparationstag für ca. 5 min 20 ml Perfusionsmedium in 

der Perfusionsanlage.  Es handelt sich dabei um eine Eigenkonstruktion des 

Physiologischen Institutes, Fachbereich Medizin, der JLU Gießen. Nachdem diese 

abgelassen wurden, wurde die Anlage luftblasenfrei mit 45 ml Perfusionsmedium befüllt. 

Das Medium und die Anlage hatten 37 °C. 

Die Maus wurde in einen Exsikkator unter einem Abzug überführt. Im Inneren befand 

sich eine Watte, die mit 0,16 ml von fünfprozentigem Isofluran getränkt wurde. Bei 

vollständiger Narkose erfolgte die Tötung durch zervikale Dislokation. Mit einer Schere 

wurde eine Thorakotomie durchgeführt, das Herz-Lungen-Paket entnommen und das 

Herz nach Entfernung der Lunge in eine Schale mit 4 °C kaltem 0,9%igem NaCl gegeben. 

Unter dem Mikroskop wurde die Aorta dargestellt und proximal des Aortenbogens 

gekürzt. Mit Hilfe von zwei Pinzetten wurde eine Spritzenkanüle bis auf Höhe der 
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Herzohren in die Aortenöffnung eingeführt und mithilfe einer sterilen Ligatur fixiert. Um 

die Perfusion zu testen, wurde das Herz durch Betätigung der Spritze durchspült. 

Anschließend erfolgte die Befestigung der Kanüle mit dem Herzen an der 

Perfusionsanlage sowie die Öffnung des Durchflussventils. 

Zur Reinigung der Gefäße von Blutresten durchliefen zunächst 5 ml das Herz im offenen 

Kreislauf. Die Flüssigkeit wurde verworfen und der Kreislauf geschlossen. Es wurden 

währenddessen 5 ml des Perfusionsmediums vorgewärmt und mit 20 mg Collagenase 

(358 U/ mg) und 12,5 µl CaCl2 (100mM) versetzt und anschließend dem geschlossen 

Kreislauf zugeführt. Der Auffangbehälter wurde mit Parafilm verschlossen, die 

Perfusionsgeschwindigkeit auf ca. einen Tropfen pro Sekunde eingestellt und das Herz 

25 Minuten perfundiert. Im Anschluss an die Perfusion erfolgte die Abtrennung der Aorta 

und Vorhöfe sowie die Eröffnung des Herzens durch zwei Schnitte. Mit der Außenseite 

in Richtung der Klinge wurde es auf der Teflonscheibe des Choppers positioniert und 

durchlief diesen einmal längs und einmal quer. Anschließend folgte eine manuelle 

Zerkleinerung mittels Skalpell. Der entstandene Zellbrei wurde in ein Röhrchen mit 

einem Fassungsvermögen von 50 Milliliter überführt, in dem sich 5 ml des mit 

Collagenase versetzen Perfusionsmediums befanden. Es startete der Nachverdau für 5 

Minuten bei 37 °C im Thermostat. Währenddessen wurde die Zellsuspension mehrmals 

in einer Pipette aufgenommen und abgegeben. 

Der Zellbrei wurde anschließend in einem Büchner Trichter durch eine Nylongaze 

gefiltert, in einem 10 ml Röhrchen aufgefangen und für eine Minute bei 400 rpm 

(Beckman Coulter TS-5.1-500) zentrifugiert. Der Überstand in dem sich u.a. 

Endothelzellen befanden wurde entnommen. Für die verbliebenen Zellen wurde 8 ml 

Perfusionsmedium mit 10 µl CaCl2 (100 mM) versetzt, sodass sich eine Lösung mit 125 

µM ergab. Das Pellet wurde in 2 ml gelöst und anschließend eine Minute bei 300 rpm 

(Beckman Coulter TS-5.1-500) zentrifugiert. Es folgten drei weitere 

Zentrifugationsschritte mit jeweils 2 ml Lösung wobei der Anteil des Calciumchlorids 

auf 250 µM, 500 µM und 1000 µM erhöht wurden. Nach dem letzten Schritt wurde das 

Pellet unter der Sicherheitswerkbank im Ausplattiermedium resuspendiert, welches auf 

37 °C erwärmt war. Das Vorplattiermedium wurde aus den vorbereiteten Schalen 

entfernt. Je nach geplanten Versuchsaufbau, wurde die Zellsuspension auf sechs 

vorbereitete Schalen mit einem Milliliter Fassungsvermögen gegeben, oder in der 24 Well 

Platte verteilt. Anschließend inkubierten die Zellen für 45 Minuten bei 37 °C im 
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Brutschrank mit 5,5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Nach 45 Minuten Inkubation 

wurde das Medium durch das auf 37°C erwärmte Waschmedium erneuert und damit nicht 

angeheftete Zellen aus den Schalen entfernt. 

Ausgehend hiervon wurden zum einen Akutversuche in Form der Hoe-Zählung oder der 

Zellkontraktionsmessung durchgeführt. Zum anderen wurden drei der sechs Schalen mit 

3 µl TGF-β1 stimuliert nach zwei weiteren Stunden im Brutschrank mit 37 °C und 5,5 % 

CO2 geerntet. Mit Hilfe eines Schabers und einer 1x PBS-Lösung wurde die Zellen aus 

den Schalen in ein Röhrchen überführt und bei Raumtemperatur drei Minuten mit 

3000 rpm (Beckman Coulter F241.5P) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das 

Pellet in einem Milliliter 1x PBS resuspendiert und in ein Eppendorf Gefäß überführt. Es 

folgte eine erneute Zentrifugation für drei Minuten bei 3000 rpm (Beckman Coulter 

F241.5P). Der Überstand wurde ebenfalls entfernt und das Pellet, welches die isolierten 

Kardiomyozyten darstellte, bei -80 °C eingefroren. 

 

2.2.3.2 Ratte 

Bereits am Vortag wurden in die gewünschte Anzahl an Schalen zwei Milliliter des 

Vorplattiermediums gegeben. Sie inkubierten über Nacht in einem Brutschrank ohne CO2 

bei 37 °C. Am Präparationstag wurde vorbereitend das System mit Aqua dest. gespült 

und das Perfusionsmedium auf 37 °C erwärmt. Die Anlage wurde mit 80 ml des 

Perfusionsmediums luftblasenfrei befüllt. Ebenfalls wird die Kollagenase-Lösung 

angesetzt. 

Die Ratte wurde in einem Exsikkator unter dem Abzug mit 4-5% Isofluran narkotisiert. 

Bei flacher Atmung und ausbleibendem Lidreflex erfolgte die zervikale Dislokation. Mit 

einer Schere wurde die Thorakotomie durchgeführt und das Herz-Lungen-Paket 

entnommen. In einer Petrischale mit NaCl wurde die Feinpräparation durchgeführt und 

die Lunge sowie der Thymus, die Trachea und der Ösophagus entfernt. Die Aorta wurde 

distal der ersten abgehenden Gefäße gekürzt und das Aortenlumen über die Kanüle der 

Perfusionsanlage gestülpt und fixiert. Um eine Perfusion über die Koronargefäße zu 

gewährleisten, wurde darauf geachtet die Herzklappen nicht zu beschädigen.  Es folgte 

die Reperfusion. Die ersten 40 ml, die das Herz durchlaufen, wurden verworfen und das 

Perfusionsmedium daraufhin mit einer Kollagenase-Lösung ergänzt. Dafür werden 10 ml 

des Perfusionsmediums durch 12,5 µl CaCl2 (100 µM) ergänzt und je nach Charge und 
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Hersteller die Kollagenase hinzugefügt. Die Lösung wurde in den Perfusionskreislauf 

gegeben. Die Reperfusionszeit betrug je nach Kollagenase-Charge 25 bis 30 Minuten.  

Anschließend an die Perfusion wurden die Vorhöfe sowie die Aorta mit einer 

Präparierschere vom restlichen Herzen getrennt. Durch zwei Schnitte wurde das Herz 

eröffnet und mit der Außenseite nach oben auf die Teflonscheibe im Chopper gelegt. Das 

Herz durchlief den Chopper einmal in Längs- und einmal in Querrichtung. Der so 

entstandene Zellbrei wurde in ein Röhrchen überführt und für den 5-minütigen 

Nachverdau durch 30 ml der Perfusionslösung aus der Anlage ergänzt. Währenddessen 

wurde die Suspension fünf bis zehn Mal vorsichtig mit der Pinzette aufgezogen, um eine 

Lyse der Zellen aus dem Verband zu provozieren. Nach Beendigung des Nachverdaus 

wurde ein Büchnertrichter mit Nylongase mit einer Maschenweite von 200 µm ausgelegt, 

der Zellbrei hindurchfiltriert und die Suspension anschließend in ein Röhrchen überführt. 

Dieses wurde anschließend für drei Minuten bei zentrifugiert (400 rpm, Beckman Coulter 

TS-5.1-500). Der Überstand wurde verworfen. In 50 ml des Perfusionsmediums wurden 

100 µl CaCl2 (100 µM) hinzugefügt und das Pellet in 10 ml der Lösung gelöst. Es folgte 

eine erneute Zentrifugation für zwei Minuten bei 400 rpm (Beckman Coulter TS-5.1-

500). Der Überstand wurde erneut verworfen. Nun wurden weitere Lösungen angesetzt 

aus 50 ml Perfusionsmedium und 200 µl bzw. 500 µl CaCl2. Das Pellet wurde zunächst 

in 5 ml des ersten Ansatzes gelöst und anschließend wurden die Zellen in 50 ml der höher 

konzentrierten Lösung geschichtet. Nach einem abschließenden Zentrifugationsschritt für 

eine Minute bei 300 rpm (Beckman Coulter TS-5.1-500) wurde der Überstand abgesaugt 

und die Zellen in 20 ml des Ausplattiermediums aufgenommen. Aus den vorbereiteten 

Schalen wurde das Vorplattiermedium abgesaugt und in jede Schale 2 ml der 

Zellsuspension gegeben. Die Schalen wurden für die 90-minütige Inkubation in einem 

Brutschrank bei 37 °C platziert. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium dreimal 

erneuert und im Anschluss mit 2 µl der Inhibitoren stimuliert. Dabei handelte es sich um 

den selektiven PI3Kγ-Inhibitor AS605240, der in der Stocklösung die Konzentrationen 

von 100 µM und 1 mM aufwies. Es ergab sich so eine Konzentration von 1 µM bzw. 100 

nM. Nach einer erneuten Inkubation für 30 Minuten folgte die Stimulation mit 1 ng / ml 

TGF-β1. Die Schalen wurden wieder im Brutschrank positioniert und je nach 

Versuchsaufbau am nächsten Tag für Kontraktionsmessungen verwendet oder nach 120 

Minuten geerntet. Für die Ernte wurden die Zellen mit Hilfe eines Schabers und 1 ml PBS 

vom Schalenboden entfernt. Durch eine Zentrifugation für drei Minuten bei 3000 rpm 
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(Beckman Coulter F241.5P) setzten sich die Zellen vom PBS und dem restlichen Medium 

ab. Der Überstand wurde entsorgt und das Pellet bei -80 °C bis zur Kernextraktion 

tiefgefroren. Die Kern- und Zytosolextrakte wurden für ein EMSA und Western Blots 

verwendet. 

 

2.2.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

2.2.4.1 Einführung in die Methode  

Mit Hilfe des EMSAs ist es möglich Proteine zu detektieren, die eine Bindung mit DNA-

Abschnitten eingehen. Dazu werden verschiedene Oligonukleotide mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff markiert, die spezifisch an Proteine im Probenmaterial binden und 

anschließend über eine Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Dabei durchlaufen 

diejenigen DNA-Abschnitte, die keine Verbindung mit Proteinen eingehen das 

elektrische Feld schneller als jene, die an Proteine gebunden sind. Über einen 

Fluoreszenz-Molecular-Imager ist es möglich, die DNA-Abschnitte sichtbar zu machen.  

 

2.2.4.2 Kernextraktion 

Nach der Isolation der Kardiomyozyten wurden die Pellets bei -80 °C tiefgefroren. Das 

Ziel der Kernextraktion ist es, die Bestandteile des Nukleus von den restlichen 

Zellbestandteilen zu isolieren. Dafür wurden die verschiedenen Puffer angesetzt. Bei den 

verwendeten Proben handelte es sich um die isolierten Kardiomyozyten, die wie in 

Kapitel 2.1.5.1 beschrieben, gewonnen und stimuliert wurden und anschließend 

bei -80 °C tiefgefroren wurden. Nach dem Auftauen wurden 200 µl Schwellungspuffer 

zu jeder Probe gegeben. Die Pellets wurden resuspendiert und nach einer 30-minütigen 

Inkubation auf Eis, zehn Minuten bei 4 °C und 900 rpm (Beckman Coulter TA-15-1.5) 

zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und 200 µl des angesetzten 

Homogenisierungspuffers zu jeder Probe gegeben. Die Zellsuspension wurde in einen 

zylindrischen Homogenisator überführt und mittels eines Pistills manuell durch ca. 15 

Stöße über die gesamte Länge, kombiniert mit leichten Drehbewegungen, homogenisiert. 

Der gesamte Inhalt wurde anschließend wieder in ein Eppendorf Gefäß überführt und 

erneut bei 4 °C und 900 rpm (Beckman Coulter TA-15-1.5) für zehn Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand, welcher dem Zytosol entspricht, wurde entnommen. Durch 

die Zugabe von 20 µl Storage Puffer wurde das Pellet erneut gelöst. Es folgte eine 
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Inkubation auf Eis für 30 Minuten und ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm 

(Beckman Coulter TA-15-1.5) über fünf Minuten. Der entstandene Überstand entspricht 

den Kernextrakten, das Pellet wurde verworfen. Die Kernextrakte und das Zytosol 

wurden bei -80 °C gelagert. 

 

2.2.4.3 Proteinmengenbestimmung nach Lowry 

Mithilfe des Lowry-Tests ist es möglich eine quantitative Proteinbestimmung 

durchzuführen. Dem Verfahren liegen zwei chemische Reaktionen zugrunde. Bei der 

ersten Reaktion binden Kupfer II-Ionen an die Peptidbindungen der Proteine und werden 

so zu Kuper I-Ionen reduziert. Diese wiederrum reduzieren Anteile des Folin-Reagenzes 

(Reagenz B) zu Heteropolymolybdenblau. Abhängig von dem quantitativen Proteinanteil 

und damit von der Menge der Peptidbindungen kommt es so zu unterschiedlich starken 

Blaufärbungen. Bei der nachfolgenden fotometrischen Messung wird die Absorption 

eines monochromatischen Lichtstrahls bekannter Wellenläge, bei Durchtritt durch die 

Wells gemessen. 

Für die Messung der Proteinmenge in den Proben wurde eine Standardreihe mit 

bekannten Proteinkonzentrationen angesetzt. Sie diente bei der nachfolgenden Messung 

als Eichkurve. Es wurde BSA mit Hilfe von Wasser verdünnt. Dabei ergab sich eine 

Standardreihe mit folgenden Zusammensetzung: 

Tabelle 3: Ansatz BSA Standardreihe 

 

 µl Aqua dest µl BSA Stock 2mg/ml Konzentration 

Standard 1 100 - 0,00 mg/ml 

Standard 2 90 10 0,20 mg/ml 

Standard 3 80 20 0,40 mg/ml 

Standard 4 70 30 0,60 mg/ml 

Standard 5 60 40 0,80 mg/ml 

Standard 6 50 50 1,0 mg/ml 

Standard 7 40 60 1,2 mg/ml 

Standard 8 30 70 1,4 mg/ml 
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Die angesetzte Standardreihe wurden mithilfe eines Vortexers gemischt und jeweils 5 µl 

auf die 96-Well Mikrotiterplatte aufgetragen. Um Messfehler zu minimieren, führte man 

sowohl bei der Standardreihe als auch bei den Proben eine Doppelbestimmung durch. Je 

nach zu erwartender Proteinmenge ist eine Variation verschiedener Verdünnungsgrade 

der Proben möglich. Da im Fall der Maus-Kardiomyozyten geringe Mengen zu erwarten 

waren, wurden 5 µl unverdünnt aufgetragen. 

Für die erste chemische Reaktion des Lowry-Assays wurde das Reagenz A (alkalische 

Kupfer-Tartratlösung; Bio-Rad Ref.: 5000113) durch das Reagenz S (Tensidlösung; 

Bio-Rad Ref.: 5000115) ergänzt und jeweils 25 µl zu der Standardreihe und den Proben 

hinzugefügt. Anschließend wurden 200 µl der Reagenz B (Folin Reagenz; Bio-Rad 

Ref.:5000114) in die Wells pipettiert. Bereits nach kurzer Inkubation wurde die 

Blaufärbung sichtbar. Diese wurde im Mikrotiterplatten-Photometer fotometrisch 

detektiert. Anhand der vorhandenen Eichkurve ließen sich die Proteine quantitativ 

bestimmen. 

 

2.2.4.4 Fluoreszenzmarkierung der Oligonukleotide 

Es wurden gleiche Volumina von forward- und reverse-Oligos (100 µM) zusammen 

pipettiert. Diese inkubierten acht Minuten bei 98 °C und kühlten auf Raumtemperatur ab. 

Der Ansatz wurde daraufhin in einem Verhältnis von 1:10 mit Wasser verdünnt. 

Um die DNA-Abschnitte, die das Gel durchlaufen, sichtbar zu machen und deren Menge 

bestimmen zu können, müssen diese mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. 

Dafür wurde folgender Ansatz erstellt:  

 

Oligonukleotide (SBE) 20 ng 

10x NEBuffer 5 µl 

2,5 mM CoCl2 5 µl 

Cy3-dCTP (10mM) 2,5 µl  

Terminale Transferase (20 U / µl) 0,5 µl  

H2O  ad 50 µl 
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Dieser Ansatz inkubierte für 15 Minuten bei 37 °C. Es folgte ein Abbruch der Reaktion 

durch Zugabe von 10 µl 0,2 M EDTA mit einem pH-Wert von 8,0. Es handelte sich um 

das Oligonukleotid SBE mit folgender Sequenz:  

 

5´- G T A C A T T G T C A 

G T C T A G A C A T A C T- 3´ 

 

2.2.4.5 Probenvorbereitung 

Das Retardation Assay wurde mit Kernextrakten durchgeführt. Vorbereitend diente die 

Lowry der Extrakte dazu, Probenmengen mit gleichem Proteingehalt zu bestimmen. Die 

Mengen wurden mit TXN-Puffer auf 10 µl aufgefüllt und durch Zugabe von 7,5 µl Mix 

1 pro Probe ergänzt. Dabei handelte es sich um 7 µl TXN-Puffer und 0,5 µl dI/ dC.  Es 

folgte eine Inkubation für 15 Minuten bei 30 °C im Thermocycler. Anschließend wurden 

2,5 µl des Mix 2 hinzugefügt, welcher 1 µl des markierten Oligonukleotides und 1,5 µl 

TXN-Puffer enthält und eine erneute Inkubation für 30 Minuten bei 30 °C im 

Thermocycler durchgeführt, währenddessen die Proteine mit den fluoreszenzmarkierten 

Oligonukleotiden eine Verbindung eingehen sollten.  

 

2.2.4.6 Herstellung des nativen Gels 

Die Herstellung des Gels erfolgte zwischen zwei Glasplatten, die zuvor mit Alkohol 

gereinigt wurden. Zwischen den Glasplatten wurde an beiden Rändern jeweils ein Spacer 

positioniert, der bündig mit den Platten abschließen sollte, sodass ein Hohlraum zwischen 

den Glasplatten entstand. Die Platten und Spacer wurden durch zwei Schraubzwingen an 

den Rändern fixiert und die untere Öffnung durch eine Lage Parafilm abgeschlossen. Zum 

Gießen wurde die Vorrichtung in einer Halterung fixiert.  

Die Acylamidlösung wurde nach dem untenstehenden Schema unter ständigem Rühren 

hergestellt und umgehend blasenfrei zwischen die Platten gegossen. An der oberen 

Öffnung wurde ein Kamm als Platzhalter zum Formen der Taschen eingebracht. Nach ca. 

30 Minuten bei Raumtemperatur war die Polymerisation des nativen Gels abgeschlossen 

und der Kamm und der Laborfilm konnte entfernt werden. Das Gel und der anschließend 

verwendete 5x TBE-Puffer sollten vor Beginn der Elektrophorese gut gekühlt werden.  
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Zusammensetzung des Acrylamidgels: 

AA/BA 40% 80/1 4 ml  

5x TBE-Puffer 4 ml  

Glycerin 1 ml  

H2O ad 40 ml  

TEMED 34 µl  

APS 10% 200 µl 

 

2.2.4.7 Durchführung und Auswertung des Assays 

Das Gel wurde in eine Gelelektrophoresekammer gesetzt und diese mit 5x TBS befüllt. 

Dabei bildete das Gel die Verbindung zwischen der Anode und Kathode. Das Gel und die 

Taschen sollten vollständig und luftblasenfrei von dem Puffer umgeben sein, um einen 

ungehinderten Stromfluss zu ermöglichen. Um diese Bedingungen zu garantieren, 

wurden die Taschen mit dem TBS durchspült. Es folgte ein 30-minütiger Vorlauf bei 4 °C 

und 60 V. Anschließend wurden die Taschen nochmals mit dem kalten Puffer gespült. 

Die vorbereiteten Proben wurden in die Taschen gegeben und eine zusätzliche Tasche 

wurde mit einem Marker bestückt, um den Fortschritt des Gellaufs zu kontrollieren. 

Dieser fand bei 4 °C für ca. 2,5 h bei 150 V statt. Anschließend wurde das Gel aus der 

Kammer entnommen und die Glasplatten aus der Halterung geschraubt. Die Glasplatte 

wurde gereinigt und direkt im Anschluss die Fluoreszenzmessung im Fluoreszenzscanner 

durchgeführt. Dabei wurde der Fluoreszenzfarbstoff, welcher an die Oligonukleotide 

gebunden ist, detektiert und als Schwärzung aufgenommen. Das aufgenommene Foto 

zeigt das gesamte Gel mit dem Verlauf aller Proben. Entscheidend für die Auswertung 

waren die Banden, welche eine kürzere Laufstrecke zurückgelegt haben. Dieser Shift 

kommt durch eine erhöhte molekulare Masse zustande, die die gesuchten Proteine 

aufgrund ihrer Bindung zu den Oligonukleotiden besitzen. Die ungebundenen, leichteren 

Proteine bilden sich dementsprechend weiter unten im Gel ab. Die densitometrische 

Auswertung erfolgte mit dem Programm Quantity One, welches die Signalstärke der 

gesuchten Banden misst. Diese gibt Aufschluss über die Menge der gesuchten Proteine.  
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2.2.5 Proteinnachweis 

2.2.5.1 Lyse der Zellen 

Die Präparation und Isolation der Kardiomyozyten fand, wie in Kapitel 2.2.3.2 

beschrieben statt. Es folgte danach die Kernextraktion wie in 2.2.4.2 dargelegt. Für den 

Proteinnachweis wurden ausschließlich Proben des Zytosols verwendet. Da die Proben 

in einem Homogenisierungspuffer aufgenommen waren, wurden die Proben zunächst 

mittels Lysis-Puffer gelöst. Es wurden 25 µl des Puffers mit 75 µl der Proben vermischt. 

Durch mehrmaliges Aufziehen des Ansatzes in einer Einmalspritze lösten sich die 

Zytosolbestandteile voneinander, bis eine gleichmäßige Suspension entstand. Nun 

erfolgte die quantitative Proteinbestimmung nach dem Lowry Messverfahren (siehe 

2.2.4.3). Mittels dieser Daten wurden die Mengenverhältnisse von Proben und Puffer für 

die anschließende Gelelektrophorese errechnet bei der 15 µg Protein pro Tasche 

verwendet wurden. 

 

2.2.5.2 Gelelektrophorese 

Ziel der Gelelektrophorese ist es, Proteine verschiedener Größe voneinander zu trennen. 

Vorbereitend mussten die Proteine denaturiert werden. Die Proben wurden dafür mit 

einem Puffer versetzt. Dieser setzte sich zusammen aus dem Reducing Agent und dem 

Sample Buffer, die in einem Verhältnis von 1:5 gemischt waren. Jeder Probe wurden 6 µl 

des Ansatzes hinzugefügt. Anschließend wurden sie für fünf Minuten auf 95 °C erhitzt. 

Mittels des reduzierenden Puffers bekamen die Proteine negativen Ladungen, die sich 

gegenseitig abstießen. Gekoppelt mit der Hitze werden die Disulfidbrücken aufgespalten, 

sodass die Proteine ihre Tertiärstruktur verloren. 

Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gesetzt, die mit einem Puffer befüllt wurde 

und die Kämme entfernt. Durch das Durchspülen der Taschen wurde sichergestellt, dass 

sich dort keine Luftblasen befanden, die ein Hindernis für den Stromfluss dargestellt 

hätten. Um den Fortschritt des Gellaufs visuell kontrollieren zu können, wurde die erste 

Tasche mit ca. 3 µl eines sichtbaren Markers befüllt. Die weiteren Taschen wurden mit 

den vorbereiteten Proben befüllt. Der Auftrennung der Proteine beginnt für zehn Minuten 

bei 90 V. Haben die Probenmengen die von den Taschen vorgegebene Menge von 15 µl 

überschritten, wurden der Gellauf für zehn Minuten gestartet und anschließend die 



55 

 

restliche Menge in die Taschen pipettiert. Danach wurde der Lauf für ca. 40 Minuten bei 

200 V fortgesetzt.  

Die Auftrennung der Proteine erfolgt bei der Gelelektrophorese mittels eines elektrischen 

Feldes, welches die Proteine durchlaufen. Aufgrund der negativen Ladung wandern die 

Proteine in Richtung der Anode. Das Gel besitzt eine Porenstruktur. Diese bewirkt, dass 

kleinere Proteine schneller durch das Gel gelangen als größere. Folglich kommt es zu 

einer Größenaufspaltung innerhalb des Gels.  

 

2.2.5.3 Western Blot 

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen mit Hilfe von spezifischen 

Antikörpern. Diese binden an die Proteine und werden über eine 

Chemilumineszenz-Messung sichtbar gemacht. Voraussetzung dafür ist die Übertragung 

der Proteine von dem Gel auf die Membran in einer Blotkammer.  

Es wurden sechs Schwämme, zwei Filterpapierstreifen und die Membran auf die Größe 

des Gels angepasst. Die Schwämme und das Filterpapier wurden in Transferpuffer 

eingelegt und eingeschlossene Luftblasen entfernt. Die Innenseiten der Blotkammer 

wurden ebenfalls mit Transferpuffer benetzt. Sie stellten die Anode und Kathode dar. 

Dann erfolgte die Anordnung der Bestandteile wie folgt: Kathode, drei Schwämme, ein 

Filterpapier, Gel, Membran, ein Filterpapier, drei Schwämme, Anode. Da Lufteinschlüsse 

den Stromfluss behindern und einen Transfer unterbrechen würden, wurde nach jeder 

Schicht etwas Transferpuffer auf die Materialien gegeben. Die Apparatur wurde fest in 

die Blotkammer gespannt. Die innere Kammer, in der der Transfer stattfindet, wurde mit 

Transferpuffer gefüllt, die äußere zur Kühlung mir Wasser. Für die Übertragung der 

Proteine wurde die Kammer ca. zwei Stunden bei 30 V an den Stromkreis angeschlossen. 

Die negativ geladenen Proteine wanderten währenddessen von dem Gel auf die Membran.  

Im Anschluss folgte die Ponceau-Färbung der Membran durch einen Farbstoff, der sich 

unspezifisch an alle Proteine anlagert und so die Gesamtheit der Banden sichtbar machte. 

Diese Färbung wurde durch ein Foto dokumentiert. Der mitgelaufene Marker machte es 

möglich nachzuvollziehen, auf welcher Höhe der Membran Proteine einer definierten 

Größe ihren Lauf stoppten. Die Banden des Markers wurden markiert und die Membran 

in drei Teile zerschnitten. Auf jedem der drei Abschnitte befand sich eines der gesuchten 
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Proteine. Die einzelnen Teile wurden mit dem Namen des Proteins beschriftet, ohne die 

Banden der zu detektierenden Proteine zu beschädigen. Die Membranabschnitte wurden 

anschließend wieder entfärbt, indem sie mehrmals in 0,1 % TBS-Tween gewaschen 

wurden, bis keine Rotfärbung mehr erkennbar war. 

 

2.2.5.4 Immunfärbung 

Die Detektion der Proteine beruht auf dem Prinzip einer Antigen-Antikörper-Bindung. 

Zunächst bindet ein Antikörper an das gesuchte Protein auf der Membran, das in dem Fall 

das Antigen darstellt. An diesen bindet wiederum ein zweiter Antikörper, der gegen das 

den Primärantikörper gerichtet ist. Es ist mit der „horse-radish-peroxidase“ (HRP) 

konjugiert, sodass er durch eine Chemilumineszenz-Messung detektierbar ist.  

Vorbereitend wurden alle unspezifischen Bindungsstellen blockiert, indem die 

Membranen eine Stunde lange in einer Blocklösung geschwenkt wurden. Es handelte sich 

dabei entweder um Milchpulver oder, im Fall von phosphorylierten Proteinen, um BSA, 

welches in 1x TBS gelöst wurde. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 

Erstantikörper. Dieser wurde entsprechend der Herstellerangaben in einer Konzentration 

von 1:1000 in einer Milchpulver-Lösung oder BSA-Lösung angesetzt. Die Membran 

inkubierte in dieser Lösung über Nacht bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag wurden die 

Membranen für sieben Minuten in 0,1 % TBS-Tween geschwenkt. Dieser Vorgang wurde 

dreimal wiederholt. Es folgte die Inkubation mit dem Zweitantikörper. Dieser wurde in 

einer Verdünnung von 1:5000 in der gleichen Lösung angesetzt, mit der zuvor die 

unspezifischen Proteine geblockt wurden. Die Membranen wurden daraufhin erneut 

dreimal sieben Minuten in 0,1 % TBS-Tween gewaschen.  

Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Enhanced Chemiluminescence (ECL). Die 

Zweitantikörper, die über die Erstantikörper eine Bindung mit den Proteinen eingegangen 

sind, waren mit HRP konjugiert. Dieses ist dazu fähig, das im ECL-Reagenz enthaltene 

Luminol zu oxidieren, was zu einer Lichtquantenfreisetzung führt, die detektierbar ist.  

Die gewaschenen Membranen wurden dazu in ECL getränkt. Die an die Zweitantikörper 

gebundene HRP, katalysierte die Oxidation des Luminols. Die dadurch entstehenden 

Lichtbanden wurden im ChemiDocSystem detektiert und fotografisch dokumentiert. 

Mittels Quantity One war die Messung der Signalstärke möglich, die Aufschluss über die 

Menge der Proteine gibt.  
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2.2.6 Messung der Myokardzellkontraktion  

2.2.6.1 Stimulation der Kardiomyozyten im elektrischen Feld 

Die Kardiomyozyten der Ratte wurden nach dem obigen Schema präpariert und mit 

AS605240 (100 nM) und 30 Minuten später mit TGF-β1 (1 ng/ml) stimuliert. Die 

Kardiomyozyten der PI3Kγ-KO-Mäuse wurden ebenfalls mit TGF-β1 stimuliert (10 

ng/ml). Es folgte eine Inkubation über Nacht. Die Messung der Kontraktionsparameter 

fand nach 22 Stunden statt. Die vorbereiteten Schalen wurden in dafür vorgesehenen 

Vertiefungen im Mikroskop eingesetzt. Um die Kardiomyozyten elektrisch zu 

stimulieren, wurde das Medium mit zwei Drähten versehen. Einer der beiden stellte eine 

Kathode und der andere eine Anode dar.  Durch eine Aussparung im Deckel wurden die 

Drähte in das Innere der Kulturschale geführt. Sie sollten senkrecht in das Medium 

eintauschen, im weiteren Verlauf parallel zur Oberfläche verlaufen und schließlich 

wieder senkrecht das Medium zu verlassen. Durch eine weitere Bohrung im Deckel 

wurden sie wieder nach außen geführt. Der Anodendraht und der Kathodendraht wurden 

an den Stromkreislauf angeschlossen. Aufgrund ihres Verlaufs im Medium, bildete sich 

zwischen den Drähten ein elektrisches Feld mit annährend homogenem Verlauf. Es 

resultierte ein weitestgehend gleichmäßiger Stromfluss, der die Zellen zwischen Anode 

und Kathode durchlief. Durch Stromstöße ausgehend vom Stimulator, wurde eine 

Kontraktion der Myokardzellen herbeigeführt. Sie wurden über 0,5 Millisekunden mit 

biphasischen Stromstößen (60 V) aus entgegengesetzten Rechteckspannungen stimuliert. 

Auftretende Spontankontraktionen der Kardiomyozyten wurden durch die vorgegebene 

Frequenz des Stimulators minimiert und so ein einheitliches Kontraktionsmuster 

herbeigeführt. Über den Stimulator konnten verschiedenen Kontraktionsfrequenzen 

ausgelöst werden. Zellen, die außerhalb der vorgegebenen Frequenz kontrahierten, 

wurden nicht berücksichtigt. 

 

2.2.6.2 Messung der Kontraktionsparameter 

Die Zellen, die sich in den Kulturschalen in den Vertiefungen des Objekttisches befanden, 

wurden durch das Mikroskop betrachtet. Dieses war zum einen an eine Kamera 

angeschlossen, die das Okularbild auf einen Monitor übertrug. Des Weiteren war es mit 

einer Zeilenkamera verbunden, die Helligkeitskontraste wahrnehmen und so zwischen 

Zellgrenze und Hintergrund unterscheiden konnte. Die Kulturschale wurde so 
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positioniert, dass sich die zu untersuchende Zelle in der Mitte des Okularbildes befand. 

Die Zeilenkamera wurde so ausgerichtet, dass sich die Zellenden im Erfassungsbereich 

der eindimensionalen Zeile befanden.  

Für die Auswertung des Bildes der Zeilenkamera wurde dieses in ein elektrisches Signal 

umgewandelt und über das Interface auf einen Oszillographen übertragen. Auf dem 

Horizontalverstärker war die Ablenkzeit kontinuierlich auf 0,1 ms / cm eingestellt, 

während der Vertikalverstärker auf 5 V / div festgelegt war. Um die Bilddarstellung zu 

ermöglichen, wurde er intern getriggert. Die Interface-Spannung wurde durch den 

Oszillographen am zweiten Kanal aufgezeichnet. Über die auf dem Bildschirm 

dargestellte Horizontale konnte man auf die Zelllänge und Zellkontraktion der Zellkanten 

schließen. Der Oszillograph steuerte den Zustand der Interface-Spannung. Diese 

Informationen wurde zeitglich an das Interface und einen Computer mit dem Programm 

Cell weitergegeben. Dieses errechnet über den Zustand der Spannung die Zelllänge zu 

einem bestimmten Zeitpunkt und erstellte aus diesem Verlauf einen Graphen. Auf diesem 

konnte man den Kontraktionsverlauf ablesen. Mit der Annahme, dass die einsetzende 

Längenverkürzung als Startpunkt der Kontraktion gilt, registrierte der Computer fünf 

Kontraktionsabläufe und ermittelte die untenstehenden Parameter als Mittelwerte. Aus 

jeder Schale wurden neun Zellen für die Messung bei einer Frequenz von zwei Hertz 

ausgewählt, die viermal wiederholt wurde. Folgende Parameter wurden ermittelt: 

- Maximale Zelllänge (diastolische Zelllänge) in Mikrometer 

- Minimale Zelllänge (systolische Zelllänge) in Mikrometer 

- Zeit von Beginn bis zur maximalen Kontraktion in Millisekunden 

- Maximale Kontraktionsgeschwindigkeit in Mikrometer pro Sekunde  

- Maximale Relaxationsgeschwindigkeit in Mikrometer pro Sekunde 

- Zeit von der 10%igen bis zur vollständigen Zellkontraktion in Millisekunden 

- Zeit von der maximalen Kontraktion bis zur Relaxation um 90% der 

Zellverkürzungsstrecke 

Aus diesen Parametern wurden folgende Werte errechnet:  

-  ΔL/L: gibt an um wieviel Prozent ihrer diastolischen Länge sich die Zelle 

während der Kontraktion verkürzt. 

- Con-Velmax: Ratenkonstante für maximale Kontraktionsgeschwindigkeit 

- Rel-Velmax: Ratenkonstante für maximale Relaxationsgeschwindigkeit 
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2.2.7 Das Hoe-Assay als Apoptosenachweis 

Ziel des Hoe-Assays ist es, mikroskopisch durch unterschiedliche Anfärbungen 

nekrotische, apoptotische und vitale Zellen voneinander unterscheiden zu können. So 

konnten quantitative Vergleiche zwischen Zellen vorgenommen werden, die mit TGF-β1 

(3 ng/ml) oder mit einem PI3Kγ-Inhibitor inkubiert wurden. Vorbereitend wurden bereits 

am Vortag Schalen, mit dem für Maus-Kardiomyozyten vorgesehenen 

Vorplattiermedium vorbereitet. Die Präparation der Zellen erfolgte wie in 2.2.3.1 

beschrieben. Anschließend wurde das Vorplattiermedium entfernt, die Zellsuspension auf 

sechs Schalen aufgeteilt und die Zellen für 60 Minuten im Brutschrank gelagert. Danach 

wurde das Medium getauscht und nicht adhärente Zellen entfernt. Es folgte die 

Stimulation der Zellen. Bei Kardiomyozyten der Wildtyp-Mäuse wurden vier Schalen mit 

1 µl der Inhibitoren versetzt. Es handelt sich um den PI3Kγ-Inhibitor AS605240, der nach 

dem Auftragen in zwei Schalen mit einer Konzentration von 1 µM und in zwei Schalen 

mit einer Konzentration von 100 nM vorhanden war. Nach weiteren 30 Minuten im 

Brutschrank wurden die Zellen durch 3 µl TGF-β1 stimuliert. Kardiomyozyten von 

PI3Kγ-KO-Mäusen wurden ausschließlich mit TGF-β1 stimuliert. Das 

Stimulationsschema ist in Tabelle 4: Stimulationsschema der Kardiomyozyten für das 

Hoe-Assay dargestellt.  

Die Schalen inkubierten über Nacht für 22 Stunden im Brutschrank. Um die Hoe-Zählung 

durchführen zu können, war eine Färbung der Zellen notwendig. Zu den Schalen wurden 

dafür jeweils 5 µl des Hoechst-Farbstoff 33258 und des Propidiumiodids gegeben und 

durch leichtes Schwenken verteilt. Es folgte eine Inkubation von fünf Minuten bei 37 °C. 

Tabelle 4: Stimulationsschema der Kardiomyozyten für das Hoe-Assay 

 

 Wildtyp  PI3Kγ-KO 

1 / / 

2 TGF-β1 / 

3 1 µM AS605240 / 

4 1 µM AS + TGF-β1 TGF-β1 

5 100 nM AS605240 TGF-β1 

6 100 nM AS + TGF-β1 TGF-β1 
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Bei dem Hoechst Farbstoff 33258 handelt es sich um einen membrangängigen Farbstoff, 

der in der Lage ist, das Chromatin im Kern der Zellen zu färben. Wird er mit einer 

Wellenlänge von 340 nm bis 360 nm angeregt, zeigt er eine blaue Fluoreszenz. Im Zuge 

der Apoptose, kommt es zur Abrundung der Zellen sowie zur Chromatin-Kondensation. 

Dementsprechend konnten diejenigen Zellen, die unter dem Fluoreszenzmikroskop als 

rund mit blauem Chromatin imponierten, als apoptotisch identifiziert werden.  

Propidiumiodid zeigt bei einer Anregung mit einem Spektrum von 510 nm bis 550 nm 

eine Rotfärbung. Im Gegensatz zum Hoechst Farbstoff 33258 ist er jedoch nicht 

membrangängig. Dies bedeutet, dass er nicht in gesunde oder apoptotische Zellen 

eindringen kann. Wird eine Zelle jedoch nekrotisch, weist die Zellmembran Poren auf, 

durch die der Farbstoff in die Zelle eindringen und die DNA rotfärben kann. Die Zelle 

kann bei einer Beleuchtung mit entsprechender Wellenlänge so als nekrotisch identifiziert 

werden.  

Nach der 5-minütigen Inkubation wurden gewählte ca. fünf bis acht Gesichtsfelder mit 

den verschiedenen Wellenlängen durchleuchtet und die Zellen bei 200facher 

Vergrößerung betrachtet. Pro Schale wurden ca. 200 Zellen hinsichtlich apoptotischer 

oder nekrotischer Prozesse analysiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Der Einfluss von PI3Kγ auf die Kontraktion adulter 

Kardiomyozyten 

PI3Kγ ist als Regulator der Kontraktion in Kardiomyozyten bekannt (Patrucco et al. 

2004). Pretorius fand heraus, dass eine Aktivierung dieser Kinase die kardiale 

Kontraktilität reduziert (Pretorius 2009). Ebenso führt die Stimulation von 

Kardiomyozyten mit TGF-β1 zu einer eingeschränkten kontraktilen Funktion (Heger et 

al. 2011). Neben dem klassischen SMAD-Signalweg kann eine TGF-β1-Stimulation zur 

Aktivierung eines non-SMAD-Signalweges führen. An dem kann neben anderen Kinasen 

auch die PI3K beteiligt sein.  

Da TGF-β1 in der Lage ist, PI3Kγ auf diesem zu aktivieren, stellt sich die Frage, inwieweit 

TGF-β1 die Kontraktion über diese Isoform reguliert. Dafür wurde der PI3Kγ-selektive 

Inhibitor AS605240 in Kardiomyozyten der Ratte eingesetzt und deren 

Kontraktionsverhalten unter Stimulation mit 2 Hz untersucht.  

 

3.1.1 PI3Kγ vermittelt die kontraktionshemmende Wirkung von 

TGF-β1  

Um das Kontraktionsverhalten der adulten ventrikulären Kardiomyozyten der Ratte zu 

charakterisieren, wurden die relative Zellverkürzung, die Relaxationsgeschwindigkeit, 

sowie die Kontraktionsgeschwindigkeit bestimmt. Es zeigte sich, dass die 

TGF-β1-Stimulation einen negativen Effekt auf die Kontraktion hat. Die Zellverkürzung 

(dL/L), dargestellt in Abbildung 7, war signifikant verringert (9,3 % ± 0,4 in WT vs. 7,8 

% ± 0,3 in WT + TGF-β1). Der PI3Kγ-Inhibitor AS605240 allein zeigte dagegen keinen 

Einfluss auf das basale Niveau. Jedoch konnte ein Vergleich der TGF-β1-stimulierten 

Kardiomyozyten beweisen, dass sich die Inhibition von PI3Kγ positiv auf die 

Zellverkürzung auswirkt. Durch die Inhibition ergab sich eine signifikante Zunahme der 

Zellverkürzung (7,8 % ± 0,4 in TGF-β1 vs. 8,8 % ± 0,4 in AS605240 + TGF-β1). Damit 

konnte der Effekt von TGF-β1 auf die Zellverkürzung bei zusätzlicher Gabe von 

AS605240 fast vollständig aufgehoben werden. 
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Eine TGF-β1-Stimulation führte des Weiteren zu einer signifikanten Abnahme der 

Relaxationsgeschwindigkeit (Rel-Vel) von 26,4 % (157,2 µm/ s ± 13,7 in WT vs. 

115,8 µm/ s ± 5,9 in WT + TGF-β1), dargestellt in Abbildung 8. Auch dieser Effekt wurde 

durch den Einfluss des PI3Kγ-Inhibitors deutlich geringer. TGF-β1 stimulierte Zellen 

zeigten unter zusätzlichem Einfluss von AS605240 eine 24,4 % höhere 

Relaxationsgeschwindigkeit (115,8 µm/ s ± 5,9 in TGF-β1 vs. 144,0 µm/ s ± 9,6 in 

AS605240 + TGF-β1).  

In Abbildung 9 zeigt sich, dass die Kontraktionsgeschwindigkeit (Con-Vel) durch 

TGF-β1-Stimulation ebenfalls signifikant abnimmt. Sie war im Vergleich zu den 

WT-Kardiomyozyten 21,2 % geringer (161,6 µm/ s ± 9,6 in WT vs. 127,5 µm/ s ± 6,3 in 

TGF-β1). Auch dieser Effekt von TGF-β1 konnte durch den selektiven PI3Kγ-Inhibitor 

reduziert werden. Die TGF-β1-stimulierten Kardiomyozyten wiesen unter dem Einfluss 

des Inhibitors eine um 22,3 % höhere Kontraktionsgeschwindigkeit auf als die 

ausschließlich mit TGF-β1 stimulierten Zellen (127,4 µm/ s ± 6,3 in TGF-β1 vs. 155,8 

µm/ s ± 8,9 in AS605240 + TGF-β1). 

Eine Inhibition der PI3Kγ verringert die durch TGF-β1-induzierte Einschränkung der 

kontraktilen Funktion. Demnach ist davon auszugehen, dass PI3Kγ ein entscheidender 

Bestandteil bei der Vermittlung der TGF-β1-induzierten Effekte auf die Kontraktion ist. 

 

Abbildung 7: Vergleich der relativen Zellverkürzung adulter Kardiomyozyten von WT-Ratten unter 

Stimulation mit TGF-β1 (1 ng/ ml) und/oder AS605240 (100 nM). Es sind die Mittelwerte sowie die 

dazugehörigen Standardfehler für die relative Zellverkürzung (dl/L [%]) dargestellt. **p<0,01, *p<0,05 

(n=54 Zellen aus sechs Kardiomyozytenpräparationen)  
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Abbildung 8: Vergleich der Relaxationsgeschwindigkeit adulter Kardiomyozyten von WT-Ratten unter 

Stimulation mit TGF-β1 (1 ng/ ml) und/oder AS605240 (100 nM). Es sind die Mittelwerte sowie die 

dazugehörigen Standardfehler für die Relaxationsgeschwindigkeit dargestellt. **p<0,01, *p<0,05 (n=54 

Zellen aus sechs Kardiomyozytenpräparationen) 

 

 

Abbildung 9: Vergleich der Kontraktionsgeschwindigkeit adulter Kardiomyozyten von WT-Ratten unter 

Stimulation mit TGF-β1 (1 ng/ ml) und/oder AS605240 (100 nM). Es sind die Mittelwerte sowie die 

dazugehörigen Standardfehler für die Kontraktionsgeschwindigkeit dargestellt. **p<0,01, *p<0,05 (n=54 

Zellen aus sechs Kardiomyozytenpräparationen) 
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Um das Ergebnis des PI3Kγ-Inhibitors zu verifizieren, wurden Kardiomyozyten von 

PI3Kγ-KO Mäusen eingesetzt, bei denen eine Deletion des PI3Kγ-Gens stattgefunden 

hat. Es wurde das Ausmaß der Zellverkürzung bestimmt. Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 10 dargestellt.  

Die WT-Kardiomyozyten zeigten eine verminderte kontraktile Funktion unter 

TGF-β1-Stimulation (8,4 % ± 0,3 in WT Ktr vs. 7,4 % ± 0,4 in WT + TGF-β1). Im 

Vergleich zu den unstimulierten WT-Mäusen, zeigten die unstimulierten 

PI3Kγ-KO-Mäuse eine 2,5 % stärkere Zellverkürzung (8,4 % ± 0,3 in WT Ktr vs. 10,9 % 

± 0,4 in PI3Kγ-KO). Eine Stimulation der PI3Kγ-KO-Kardiomyozyten mit TGF-β1 führte 

zu keiner Veränderung der Zellverkürzung (10,9 % ± 0,4 in PI3Kγ-KO vs. 10,8 % ± 0,4 

in PI3Kγ-KO + TGF-β1). Bei dem Vergleich der WT-Mäuse mit TGF-β1-Stimulation mit 

den PI3Kγ-KO-Tieren mit zusätzlicher TGF-β1-Stimulation war die Zellverkürzung bei 

den KO-Tieren deutlich erhöht (7,4 % ± 0,4 in WT + TGF-β1 vs. 10,8 % ± 0,4 in 

PI3Kγ-KO + TGF-β1).  

TGF-β1 führte bei den PI3Kγ-KO-Mäusen zu keiner Reduktion der Zellverkürzung, wie 

es bei den WT-Kardiomyozyten zu sehen war. Daraus geht hervor, dass PI3Kγ Anteil an 

der von TGF-β1-ausgelösten Einschränkung der kontraktilen Funktion hat. 

   

Abbildung 10: Vergleich der relativen Zellverkürzung adulter ventrikulärer Maus-Kardiomyozyten 

während einer Stimulationsfrequenz von 2HZ bei WT- und PI3K-KO-Mäusen nach Inkubation mit TGF-β1 

(10 ng/ ml) über Nacht. Es sind die Mittelwerte sowie die dazugehörigen Standardfehler für die relative 

Zellverkürzung (dl/L [%]) dargestellt. ***p<0,001, *p<0,05 (n=54 Zellen aus sechs Präparationen bei 

PI3Kγ-KO-Mäusen, n=90 Zellen aus zehn Präparationen bei WT-Mäusen) 
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Die mit den Inhibitoren gezeigten Ergebnisse bezüglich der eingeschränkten 

Zellverkürzung konnten durch Einsatz der PI3Kγ-KO-Mäuse bestätigt werden. PI3Kγ ist 

ein weiterer Mediator in der TGF-β1-Signalkaskade, die zu einer eingeschränkten 

kontraktilen Funktion führt. 

 

3.2 Der Einfluss von PI3Kγ auf die TGF-β1-induzierte 

Apoptose 

TGF-β1 führt in adulten Kardiomyozyten über die Aktivierung von 

SMAD-Transkriptionsfaktoren zur Apoptose. Um den Einfluss von PI3Kγ auf die 

TGF-β1-induzierte Apoptose zu untersuchen, wurde die Chromatin-Kondensation in 

isolierten Kardiomyozyten nach der Stimulation mit TGF-β1 untersucht und der Anteil 

apoptotischer und nekrotischer Zellen bestimmt. 

 

3.2.1 Die proapoptotische Wirkung von TGF-β1 wird durch PI3Kγ 

vermittelt 

TGF-β1 ist als entscheidender Bestandteil im kardialen Remodeling bekannt und führt in 

diesem Zusammenhang zu einer gesteigerten Apoptose in Kardiomyozyten. Um den 

Einfluss von PI3Kγ zu untersuchen, wurden Kardiomyozyten verwendet, die mit dem 

PI3Kγ-Inhibitor AS605240 behandelt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 

dargestellt. Es zeigte sich bei den WT-Kardiomyozyten ein signifikanter Anstieg der 

Apoptoserate nach TGF-β1-Stimulation. Sie war mit TGF-β1-Stimulation 21,3 % höher 

als in den unstimulierten Zellen (25,0 % ± 2,3 in WT Ktr vs. 46,3 % ± 3,4 in WT + 

TGF-β1). Bei der Behandlung der Kardiomyozyten mit einem selektiven PI3Kγ-Inhibitor 

zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten Kardiomyozyten keine Veränderung der 

Apoptoserate. Auch die Verwendung von unterschiedlichen Konzentrationen des 

Inhibitors ließ keinen Unterschied erkennen (25,0 % ± 2,3 in WT Ktr vs. 28,7 % ± 4,0 in 

1 µM AS605240 vs. 29,3 % ± 4,2 in 100 nM AS605240). Eine zusätzliche Stimulation 

mit TGF-β1 führte bei den mit AS605240 inkubierten Kardiomyozyten ebenso wie bei 

den unbehandelten Kardiomyozyten zu einer Zunahme der apoptotischen Aktivität. 
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Vergleicht man jedoch die unbehandelten Kardiomyozyten mit denen, die mit AS605240 

behandelt wurden, wird deutlich, dass der Einfluss von TGF-β1 bei zusätzlicher 

Inkubation mit dem Inhibitor geringer ist.   Die Ergebnisse zeigen, dass PI3Kγ an der 

TGF-β1-induzierten Apoptose beteiligt ist.  

 

Abbildung 11:  Quantitative Darstellung der Apoptoserate adulter Kardiomyozyten der Maus. Eine HOE 

33528-Färbung zum Nachweis der nukleären Chromatin-Kondensation wurde 20 Stunden nach Zugabe 

des PI3Kγ-Inhibitors AS605240 und zusätzlicher TGF-β1-Stimulation (3 ng/ ml) bei Kardiomyozyten von 

WT-Mäusen durchgeführt.  Es sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils apoptotischer Kardiomyozyten 

von mind. 200 betrachteten Zellkernen sowie die dazugehörigen Standardfehler dargestellt. ***p<0,001 

(n=4-5 Präparationen) 

 

Es wurde zusätzlich der Anteil nekrotischer Zellen erfasst, der in Abbildung 12 dargestellt 

ist. Die Betrachtung zeigt unter Einfluss von TGF-β1, im Vergleich zu den WT-Tieren, 

eine Verringerung von 20,4 % (62,1 % ± 3,0 in WT Ktr vs. 41,7 % ± 4,9 in WT+TGF-

β1). Kardiomyozyten, die mit dem PI3Kγ-Inhibitior inkubierten, zeigten eine ähnliche 

Nekroserate wie die unstimulierten Kontroll-Zellen. Die zusätzliche Stimulation mit 

TGF-β1 brachte keinen signifikanten Effekt hervor.  
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Abbildung 12: Quantitative Darstellung der Nekroserate adulter Kardiomyozyten der Maus. Eine 

Propidiumiodid-Färbung zum Nachweis der Nekrose wurde 20 Stunden nach Zugabe des PI3Kγ-Inhibitors 

AS605240 und zusätzlicher TGF-β1-Stimulation (3 ng/ ml) bei Kardiomyozyten von WT-Mäusen 

durchgeführt. Es sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils nekrotischer Kardiomyozyten von mind. 200 

betrachteten Zellkernen sowie die dazugehörigen Standardfehler dargestellt. **p<0,01, *p<0,05 (n=4-5 

Präparationen) 

 

3.2.2 Einfluss von TGF-β1 auf die Apoptose von 

PI3Kγ-KO-Kardiomyozyten  

Für eine Verifizierung der Ergebnisse, die bei den Versuchen mit einem PI3Kγ-selektiven 

Inhibitor erzielt wurden, wurden zusätzlich Kardiomyozyten von PI3Kγ-KO-Mäuse 

verwendet.  

Die Ergebnisse der Untersuchung der Apoptoserate sind in Abbildung 13 dargestellt. Die 

Apoptoserate der Kontroll-Kardiomyozyten stieg nach TGF-β1-Stimultaion 11,9 % an 

(21,0 % ± 1,9 in WT vs. 32,9 % ± 2,9 in WT + TGF-β1). Die unstimulierten 

Kardiomyozyten der PI3Kγ-KO-Tiere zeigten eine ähnliche Apoptoserate wie die 

Kardiomyozyten des Wildtyps (21,0 % ± 1,9 in WT vs. 23,5 % ± 2,5 in PI3Kγ-KO). Ein 

signifikanter Unterschied wurde jedoch bei der TGF-β1-Stimulation deutlich. Der Anteil 

der apoptotischen Zellen bei den Kontrolltieren stieg nach TGF-β1-Stimulation um 

11,9 % an. Dies konnte bei PI3Kγ-KO- Mäusen nicht festgestellt werden. Nach 

TGF-β1-Stimulation von PI3Kγ-KO-Kardiomyozyten wurden in 22,2 % der 

Kardiomyozyten die Apoptose induziert.  
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Es sind dort ähnlich viele Zellen in die Apoptose übergegangen wie bei den 

unstimulierten WT-Kardiomyozyten und PI3Kγ-KO-Mäusen (21,0 % ± 1,9 in WT vs. 

23,5 % ± 2,5 in PI3Kγ-KO vs. 22,2 % ± 1,3 in PI3Kγ-KO). Die Stimulation mit TGF-β1 

hatte bei Kardiomyozyten von PI3Kγ-KO-Tieren keinen Einfluss auf die Apoptose. 

Damit bestätigten sich die Ergebnisse, aus den Versuchen mit dem PI3Kγ-Inhibitor. Die 

Stimulation mit TGF-β1 hat keinen Einfluss auf die Apoptoserate bei PI3Kγ-KO-

Kardiomyozyten. Es lässt sich schlussfolgern, dass die PI3Kγ an dem Signalweg der 

TGF-β1-induzierten Apoptose beteiligt ist.  

 

Abbildung 13: Quantitative Darstellung der Apoptoserate adulter Kardiomyozyten der Maus. Eine HOE 

33528-Färbung zum Nachweis der nukleären Chromatin-Kondensation wurde 20 Stunden nach 

TGF-β1-Stimulation (3 ng/ ml) bei Kardiomyozyten von WT-Mäusen und PI3Kγ-KO-Mäusen durchgeführt.  

Es wurden mind. 200 Zellkerne betrachtet.  Es sind die Mittelwerte sowie die dazugehörigen Standardfehler 

dargestellt. **p<0,01, (n=9-10 Präparationen) 

 

Es wurde ebenfalls der Anteil nekrotischer Kardiomyozyten untersucht. Die Ergebnisse 

sind in Abbildung 14 dargestellt. Eine signifikante Verringerung des Anteils von 

nekrotischen Zellen um 21,0 % wurde bei dem Vergleich der Kardiomyozyten des 

Wildtyps mit den PI3Kγ-KO-Mäusen deutlich (53,3 % ± 3,8 in WT vs. 32,2 % ± 4,2 in 

PI3Kγ-KO). Eine TGF-β1-Stimulation zeigte bei den WT-Tieren, eine Abnahme der 

Nekroserate (53,3 % ± 3,8 in WT vs. 41,2 % ± 4,4 in WT + TGF-β1). Eine 

TGF-β1-Stimulation der Kardiomyozyten ergab bei PI3Kγ-KO keine signifikante 

Änderung der Nekroserate (32,2 % ± 4,2 in PI3Kγ-KO vs. 37,2 % ± 3,3 in PI3Kγ-KO + 

TGF-β1)  
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Abbildung 14: Quantitative Darstellung der Nekroserate adulter Kardiomyozyten der Maus. Eine 

Propidiumiodid-Färbung zum Nachweis der Nekrose wurde 20 Stunden nach TGF-β1-Stimulation 

(3 ng/ ml) bei Kardiomyozyten von WT-Mäusen und PI3Kγ-KO-Mäusen durchgeführt. Es wurden mind. 

200 Zellkerne betrachtet. Es sind die Mittelwerte sowie die dazugehörigen Standardfehler dargestellt. 

**p<0,01, (n=9-10 Präparationen) 

 

3.3 Die Rolle von PI3Kγ in der TGF-β1-Signalkaskade  

Durch die Bindung von TGF-β1 an seinen Rezeptor wird die SMAD-Signalkaskade 

eingeleitet. Es kommt zu einer Phosphorylierung mit anschließender Translokation der 

SMAD-Proteine in den Zellkern. Binden die Proteine dort an SMAD-spezifische 

Bindungsstellen, fungieren sie als Transkriptionsfaktoren (Schneider; Euler-Taimor und 

Heger 2006). Die folgenden Untersuchungen wurden durchgeführt, um festzustellen, 

inwieweit PI3Kγ Einfluss auf die Aktivierung des SMAD-Signalweges durch TGF-β1 

nimmt. Es wurden Kardiomyozyten von Ratten mit dem PI3Kγ-Inhibitor AS605240 

inkubiert sowie Kardiomyozyten von PI3Kγ-KO-Mäusen untersucht.   

 

3.3.1 PI3Kγ hat keinen Einfluss auf die SMAD2-Aktivierung  

Die Einleitung der SMAD-Signalkaskade nach TGF-β1-Stimulation erfolgt durch die 

Phosphorylierung von SMAD2. Ob PI3Kγ Einfluss auf die Proteinexpression von 

SMAD2 bzw. auf dessen Phosphorylierung hat, wurde durch Western Blots untersucht. 

Das Verhältnis von phosphoryliertem SMAD2 (P-SMAD2) und SMAD2 demonstriert, 

wie groß der Anteil des aktivierten SMAD2 ist.  
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Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der Expression des SMAD2-Proteins. Die 

Banden des Westerns Blots in Abbildung 15 zeigten unter allen Bedingungen eine 

ähnliche Ausprägung wie das konstitutiv exprimierte Matrixprotein Vinculin, welches als 

Referenz dient. Die Expression nach TGF-β1-Stimulation war ähnlich hoch wie bei den 

Kardiomyozyten der Kontrolle (100,0 % ± 8,0 in Ktr vs. 98,2 % ± 14,9 in WT + TGF-β1). 

Verglichen mit der Kontrolle ergab sich ebenfalls keine signifikante Änderung der 

SMAD2-Expression durch die Inkubation mit AS605240 (100,0 % ± 8,0 in Ktr vs. 81,9 

± 6,8 in 1µM AS605240 vs. 87,1% ± 15,7 in 100nM AS605240). Die Inkubation mit dem 

PI3Kγ-Inhibitor beeinflusste die Expression auch nach TGF-β1-Stimulation nicht 

(98,2 % ± 8,0 in WT + TGF-β1 vs. 79,7 % ± 5,8 in 1 µM AS805240 vs. 79,0 % ± 5.6 in 

100 nM AS605240). PI3Kγ hat somit keinen Einfluss auf die SMAD2-Expression. 

 

Abbildung 15: Analyse der SMAD2-Expression a) repräsentativer Western Blot, b) quantitative 

Auswertung der SMAD2-Expression. Kardiomyozyten wurde mit 1 ng/ ml TGF-β1 für zwei Stunden 

stimuliert sowie mit unterschiedlichen Konzentrationen des PI3Kγ-Inhibitors AS605240 (1µM, 100 nM, 

30 Minuten vor TGF-β1-Stimulation) inkubiert. Es wurden Proteinextrakte hergestellt und die Expression 

von SMAD2 und Vinculin nachgewiesen., Es wurden Western Blots mit Kardiomyozyten aus verschiedenen 

Präparationen durchgeführt. ***p<0,001 (n=7 Präparationen) 
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Die Betrachtung der Banden von P-SMAD2, dargestellt und ausgewertet in Abbildung 

16, lassen deutliche Schwankungen erkennen. Bei dem Vergleich der Kontrolle mit den 

Proben, die mit AS605240 inkubierten, ist kein Unterscheid sichtbar. Bedingungen, bei 

denen eine TGF-β1-Stimulation vorlag, wiesen jedoch ein deutlich stärkeres Signal auf. 

Dies war sowohl bei den unbehandelten Kardiomyozyten als auch bei jenen, die mit dem 

PI3Kγ-Inhibitor behandelt wurden, der Fall.  

Die quantitative Auswertung bestätigte, dass eine alleinige Inkubation mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von AS605240 keinen signifikanten Einfluss auf das 

Verhältnis von P-SMAD2 zu SMAD2 hat (100,0 % ± 22,7 in WT Ktr vs. 74,3 % ± 9,5 in 

1 µM AS605240 vs. 94,2 % ± 22,4 in 100 nM AS605240). Eine TGF-β1-Stimulation der 

Kardiomyozyten der Kontrollgruppe führte zu einer deutlichen Steigerung des 

Verhältnisses (100,0 % ± 22,7 in WT Ktr vs. 252,3 % ± 25,7 in WT + TGF-β1). Dies ist 

gleichbedeutend mit einer Aktivierung von SMAD2 und der Einleitung des 

SMAD-Signalweges. Auch bei den Kardiomyozyten, die mit dem PI3Kγ-Inhibitor 

AS605240 inkubierten, stieg das Verhältnis nach TGF-β1-Stimulation signifikant an. Ein 

signifikanter Unterschied zu den unbehandelten Kardiomyozyten war nicht erkennbar 

(252,3 % ± 25,7 in WT+TGF-β1 vs. 305,3 % ± 32,4 in 1 µM AS605240 + TGF-β1 vs. 

270,6 % ± 30,2 in 100 nM AS605240 + TGF-β1). Diese Ergebnisse zeigen, dass PI3Kγ 

nicht an der Aktivierung von SMAD2 durch TGF-β1 beteiligt ist.  
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Abbildung 16: Analyse der SMAD2-Phosphorylierung a) repräsentativer Western Blot, b) quantitative 

Auswertung der SMAD2-Aktivierung in Form des Verhältnisses von P-SMAD2 zu SMAD2.  

Kardiomyozyten wurden mit 1 ng/ ml TGF-β1 für zwei Stunden stimuliert sowie mit unterschiedlichen 

Konzentrationen des PI3Kγ-Inhibitors AS605240 (1 µM, 100 nM, 30 Minuten vor TGF-β1-Stimulation) 

inkubiert. Es wurden Proteinextrakte hergestellt und die Expression von P-SMAD2 und SMAD2 

nachgewiesen. Es wurden Western Blots mit Kardiomyozyten aus verschiedenen Präparationen 

durchgeführt. ***p<0,001 (n=7 Präparationen) 

 

3.3.2 Die PI3Kγ hat keinen Einfluss auf die SMAD-Bindungsaktivität 

Nach der zytosolischen Aktivierung des SMAD-Signalweges im Zytosol kommt es zu 

einer Translokation des SMAD-Komplexes in den Zellkern. Hier fungieren die 

SMAD-Proteine u.a. als Transkriptionsfaktoren durch Bindung an die DNA. Der Einfluss 

von PI3Kγ auf diesen Prozess wurde durch ein EMSA untersucht. 

Die Betrachtung des Gels in Abbildung 17 zeigt keine Veränderung des Signals nach 

AS605240-Inkubation im Vergleich zu unbehandelten Kardiomyozyten. Eine deutliche 

Zunahme lässt sich jedoch nach TGF-β1-Stimulation erkennen. Bei der Stimulation der 

unbehandelten Kardiomyozyten mit TGF-β1 stieg die SMAD-Bindungsaktivität 

signifikant 37,5 % (100,0 % ± 0,0 in WT Ktr vs. 137,5 % ± 15,7 in WT + TGF-β1).  Das 
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Ausmaß der Aktivitätssteigerung war ähnlich bei den Kardiomyozyten, die zusätzlich mit 

AS605240 behandelt wurden. Die SMAD-Bindungsaktivität zeigte eine Zunahme von 

24,0 % (98 % ± 26,7 in 100 nM AS605240 vs. 122,5 % ± 30,7 in 100 nM AS605240 + 

TGF-β1). PI3Kγ hat keinen Einfluss auf die SMAD-Bindungsaktivität nach 

TGF-β1-Stimulation.  

 

 

Abbildung 17: Analyse der SMAD-Bindungsaktivität a) repräsentatives Gel, B) quantitative Darstellung. 

Nach zweistündiger TGF-β1-Stimulation (1 ng/ ml) wurden Kernextrakte der Zellen hergestellt und auf die 

SMAD-Bindungsaktivität unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide mit einer spezifischen 

Bindungsstelle für SMAD getestet.  Zur Hemmung der PI3Kγ wurden die Kardiomyozyten mit dem 

PI3Kγ-Inhibitor AS605240 inkubiert. Die Werte wurden in Relation zu der SMAD-Bindungsaktivität der 

Kontrolltiere gesetzt. *p<0,05 (n=11 Präparationen) 
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Die SMAD-Bindung wurde zusätzlich an Kardiomyozyten von PI3Kγ-KO-Mäusen 

untersucht und in Abbildung 18 dargestellt. Der Vergleich des Gels der WT-Mäuse mit 

den PI3Kγ-KO-Mäusen lässt eine geringere Induktion bei einem PI3Kγ-KO erkennen. 

Die quantitative Auswertung zeigte in der Kontrollgruppe eine signifikante Steigerung 

der SMAD-Bindungsaktivität von 33,3 % (100,0 % ± 0,0 in WT Ktr vs. 133,3 % ± 31,5 

in WT + TGF-β1). Bei den PI3Kγ-KO-Mäusen fand ebenfalls eine Induktion statt (100,0 

% ± 0,0 in PI3K-KO vs. 112,6 % ± 6,9 in PI3K-KO + TGF-β1). Jedoch war mit einer 

Induktion von nur 12,6 % die SMAD-Bindungsaktivität nicht signifikant erhöht.  
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Abbildung 18: Analyse der SMAD-Bindungsaktivität nach TGF-β1-Stimulation a) repräsentatives Gel, b) 

quantitative Darstellung. Nach zweistündiger TGF-β1-Stimulation (3 ng/ ml) wurden Kernextrakte von WT- 

und PI3Kγ-KO-Kardiomyozyten hergestellt und auf die SMAD-Bindungsaktivität unter Verwendung 

fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide mit einer spezifischen Bindungsstelle für SMAD getestet. Die Daten 

sind Mittelwerte ± Standardabweichung von 8-9 Präparationen. Unterschiede zwischen WT Ktr und WT + 

TGF-β1 *p<0,5. 

 

3.3.3 PI3Kγ hat keinen Einfluss auf die SMAD7-Expression 

Weiterhin wurde mithilfe von Kardiomyozyten der Ratte untersucht, inwieweit PI3Kγ 

Einfluss auf die Expression des TGF-β1-Zielgens SMAD7 nimmt. Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 19 dargestellt. Die Kardiomyozyten wurden dafür mit dem PI3Kγ-Inhibitor 

AS605240 behandelt. Nach TGF-β1-Stimulation gab es eine Zunahme der Expression von 

SMAD7 um mehr als das Doppelte (100,0 % ± 5,5 WT Ktr vs. 261,2 % ± 20,5 in WT + 

TGF-β1). Nach der Inkubation mit AS605240 zeigten die Kardiomyozyten eine ähnliche 

SMAD7-Expression wie jene, die unbehandelt blieben (100,0 % ± 5,5 in WT Ktr vs. 

80,0 % ± 6,6 in 100 nM AS605240). Auch hier führte eine Stimulation mit TGF-β1 zu 

einer starken Zunahme der Expression des TGF-β1-Zielgens SMAD7 (80,0 % ± 6,6 in 

100 nM AS605240 vs. 284,1 % ± 24,7 in 100nM AS605240 + TGF-β1).  
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Abbildung 19: mRNA-Expression des TGF-β1-Zielgens SMAD7 mit und ohne Zugabe des PI3Kγ-Inhibitors 

AS605240. Die Analyse erfolgte 24 Stunden nach TGF-β1-Stimulation (1 ng/ ml). Die SMAD7-Expression 

wurde ins Verhältnis zu konstitutiv exprimierten Genen gesetzt.  Es sind die Mittelwerte sowie die 

dazugehörigen Standardfehler dargestellt. *p<0,05, ***p<0,001 (n=6 Präparationen) 

 

Es zeigte sich, dass sowohl die SMAD-Aktivierung als auch die Translokation in den 

Zellkern und dessen Bindung an die DNA unbeeinflusst von der Wirkung des 

PI3Kγ-Inhibitors waren. Auch eine Deletion des PI3Kγ-Gens führte zu keiner 

signifikanten Änderung der SMAD-Aktivierung. Des Weiteren hatte die Inhibition der 

PI3Kγ keinen Einfluss auf die Expression des TGF-β1-Zielgens SMAD7. Es ist daher 

davon auszugehen, dass der von TGF-β1-induzierte SMAD-Signalweg unabhängig von 

PI3Kγ aktiviert wird.  
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4 Diskussion 

In der Arbeit konnte dargestellt werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem 

TGF-β1- und dem PI3Kγ-Signalweg besteht und PI3Kγ ein wichtiges Signalmolekül in 

der TGF-β1-Signalkaskade ist. PI3Kγ vermittelt sowohl die TGF-β1-induzierte Apoptose 

als auch die TGF-β1-induzierte Reduktion der kontraktilen Funktion adulter 

Kardiomyozyten. Da der SMAD-Signalweg durch TGF-β1 aktiviert wird, wurde ebenfalls 

untersucht, inwieweit PI3Kγ Einfluss auf die Einleitung des Signalweges nimmt. Wir 

konnten feststellen, dass die TGF-β1 induzierte Einleitung des SMAD-Signalweges nicht 

von PI3Kγ beeinflusst wird.  

 

4.1 Der Einfluss von TGF-β1 auf die kontraktile Funktion des 

Herzens 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die Zellverkürzung als auch die 

Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit unter dem Einfluss von TGF-β1 

abnehmen. Huntgeburth et al. verglichen in ihrer Studie die Inotropie bei transgenen 

Mäusen mit TGF-β1-Überexpression und Wildtyp-Mäusen. Es bestand in vivo kein 

Unterschied in der basalen Kontraktion der Ventrikel. Das Ausmaß der 

Ventrikelkontraktion nach β-adrenerger Stimulation war bei den Tieren mit 

TGF-β1-Überexpression signifikant verringert. Die in vitro Versuche mit isolierten 

Kardiomyozyten bestätigten dies (Huntgeburth et al. 2011). Dies widerspricht den 

Ergebnissen unserer Arbeit, die in vitro eine basale Kontraktionseinschränkung von 

isolierten Kardiomyozyten nach TGF-β1-Stimulation zeigen. Zu beachten ist, dass es sich 

bei unseren Versuchen um akut-Versuche handelt.  Huntgeburth et al. dagegen führten 

Versuche bei transgenen Mäusen durch, die eine chronische Überexpression von TGF-β1 

aufwiesen. Daher ist es möglich, dass sich das basale Kontraktionsverhalten an diese 

Situation angepasst hat. Des Weiteren zeigten Huntgeburth et al. den Einfluss von TGF-β1 

auf den mitochondrialen Energiemetabolismus. Die Stimulation von Kardiomyozyten mit 

TGF-β1 führte zu einer vermehrten mRNA-Expression der UCPs. Eine Zunahme der 

UPCs beeinflusst die ATP-Bereitstellung, über eine Auflösung des Protonengradienten 

an der Mitochondrienmembran, negativ. Dies führt dazu, dass das Energieniveau unter 

Belastung nicht ausreicht, um die Herzfunktion an die vermehrte Nachfrage anzupassen. 
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Die hier aufgeführte Studie liefert einen Erklärungsansatz für den negativ-inotropen 

Effekt, den TGF-β1 in den Versuchen dieser Arbeit auf die Kardiomyozyten hat.  

Eine Herzinsuffizienz bezeichnet alle Zustände, bei denen die Pumpleistung des Herzens 

nicht ausreicht, um den Blutkreislauf unbeeinträchtigt zu erhalten (Nationale 

Versorgungsleitlinie (NVL) Chronische Herzinsuffizienz). Dies führt zu einer 

Aktivierung des RAAS. Es folgt eine gesteigerte AngII-Freisetzung sowie eine erhöhte 

mRNA-Expression von TGF-β1. AngII wirkt dadurch kontraktionshemmend (Cohn et al. 

1981; Wenzel et al. 2001). Auch Mufti et al. konnten durch Inhibitorversuche mit 

Rattenkardiomyozyten den indirekten Nachweis erbringen, dass AngII seine 

kontraktionshemmende Wirkung über TGF-β1 vermittelt (Mufti et al. 2008). Sie 

inkubierten isolierte Kardiomyozyten über 24 Stunden mit AngII. Eine Gruppe der Zellen 

wurde zusätzlich mit einem Antikörper gegen TGF-β1 behandelt. Nach 24 Stunden wurde 

die relative Zellverkürzung der Kardiomyozyten bei einer Stimulation mit 2 Hz 

gemessen. Die alleinige Inkubation mit AngII führte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu 

einer 29,5 % geringeren Kontraktion. Der Einsatz von TGF-β1-Antikörpern verhinderte 

die AngII-induzierte Kontraktionsminderung vollständig. Daraus geht hervor, dass AngII 

durch die Förderung der TGF-β1-Synthese kontraktionshemmend wirkt.  

TGF-β1 ist ein Zytokin, welches bei druckinduzierter Hypertrophie stark exprimiert wird 

und eine entscheidende Rolle bei dem damit verbundenen Funktionsverlust spielt (Boluyt 

et al. 1994). Boluyt et al. untersuchten ventrikuläre Kardiomyozyten von gesunden und 

hypertensiven Ratten mit und ohne Anzeichen einer Herzinsuffizienz. Sie verglichen die 

mRNA-Expression von TGF-β1 mittels Northern Blot. Diese war bei hypertensiven 

Ratten ohne Anzeichen einer Herzinsuffizienz nicht erhöht. Kardiomyozyten von Tieren, 

die bereits eine Einschränkung der Herzfunktion aufwiesen, zeigten dagegen eine erhöhte 

mRNA-Expression von TGF-β1. Daraus ist zu schlussfolgern, dass TGF-β1 nicht in der 

Frühphase der druckinduzierten Hypertrophie exprimiert wird, sondern erst in einem 

späteren Stadium. Die erhöhte TGF-β1-Expression geht mit einem myokardialen 

Funktionsverlust einher.  

Die hier aufgeführten Studien belegen die Rolle des TGF-β1-Signalweges bei der 

Progression des kardialen Funktionsverlustes, welche schlussendlich zu einem 

Herzversagen führen kann. Daher ist es erstrebenswert, diesen Signalweg genauer zu 

definieren und auf therapeutische Interventionsmöglichkeiten zu untersuchen.  
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4.2 Der Einfluss von TGF-β1 auf die Kontraktion ist 

abhängig von PI3Kγ  

Neben TGF-β1 hat auch PI3Kγ einen negativen Einfluss auf die Kontraktion adulter 

Kardiomyozyten. Bisher wurde kein Zusammenhang der beiden Signalwege dargestellt. 

Wir konnten durch Einsatz spezifischer Inhibitoren sowie anhand von KO-Mäusen eine 

Beteiligung von PI3Kγ an der TGF-β1-induzierten Kontraktionshemmung zeigen (siehe 

Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Einfluss des PI3Kγ-Inhibitors bzw. des PI3Kγ-KO auf die TGF-β1-induzierte Reduktion der 

kontraktilen Funktion  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss der PI3Kγ-selektive 

Inhibitor AS605240 auf die Kontraktion TGF-β1-stimulierter Kardiomyozyten nimmt. 

TGF-β1 regulierte das Kontraktionsvermögen sowie die Kontraktions- und 

Relaxationsgeschwindigkeit negativ. Bei zusätzlicher Inkubation mit AS605240 hatte 

TGF-β1 keinen Einfluss auf das Kontraktionsverhalten von isolierten Kardiomyozyten.  

Damit wurde deutlich, dass PI3Kγ ein essenzieller Mediator für die TGF-β1-induzierte 

Reduktion der kontraktilen Funktion ist. Da AS605240 durch die Blockierung der 

ATP-Bindungsstelle die Kinase-Funktion von PI3Kγ einschränkt, kann außerdem 

spezifiziert werden, dass die Kinasefunktion der PI3Kγ essenziell ist, damit TGF-β1 auf 

die Kontraktion wirken kann (Camps et al. 2005). 

PI3Kγ ist über seine Untereinheiten mit der Phosphodiesterase 3B (PDE3B) assoziiert 

(Voigt et al. 2006). PI3K trägt zu dessen Aktivität bei. Neben der PDE3B gibt es weitere 

Isoformen. Eine Inhibition aller Isoformen hemmt die Progression einer 
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TGF-β1-induzierten Lungenfibrose (Wójcik-Pszczoła et al. 2020). PDE10A ist eine 

Isoform, deren Vorkommen ebenfalls im kardialen Gewebe nachgewiesen wurde. Es 

konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition die TGF-β1-induzierte Fibrose hemmt, 

welche Teil des kardialen Remodeling-Prozesses ist, der durch TGF-β1 gefördert wird 

(Chen et al. 2020). Daraus ergibt sich die Vermutung, dass sich eine verringerte 

PDE-Aktivität, ausgelöst durch eine PI3Kγ-Inhibition, auf den TGF-β1-Signalweg 

auswirkt. Dies könnte eine Begründung für die ausbleibende Wirkung von TGF-β1 auf 

die Kontraktion von Kardiomyozyten bei AS605240-Inkubation sein.  

Wie oben beschrieben blockiert AS605240 die ATP-Bindungsstelle der PI3Kγ (Camps et 

al. 2005). Diese befindet sich in der katalytischen Untereinheit p110γ (Zhu et al. 2021). 

Dementsprechend wurde durch den hier verwendeten Inhibitor ausschließlich die 

katalytische Untereinheit gehemmt. Von anderen PI3K-Isoformen ist jedoch bekannt, 

dass zwischen der regulatorischen Untereinheit und dem TGF-β1-Rezeptor eine 

konstitutive Bindung besteht. Eine TGF-β1-Stimuation führt dadurch zur Aktivierung von 

AKT, einem PI3K-Target (Yi et al. 2005). In dieser Arbeit wurde daher ebenfalls das 

Kontraktionsverhalten von Kardiomyozyten von PI3Kγ-KO-Mäusen untersucht, die mit 

TGF-β1-stimliert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-β1 keinen Einfluss auf die 

Zellverkürzung von PI3Kγ-KO-Mäusen hat. Die mit dem Inhibitor AS605240 

durchgeführten Versuche wurden damit bestätigt. Inwieweit auch die regulatorische 

Untereinheit der PI3Kγ mit dem Rezeptor assoziiert ist, wurde bisher nicht geklärt. Eine 

durch TGF-β1-stimulierte Aktivierung der regulatorischen Untereinheit mit 

nachfolgender Stimulation der katalytischen Untereinheit und Einleitung des 

AKT-Signalweges könnte ebenfalls einen Erklärungsansatz für den Einfluss von PI3Kγ 

auf den TGF-β1-Signalweg darstellen. Buzaglo et al. diskutierten eine konstante 

Hemmung der Herzmuskulatur durch AKT (Buzaglo et al. 2019). Im Fall, dass PI3Kγ 

durch die Inhibition mit AS605240 seine Kinase-Funktion verliert, bleibt eine 

AKT-Aktivierung und Inhibition der Herzmuskulatur aus. Gleiches gilt bei einem 

PI3Kγ-KO. Andere Untersuchungen brachten AKT mit einer verstärkten Inotropie und 

physiologischer Hypertrophie in Zusammenhang (Latronico et al. 2004). Auch Sun et al. 

zeigten, dass eine AKT-Aktivierung einen positiv inotropen Effekt hat. Spezifizierten, 

aber gleichzeitig, dass dieser durch die α-Isoform ausgelöst wird (Sun et al. 2006). AKT 

als PI3K-Target war in dieser Arbeit kein Untersuchungsgegenstand. Die oben 
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dargelegten Untersuchungen zeigen jedoch, dass Potential für weitere Untersuchungen 

besteht. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-β1 die Kontraktion von 

Kardiomyozyten über den PI3Kγ-Signalweg negativ beeinflusst. Um aus dieser 

Erkenntnis einen therapeutischen Nutzen ziehen zu können, ist es jedoch notwendig 

genauer zu definieren wie PI3Kγ im Zusammenhang mit TGF-β1 die Kontraktion 

beeinflusst. Da eine TGF-β1-Stimulation sowohl bei Inhibition als auch bei einem KO 

von PI3Kγ keine Wirkung auf den Kontraktionsprozess zeigte, liegt die Vermutung nahe, 

dass die katalytische Untereinheit der PI3Kγ bzw. dessen Kinase-Funktion entscheidend 

ist. Weitere Untersuchungen mit Kinase-defizienten Versuchstieren könnten diese 

Hypothese prüfen. 

  

4.3 Die Bedeutung der PI3Kγ für die Kontraktion  

In Kardiomyozyten werden die Isoformen PI3Kα und PI3Kγ exprimiert. Für PI3Kγ 

konnte bereits gezeigt werden, dass es auch unabhängig von einer TGF-β1-Stimulation 

einen negativen Einfluss auf die Kontraktion hat (Crackower et al. 2002; Ghigo und Li 

2015).  

Bei WT-Mäusen, die mit dem selektiven PI3Kγ-Inhibitor AS605240 inkubierten, konnte 

jedoch keine positive Veränderung der Untersuchungswerte festgestellt werden. Sowohl 

die Zellverkürzung als auch die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit blieben 

unter Inhibitor-Inkubation unverändert. Wird PI3Kγ von dem G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren aktiviert folgt eine Anhäufung von PIP3 und die Phosphorylierung von 

AKT/PKB (Stoyanov et al. 1995). Camps et al. zeigten durch Inhibitor-Versuche mit 

unterschiedlichen Konzentrationen, dass der selektive PI3Kγ-Inhibitor AS605240 die 

ATP-Bindungsstelle von PI3Kγ blockiert und damit die Phosphorylierung und 

Aktivierung von AKT/PKB hemmt. Die Kinaseaktivität von PI3Kγ wird also durch den 

Inhibitor eingeschränkt. Es wurden zusätzliche Versuche mit dem strukturell ähnlichen 

PI3Kγ-Inhibitor AS605840 durchgeführt. Dieser zeigte jedoch ein geringeres zelluläres 

Potential, da AS605240 eine bessere Zellpermeabilität aufweist (Camps et al. 2005). Es 

ist demnach davon auszugehen, dass auch bei unseren Versuchen die Kinaseaktivität 

eingeschränkt wurde. Die Wirkung von PI3Kγ auf das kardiovaskuläre System kann 
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jedoch auf kinaseabhängigen und -unabhängigen Wegen vermittelt werden.   (Alloatti et 

al. 2004). Demnach könnte PI3Kγ bei AS605240-Inkubation noch eine 

kinaseunabhängige Wirkung haben und mit anderen Proteinen in Interaktion treten. So 

hätte es noch die Fähigkeit die Kontraktion negativ zu beeinflussen, weshalb 

dementsprechend auch keine Veränderung der basalen Zellverkürzung zu sehen war. Um 

einen positiven Einfluss auf die Kontraktion zu nehmen, wäre es demnach nicht 

ausreichend nur die Kinaseaktivität von PI3Kγ zu hemmen, sondern es bedarf einer 

vollständigen Deletion des Gens.   

In der vorliegenden Arbeit konnte bestätigend für diese Hypothese gezeigt werden, dass 

Kardiomyozyten von Mäusen mit einem PI3Kγ-KO im Vergleich zu Kardiomyozyten 

von WT-Tieren eine stärkere basale Zellverkürzung aufweisen (siehe Abbildung 20). 

Auch Untersuchungen von Crackower et al. bestätigen, dass eine Deletion zu einer 

verbesserten Herzfunktion führt (Crackower et al. 2002). Eine Erklärung könnte eine 

Erhöhung des basalen cAMP-Spiegel sein, welcher bei PI3Kγ-KO-Mäusen festgestellt 

wurde (Patrucco et al. 2004). PI3Kγ gehört der Klasse 1B der PI3Ks an und wird durch 

eine G-Protein-gekoppelten Rezeptor aktiviert. Die katalytische Funktion der PI3Kγ wird 

durch die Untereinheit p110γ ausgeführt. Neben dieser besitzt PI3Kγ die regulatorische 

Untereinheit p101 oder p84/87 (Castellano und Downward 2011). In Kardiomyozyten 

wird p84/87 exprimiert (Suire et al. 2005). Es konnte gezeigt werden, dass PI3Kγ in 

Kardiomyozyten über beide Untereinheiten kinaseunabhängig als Ankerprotein für 

PDE3B und die PKA fungiert und damit einen makromolekularen Komplex bildet 

(Baillie 2009; Voigt et al. 2006; Patrucco et al. 2004). Die PKA kontrolliert die PDE3B 

Aktivität, welche wiederum den Abbau von cAMP fördert.  (Patrucco et al. 2004; Voigt 

et al. 2006; Hirsch et al. 2009). Folglich würde eine Deletion der PI3Kγ bedeuten, dass 

die PDE3B an Aktivität verliert. Damit erklärt sich der Anstieg des cAMP-Spiegels bei 

PI3Kγ-KO. 

Steigt cAMP an, wird die PKA aktiviert, die neben der PDE-Aktivität auch den 

Calciumhaushalt der Kardiomyozyten reguliert. Eine Erhöhung der 

Calciumkonzentration ist die Voraussetzung für den Ablauf der Kontraktion. Die PKA 

aktiviert die Calciumkanäle des L-Typs. Bei Depolarisation der Membran kommt es 

dadurch zu einem vermehrten Calciumeinstrom. Weiterhin phosphoryliert die PKA den 

Ryanodin-Rezeptor und PLB (Endoh 2006). Dies resultiert zum einen in einer schnellen 

Calciumfreisetzung aus dem SR und zum andern in der Aktivierung der SERCA2A, die 



83 

 

ein schnelles Auffüllen der Calciumspeicher bei Relaxation ermöglicht. Eine Erhöhung 

des cAMP-Spiegels durch eine PI3Kγ-Deletion wirkt sich daher positiv inotrop auf die 

Kontraktion aus.  

Patrucco et al. führten Untersuchungen mit Mäusen durch, deren PI3Kγ-Kinaseaktivität 

genetisch ausgeschaltet war (PI3KγKD). Das Protein selbst war jedoch noch 

vorhanden, eine Bindung an die Untereinheiten weiterhin möglich und PI3Kγ 

demnach in seiner kinaseunabhängigen Funktion nicht eingeschränkt. Der basale 

cAMP-Spiegel blieb in diesem Versuchsmodell unverändert (Patrucco et al. 2004). 

Dies zeigt, dass der positiv inotrope Effekt auf die basale Kontraktion, den wir bei einer 

PI3Kγ-Deteltion zeigen konnten, darauf zurückzuführen ist, dass PI3Kγ nicht mehr 

kinaseunabhängig als Ankerprotein agieren konnte. 

Da das basale Kontraktionsvermögen auch in den oben dargelegten Inhibitor-Versuchen 

nicht erhöht ist, ist davon auszugehen, dass der Inhibitor keinen Einfluss auf die 

kinaseunabhängige Funktion der PI3Kγ nimmt. Demennach wäre bei einer 

PI3Kγ-Inhibition mit AS605240 die Interaktion von PI3Kγ mit PDE3B und weiteren 

Proteinen möglich und der cAMP-Spiegel unverändert. Daraus ergibt sich die Erklärung 

für die unterschiedliche basale Zellverkürzung, die wir bei PI3Kγ-Inhibition und 

PI3Kγ-KO sehen konnten. Bei dem Vergleich der Kontraktionsversuche muss jedoch 

beachtet werden, dass es sich bei den Inhibitor-Versuchen um einen Akut-Versuch 

handelt, wohingegen das Ausschalten der PI3Kγ auf genetischer Ebene ein chronisches 

Versuchsmodell darstellt. Daher muss in Erwägung gezogen werden, dass bei den 

PI3Kγ-KO-Mäusen gegebenenfalls Adaptationsmechanismen stattgefunden haben, die 

die Signalwege beeinflussen. 

Neben PI3Kγ wird in Kardiomyozyten die α-Isoform exprimiert. Häufig wird seine Rolle 

als Gegenspieler zur PI3Kγ diskutiert. Bestätigend für diese These konnte dargelegt 

werden, dass eine Überexpression dieser Isoform, anders als eine PI3Kγ-Überexpression, 

zu einer verbesserten Kontraktilität führt (Yano et al. 2008). Eine Überexpression einer 

dominant negativen PI3Kα-Isoform reduziert die basale Kontraktion (Liang et al. 2010). 

Ein Knockout der PI3Kγ führte in dieser Arbeit dagegen zu einem Anstieg der basalen 

Kontraktion. Dies bestätigt die entgegengesetzte Rolle der beiden Isoformen bei der 

Regulation der myokardialen Kontraktion.  
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Sun et al. zeigten, dass eine verstärkte Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in 

Kardiomyozyten, zu einem verstärkten Calciumeinstrom durch die L-Typ-Calciumkanäle 

führt. Dies resultiert in einer gesteigerten Kontraktion. Durch Untersuchungen mit 

PI3Kγ- und PI3Kα-KO-Mäusen konnte die verstärkte inotrope Wirkung der PI3Kα 

zugeschrieben werden (Sun et al. 2006). Weitere Studien bewiesen die Bedeutung der 

PI3Kα für die Herzfunktion unter physiologischen und pathologischen Bedingungen. 

Mc Mullen et al. belegten, dass PI3Kα eine Verbesserung der Herzfunktion bei 

physiologischer Belastung fördert. Gleichzeigt konnte bei Mäusen deren Herzen einem 

erhöhten pathologischen Druck ausgesetzt waren gezeigt werden, dass PI3Kα vor 

Hypertrophie und dem damit verbundenen Funktionseinschränkung schützt (McMullen 

et al. 2007; McMullen et al. 2003). Dabei ist zu beachten, dass PI3Kα aus der 

regulatorischen Untereinheit p85 und der katalytischen Untereinheit p110α besteht und 

anders als PI3Kγ durch den Tyrosinkinase-Rezeptor aktiviert wird. Es handelt sich 

demnach um einen anderen Aufbau und einen anderen Signalweg, was keinen direkten 

Vergleich beider Isoformen zulässt. Dennoch war ein diskutierter Ansatz für die 

Behandlung von Herzinsuffizienzen, die Inhibition der PI3Kγ mit gleichzeitiger 

Überexpression von PI3Kα zu kombinieren (Oudit und Kassiri 2007). Dabei sollte 

bedacht werden, dass eine Überexpression von PI3Kα zur Hypertrophie führt (Shioi et al. 

2000). Des Weiteren wird PI3Kγ ein protektiver Effekt vor Arrhythmien zugeschrieben, 

welcher durch eine Inhibition verloren gehen könnte (Ghigo et al. 2012).  Daher sind 

PI3Kα und PI3Kγ nicht als Gegenspieler anzusehen, sondern vielmehr als unabhängige 

Mediatoren verschiedener Signalwege. Das Ziel sollte es sein, durch zukünftige Arbeiten 

herauszufinden, wie man die positiven Aspekte beider Isoformen nutzen und dabei die 

negativen Effekte minimieren kann.  

 

4.4 PI3Kγ ist notwendig für die TGF-β1-induzierte Apoptose  

Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass TGF-β1 in Kardiomyozyten die 

Chromatin-Kondensation fördert, was gleichbedeutend mit der späten Apoptose ist. Nach 

einer Inkubation der Kardiomyozyten mit AS605240 war jedoch kein signifikanter 

Anstieg der TGF-β1-induzierten Apoptose erkennbar. 

Erste Hinweise auf eine Beteiligung von PI3K an der TGF-β1-induzierten Apoptose 

wurden bereits beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Inhibition von PI3K durch 
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LY294002 und Wortmannin die TGF-β1-induzierte Apoptose hemmt (Warga 2015). 

Durch weitere Versuche mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 konnte bestätigt werden, 

dass die TGF-β1-induzierte Apoptose von PI3K abhängig ist (Brosinsky et al. 2021). Es 

wurden Kardiomyozyten mit TGF-β1 stimuliert und anschließend ein Caspase-Assay 

durchgeführt, welches die Einleitung der Apoptose widerspiegelt. Durch ein Hoe-Assay 

wurde zusätzlich die Chromatin-Kondensation untersucht, die zu einem späteren 

Zeitpunkt der Apoptose stattfindet. In beiden Versuchen konnte gezeigt werden, dass 

LY29002 die TGF-β1-induzierte Apoptose vollständig verhindert. Es handelt sich dabei 

um einen Inhibitor, der alle PI3K-Isoformen hemmt. In dieser Arbeit wurde die 

Chromatin-Kondensation von Kardiomyozyten nach TGF-β1-Stimuation und Inkubation 

mit dem selektiven PI3Kγ-Inhibitor AS605240 untersucht. Damit ergab sich die 

Vermutung, dass der Einfluss, den PI3K auf die TGF-β1-induzierte Apoptose hat 

spezifisch für die γ-Isoform ist.  

Dies wurde eindeutig durch die Versuche mit PI3Kγ-KO-Mäusen bestätigt, bei denen die 

Apoptoserate nach TGF-β1-Stimulation signifikant geringer war als bei stimulierten 

Wildtyp-Mäusen. Die vorliegenden Untersuchungen spezifizierten damit die oben 

aufgeführten Ergebnisse und zeigten eine Beteiligung der γ-Isoform am 

TGF-β1-Signalweg. Es konnte gezeigt werden, dass PI3Kγ obligat für die 

TGF-β1-induzierte Apoptose in Kardiomyozyten ist (siehe Abbildung 21). 

 

Abbildung 21: Abhängigkeit der TGF-β1-induzierten Apoptose in Kardiomyozyten von PI3Kγ  
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In der Arbeit von Brosinsky et al. wurden durch LY294002 alle PI3K-Isoformen 

gehemmt (Brosinsky et al. 2021). Unsere Ergebnisse zeigen, dass PI3Kγ als Mediator der 

TGF-β1-induzierten Apoptose fungiert, schließen aber nicht aus, dass dies auch für andere 

Isoformen gelten kann, insbesondere für das in Kardiomyozyten exprimierte PI3Kα. Aki 

et al. konnten anhand von vaskulären Endothelzellen zeigen, dass ein PI3Kα-KO die 

TGF-β1-induzierte Translokation von SMAD2 und SMAD3 in den Zellkern inhibiert 

(Aki et al. 2015). In Kardiomyozyten führt der Signalweg zur Apoptose (Schneiders et 

al. 2005).  Dies lässt die Überlegung zu, dass auch PI3Kα notwendig für die 

TGF-β1-induzierte Apoptose in Kardiomyozyten ist. Mithilfe eines EMSAs konnten wir 

jeodch zeigen, dass PI3Kγ in Kardiomyozyten, im Gegensatz zu PI3Kα in 

Endothelzellen, keinen Einfluss auf die SMAD-Bindungsaktivität besitzt. Die α-Isoform 

wurde außerdem als Mediator der physiologischen Hypertrophie identifiziert, welche bei 

physiologischer Belastung protektiv wirkt und auch bei vorhandenen Kardiomyopathien 

positive Effekte hat (McMullen et al. 2007; Weeks et al. 2012). Schlüsse über den 

PI3Kα-Signalweg in Endothelzellen sollten daher nicht ohne Weiteres mit dem 

PI3Kγ-Signalweg in Kardiomyozyten gleichgesetzt werden. Untersuchungen mit 

selektiven PI3Kα-spezifischen Inhibitoren oder einem PI3Kα-KO könnten weitere 

Erkenntnisse über die Rolle der PI3Kα in der TGF-β1-induzierten Apoptose liefern. 

AKT/PKB gilt als wichtiges Target von PI3K und wirkt über diesen Signalweg 

anti-apoptotisch (Vivanco und Sawyers 2002). Dies steht im Widerspruch zu unseren 

Ergebnissen, die darlegten, dass PI3Kγ die TGF-β1-induzierte Apoptose vermittelt. Auch 

Zhang et al. zeigten durch den Einsatz von VO-OHpic, dass PI3K auch auf das Überleben 

von Kardiomyozyten einen positiven Effekt hat, was unseren Ergebnissen widerspricht. 

Es handelt sich dabei um einen PTEN-Inhibitor. PTEN gilt als Antagonist des PI3K/AKT 

Signalweges, der PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert. Die Inhibition des PI3K-Antagonisten 

führt in Kardiomyozyten zu einer Apoptoseresistenz und verbesserte in kultivierten 

Herzmuskelzellen das Überleben (Zhang et al. 2018). Bei einer PTEN-Inhibition werden 

jedoch alle PI3K-Isoformen gefördert, nicht nur PI3Kγ.  Die gegensätzliche Rolle des 

PI3K und TGF-β1-Signalweges zeigten ebenfalls Conery et al., die verdeutlichten, dass 

AKT Verbindungen mit SMAD3 eingeht und damit dessen Phosphorylierung und 

Aktivierung vermindert (Conery et al. 2004). Anhand ihrer Ergebnisse schlossen sie, dass 

die Sensitivität von Zellen gegenüber der TGF-β1-Stimulation von dem Verhältnis von 

SMAD3 zu AKT abhängt. In Zellen mit einem hohen SMAD3-Spiegel kann ein großer 
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Anteil in den Nukleus translozieren und damit die Apoptose auslösen. Überwiegt AKT, 

wird SMAD3 von diesem gebunden und TGF-β1 kann die Apoptose nicht induzieren. Bei 

einer PI3K-Inhibition oder einem PI3Kγ-KO würde man dementsprechend eine Abnahme 

der AKT-Aktivität erwarten und eine verstärkte Translokation von SMAD3 in den 

Nukleus. Anhand von Retardation-Assays konnten wir zeigen, dass TGF-β1 zu einer 

Akkumulation von SMAD-Proteinen im Nukleus führt. Dies blieb jedoch unverändert bei 

einer PI3K-Inhibition oder einem PI3Kγ-KO. Demensprechend deuten unsere Ergebnisse 

darauf hin, dass der Einfluss den PI3Kγ auf die Apoptose nimmt, nicht auf eine 

Veränderung der SMAD-Bindungsaktivität im Nukleus zurückzuführen ist. Es ist zu 

beachten, dass die Assoziation von AKT und SMAD3 in den Versuchen von Conery et 

al. unabhängig von der Kinaseaktivität von AKT und damit auch unabhängig von PI3K 

stattfand. Die Bindung von AKT und SMAD3 war reversibel und eine Stimulation mit 

TGF-β1 konnte die Assoziation leicht auflösen. Des Weiteren wurden ausschließlich in 

vitro Versuche mit schnell proliferierenden Zellkulturen durchgeführt. Die 

Untersuchungen der Apoptose in dieser Arbeit wurden dagegen mit isolierten 

ventrikulären Kardiomyozyten von Ratten und Mäusen durchgeführt. Es sollte beachtet 

werden, dass der Zellzyklus bei nicht teilungsfähigen Kardiomyozyten ein anderer ist als 

in schnell proliferierenden Zellkulturen. Eine TGF-β1-Stimulation kann verschiedene 

Effekte auslösen und sowohl zum Wachstumsstillstand als auch zur Apoptose führen 

(Massagué 1998). Dies zeigt, dass Ergebnisse von Untersuchungen unterschiedlicher 

Spezies nur begrenzt vergleichbar sind. Dies sollte auch Beachtung finden bei der 

Übertragung unserer Ergebnisse, die mit Kardiomyozyten von Ratten und Mäusen erzielt 

wurden, auf humane Kardiomyozyten.  

Weitere Arbeiten belegen, dass durchaus Parallelitäten zwischen dem TGF-β1 und 

PI3K-Signalweg bestehen. Lamouille und Derynck wiesen nach, dass TGF-β1 und PI3K 

in der Entstehung von malignen Entartungen nicht entgegengesetzt wirken, sondern die 

Signalwege zusammenhängen und das Fortschreiten von Tumorerkrankungen fördern. Es 

konnte gezeigt werden, dass auf eine TGF-β1-Stimulation die Aktivierung des 

PI3K-Signalweges folgt.  Dies führt zu einer AKT-Aktivierung und damit zu einer 

schnellen Phosphorylierung von mTORC1. TGF-β1 fördert dadurch das Zellwachstum 

und die Proteinsynthese (Lamouille und Derynck 2007). Diese Untersuchungen wurden 

jedoch an Zellkulturen mit Drüsen-Epithelzellen und Keratinozyten durchgeführt. Diese 

besitzen eine hohe Proliferationsrate und einen anderen Zellzyklus als Kardiomyozyten. 
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Die Ergebnisse sind daher nicht gänzlich auf Kardiomyozyten übertragbar. Des Weiteren 

war der Gegenstand dieser Untersuchung der mTORC-Signalweg. Die Ergebnisse 

belegen somit zwar einen Zusammenhang zwischen PI3K und dem TGF-β1-Signalweg, 

können aber nicht gänzlich auf apoptotische Prozesse projiziert werden. 

Zwischen der regulatorischen Untereinheit p85 der PI3K und dem TGF-β-Rezeptor II 

liegt eine konstitutive Bindung vor. Erfolgt eine TGF-β1-Stimulation reagiert ALK5 mit 

p85 und aktiviert nachfolgend AKT. Dieses hemmt TSC, welches seine inhibitorische 

Wirkung auf mTORC1 verliert (Yi et al. 2005). Auch diese Ergebnisse wurden durch 

Untersuchungen mit Zellkulturen erzielt und sind daher nicht auf Kardiomyozyten 

übertragbar. Die regulatorische Untereinheit p85 ist außerdem ein Bestandteil der 

PI3K-Isoformen aus der Klasse 1A. Gegenstand unserer Untersuchungen war die Isoform 

PI3Kγ aus der Klasse 1B, welche die regulatorische Untereinheit p101 oder p84/87 besitzt 

(Stephens et al. 1997; Suire et al. 2005). Inwieweit auch diese mit den TGF-β1-Rezeptoren 

assoziiert sind, ist nicht geklärt. 

Neben der Apoptose existieren weitere Formen des Zelltods. In dieser Arbeit wurde 

anhand einer Chromosomenfärbung auch die Nekroserate von Kardiomyozyten nach 

TGF-β1-Stimulation untersucht. Die Stimulation bewirkte, dass deutlich weniger 

Kardiomyozyten nekrotisch wurden. Eine Erklärung dafür könnte darin liegen, dass 

TGF-β1 in Kardiomyozyten einen Signalweg induziert, der zur Apoptose führt, bevor die 

Zellen nekrotisch werden. Der Anteil von nekrotischen Zellen verringert sich dadurch bei 

TGF-β1-Stimulation zugunsten der Apoptose. Im Hoe-Assay wurde durch die 

Beurteilung der Chromatin-Färbung des Weiteren deutlich, dass ein PI3Kγ-KO zu einer 

signifikanten Reduktion der Nekroserate führt, wohingegen die Inhibition durch 

AS605240 keine signifikante Änderung herbeiführte. Die Rolle von PI3K in anderen 

Formen des Zelltods als der Apoptose, ist nicht genau erklärt. Durch Versuche mit dem 

PI3K-Inhibitor LY294002 konnte gezeigt werden, dass PI3K die Nekroptose vermittelt 

(Ono et al. 2004; Liu et al. 2009). Hu et al. konnten PI3Kα als Mediator der 

TNF-induzierten Nekroptose identifizieren  (Hu et al. 2020). Diese Versuche wurden 

bisher jedoch nur in vitro durchgeführt und konzentrierten sich nicht auf PI3Kγ. Daher 

gilt es zu klären, ob auch PI3Kγ einen Einfluss auf weitere Formen des Zelltods nimmt. 
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4.5 Der PI3Kγ-Signalweg existiert unabhängig von dem 

SMAD-Signalweg 

Die Aktivierung von PI3K durch TGF-β1 stellt einen von mehreren 

non-SMAD-Signalwegen dar. Diese Signalwege sind jedoch nicht unabhängig 

voneinander und nicht unabhängig von dem SMAD-Signalweg zu betrachten, da eine 

gegenseitige Einflussnahme besteht (Zhang et al. 2013; Zhang 2017). Die Proteinkinasen, 

die auf den non-SMAD Signalwegen aktiviert werden, sind in der Lage ebenfalls 

R-SMADs zu phosphorylieren und deren Aktivität zu kontrollieren (Kretzschmar et al. 

1999; Engel et al. 1999). 

 

Abbildung 22: Der Apoptose-auslösende TGF-β1-induzierte SMAD-Signalweg läuft unabhängig von PI3Kγ 

ab. Erklärungsansätze wie PI3Kγ unabhängig vom SMAD-Signalweg als Mediator für die 

TGF-β1-induzierte Apoptose wirken kann, sind gelb markiert a) als weiteres Signalmolekül aktiviert durch 

den TGF-β1-Rezeptor beispielsweise durch Phosphorylierung notwendiger Transkriptionsfaktoren  

b) post-translational durch Interaktion mit Apoptose-auslösenden TGF-β1-Targets 

 

Heger et al. zeigten, dass die TGF-β1-induzierte Apoptose von einer SMAD-Aktivierung 

abhängig ist (Heger et al. 2011). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass zusätzlich auch die 

PI3Kγ an der TGF-β1-induzierten Apoptose beteiligt ist. Daher ergab sich die Vermutung, 

dass die TGF-β1-induzierten Effekte von PI3Kγ im Zusammenhang mit dem 

SMAD-Signalweg stehen, so wie es bei anderen non-SMAD-Signalwegen der Fall ist. In 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der SMAD-Signalweg unabhängig von PI3Kγ 
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existiert bzw. die Signaltransduktion der PI3Kγ unabhängig von SMAD-Proteinen 

abläuft. PI3Kγ ist jedoch, ebenso wie der SMAD-Signalweg, ein obligater Mediator für 

die TGF-β1-induzierte Apoptose. Der Zusammenhang von PI3Kγ und dem 

SMAD-Signalweg, sowie mögliche Erklärungsansätze wie PI3Kγ die TGF-β1-induzierte 

Apoptose SMAD-unabhängig vermittelt, sind in Abbildung 22 dargestellt. 

 

4.5.1 PI3Kγ hat keinen Einfluss auf die SMAD-Kaskade 

Eine Inhibition aller PI3K-Isoformen verhindert die TGF-β1-induzierte 

SMAD2-Phosphorylierung (Bakin et al. 2000). Dies wurde in vitro mit einer Zellreihe 

von Brustepithelzellen untersucht. Bakin et al. analysierten anhand eines Immunoblots, 

dass die TGF-β1-induzierte SMAD2-Phosphorylierung ihr Maximum nach einer Stunde 

Inkubationszeit erreicht. Die zusätzliche Inkubation mit LY294002 führte zu einer 

deutlichen Verringerung der Phosphorylierung. Der Gesamtanteil des Proteins blieb dabei 

unverändert. Weitere Zusammenhänge zwischen dem TGF-β1 und PI3K-Signalweg 

konnten in Endothelzellen identifiziert werden. Sabater et al. zeigten, dass eine 

kombinierte Aktivierung von PI3K und SMAD2 zu einer vermehrten Zellproliferation 

von Endothelzellen der Kornea führt (Sabater et al. 2017). Diese beiden Studien belegen 

ein Zusammenwirken von PI3K und dem TGF-β1-induzierten SMAD-Signalweg in 

Endothelzellen. Da wir feststellen konnten, dass PI3Kγ auch in Kardiomyozyten ein 

Mediator des TGF-β1-Signalweges ist, war es Ziel dieser Arbeit zu klären, ob ebenfalls 

ein Zusammenhang zwischen PI3Kγ auch dem SMAD-Signalwege in Kardiomyozyten 

besteht.  

Folgend auf die Phosphorylierung und Komplexbildung der SMAD-Proteine findet ihre 

Translokation in den Nukleus statt, wo sie als Transkriptionsfaktoren fungieren. 

Brosinsky et al. zeigten durch Untersuchungen der SMAD-Bindungsaktivität im Nukleus, 

dass eine Inhibition von PI3K durch LY294002 in Kardiomyozyten zu einer 

ausbleibenden SMAD-Aktivierung nach TGF-β1-Stimuation führte (Brosinsky et al. 

2021). Damit wurde bestätigt, dass PI3K in Kardiomyozyten nach einer 

TGF-β1-Stimulation Einfluss auf die Bindungsaktivität der SMADs an die DNA nimmt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde PI3Kγ selektiv durch AS605240 gehemmt. Daraufhin 

ließ sich keine Veränderung der SMAD2-Expression oder dessen Phosphorylierung nach 

TGF-β1-Stimulation erkennen.  Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass sowohl die 
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SMAD-Proteine als auch PI3Kγ notwendig sind für die TGF-β-induzierte Apoptose, die 

Signalwege jedoch unabhängig voneinander existieren. Ein weiterer Erklärungsansatz 

könnte sein, dass der pro-apoptotische TGF-β1-induzierte SMAD-Signalweg zwar 

unabhängig von PI3Kγ stattfindet, PI3Kγ dennoch für die spätere Signaltransduktion des 

apoptotischen Signals notwendig ist.  

Des Weiteren scheint es, dass in Endothelzellen eine andere PI3K-Isoform für die 

TGF-β1-induzierte SMAD2-Phosphorylierung notwendig ist als PI3Kγ. Aki et al. zeigten 

an Endothelzellen, dass eine Deletion des PI3Kα-Gens die SMAD2 und 

SMAD3-Phosphorylierung verhindert. Bei Epithelzellen oder vaskulären Muskelzellen, 

war dies nicht festzustellen (Aki et al. 2015). Sie zogen den Schluss, dass die SMAD2 

bzw. SMAD3-Phosphorylierung nicht in allen Zelltypen PI3Kα-abhängig ist. Als weitere 

Erklärung stellen Aki et al. die Hypothese auf, dass die Rolle der PI3Kα in der 

SMAD-Phosphorylierung bei dessen Deletion von der Isoform PI3Kβ übernommen wird. 

Neben PI3Kγ gilt PI3Kα als Isoform, die verstärkt in Kardiomyozyten exprimiert wird. 

Daher ist es möglich, dass PI3Kα nicht nur in Endothelzellen, sondern auch in 

Kardiomyozyten die Phosphorylierung der SMAD-Proteine beeinflusst. Es scheint 

jedoch wahrscheinlich, dass PI3Kα diese Rolle in Endothelzellen einnimmt, da es ein 

Signalmolekül bei endozytotischen Prozessen ist, welche in anderen Zelltypen wie 

Kardiomyozyten von untergeordneter Relevanz sind. Des Weiteren nehmen PI3Kα und 

PI3Kγ unterschiedliche Stellungen in der Signaltransduktion von Kardiomyozyten ein. 

Während eine Überexpression von PI3Kα zu einer Wachstumssteigerung führt (Shioi et 

al. 2000), moduliert PI3Kγ die Kontraktion (Crackower et al. 2002). Daher ist eine 

differenzierte Betrachtung beider Signalwege notwendig. Um den Einfluss von PI3Kα 

auf den TGF-β1-induzierten SMAD-Signalweg abschließend definieren zu können, sind 

weitere Untersuchungen mit adulten Kardiomyozyten notwendig. In dieser Arbeit wird 

ausgeschlossen, dass es die γ-Isoform ist, die Einfluss auf die SMAD-Kaskade in 

Kardiomyozyten nimmt. Es besteht jedoch ebenso die Möglichkeit, dass keine der 

Isoformen diese Kaskade beeinflusst und die Signalwege unabhängig voneinander 

existieren.  

Neben der SMAD-Phosphorylierung, die den Beginn des SMAD-Signalweges darstellt, 

untersuchten Aki et al.  auch die anschließende Translokation der Proteine in den 

Zellkern. Es wurde eine Immunfluoreszenzfärbung in Endothelzellen durchgeführt. Sie 

stellten fest, dass PI3Kα bzw. deren Kinaseaktivität für die nukleare Akkumulation von 
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SMAD2/3 notwendig ist (Aki et al. 2015).  In dieser Arbeit wurde die 

SMAD-Bindungsaktivität anhand von Kernextrakten adulter Kardiomyozyten 

untersucht. Die Ergebnisse wurden genutzt, um den Einfluss von PI3Kγ auf die 

Translokation von SMAD2/3 nach TGF-β1-Stimulation zu beurteilen. Die Ergebnisse 

zeigten, dass weder eine PI3Kγ-Inhibition noch ein PI3Kγ-KO die TGF-β1-induzierte 

SMAD-Bindung im Nukleus beeinflusst. In den Versuchen von Brosinsky et al. wurden 

durch LY294002 alle PI3K-Isoformen gehemmt, was zu einer ausbleibenden 

SMAD-Bindung führte. Demnach muss eine andere Isoform als PI3Kγ Einfluss auf die 

SMAD-Bindungsaktivität nehmen. Da Aki et al. dies für PI3Kα in Endothelzellen zeigen 

konnten und diese Isoform auch in Kardiomyozyten exprimiert wird, ergibt sich die 

Vermutung, dass PI3Kα für die SMAD-Bindung in Kardiomyozyten notwendig sein 

könnte.  

 

4.5.2 PI3Kγ hat keinen Effekt auf die SMAD7-Expression 

SMAD7 gilt als TGF-β1-Target-Gen, welches eine negative Rückkopplung darstellt, 

indem es die Einleitung des SMAD-Signalweges sowie die Expression von 

TGF-β1-Zielgenen inhibiert. Da die SMAD7-Expression nach TGF-β1 Stimulation erhöht 

ist, war ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluss einer selektiven PI3Kγ-Inhibition auf die 

SMAD7-Expression zu untersuchen. Es wurde festgestellt, dass die SMAD7-Expression 

nach TGF-β1-Stimulation unabhängig von PI3Kγ verläuft.  

Auch Edlund et al. zeigten bereits, dass eine PI3K-Inhibition keine Auswirkungen auf die 

SMAD7-Expression hat und bestätigen damit die hier dargelegten Ergebnisse (Edlund et 

al. 2004). Bei den Versuchen wurden jedoch Zellen des Prostatakarzinoms verwendet. 

Eine Übertragung der Ergebnisse auf Kardiomyozyten ist daher nur eingeschränkt 

möglich. Brosinsky et al. führten dagegen Arbeiten mit Kardiomyozyten durch. Sie 

zeigten, dass die SMAD7-Expression in Kardiomyozyten nach TGF-β1-Stimulation 

unbeeinflusst von dem PI3K-Inhibitor LY294002 bleibt (Brosinsky et al. 2021) und 

bestätigen damit unsere Ergebnisse. Anzumerken ist jedoch, dass durch LY294002 

sämtliche PI3K-Isoformen gehemmt werden. In dieser Arbeit wurde selektiv PI3Kγ 

inhibiert und damit ausgeschlossen, dass es einen Einfluss auf die mRNA-Expression von 

SMAD7 nach TGF-β1-Stimulation hat.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit schließen jedoch nicht aus, dass in Kardiomyozyten 

trotzdem eine gegenseitige Einflussnahme der Signalwege besteht. Für andere Zelltypten 

konnte das bereits gezeigt werden. Xie et al. stellten dar, dass eine TGF-β1-Stimulation 

in Zellen des hepatozellulären Karzinoms zu einer vermehrten Expression der 

microRNA-216a/217 führt (Xia et al. 2013). Diese hemmt PTEN, fördert damit den 

PI3K/Akt-Signalweg und reguliert gleichzeitig die SMAD7-Expression herunter. Daraus 

ergibt sich die Annahme, dass sich diese Signalwege konträr gegenüberstehen und sich 

gegenseitig beeinflussen.  

Des Weiteren wird durch unsere Arbeit nicht ausgeschlossen, dass PI3Kγ einen Einfluss 

auf andere Zielgene des TGF-β1-Signalweges nimmt. Von anderen TGF-β1-Targets ist 

bekannt, dass eine Wechselwirkung mit PI3K stattfindet. Die Aktivität des Promotors für 

das Zielgen Kollagen1 lässt sich durch eine PI3K-Inhibition mit LY294002 

herunterregulieren (Runyan et al. 2004). Brosinsky et al. bestätigten dies für 

Kardiomyozyten. Nach einer Inkubation mit LY294002 war die mRNA-Expression von 

Kollagen1 signifikant herunterreguliert (Brosinsky et al. 2021). Inwieweit dies auch 

spezifisch für PI3Kγ gilt, ist noch nicht geklärt. 

 

4.6 Fazit und Ausblick 

Die Bedeutung von PI3K für unterschiedliche Signalwege konnte in zahlreichen Studien 

belegt werden. Sie sind unter anderem an Signalwegen beteiligt, die die Proliferation, 

Differenzierung sowie den Metabolismus von Zellen regulieren. Aufgrund ihrer 

Vielseitigkeit gelten die PI3K-Isoformen als aussichtsreiche pharmakologische Targets. 

Es besteht die Möglichkeit der selektiven Inhibition sowie der kombinierten Inhibition 

mehrerer Isoformen. Aufgrund der Wirkung, die PI3K auf inflammatorische Prozesse hat, 

besitzen PI3K-Inhibitoren für die Behandlung von rheumatoider Arthritis oder dem 

Lupus erythematodes ein therapeutisches Potenzial (Camps et al. 2005; Maxwell et al. 

2012). Die bisher zugelassen Therapeutika Idelalisib, Duvelisib und Alpelisib bestätigen 

dies. Es handelt sich dabei um einen PI3Kδ-, PI3Kδ/γ- und einen PI3Kα-Inhibitor. 

Gegenstad dieser Arbeit ist vornehmlich PI3Kγ. Ein Knockout dieser Isoform inhibiert 

Makrophagen und die Neutrophilen-Migration und stellt daher eine Therapiemöglichkeit 

für chronische Entzündungen und Autoimmunerkrankungen dar (Cushing et al. 2012). 
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Bisher wurde lediglich der PI3Kγ-selektive Inhibitor IPI-549 in die klinische Prüfung für 

die Behandlung verschiedener Karzinome aufgenommen (Evans et al. 2016). 

Die entwickelten Therapieansätze, die in die klinische Prüfung eingegangen sind, 

beschränken sich vornehmlich auf die Behandlung verschiedener Malignome. Die 

Isoform PI3Kγ wird jedoch ebenfalls in Kardiomyozyten exprimiert und eine 

Überexpression derselben trägt zu kardialer Dysfunktion bei (Rosenkranz et al. 2002). 

Einen Angriffspunkt der Inhibitoren stellt die ATP-Bindungsstelle von PI3Kγ dar, welche 

sich in der katalytischen Untereinheit befindet. Die Region ist bei allen Isoformen der 

PI3K ähnlich und stark konserviert,  was eine selektive Hemmung erschwert (Taylor et 

al. 1999). Auch der verwendete Inhibitor AS605240 hemmt PI3Kγ durch eine Blockade 

der ATP-Bindungsstelle in der katalytischen Untereinheit (Camps et al. 2005). Eine 

Inhibition der PI3Kγ durch AS605240 konnte die Effekte der TGF-β1-induzierten 

Apoptose sowie die dadurch vermittelte Kontraktionseinschränkung mindern. Die 

vollständige Deletion erhöhte im Gegensatz zum Inhibitor auch das basale 

Kontraktionsvermögen. Außerdem war bei einem PI3Kγ-KO keine Apoptose-Induktion 

durch TGF-β1 erkennbar. Dennoch bietet eine Inhibition mit AS605240 einen 

vielversprechenden Ausblick für die Funktionsverbesserung bei Herzinsuffizienz. Einen 

weiteren möglich Ansatz könnte die Blockade der regulatorischen Untereinheit p84/87 

darstellen, welche in Kardiomyozyten exprimiert wird (Nürnberg und Beer-Hammer 

2019). Durch AS605240 wird lediglich die katalytische Untereinheit gehemmt. Eine 

zusätzliche Inhibition der regulatorischen Komponente könnte ähnliche Ergebnisse wie 

ein vollständiger Knockout hervorbringen. Mit dem Phosphopeptid 1257 (P-1257) ist 

bereits ein Inhibitor der regulatorischen Untereinheit p85 bekannt. Er stellt einen 

vielversprechenden Ansatz für die Tumorbehandlung dar (Suenaga et al. 2005; Folgiero 

et al. 2012). Es handelt sich dabei zwar um die Inhibition der regulatorischen Untereinheit 

der Klasse IA PI3Ks, zeigt aber, dass die Möglichkeit einer selektiven Hemmung der 

regulatorischen Untereinheit besteht. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Bindungsaffinität, damit ebenso die Kinaseaktivität, von PI3Kγ zum 

G-Protein-gekoppelten Rezeptor bei Präsenz der regulatorischen Untereinheit p101 stark 

zunimmt (Stephens et al. 1997). Damit könnte eine Inhibition von p84/87 für eine 

eingeschränkte Kinaseaktivität sorgen und die Wirkung von PI3Kγ damit verringert 

werden.  
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In dieser Arbeit konnte weiterhin dargestellt werden, dass PI3Kγ die Kontraktion adulter 

Kardiomyozyten negativ beeinflusst. Eine Inhibition der Isoform stellt daher einen 

therapeutischen Ansatz dar, um die Kontraktionskraft von Kardiomyozyten zu 

verstärken.  Neben PI3Kγ wird auch die α-Isoform in Kardiomyozyten exprimiert. Eine 

vorübergehende Überexpression verstärkt die myokardiale Kontraktionskraft, 

wohingegen dessen Inhibition zu einer verringerten Anzahl der spannungsabhängigen 

Kalziumkanäle führt und damit die Kontraktionskraft beeinträchtigt (Yano et al. 2008).  

Ein diskutierter Therapieansatz zur Verbesserung der kontraktilen Funktion stellt daher 

die Inhibition von PI3Kγ kombiniert mit einer Überexpression von PI3Kα dar (Oudit und 

Kassiri 2007). Dabei sollte jedoch bedacht werden, dass ein PI3Kγ-KO zu einer 

Hyperphosphorylierung der L-Typ-Calciumkanäle und PLB führen kann. Aufgrund 

nachfolgender Calciumfreisetzung fördert dies Spontanerregungen und ventrikuläre 

Arrhythmien, die bei bestehender Herzinsuffizienz eine Haupttodesursache darstellen 

(Perino et al. 2011; Ghigo et al. 2012).  

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Bedeutung von PI3Kγ für den 

TGF-β1-Signalweg dargelegt. Dieser sorgt im Zuge des Remodelings für kardiale 

Umbauprozesse, die zu Funktionseinschränkungen führen (Schultz et al. 2002). PI3Kγ 

vermittelt sowohl die kontraktionshemmende Wirkung von TGF-β1 als auch die 

TGF-β1-induzierte Apoptose. Im Verlauf der Herzinsuffizienz folgt auf die 

AngII-Freisetzung eine vermehrte TGF-β1-Expression, die zur Progredienz der 

Herzinsuffizienz beiträgt (Rosenkranz 2004; Schröder et al. 2006). Seropian et al. zeigten 

bereits, dass sich eine PI3Kγ-Inhibition durch AS605240 zu einem verminderten 

Remodeling nach Myokardinfarkt führt (Seropian et al. 2010). Da auch in dieser Arbeit 

gezeigt wurde, dass PI3Kγ die schädliche Wirkung von TGF-β1 vermittelt, stellt eine 

selektive PI3Kγ-Inhibition einen potenziellen Therapieansatz in Bezug auf 

Herzinsuffizienzen und den damit verbundenem Remodeling-Prozess dar. Weiterhin 

wurde gezeigt, dass der TGF-β1-induzierte PI3Kγ-Signalweg unabhängig von dem 

kanonisch aktivierten SMAD-Signalweg besteht. Auch über diesen werden apoptotische 

Prozesse eingeleitet (Schneiders et al. 2005). Eine kombinierte Inhibition beider 

Signalwege könnte die Apoptoserate von Kardiomyozyten während des Remodelings 

vermindern. Für PI3K konnte jedoch ebenfalls eine kardioprotektive Wirkung im Zuge 

des Remodeling-Prozesses nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Förderung des PI3K/AKT-Signalweges und die Inhibition des PI3K-Antagonisten PTEN 
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zu einer Apoptoseresistenz führt (Zhu et al. 2021). Eine PTEN-Inhibition bewirkt des 

Weiteren eine verringerte Fibrose des kardialen Gewebes, zu der es ebenfalls während 

des Remodelings kommt (Zhuang et al. 2022). Auch in der Methodik der ischämischen 

Präkonditionierung wird der Einfluss von PI3K diskutiert. Dabei wird das Herz kurzen 

subletalen ischämischen Perioden ausgesetzt und anschließend reperfundiert. Ein 

Knockout von PI3Kγ führte zu einer geringeren funktionellen Erholung sowie einer 

verstärkten Gewebsverletzung nach ischämischen Perioden. Dagegen waren Herzen von 

Mäusen mit einem PI3Kα-Knockout resistent gegenüber Ischämie-induzierten Schäden 

(Ban et al. 2008). Versuche mit Doppelmutanten in denen sowohl PI3Kα und PI3Kγ 

deletiert waren, zeigten ebenfalls eine verbesserte Regeneration (McLean et al. 2013). 

Daher bietet eine selektive PI3Kα-Deletion ebenfalls einen vielversprechenden Ansatz in 

der Behandlung ischämischer Herzerkrankungen.  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der PI3K-Signalweg und seine nachgeschalteten 

Moleküle die Herzfunktion vielfältig beeinflussen. In Kardiomyozyten werden die 

Isoformen PI3Kα und PI3Kγ exprimiert, die in physiologischen und pathologischen 

Zuständen die Herzfunktion sowohl verbessern als auch zu einer Progredienz einer 

Insuffizienz beitragen können. Zukünftig gilt es genauer zu definieren, inwieweit die 

kardioprotektiven Eigenschaften von PI3K bei einer selektiven Inhibition der einzelnen 

Isoformen beibehalten werden können und wie das therapeutische Potenzial dieses 

Signalweges für die Behandlung einer Herzinsuffizienz genutzt werden kann.  
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5 Zusammenfassung 

Der Wachstumsfaktor TGF-β1 trägt entscheidend zu der Entstehung und Progression 

einer Herzinsuffizienz bei. Im Zuge des kardialen Remodelings fördert TGF-β1 

Umbauprozesse, die Hypertrophie, Fibrose und Apoptose einschließen. Seine Wirkung 

wird u.a. über den SMAD-Signalweg vermittelt. Über einen non-SMAD-Signalweg wird 

des Weiteren die PI3K aktiviert, dessen Isoform PI3Kγ in Kardiomyozyten exprimiert 

wird. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit PI3Kγ an dem 

TGF-β1-induzierten Funktionsverlust sowie an der Apoptose von Kardiomyozyten 

beteiligt ist. Des Weiteren sollte geklärt werden, ob PI3Kγ Einfluss auf die 

TGF-β1-vermittelte Aktivierung des SMAD-Signalweges nimmt. 

Um die kontraktile Funktion zu beurteilen, wurden isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten 

im elektrischen Feld stimuliert. Die Untersuchungen von Kardiomyozyten der Wistar 

Ratte, die mit TGF-β1 stimuliert wurden, legten einen deutlichen Kontraktilitätsverlust im 

Vergleich zu den Kontrollzellen dar. Dieser Effekt von TGF-β1 wurde durch eine 

Inhibition der PI3Kγ durch AS605240 aufgehoben. Bestätigend konnte dargelegt werden, 

dass TGF-β1 bei PI3Kγ-KO-Mäusen keinen Effekt auf das Ausmaß der Kontraktion von 

isolierten Kardiomyozyten hat. Darüber hinaus wurde festgestellt, dass ein Knockout der 

PI3Kγ zu einer Erhöhung der basalen Kontraktion führt. Um die Fragestellung zu klären, 

inwieweit PI3Kγ zur TGF-β1-induzierten Apoptose beiträgt, wurde die 

Chromatin-Kondensation als Nachweis der späten Apoptose genutzt. Es wurde gezeigt, 

dass die pro-apoptotische Wirkung von TGF-β1 durch die Inhibition von PI3Kγ reduziert 

und durch einen Knockout vollständig supprimiert wird. Aus diesen Ergebnissen ließ sich 

schlussfolgern, dass PI3Kγ sowohl die verminderte Kontraktilität als auch die 

TGF-β1-induzierte Apoptose vermittelt.  Anhand von Western Blots und Untersuchungen 

der SMAD-Bindungsaktivität, die mit Zytosol- und Kernextrakten von Kardiomyozyten 

der Wistar Ratten durchgeführt wurden, konnte gezeigt werden, dass PI3Kγ keinen 

Einfluss auf die Expression oder Aktivierung der SMAD-Proteine hat. Die Einleitung des 

SMAD-Signalweges durch TGF-β1 findet dementsprechend unabhängig von PI3Kγ statt. 

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass PI3Kγ ein Mediator der destruktiven 

kardialen Effekte von TGF-β1 ist und damit zur Progression der Herzinsuffizienz beiträgt. 

Eine Inhibition dieser Kinase stellt daher ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel 

in der Behandlung der Herzinsuffizienz dar.   
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6 Summary 

TGF-β1 is a growth factor that contributes to the development and progression of heart 

failure. This cytokine promotes cardiac remodeling including hypertrophy, fibrosis, and 

apoptosis. The effects are usually mediated by the SMAD signaling pathway. In addition, 

TGF-β1 activates non-SMAD signaling pathways mediated by kinases such as PI3K. Its 

isoform PI3Kγ is highly expressed in cardiomyocytes. The aim of this work was to 

investigate if PI3Kγ is involved in the TGF-β1-induced apoptosis and contractile 

dysfunction of cardiomyocytes. Moreover, it was examined whether PI3Kγ influences the 

TGF-β1-mediated activation of the SMAD signaling pathway. 

To measure contractile function, ventricular cardiomyocytes were isolated and stimulated 

in an electric field. Investigating cardiomyocytes from Wistar rats incubated with TGF-β1 

revealed a significant loss of contractility compared to control cardiomyocytes. 

Additionally, inhibition of PI3Kγ by the selective inhibitor AS605240 prevented this 

effect. In PI3Kγ-KO mice, TGF-β1 was confirmed to have no effect on the extent of 

contraction in the absence of PI3Kγ. Furthermore, it was shown that a loss of PI3Kγ leads 

to an increase of basal contractility. To answer the question whether PI3Kγ contributes to 

TGF-β1-induced apoptosis, chromatin condensation was used as marker for late 

apoptosis. The pro-apoptotic effect of TGF-β1 was reduced by inhibition of PI3Kγ 

through AS605240. In PI3K-KO mice, TGF-β1 had no effect on apoptosis, indicating that 

PI3Kγ is necessary for TGF-β1-induced apoptosis. Thus, PI3Kγ mediates both decreased 

contractility and TGF-β1-induced apoptosis. However, based on Western Blots and 

retardation assays performed with cytosolic and nuclear extracts of cardiomyocytes from 

Wistar rats, it was shown that PI3Kγ has no influence on the expression or activation of 

SMAD proteins. Accordingly, the initiation of the SMAD signaling pathway by TGF-β1 

takes place independently of PI3Kγ. 

In conclusion, PI3Kγ is a mediator of the deleterious cardiac effects of TGF-β1 and 

thereby contributes to the progression of heart failure. An inhibition or knockout of this 

kinase is therefore a desirable pharmacological goal in the treatment of heart failure.  
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