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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

Das Herz (anatomisch Cor, Cardia) ist ein muskuléses Hohlorgan, welches durch
wechselnde Kontraktion (Systole) und Erschlaffung (Diastole) von Vorhoéfen und
Kammern die Aufgabe hat, den Blutstrom in den Gefal3en in Bewegung zu halten
(Pschyrembel Klinisches Worterbuch, 256. Auflage, 1990). Das Blut wird somit in den
Korperkreislauf ausgeworfen und versorgt diesen mit Sauerstoff. Das Herz wird
durch eine Scheidewand, das Septum, in eine linke und eine rechte Herzhélfte
unterteilt (Pschyrembel Klinisches Wadrterbuch, 256. Auflage, 1990). Jede Halfte
besteht aus einem Vorhof (Atrium), welcher das ankommende Blut aus dem Kreislauf
sammelt, und einer Kammer (Ventrikel), welche dieses aktiv in die Arterien auswirft.
Zwischen Vorhéfen und Kammern, sowie zwischen Kammern und den
anschlieBenden Arterien befinden sich Herzklappen, welche gewéhrleisten, dass das
Blut nur in eine Richtung flieBen kann. Sauerstoffarmes Blut aus dem grof3en
Kreislauf (Koérperkreislauf) gelangt in den Vorhof der rechten Herzhalfte und wird
Uber die rechte Kammer aktiv in den Kkleinen Kreislauf (Lungenkreislauf)
ausgeworfen. Das in der Lunge mit Sauerstoff angereicherte Blut gelangt tGber den
linken Vorhof in die linke Herzhélfte und wird Uber die linke Herzkammer wieder in
den Korperkreislauf gepumpt.
Der Begriff Herzinsuffizienz beschreibt eine unzureichende Funktion des Herzens,
bei der das Herz nicht mehr im Stande ist, eine den Anforderungen entsprechende
Forderleistung zu bringen (Pschyrembel Klinisches Worterbuch, 256. Auflage, 1990).
Sie ist eine der haufigsten internistischen Erkrankungen in Europa. 2006 war die
Herzinsuffizienz in Deutschland bei M&nnern mit 147000 Fallen die dritthaufigste, bei
Frauen mit 170000 Fallen die am haufigsten gestellte Diagnose. Pravalenz und
Inzidenz der Herzinsuffizienz sind altersabhéngig; die Prozentzahl der Erkrankten
steigt von weniger als 1% bei den 45-55jahrigen bis auf 10% bei den Uber
Achtzigjahrigen (Statistisches Bundesamt Deutschland). Die Herzinsuffizienz wird
durch unterschiedlichste kardiale Erkrankungen ausgelost. Sie muss immer im
Zusammenhang mit der eigentlichen Grunderkrankung betrachtet werden. Der
Herzinsuffizienz kénnen unter Anderem eine direkte Schadigung des Myokards (z.B.
als Folge eines Infarkts oder einer Herzmuskelentziindung); ein erhdhter Blutbedarf
des Organismus (z.B. bei einer Anamie); eine Hypertonie, Reiz-Leitungsstorungen
oder Klappeninsuffizienzen zugrunde liegen. Als Folge der Herzinsuffizienz kénnen
die peripheren Organe nicht ausreichend mit Blut versorgt werden. Der Sauerstoff-
und Néhrstoffbedarf des Organismus ist somit nicht gewéhrleistet. Als Reaktion auf
die Minderdurchblutung der Organe werden Kompensationsmechanismen aktiviert
(Kurzlehrbuch der Physiologie, 2003). Durch vermehrte Ausschittung verschiedener
Signalstoffe kommt es zu einem Anstieg der Herzfrequenz, was kurzfristig zu einer
verbesserten Organdurchblutung fuhrt, langfristig gesehen jedoch in Umbauprozesse
des Myokards, wie Fibrose, Hypertrophie und gesteigerter Apoptose miundet (Narula
et al., 1996). Diesen Vorgang nennt man kardiales Remodelling.
Im Gegensatz zum Menschen spielt der Herzinfarkt bei Tieren eine eher
untergeordnete Rolle, beim Hund kommen vor allem Herzklappeninsuffizienzen als
1
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Ursache fur koronare Herzerkrankungen vor (Praktikum der Hundeklinik, Niemand
und Suttner, 2008). Beim Pferd spielen eher sekundare Myokardschadigungen
aufgrund Erkrankungen der grof3en GefalRe, des Endo- oder des Perikards eine Rolle
(Handbuch Pferdepraxis, 2006). Dennoch ist die Grundlagenforschung auf zellularer
Ebene oft vom Tiermodell auf den Menschen Ubertragbar, was die Untersuchungen
am Rattenmodell rechtfertigt.

Der Herzinfarkt ist eine haufige Ursache und Ausléser von kardialem Remodelling
und Herzinsuffizienz. Deshalb gilt der Erforschung von Mechanismen, die nach
Infarkt zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz beitragen, besonders hohes Interesse.
Durch die Sauerstoffunterversorgung bei Infarkt kommt es zum Absterben von
Kardiomyozyten, aber auch zur Freisetzung verschiedenster Signalmolekile, die
zum Remodelling beitragen. Hierzu gehért neben anderen der Wachstumsfaktor
TGFB.

1.2 Transforming growth factor B (TGFB)

Zytokine der TGFB-Superfamilie sind Proteindimere mit pleiotropen Funktionen in
vitro und in vivo (Kawabata et al., 1998). Bei Sdugern konnten um die 30 Mitglieder
dieser Superfamilie klassifiziert werden; unter anderem drei Isoformen von TGFf
(TGFB1-3), die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) und Aktivine (Heldin et al.,
1997; Shi et al., 2003; Schmierer et al., 2007). TGFB Ubernimmt eine wichtige Rolle
bei verschiedensten essentiellen biologischen Prozessen, wie Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, Entwicklung, Immunantwort und Apoptose (Park, 2005).
Annahernd alle Korperzellen produzieren TGFB und haben eigene TGFf3-
Rezeptoren, sind also zugleich empfanglich fur seine Wirkung (Dennler et al., 2002).
Im Herzen ist TGFB am kardialen Remodelling beteiligt.

1.2.1 Aktivierung von latentem TGFf in seine bioaktive Form

Die extrazellulare Konzentration von reifem, bioaktivem TGFB wird in erster Linie
durch Umbauprozesse eines latenten, nicht bioaktiven TGFB zu einer reifen, aktiven
Form reguliert. In vielen Geweben findet man signifikante Mengen von latentem
TGF; die Aktivierung von einer nur kleinen Fraktion dieses inaktiven TGFB erzielt
maximale zellulare Aufgaben (Annes et al., 2003). Die genauen Mechanismen der
Sekretion, Lagerung und Aktivierung sind noch nicht endgultig geklart. Annes et al.
(2003) zeigten ein Modell, in dem latentes TGF[ als molekularer Sensor agiert und
auf verschiedenste spezifische Reize mit der Uberfiihrung in aktives TGFB reagiert.
TGFf sitzt als Teil eines latenten Komplexes (LLC=Large Latent Complex) an der
aulReren Zellmembran vieler Korperzellen. Dieser Komplex besteht aus drei
Komponenten: aus TGFB mit einer Gréf3e von 24 kDa, welches gebunden an das
“Latency-associated-protein” (LAP) vorliegt, sowie dem “Latent-TGFf-binding-
protein” (LTBP), welches Uber Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten mit dem LAP
verbunden ist (Saharinen et al., 1996; Gleizes et al., 1996; Miyazono et al., 1991)
(Abb.1). Als Teil des latenten Komplexes kann TGF@ nicht mit seinen Rezeptoren
agieren, da die Propeptide (LAPs) als Inhibitoren des aktiven TGFB agieren
(Lawrence et al., 1984; Dubois et al., 1995). In dem Modell von Annes et al. bilden
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die drei Komponenten des LLC (TGFf, LAP und LTBP) einen Sensor. Dieser Sensor
besteht aus einem Effektor (TGFB), einem Detektor (LAP) und einem Lokalisator
(LTBP). Bei Freisetzung des aktiven TGFB aus dem LLC kann TGF3 an Rezeptoren
binden und weitere Mechanismen in Gang setzen; daher handelt es sich hierbei um
den Effektor. Aufgrund der hohen Affinitat des LTBP zur extrazellularen Matrix
handelt es sich hierbei um den Lokalisator, und LAP agiert als Detektor, weil
samtliche Aktivierungsmechanismen auf LAP wirken missen, da dessen Bindung an
TGFB dessen Funktionen inhibieren kann (Gentry und Nash, 1990).

Die Bioverflugbarkeit von der Synthese bis zur Freisetzung im Sensormodell lauft
nach folgendem Schema ab (Annes et al. 2003): TGF wird als ProTGF intrazellular
gebildet (LAP gebunden an TGFp). Dieser Komplex verbindet sich mit dem LTBP. Im
nachsten Schritt findet die proteolytische Spaltung der Disulfidbricken zwischen dem
Detektor (LAP) und dem Effektor (TGF[) statt. Die Spaltung versetzt den Sensor in
einen kompetenten, also aktivierbaren Zustand. Dies kann intrazellular oder auch
erst nach Sekretion aus der Zelle stattfinden. Einmal sezerniert, sitzt der Komplex an
der extrazellularen Matrix. Bei Spaltung der Briicken zwischen der Matrix und LTBP
kann es zur Lésung des Komplexes kommen. Dieser freigesetzte Komplex aus TGFf3
und LAP befindet sich nach wie vor in einem latenten Zustand. Die letztendliche
Freisetzung von aktivem TGFB kann dann durch verschiedene Aktivatoren bewirkt
werden. Zu den bekannten Aktivatoren zahlen z.B. Thrombospondin-1 (TSP-1), das
Integrin a,Be, reaktive oxygene Species (ROS), Proteasen (MMP2, MMP9, Plasmin),
Schéaden an der extrazellularen Membran, Verédnderungen des extrazellularen
Milieus z.B. eine Veranderung des pH-Wertes in einen sauren Bereich. Alle
Aktivatoren haben gemeinsam, dass es zur Abldsung des LAP von TGF kommt und
dieses somit an seine Rezeptoren binden kann und weitere Kaskaden in Gang setzt.
Es ist bekannt, dass TGFB nach einem Myokard-Infarkt, also einem Zustand von
Hypoxie und anschlieRender Reoxygenierung, massiv induziert ist. Es ist vor allem in
der Randzone des Infarkts vermehrt zu finden (Deten et al., 2001). Birdsall et el.
(1997) beschreiben einen Anstieg von bioaktivem TGF( ungefahr 3-5 Stunden nach
einem reperfundiertem Infarkt. Die genauen Mechanismen der
Freisetzung/Aktivierung sind dabei jedoch nicht endgultig geklart. Bujak et al. (2006)
vermuten einen Zusammenhang zwischen einer vermehrten TSP-1 Induktion im
Randgebiet des Infarkts und der Aktivierung der TGFB-Signalkaskade.
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Abbildung 1:

Schematische Darstellung des Large Latent Complex (LLC). Das Latent TGF Binding Protein (LTBP) ist Uber eine
Isopeptid-Briicke mit der Zellmembran verbunden. TGFf ist an einer Cys-Doméane Uber Disulfid-Briicken mit dem
LTBP in Kontakt und sitzt eingebunden in dem Latent Assoziierten Protein (LAP).

1.2.2 TGFB/SMAD-Signalkaskade

Klassische intrazellulare Signaleffektoren der TGFB Superfamilie (TGFB und BMP
Familie) sind die SMAD-Proteine (small mother against decapentaplegic). Man
unterscheidet drei  verschiedene Klassen von  SMAD-Proteinen: die
rezeptorabhangigen SMADs (R-SMADs: SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMADS5,
SMADS8), Common-SMAD (Co-SMAD: SMAD4) und die inhibitorischen SMADs
(SMADG6, SMADY7). Alle drei Klassen konnten im Herzen nachgewiesen werden
(Euler-Tamior & Heger, 2006).

Freies, bioaktives TGF@ bindet an einen an der aul3eren Zellmembran sitzenden
TGFB-Typll-Rezeptor (TGFBRII). Dieser Rezeptor ist eine aktive Serin/Threonin
Kinase und phosphoryliert nach Bindung des Liganden einen ebenfalls als Kinase
aktiven TGFB-Typl-Rezeptor (TGFBRI = activin-receptor-like kinase (ALKS))
(Massague, 2000). Der Typl-Rezeptor ALK5 wird von vielen verschiedenen Zellarten
exprimiert, unter anderem auch in Herzmuskelzellen und Endothelzellen. In
Endothelzellen existiert zusatzlich ein weiterer TGFB Typl Rezeptor, ALK1 (Goumans
et al., 2002). Die Aktivierung des Typl-Rezeptors fuhrt zu einer Phosphorylierung der
R-SMADs. Eine Aktivierung tber den ALK5-Rezeptor fuhrt zu einer Phosphorylierung
von SMAD2 und 3, wobei eine Aktivierung des ALK1l-Rezeptors zur
Phosphorylierung von SMAD1, 5 und 8 fuhrt. Einmal phosphoryliert, bilden die R-
SMADs mit dem Co-SMAD (SMAD4) einen Komplex, translozieren in den Nukleus
und regulieren und modulieren dort die Transkription verschiedener Zielgene (Abb.2)
(Goumans et al., 2009).
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Neben dem SMAD vermittelten Signalweg kann TGFB auch weitere Kinasen, wie die
Extracellular Signal-Regulated Kinase (Erk), c-Jun-N-terminal Kinase (JNK), TGF{-
Activated Kinase 1 (TAK1) oder p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
aktivieren (Derynck et al., 2003).

Im Herzen ist bekannt, dass nach einem Myokard-Infarkt eine Induktion von TGFf
(Dean et al., 2005), sowie eine Induktion der SMAD Signaleffektoren stattfindet (Hao
et al., 1999). Quelle dieser Freisetzung im Herzen kdnnten Kardiomyozyten und
Endothelzellen sein.

@ @
Rezepto ALK 1
Extrazellularraum Typ I yp Il

Zytoplasma P

Nukleus
SMAD2
SMAD3

Promotor Zielgen

Promotor Zielgen

Abbildung 2:
Schematische Darstellung der TGFB/SMAD-Signalkaskade. Links ist die Aktivierung von SMAD2 und 3 lber den
ALKS5 Rezeptor, rechts die Aktivierung von SMAD1, 5 und 8 Uber den ALK1-Rezeptor zu sehen.

1.3 Endothelzellen

Wie zu Beginn beschrieben, werden in Kardiomyozyten nach Myokard-Infarkt
Mechanismen in Gang gesetzt, die zu einer Expression/Freisetzung von TGF und
einer anschlielenden Aktivierung verschiedener Signalmolekile fuhren. Diese
resultieren letztendlich in kardialem Remodelling und dem Entstehen einer
Herzinsuffizienz. Grundsatzlich koénnen auch andere Zelltypen, wie z.B.
Endothelzellen als Quelle einer TGFB-Freisetzung dienen.

Somit kdnnten Mechanismen ausgehend von mikrovaskuldren Endothelzellen des
Herzens katalysiert werden, welche am kardialen Remodelling beteiligt sind.
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1.3.1 Endothelzellen: Aufbau und Funktion

Als Endothel bezeichnet man die innerste zellige Auskleidung von Lymph- und
Blutgefallen und serdsen Hohlen (Pschyrembel Klinisches Worterbuch, 256. Auflage,
1990). Es handelt sich hierbei um einschichtiges Plattenepithel, welches einer
Basallamina aufsitzt. Das Endothel ist maRgeblich am Stoffaustausch zwischen
interstitiellem Raum und Blut beteiligt. Es ist eine hochselektive Barriere, die fur den
kontrollierten Austausch von Flussigkeiten, lonen und Makromolekilen und der
Aufrechterthaltung des osmotischen Drucks verantwortlich ist. Daher kann man, je
nach Gewebe, drei verschiedene Arten von Endothel unterscheiden: das
geschlossene oder auch kontinuierliche Endothel (Endotheliocytus nonfenestratus),
das fenestrierte Endothel (Endotheliocytus fenestratus), sowie das offene oder auch
diskontinuierliche Endothel. Das fenestrierte Endothel kommt bevorzugt in Geweben
vor, bei denen ein erhdhter und beschleunigter Stoffaustausch stattfindet, wie z.B. in
den Nierenglomeruli, im Darm, oder in endokrinen Drisen. Es ist durch eine groR3e
Anzahl von Poren siebartig durchbrochen. Das diskontinuierliche Endothel ist durch
einen sehr lockeren Zellverband mit interzellularen Spalten gekennzeichnet: Die
Basalmembran ist unterbrochen oder fehlt ganz. Es herrschen eine Vielzahl von
grolen Poren und eine sehr unregelmassige Form vor. Ein Beispiel fir ein
diskontinuierliches Endothel stellt das Endothel der Leber oder der Milz dar. Ein
beschleunigter Stoffaustausch ist hier madglich (Funktionelle Histologie der
Haussaugetiere, Liebich, 4.Auflage, 2003).

Bei dem kontinuierlichen Endothel handelt es sich um einen lickenlosen
Zellverband. Es stellt den haufigsten Endotheltyp dar. Die Endothelwand ist hierbei
sehr dick und erschwert somit einen schnellen transendothelialen Stoffaustausch
(Funktionelle Histologie der Haussaugetiere, 4.Auflage, 2003). Ein Beispiel stellt die
Blut-Hirn-Schranke dar. Der dennoch notwenige Stoffaustausch findet Gber
verschiedene hochselektive Transportmechanismen statt. Auch bei den im Herzen
vorkommenden Endothelzellen handelt es sich um kontinuierliches Endothel.
Desweiteren ist das Endothel in vielfaltiger Weise an der lokalen Gefal3reaktion
beteiligt. Es produziert fur die Regulation des Blutdrucks vasoaktive, parakrin
wirksame Substanzen, die eine Vasodilatation (NO, Prostazyklin) oder
Vasokonstriktion (Endothelin) vermitteln (Kurzlehrbuch Physiologie, Huppelsberg und
Walter, 2003). Zu weiteren wichtigen Aufgaben gehort z.B. die Angiogenese.
Weiterhin ist das Endothel an Entziindungsvorgangen sowie Gerinnungsprozessen
(Produktion von Tissue Plasminogen Activator) beteiligt. Als erste Verteidigungslinie
zwischen Blutstrom und interstitiellem Raum ist es der erste Angriffspunkt von
vaskularen Noxen wie z.B. Entzindungen, traumatischen Gewebsverletzungen,
Koagulationen oder Hypoxie. Auch Risikofaktoren wie Zigarettenrauch oder
Hypercholesterindmie greifen in erster Linie das Endothel als Grenzschicht an
(Raveendran et al., 2005). Die verschiedenen vaskularen Noxen kénnen zu einer
Funktionsstérung des Endothels (Endotheldysfunktion) fihren. Die lebensnotwendige
Wichtigkeit einer ungestdrten Endothelintegritat wird deutlich vor dem Hintergrund,
dass Erkrankungen wie der Bluthochdruck, Arteriosklerose oder Myokard-Infarkt
durch Endotheldysfunktion ausgeldst werden kdnnen.
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1.3.2 Endothelzellen im Zusammenhang mit Myokard-Infarkt

Die Anpassungfsfahigkeit von Zellen an hypoxische Bedingungen ist ein
entscheidender lebenswichtiger Faktor; variiert jedoch deutlich zwischen den
verschiedenen Zelltypen. Viele Wirbellose oder niedere Wirbeltiere haben eine sehr
bemerkenswerte Toleranz gegenuber Hypoxie; im Gegensatz dazu verfigen die
meisten Saugerzellen nur Uber limitierte Strategien, um eine Sauerstoffarmut zu
bewaéltigen. Es herrschen jedoch auch unter den Saugerzellen grol3e Differenzen in
der Sensitivitat gegeniiber Hypoxie (Tretyakov et al., 1995).

Endothelzellen besitzen starke Adaptationsmechanismen an hypoxische
Bedingungen. Im Vergleich zu anderen Zelltypen wie z.B. Kardiomyozyten ist die
Toleranz gegenuber Hypoxie hier viel ausgepréagter. Diese Fahigkeit ist essentiell, da
sie als Grenzschicht und durch den direkten Kontakt mit stromendem Blut wie kein
anderes Gewebe besonders grof3en Sauerstoffpartialschwankungen unterliegen
(Noll et al, 1990; Stempien-Otero et al., 1999).

Vorangegangene Studien an humanen Endothelzellen und in vivo Tiermodellen
zeigten eine Beteiligung von SMAD-Proteinen als Reaktion auf mechanischen und
entzundlichen Stress (Ohno et al., 1995; Topper et al., 1997). Akman et al. (2001)
fuhrten Studien durch, in denen der Einfluss von Hypoxie und anschlieRender
Reoxygenierung auf humane Nabelvenenendothelzellen (HUVEC) analysiert wurde.
In ihrer Studie zeigten Akman et al. einen besonders starken Anstieg der mRNA-
Expression der TGFB.-Isoform unter hypoxen/reoxygenierten Bedingungen.
Desweiteren ergab sich unter diesen Bedingungen auch eine vermehrte Freisetzung
von bioaktivem TGF, eine vermehrte Expression der mRNA des TGF[3-lI-Rezeptors,
sowie eine erhodhte Aktivierung der SMAD-Proteine. Die genauen Mechanismen,
welche letztendlich zur Induktion/Freisetzung filhren, sowie die weiteren
Auswirkungen sind noch ungenigend erforscht.

Weitere Studien zeigten eine vermehrte TGFB:-mRNA-Expression sowie eine
erhdhte Bioverflgbarkeit von reifem TGFB, in Zusammenhang mit erhdhter laminarer
Schubbeanspruchung in bovinen Aorta-Endothelzellen (Ohno et al.,1995). Diese
Studien  betrachtend, erschienen  Untersuchungen an  mikrovaskularen
Endothelzellen unter hypoxen/reoxygenierten Bedingungen im Zusammenhang mit
TGFB und einer eventuellen Beteiligung am kardialen Remodelling sinnvoll.

1.4 Apoptose

Einen wichtigen Teil des kardialen Remodellings stellt die Apoptose dar. Die
Apoptose bezeichnet einen spezifischen, physiologisch programmierten Zelltod,
welcher zur Aufrechterhaltung der Homoostase des zellularen Aufbaus von Geweben
und Organen beitragt. Sie ist durch verschiedenste zellulare Prozesse, wie z.B. den
Abbau von DNA, die Aggregation des Chromatins, einer Auflésung von
Kernstrukturen und Fragmentierung der Zellen gekennzeichnet. Die Zellreste werden
in kleine apoptotische Korperchen zerlegt, welche dann von Makrophagen oder
benachbarten Epithelzellen abgebaut werden (Lexikon der Medizin, 16.Auflage,
2005). Im Unterschied zur Nekrose wird bei der Apoptose kein Zellplasma freigesetzt
und fuohrt somit nicht zu Entzindungsreaktionen. Die Apoptose kann in allen
Kdrperzellen ablaufen.
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Man kann den Mechanismus der Apoptose in verschiedene Phasen einteilen: die
Initiationsphase, bei der man nochmals zwischen dem extrinsischen und dem
intrinsischen Weg unterscheidet, und die dadurch eingeleitete Effektorphase. Beim
extrinsischen Weg der Initiationsphase wird die Apoptose von auf3en, also durch
Ligandenbindung an einen an der Zellmembran liegenden Rezeptor, z.B. durch
Zytokine (z.B.TGFp), eingeleitet. Beim intrinsischen Weg dagegen wird die Apoptose
durch zellinterne Prozesse, wie die Freisetzung von pro-apoptotischen, also fur die
Zelle todlichen Faktoren aus den Mitochondrien ins Cytosol eingeleitet; man nennt
dies daher auch den mitochondrialen Weg. Ausloser fir eine Freisetzung dieser pro-
apoptotischen, mitochondrialen Faktoren stellen z.B. Strahlungen, Hypoxie oder
Toxine dar. Beide Wege der Initiationsphase muiunden in einer gegenseitigen
Aktivierung verschiedener Proteasen (Caspasen), welche letztendlich die
Effektorphase, oder Ausfiihrungsphase, einleiten. Die Caspasen bewirken einen
aktiven Umbau der Zellmembran, bei der innen liegendes Phosphatidylserin auf die
aulRere Zellmembran transloziert (Bisphoric et al., 2001). Diesen Vorgang nutzt man
bei der Detektion von Apoptose, da aul3en liegendes Phosphatidylserin durch
Bindung an fluoreszenzmarkiertes Annexin unter einem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar gemacht werden kann. Desweiteren erfolgt eine Aktivierung weiterer
Zielproteine, wie z.B. Endonukleasen, welche genomische DNA in internukleosomale
Fragmente zerlegen. Letztendlich beginnen die Zellen zu schrumpfen, es findet eine
Chromatinkondensation statt und die Zelle schnrt sich in kleine Vesikel, sogenannte
,2apoptotische Korperchen“ ab (Ellis et al., 1991). Die apoptotischen Korperchen
werden von benachbarten Fresszellen, Phagozyten, abgebaut.

Die Funktion der Apoptose liegt in der Eliminierung von geschadigten, alten,
transformierten oder auch infizierten Zellen. Sie spielt eine wichtige Rolle fir die
Differenzierung von Organen und Geweben im Wachstum. Eine Inhibition des
Apoptosemechanismus kann zu unkontrolliertem Tumorwachstum (Wyllie, 1997),
eine gesteigerte Apoptoserate jedoch auch zu degenerativen Erkrankungen fuhren.
Auch am Herzen spielt die Apoptose eine wichtige Rolle. Narula et al. (1996) zéhlen
die Apoptose zu einem wichtigen Bestandteil der myokardialen Umbauprozesse, des
kardialen Remodellings. Freude et al. (2000) beschreiben eine gesteigerte Apoptose
im ischamischen und reperfundierten Herzen. Weiterhin wird ein gesteigerter Zelltod
von Kardiomyozyten im Spatstadium einer Herzinsuffizienz von Guerra et al. (1999)
beschrieben.

Eine Aktivierung der Apoptose kann Uber verschiedene Mechanismen erfolgen. Die
Apoptose kann von zellinternen Prozessen, sowie von aufReren Einflissen angeregt
werden. Unter anderem zahlen Zytostatika, radioaktive Strahlung, Toxine, freie O,
Radikale, aber auch die Anwesenheit oder Abwesenheit von Wachstumsfaktoren zu
den wichtigsten Apoptose-Auslosern. Zu einem wichtigen Wachstumsfaktor gehort
der Transforming Growth Factor B (TGFB), welcher Apoptose in ventrikularen
Kardiomyozyten induziert (Schneiders et al., 2005).



Einleitung

1.4.1 TGFB und Apoptose

Wie oben bereits erwahnt, ist TGFB ca. 24 Stunden nach einem Herzinfarkt
hochreguliert und vor allem in der Randzone des Infarkts zu finden (Deten et al.,
2001). Eine solche erhohte Expression von TGFB unter pathophysiologischen
Bedingungen kann zur Aktivierung der SMAD-Signalkaskade fiihren (Euler-Taimor &
Heger, 2006). Neben fibrotischen Effekten haben SMAD-Proteine direkte Wirkung
auf Kardiomyozyten: auf die Herzentwicklung, Zellwachstum und Apoptose (Euler-
Taimor et Heger, 2005), und sind damit maRRgeblich am kardialen Remodelling und
somit an der Ausbildung einer Herzinsuffizienz beteiligt.

Ein weiterer Faktor, der nach Infarkt hochreguliert ist, ist AP-1. Dieser agiert als
weiterer wichtiger Vermittler des kardialen Remodellings; in Kardiomyozyten wurde
eine Erhdhung von AP-1 im Zusammenhang mit einer gesteigerten Apoptoserate
beobachtet (Schneiders et al., 2005; Yang et al., 2003; Maulik et al., 1999). Die
Mitglieder der SMAD-Familie sind dabei potentielle Bindungspartner von AP-1. Eine
Stimulation von isolierten Kardiomyozyten mit TGF3; zeigte eine gesteigerte SMAD-
Bindungsaktivitat, eine gesteigerte AP-1-Bindungsaktivitit sowie eine gesteigerte
Apoptoserate. Durch Einsetzen von Oligonukleotiden konnte die Bindungsaktivitat
der SMAD Proteine und von AP-1 geblockt, sowie die Apoptoserate gesenkt werden.
Somit vermitteln AP-1 und SMAD die durch TGFf induzierte Apoptose (Schneiders
et al., 2005).

Neben AP-1 und SMAD kommen weitere Transkriptionsfaktoren als
Interaktionspartner in Frage. Es st bereits bekannt, dass z.B. die
Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie zu einer Entwicklung von myokardialen
Umbauprozessen beitragen konnen (Molkentin et al., 1998) und sie Bindungen mit
AP-1 eingehen kdnnen (Schroder et al., 2006).

1.5 GATA-Transkriptionsfaktoren

GATA-Transkriptionsfaktoren sind wichtige Regulatoren der Genexpression. In
Wirbeltieren konnten bisher 6 verschiedene Transkriptionsfaktoren (1-6) identifiziert
werden, von denen die Mitglieder 4-6 in Kardiomyozyten exprimiert werden
(Pikkarainen et al., 2004). In mikrovaskularen Endothelzellen werden ausschliellich
die Faktoren GATA2, 4 und 6 exprimiert, wobei GATA2 und GATAG6 die mit Abstand
am hochsten exprimierten GATA Faktoren sind (Froese et al., 2010).

Allen GATA-Faktoren gemeinsam sind zwei benachbarte Zinkfinger-Domanen; sie
gehen jedoch nur mit dem C-terminalen Zinkfinger eine DNA-Bindung ein.
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1.5.1 GATA-Transkriptionsfaktoren im Zusammenhang mit TGFB im
Herzen

Da die GATA-Faktoren als Bindungspartner fir AP-1 in Betracht gezogen werden
konnten und eine Beteiligung an myokardialen Umbauprozessen beschrieben wird,
untersuchten Schroder et al. (2006) daher die GATA-Bindungsaktivitdt im
Zusammenhang mit verschiedenen Apoptose-Stimuli an isolierten Kardiomyozyten.
Sie zeigten eine gesteigerte GATA-Bindungsaktivitdt im Zusammenhang mit einer
erhdhten TGFB;-Expression und -Freisetzung unter dem Einfluss von Angll. Durch
Inhibition von GATA konnte die TGFB1-Expression und -Freisetzung wieder gesenkt
werden. Daraus lasst sich schlieRen, dass GATA in Kardiomyozyten an der Angll-
induzierten TGFB;-Expression und -Freisetzung beteiligt ist, welches im weiteren
Signalweg autokrin oder parakrin zu spéateren Zeitpunkten die SMAD Signalkaskade
aktiviert (Schroder et al., 2006).

Untersuchungen mit spezifischen Antikérpern zeigte genauer, dass die Faktoren
GATA4 und 6 fur die Vermittlung der TGFB;-Expression in Kardiomyozyten zustandig
sind. An der AP-1 vermittelten Apoptose-Induktion konnte keine Beteiligung von
GATA gezeigt werden.

Froese et al. (2010) untersuchten die Expression der einzelnen GATA-
Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren
und Hypoxie. Besonderes Augenmerk lag dabei auf GATAZ2 und 6, da diese vermehrt
in mikrovaskularen Endothelzellen gebildet werden. Unter Stimulation von
menschlichen Nabelvenenendothelzellen mit Wachstumsfaktoren oder Hypoxie
konnte eine erhthte Translokation von GATA2 und GATAG6 in den Nukleus
beobachtet werden. Froese et al. legten weiterhin besonderes Augenmerk auf GATA
6. Eine Herabregulation von GATA6 fuhrte zu einer deutlich verminderten
Zellproliferation, reduzierter Migration und verminderter Kapillarstrukturbildung.
Desweiteren fuhrte die herabregulierte Expression von GATA6 zu einer deutlich
erhohten Expression von TGFB: und TGFB,, wobei eine verstarkte GATAG6-
Expression zu einer verminderten Aktivitat der TGFB;- Promoter-Aktivitat fuhrte. In
den GATA6 verminderten Endothelzellen kam es aul3erdem zu einer erhghten
Aktivitat des TGFB-Rezeptors Typ I, sowie des Signalmolekils SMAD2. Durch
Inhibition der TGFB abhangigen Signalkaskaden konnten in den GATA6
herabregulierten Endothelzellen die oben genannten Defizite (verminderte
Zellproliferation, Angiogenese, reduzierte Migration) wieder aufgehoben werden. In
Endothelzellen steht somit GATA6 im Zusammenhang mit der TGFB-Signalkaskade.
Es spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Funktion und Uberleben von
Endothelzellen. Der Zusammenhang zwischen dem Transkriptionsfaktor GATA2 und
der TGFB-Signalkaskade ist dagegen weniger erforscht. GATA2 wird im Gegensatz
zu GATA6 zwar auch im Herzen, jedoch nur in Endothelzellen und nicht in
Kardiomyozyten exprimiert. Es spielt eine entscheidende Rolle in der vaskularen
Biologie (Mammoto et al., 2009; Thum et al., 2000; Tian et al., 2009).

Eine Regulation von GATAZ2 in kardialen Endothelzellen nach Myokard-Infarkt wurde
von Fiedler et al. (2010) untersucht. Sie konnten zeigen, dass eine kleine, nicht
kodierende RNA (mikroRNA24) nach einem Infarkt in Endothelzellen massiv
hochreguliert ist. In weiteren Analysen konnte der Transkriptionsfaktor GATA2 als
direktes Zielgen von mikroRNA24 identifiziert werden. Mit mikroRNA24 transfizierte
Endothelzellen zeigten eine gehemmte GATAZ2-Proteinexpression. Eine Inhibition
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von mikroRNA24 mindete dagegen in einer gesteigerten GATA2-Expression. Eine
Inhibition von GATAZ2 resultierte in einer deutlich induzierten Apoptose von
Endothelzellen. GATA2 Ubernimmt somit ein komplexes Netzwerk an apoptotischen
und angiogenetischen Programmen in Endothelzellen.

1.6 MikroRNA

MikroRNAs sind kurze, ungefahr 22 Nukleotide umfassende, nicht kodierende RNAs,
welche eine wichtige Rolle in der posttranskritptionellen Genregulation spielen. Sie
werden nicht in Proteine umgeschrieben; sie modulieren jedoch die
Proteinbiosynthese indem sie an das 3'UTR (Untranslated Region) - Ende der
Protein-kodierenden Gentranskripte binden (Guo et al.,, 2010). Sie regulieren
anndhernd jede biologische Funktion, wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Zellentwicklung, Zelltod und Stoffwechsel. Die Vielfaltigkeit ihrer Funktionen wird
nochmals deutlicher, wenn man bedenkt, dass eine einzige mikroRNA die
Expression von uber 100 verschiedenen Proteinen regulieren kann (Baek et al.,
2009) und die Anzahl der im menschlichen Genom existierenden mikroRNAs auf
ungefahr 1000 Isoformen geschatzt wird (Berezikov et al., 2005). Es wird geschatzt,
dass ca. 60% aller menschlichen Gene durch mikroRNAs reguliert werden (Friedman
et al., 2009). Die zeitliche und raumliche Expression zwischen den einzelnen
mikroRNAs unterscheidet sich dabei erheblich. Sie spielen daher eine bedeutende
Rolle in der (Patho)-physiologie fast aller Organe, insbesondere nehmen sie auch
eine Schllusselrolle in der Pathophysiologie im Kardiovaskularen System ein (Ikeda et
al., 2007).

1.6.1 MikroRNA Biogenese

Die Biogenese von mikroRNAs beginnt im Nukleus. Dort transkribiert eine RNA-
Polymerase Il ein zunachst langeres Primartranskript, die sogenannte primary
mikroRNA (pri-miRNA) (Lee et al., 2004). Diese ist ca. 500-3000 Nukleotide lang und
hat einen Poly-A-Schwanz am 3 Ende, sowie ein 7-Methylguanosin-Cap am 5
Ende. Das RNase-Ill-Enzym Drosha spaltet die pri-miRNA in ein kirzeres, ca. 100
Basenpaare grolRes Transkript, die precursor mikroRNA (pre-miRNA), welches
typisch als Haarnadelstruktur im Nukleus vorliegt (Lee et al., 2003). Das Enzym
Drosha ist dabei Teil eines grolRen Prozessor-Komplexes, der verschiedene
Proteine, unter anderem das DiGeorge Critical Region8 Bindeprotein (Dgcr8 oder
Pasha) beinhaltet (Gregory et al., 2004; Kim et al., 2009). Dgcr8 reguliert die
Verbindung zwischen Drosha und pri-miRNA und bestimmt die genaue Lokalisation
der Prozessierung (Gregory et al., 2004). Es existieren noch viele weitere Proteine,
die Teil des Prozessor-Komplexes sind. Studien, in denen einzelne Proteine
gehemmt wurden (z.B. Inhibition von p68 oder p72, beide Teil des Prozessor-
Komplexes), fuhrten zu embryonalem Zelltod. Dies zeigt, dass vermutlich viele
Proteine fir die Entwicklung von reifer mikroRNA essentiell sind (Fukuda et al.,
2007). Die pre-mikroRNA wird mit Hilfe des Exportin-5 (EXP 5) und RAN-GTP als
Energielieferant ins Zytoplasma der Zelle exportiert (Lund et al., 2004). Im
Zytoplasma wird die pre-miRNA durch das RNase Il Enzym Dicer in eine ca. 22
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Basenpaar grofRe, doppelstrangige mikroRNA geschnitten. Diese mikroRNA enthalt
die reife mikroRNA (guide RNA), sowie den passenden Gegenstrang (mikroRNA*)
(Lund et al., 2004). Die mikroRNA wird in einen Komplex, den RNA-induced silencing
complex (RISC) befordert (Chendrimada et al., 2005), wobei jedoch nur ein Strang
fest mit dem RISC-Komplex verbunden ist. RISC sorgt fur Stabilitdt und Schutz der
reifen mikroRNA und fuhrt diese zur Regulation verschiedener mRNAs.

1.6.2 Regulation von mikroRNAs durch SMAD

Eine groRe Anzahl von mikroRNAs andern ihre Expression als Folge einer
Stimulation durch Mitglieder der TGF Familie. In vitro und in vivo Studien belegen,
dass R-SMAD Proteine die Modulation von bestimmten mikroRNAs steuern (Kong et
al., 2008; Chung et al.,, 2010; Qin et al., 2011; Divakaran et al., 2009). Unter
Stimulation mit TGFB, oder BMP4 konnte eine vermehrte Expression von ca. 20
mikroRNAs sowie eine inhibierte Expression von ca.10 mikroRNAs in arteriellen
Muskelzellen der Lunge festgestellt werden (Davis et al., 2010). Andere Studien
zeigten ahnliche Ergebnisse in Granulosazellen der Maus (Yao et al., 2010). Diese
Daten lassen darauf schliel3en, dass mikroRNAs einen entscheidenden Bestandteil
der TGFBR/SMAD-Signalkaskade darstellen. Dabei kann die Stimulation mit
Mitgliedern der TGFB Familie in eine positive oder negative Regulation von
mikroRNAs munden. Die Art der Modulation kann dabei in 2 verschiedene
Mechanismen eingeteilt werden: in eine transkriptionelle Regulation und eine
posttranskriptionelle Regulation.

Bei der transkriptionellen Regulation wandert der durch TGFB induzierte Komplex
aus R-SMADs/Co-SMAD in den Nukleus. Hier bindet er an spezifische SMAD-
Binding-Elements (SBEs) an der Promoter-Region von mikroRNAs und kann so die
Transkription der pri-mikroRNAs positiv oder negativ regulieren. Neben dieser
direkten transkriptionellen Regulation, kbnnen SMADs die Transkription auch indirekt
modulieren. In diesem Fall aktiviert die TGFB-Signalkaskade weitere
Transkriptionsfaktoren, welche dann ihrerseits mit den Promoter-Regionen der
mikroRNAs assoziieren. Die Induktion von mikroRNA 143 und mikroRNA 145 unter
TGFB wird z.B. durch eine zwischengeschaltete Aktivierung von Myocardin und
MRTFs (Myocardin Related Transcription factors) ausgeldst (Blahna et Hata, 2012).
Die durch die transkriptionelle Regulation entstandene pri-mikroRNA durchlauft die
weitere Biogenese wie bereits oben beschrieben.

Bei der posttranskriptionellen Regulation erfolgt die Modulation bei der
Prozessierung von pri-mikroRNA in die pre-mikroRNA. Nach Ligandenbindung von
Mitgliedern der TGFB-Familie wandern die aktivierten SMAD-Molekile in den
Nukleus. Hier binden sie an eine SBE (SMAD Binding Element)-ahnliche Sequenz,
welche in der Haarnadelstruktur der pri-mikroRNA liegt und rekrutieren das RNase
Enzym Drosha/DGCR8, den Mikroprozessor-Komplex, welcher daraufhin die
Spaltung von pri-mikroRNA zu pre-mikroRNA vollzieht. Um den genaueren
Mechanismus aufzuschlisseln, konnten bei weiteren Untersuchungen die RNA-
Helikase-Proteine p68 und p72 als SMAD-Interaktionspartner und gleichzeitig als
Teile des Mikroprozessorkomplexes identifiziert werden (Fukuda et al., 2007). Neben
p68 und p72 kommen jedoch noch weitere Interaktionspartner in Frage, die den
Prozessorkomplex mit den SMAD-Molekulen verbinden.

12



Einleitung

Bei der transkriptionellen Bindung zwischen SMADs und DNA ist die Anwesenheit
von SMAD 4 essentiell (Lagna et al., 1996). Die posttrankriptionelle pri-mikroRNA-
Bindungsaktivitat der R-SMADS erfolgt dagegen voéllig unabhangig von SMAD 4
(Davis et al., 2008). Desweiteren ist bei der Modulation der pri-mikroRNA
Prozessierung keine Phosphorylierung der R-SMADs notwendig, was die
Unabhangigkeit von SMAD 4 erklart. Die Prozessierung erfolgt hier also nicht durch
einen R-SMAD/Co-SMAD Komplex, sondern nur durch nicht phosphorylierte R-
SMADs (Blahna et Hata, 2012). Nicht nur mikroRNAs kénnen durch SMADs reguliert
werden, auch umgekehrt kénnen SMAD-Proteine durch mikroRNAs, unter
physiologischen sowie pathophysiologischen Bedingungen moduliert werden (Blahna
et al., 2012).

Kretzschmar et al. (1997) sowie Fuentealba et al. (2007) zeigten, dass auch andere
Kinasen wie die Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) oder die Glycogen
Synthase Kinase 3 (GSK3) die Aktivierung von R-SMADS und somit die pri-
mikroRNA Proezssierung modulieren kdnnen.

1.6.3 MikroRNA im Herzen

Wie oben bereits erwahnt, ist das kardiale Remodelling durch molekulare, zellulare
und interstitielle Veranderungen charakterisiert und manifestiert sich in Anderungen
von GroflRe, Form und Funktion des Herzen. Pathologische Verdnderungen wie
Fibrose, Hypertrophie und Apoptose sind Determinanten des kardialen
Remodellings, welches zu spateren Zeitpunkten zur Ausbildung einer
Herzinsuffizienz fihren (Bonauer et al., 2009; van Rooij et al., 2007; Urbich et al.,
2008; Callis et al., 2009). Der Gedanke, dass mikroRNAs Mechanismen des
kardialen Remodellings steuern, ist relativ neu (Cordes et al., 2009; Latronico et al.,
2009). Vermutungen kamen auf, dass mikroRNAs bedeutend flr das kardiovaskulare
System sind, da Anderungen in ihrer Expression wahrend der Kardiogenese, jedoch
auch mit zunehmenden Herzerkrankungen beobachtet werden konnten (lkeda et al.,
2007; Zhao et al., 2007; Thum et al., 2008). Die Wichtigkeit von mikroRNAs im
Herzen wurde deutlich an genetischen Dicer-Knockdown-Tieren mit einer
Kardiomyozyten-spezifischen Hemmung einer essentiellen Komponente der
mikroRNA-Biogenese (Chen et al., 2008; da Costa Martins et al., 2008). Eine Dicer-
Hemmung in Kardiomyozyten mindete in einer abnormalen Morphogenese und der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz im Zebrafisch (Wienholds et al., 2003). In Mausen
resultierte die Hemmung der mikroRNA-Biogenese in Embryonaltod (Bernstein et al.,
2003).

Weitere Studien zeigen eine Beteiligung von mikroRNAs an vielfaltigen weiteren
molekularen und zellularen Prozessen im Herzen, wie z.B. Apoptose (Chan et al.,
2005; Xu et al., 2007; Cimmino et al., 2005), Zelldifferenzierung (Kwon et al., 2005;
Silber et al., 2008; Tay et al., 2008) und Kardiogenese (Zhao et al., 2005, Chen et al.,
2006; Rao et al.,, 2006; Zhao et al., 2006; Sokol et al., 2005). MikroRNAs sind
aulRerdem in pathologische Prozesse wie kardiale Hypertrophie (van Rooij et al.,
2006; Sayed et al., 2007; Care et al.,, 2007; Cheng et al., 2007), Herzinsuffizienz
(Thum et al., 2007), Angiogenese (Ji et al., 2007) und der Genese von Arrythmien
(Yang et al., 2007) involviert.
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MikroRNAs treten aber nicht nur in Zusammenhang mit pathologischen Prozessen
am Herzen auf. Vorangegangene Studien zeigten, dass im Herzen durch
verschiedene Stressoren, wie z.B. nach einem Infarkt, Mechanismen in Gang gesetzt
werden kdnnen, welche die Entstehung eines Myokard-Infarkts reduzieren (Marber et
al., 1993; Currie et al., 1993; Hutter et al., 1994). Yin et al. (2008) bestatigten diese
These. Sie zeigten eine Induktion von mikroRNA1L, 21 und 24 nach kardialem Stress.
Eine Stimulation von Kardiomyozyten mit diesen mikroRNAs reduzierte die
Infarktgrof3e nach Ischamie/Reperfusion deutlich. Sie zeigten weiterhin, dass dieser
Schutzmechanismus vor Ischamie /Reperfusion mit der durch mikroRNAs
vermittelten Inhibition von pro-apoptotischen Genen (z.B. die Caspase
Familienmitglieder 1, 2, 8, 14; Bid (BH3 interacting domain death agonist); Bcl-10 (B-
cell leukemia/lymphoma 10) und der Induktion von anti-apoptotischen Genen (z.B.
Bag-3 (Bcl-2-associated athanogene), Prdx2 (Peroxiredoxin 2) einhergeht. Durch
Einsetzen eines mikroRNA-Inhibitors konnte dieser Effekt wieder aufgehoben
werden.

Neben Kardiomyozyten spielen auch Endothelzellen eine entscheidende Rolle fir die
Aufrechterhaltung der kardialen Funktion. Sie Ubernehmen wichtige Funktionen in
der Angiogenese. Die Wichtigkeit von mikroRNAs fir die Angiogenese und die
Endothelzellfunktion ~ wurde in  Dicer-knockdown-Mausen  deutlich.  Eine
endothelspezifische Inhibition von Dicer, einem entscheidenden Enzym fir die
mikroRNA-Prozessierung, resultierte in einer reduzierten Angiogenese als Antwort
auf Reize wie Ischamie, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) oder
Wundheilung (Kuehbacher et al., 2007; Suarez et al., 2007).

Es existiert eine hohe Anzahl von mikroRNAs im Herzen. In der vorliegenden Arbeit
soll das Interesse den mikroRNAs 1, 21 und 24 gelten, da diese in vorangegangenen
Studien im Zusammenhang mit kardialen Umbauprozessen erwéhnt wurden (Yin et
al., 2008).

MikroRNA1 ist eine muskelspezifische mikroRNA (Lim et al., 2005), welche bei
Patienten mit Schaden der Koronararterien vermehrt exprimiert wird.

MikroRNA21 wird in allen Zelltypen des kardiovaskuldren Systems (Kardiomyozyten
(Cheng et al., 2010), vaskularen Muskelzellen (Davis et al., 2008) und Endothelzellen
(Suarez et al., 2007)), am prominentesten jedoch in kardialen Fibroblasten exprimiert
(Thum et al., 2008). Im gesunden Herzen wird sie nur schwach exprimiert, in
fibroblastenreichen Infarktregionen tritt sie jedoch stark hochreguliert auf.
(Bauersachs et al., 2010). Sie gehort zu einer der am starksten regulierten
mikroRNAs als Reaktion auf kardialen Stress. In Kkardialen hypertrophen
Tiermodellen sowie bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz beim Menschen ist sie
5-10fach hochreguliert (Thum et al., 2008; van Rooij et al., 2006).

MikroRNA24 wird in vielen Organen exprimiert (Landgraf et al., 2007), in
Endothelzellen ist sie jedoch mit Abstand am meisten vertreten (Zhou et al., 2011).
Fiedler et al. (2011) identifizieren mikroRNA24 als entscheidenden Regulator von
endothelialer Zellapoptose und Angiogenese. Im Herzen konnte eine Anreicherung
von mikroRNA24 mit Abstand am hochsten in Endothelzellen gezeigt werden, welche
unter hypoxen Bedingungen vermehrt exprimiert wird (Fiedler et. al, 2011). Als
Interaktionspartner konnte unter anderem der im Endothel stark angereicherte
Transkriptionsfaktoren GATA2, ein wichtiger Faktor in der vaskularen Biologie,
identifiziert werden (Mammoto et al., 2009; Thum et al. ,2000; Tian et al., 2009).
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1.7 Fragestellung dieser Arbeit

Die Bedeutung der Freisetzung von TGFB unter Hypoxie/Reoxygenierung aus
Endothelzellen sollte im Hinblick auf Vorgdnge des kardialen Remodellings
untersucht werden. Dabei wurden folgende wichtige Punkte analysiert:

1) Es sollte untersucht werden, ob mikrovaskulare Endothelzellen des Herzens unter
hypoxen und reoxygenierten Bedingungen Quelle einer vermehrten TGF[3-
Expression und/oder -Freisetzung sind. Im Detail sollte geklart werden, um welche
Isoform es sich bei der TGFB Expression/Freisetzung handelt und zu welchem
Zeitpunkt der Reoxygenierung diese stattfindet.

2) Im Weiteren sollten die intrazellularen Signalkaskaden untersucht werden, die
durch TGFB ausgel6st werden; besonderes Augenmerk lag dabei auf den SMAD-
Proteinen. Es interessierte jedoch nicht nur die autokrine Aktivierung von SMAD-
Proteinen in Endothelzellen, sondern auch die parakrine Wirkung auf
Kardiomyozyten.

3) Da GATA-Tranksriptionsfaktoren als Bindungspartner von SMAD-Molekilen
identifiziert wurden und eine Beteiligung dieser an kardialen Umbauprozessen
bekannt ist, interessierte auch eine Beteiligung von GATA an der intrazellularen
Signalkaskade.

4) Die hypoxische Induktion von mikroRNAs in Abhangigkeit von der TGFB/SMAD-
Signalkaskade sollte in Endothelzellen Gberprift werden.

5) Apoptose stellt einen Anteil des kardialen Remodellings dar, der zum Verlust von
Herzmuskelzellen fuhrt. Deshalb sollte Uberprift werden, ob von Endothelzellen
freigesetztes TGFB Apoptose in Kardiomyozyten induziert und ob damit eine neue
Quelle als Ausldser fiur kardiales Remodelling identifiziert werden konnte.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Aceton

Acrylamid

Agarose
Ammoniumpersulfat
6-Aminohexanséaure
Amphotericin B

ATP

Basenpaar DNA Marker ( 100bp )
Benzonase®

B - Glycerophosphat

B - Mercaptoethanol

Bisacrylamid
Bromphenolblau
Bovines Serum Albumin

Calciumchlorid
Chloroform

Diethylether
Dithiotreitol
DNase
DNase-Puffer
dNTPs

EDTA-Natriumsalz
Ethanol

Fetales Kalberserum
First-strand Reaktionsmix, 2x
Folin-Ciocalteu'sches Phenolreagenz

gDNA Wipeout Puffer, 7x
Gentamycin

Glukose

Glycerin

HEPES
HCI

Isoamylalkohol
Isopropanol

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Frankfurt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Novagen, Darmstadt
Novagen, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Célbe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Karnitin
Kreatin
KCI
KH,PO,4

Medium 199/Earl’s Salts
Methanol

Mercaptopropandiol

MgClz

MgCl,x6H,0

MiRNA Reaktionspuffer, 5x
M-MLV Reverse Transkriptase
Magermilchpulver

MnC|2

Natriumacetat
NacCl

Na,COs3
NaOH

NCS

Nonidect P40

Oligo dT

PCR Puffer, 10x
Penicillin-Streptomycin Losung
Pepstatin

Phenol

PMSF

Poly A Polymerase
Ponceau S-Ldsung
Primerhybridisierungspuffer
buffer)

(Annealing

Rainbow Proteinmarker
Reverse Transkriptase
RNasin

RT-Puffer, 5x
RT-Puffer

RT Primer Mix

SB 431542
SDS

Spectra™ Multicolour
Protein Ladder

Broad Range

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Cayman Chemical Company, Michigan ,
USA

Merck, Darmstadt

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot
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SuperScript 1l RT/RNaseOUT Enzym

Mix

SuperSignal®West Pico-
Chemiluminescent Substrat

SYBR®Safe

iQ-SYBR®green-Supermix

Taurin
Tag-Polymerase

TCA

TEMED

TGFB1

TRIS

Trizol

Trypsin-EDTA Ldsung
Tween20

Universeller RT Primer
Universeller g°PCR Primer

W-1 (1%)

Invitrogen, Karlsruhe
Thermo Scientific, Rockfort

Invitrogen, Karlsruhe
Biorad, Miunchen

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Cell Systems, Kdln
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Alle Ubrigen Chemikalien wurden von den Firmen Roche (Mannheim), Invitrogen
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Calbiochem (Bad Soden) und Sigma (Taufkirchen) in
der hochsten erhéltlichen Qualitat bezogen. Alle verwendeten Chemikalien wurden
nach Herstellerangaben gelost und aufbewahrt.

2.2 Antikorper far Immunoblots

Anti-mouse IgG
Anti-rabbit 1IgG
Aktin

Donkey anti-goat
GATA2

GATA4

GATAS

GATA6
P-SMAD1/3
P-SMAD1/5
P-SMAD1/5/8
P-SMAD?2
P-SMAD3
SMAD2
SMAD3
SMADA4

TGFpB

Vinculin

Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.

Dianova, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Dianova, Hamburg
Santa Cruz Biotechnology, INC.
Santa Cruz Biotechnology, INC.
Santa Cruz Biotechnology, INC.
Santa Cruz Biotechnology, INC.

Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling, NEB, Frankfurt a.M.

Sigma, Taufkirchen

18



Material

2.3 Primer fur RT-PCR und real time PCR

Alle hier aufgefuhrten Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

B2M forward GCC GTCGTG CTTGCC ATTC
reverse CTGAGG TGG GTG GAACTGAGAC

HPRT forward CCAGCGTCGTGATTAGTG AT
reverse CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC

microRNA24 forward TGG CTC AGT TCA GCA GGA ACA G
reverse Universeller Primer

microRNA21 forward TAG CTT ATC AGACTGATGTTGA
reverse Universeller Primer

microRNA1 forward TGG AAT GTA AAG AAG TGT GTA
reverse Universeller Primer

SMAD2 forward AGA CGG CTT TAC AGA TCC ATC
reverse TTA GGC ACT CGG CAAACACTT

SMAD3 forward ACA GCATGG ACG CAG GTTCT
reverse TCA CTG AGG CAC TCC GCA AA

SMAD4 forward GTT GCA GAT AGC TTC AGG GC
reverse TGC TGA AGATGG CCGTTTTGG TG

SMAD7 forward GCT GCTACCCCATCTTCATC
reverse CAG CCCTTC ACG AAGCTTAT

TGFpB forward AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA
reverse GTG GAG TAC ATT ATCTTT GCT

2.4 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden Puffer, Losungen und Medien mit Aqua
bidest. als Losungsmittel angesetzt. Haufig verwendete Losungen wurden mehrfach
konzentriert angesetzt, autoklaviert und steril filtriert. Bei Gebrauch wurden die
mehrfach konzentrierten Stammlosungen mit Aqua bidest. auf die gewiinschte
Konzentration verdinnt. Die Angaben beziehen sich auf einen Liter Gesamtvolumen,
wenn nicht anders angegeben.

1 x Anodenpuffer: Tris, 30 mM 3,639
Methanol 20 % (vol/vol)
Aqua bidest. Ad 11

pH auf 10,4 einstellen
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10 x Anodenpuffer:

Ausplattiermedium/Waschmedium

fur isolierte Endothelzellen:

Ausplattiermedium/Waschmedium

fur isolierte Kardiomyozyten:

CCT-Kulturmedium:

DNA-Lade-Puffer:

HEPES-Medium:

Kathodenpuffer:

4 x Lammli-Puffer:

Tris, 30 mM
Methanol

Aqua bidest

pH auf 10,4 einstellen

M199/CO,
Streptomycin/Penicillin
FCS

NCS

CCT Medium
Streptomycin/Penicillin
Gentamycin

M199/HEPES-
Stammldsung
Kreatin

Karnitin

Taurin

Penicillin
Streptomycin
Cytosin-B-
Arabinofuranosid

Bromphenolblau
Glyzerin

NacCl

KCI
MgCl,x6H,0
KH>POy4
HEPES

Tris, 25 mM

6-Aminohexansaure, 40

mM

Methanol

Aqua bidest.

pH 9,4 einstellen

Tris/HCI pH 6,8
Glycerin

SDS
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

36,39
20 % (vol/vol)
Ad 1|

x ml
4%
10 %
10 %

x ml
2%
0,1%

x ml

5 mM
2 mM
5 mM
100 1U/ml
100 pg/ml
10 uM

0,25% (vol/vol)

30,00% (vol/vol)

125,0 mM
2,6 mM
1,2 mM
1,2mM
25 mM

3,03 ¢
525¢

20 % (vol/vol)
Ad 1l

0,5 mol/l

25 % (vol/vol)
4 % (wt(vol)
1 % (vol/vol)
0,1 % (wt/vol)
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1 x Laufpuffer :

M199/HEPES-Stammldsunag:

M199/CO,-Stammldsung:

10 x PBS:

Powell-Medium:

Reagenz A:

Ripa Puffer (1ml):

Ripa Stockldsung:

50 x TAE-Puffer:

Tris/HCI pH 8,2-8,5
Glycin
SDS

M199

HEPES

Aqua bidest.

pH 7,4 einstellen

M199

HEPES
NB.HCOa

Aqua bidest.

pH 7,4 einstellen

KCI

KH>PO,

NaCl

Na,HPO4x 7H,0

NacCl
KCI
KH,PO,4
MgSO4
NaHCO;
Glukose

Natrium-Kalium-Tatrat
3,3%

Cu,S04 1,25%
Na,COs 2,5%

Ripa Stocklésung

PMSF (0,1M)

EDTA (0,2M)
B-Glycerophosphat (1M)

TrispH 7,5
NacCl
Nonidect P 40
Desoxycholat
SDS

Tris
Eisessig
EDTA (0,5M)

24,8 mM
192,0 mM
1%

9,62 g/l
15,1 mM
Ad 10 |

9,59
15,0 mmol/l
17,9 mmol/l
Ad 1l

2,7 mM
1,5mM
150,0 mM
8,1 mM

110,0 mM
2,6 mM
1,2mM
1,0 mM

25,0 mM
11,0 mM

200 pl (wt/vol)

200 pl (wt/vol)
19,6ml (wt/vol)

945 pl
10 pl
5ul
40 ul

50 mM

150 mM

1% (wt/vol)
0,5 % (wt/vol)
0,1 % (wt/vol)

2M

1M
50 mM
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10 x TBS: Tris 10 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

TE-Puffer: Tris (1M) pH8,0 10 mM
EDTA (0,5M) 1 mM

Vorplattiermedium

fur Kardiomyozyten: CCT-Kulturmedium x ml
FCS 4 %

2.5 Gerate und Laborbedarf

2.5.1 Allgemein verwendete Gerate

Glaswaren

Gummiunterlage fur Hypoxiekammern
Heizblock

Heizrihrer

Hypoxiekammern
Hypoxiekammerklemmen
Kolbenhub-Pipetten

Laborwaage

Magnetheizrihrer

Mikrotiterplatten 96well
Mikrotiterplattenphotometer
Microplate reader Tecan infinite 200
Pellet pestle®

pH 211 Microprozessor pH-Meter

Photometer

Sample Mixer Dynal® Model Mixi
Schittler Type Polymax 2040
Warmeplatten

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage
Zentrifuge Allegra™ 25 R
Zentrifugen

2.5.2 Zellkultur

Brutschrank
Gewebehacker

Schott, Mainz

Eigenbau Physiologie Giel3en
Techne AG, Burkhardsdorf

Jahnke und Kunkel, Staufen
Eigenbau Physiologie Giel3en
Eigenbau Physiologie Giel3en
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Sartorius AG, Gottingen

Jahnke und Kunkel, Staufen
Dynatech, Denkendorf

Dynatech, Denkendorf

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Kimble Kontes, New Jersey, USA
HANNA Instruments Deutschland GmbH,
Kehl am Rhein

Perkin Elmer, Waltham USA
Invitrogen, Darmstadt

Heidolph, Kelheim

Harry Gestigkeit GmbH, Dusseldorf
Julabi, Seelbach

Millipore, Eschborn

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
Hugo Sachs
Hugstetten

Elektronik, March-
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Langendorff-Apparatur
Mikroskop

Nylonnetz (Polyamid, 200um)
Préaparationsbesteck
Sterilbank

2.5.3 Verbrauchsmaterialien

Falcons 50 ml
Frischhaltefolie
Kulturschalen Typ 3001
Kulturschalen Typ 3004
Kulturschalen Typ 3803
Mikrotiterplatten Typ 3910
Parafilm

Pipettenspitzen
ReaktionsgefalRe 0,5ml
ReaktionsgefalRe 1ml
ReaktionsgefalRe 2ml
Sterilfilter

Thermo-Strips Reaktionsgefalle
Zellschaber

2.5.4 Western Blot

Chemi-Doc System
Elektroblotkammer

Filterpapier

Hamiltonspritze 50 ml
Hoefer-Elektrophoresekammer
Hoefer Glasplatten
Hoefer-Kamm
Hoefer-Plattenklemmen
Hoefer-Spacer

Immobilon P (PVDF Membran)
Netzgerat

Nitrozellulose Transfer Membran
PEQLAB System, Chemi-Smart-5100
Trockenpapiere Universal

255 PCR

Elektrophoresekammer (DNA)
iCycler
Nano Drop® ND-1000

Eigenbau Physiologie, Giel3en
TMS-F, Nikon, Japan
NeolLab, Heidelberg
Aeskulap, Heidelberg
Heraeus, Hanau

Becton Dickonson, Heidelberg
Aldi Sud, Mihlheim

Becton Dickonson, Heidelberg
Becton Dickonson, Heidelberg
Becton Dickonson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

GE Healthcare Europe, Minchen
Thermo-Scientific, Rockfort
Becton Dickinson, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Biometra, Gottingen
Biotech-Fischer, Reiskirchen
Hamilton, Bonaduz, Schweiz

GE Healthcare Europe, Minchen
GE Healthcare Europe, Minchen
GE Healthcare Europe, Minchen
GE Healthcare Europe, Minchen
GE Healthcare Europe, Minchen
Millipore, Eschborn

Biometra, Gottingen

Millipore, Eschborn

PEQLAB, Erlangen
Biotech-Fischer, Reiskirchen

GE Healthcare Europe, Minchen
BioRad, Miinchen
PEQLAB, Erlangen
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Thermocycler

2.5.6 Software

Adobe Photoshop

Microsoft Windows XP®

Microsoft Word 2000®

Microsoft Excel 2000°

Microsoft Power Point®

Microsoft Paint®

iCycler™iQ Optical System Software
Quantity One

SPSS

Techne, Wertheim-Bestenheid

Adobe Systems, San Jose, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
BioRad, Miinchen

BioRad, Miuinchen

SPSS GmbH Software, Miinchen
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3 Methoden

3.1 Isolierung von koronaren Endothelzellen der Ratte

3.1.1 Versuchstiere

Zur Isolation mikrovaskularer Endothelzellen wurden Ratten aus hauseigener Zucht
des Tierstalls des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat GielRen
verwendet. Es handelte sich dabei um 3-4 Monate alte, mannliche Wistar Ratten mit
einem Lebendgewicht von ca. 300-400g. Den Tieren stand Futter (Standardfutter
Altromin®) und Wasser zur freien Verfiigung.

3.1.2 Praparation und Zellkultur von mikrovaskularen Endothelzellen aus
dem Rattenherz

Die Sektion der Ratten, die Praparation ihrer Herzen und die Isolierung der
Endothelzellen sowie Kardiomyozyten erfolgte nach der Methode von Schluter und
Schreiber (Schliter und Schreiber, 2005). Vor Beginn der Praparation wurde das
Langendorff-Perfusionssystem mit Aqua bidest. und anschlieBend mit Powell-
Medium gesplilt. Daraufhin folgte das luftblasenfreie Beflllen der Anlage mit Powell-
Medium. Dieses wurde kontinuierlich mit Carbogen begast, um einen konstanten pH-
Wert von 7,4 zu gewabhrleisten. Das Perfusionsmedium wurde konstant auf 37°C
gehalten. Nach einer kurzen Isoflurannarkose bis zum Erreichen einer tiefen
Bewusstlosigkeit wurden die Ratten durch Uberstreckung des Riickenmarks, und
somit durch Genickbruch, getotet. Uber eine dorsolaterale Thorakotomie wurde das
Herz zusammen mit der Lunge entfernt und sofort in eine Petrischale mit 4°C kalter,
physiologischer Kochsalzlosung verbracht. Hier wurde das Herz von anhdngenden
Organ- und Geweberesten befreit, und die Aorta weiter freiprapariert. Dann wurde
das Herz mittels einer Perfusionskanile an die Langendorff-Apparatur
angeschlossen und mit ca. 50 ml Powell-Medium blutleer gespdlt. Darauf folgte die
retrograde, rezirkulierende Perfusion mit 50 ml Kollagenasepuffer fur 25 Minuten. Die
Flussrate wurde auf 5ml/min/Herz eingestellt. Nach Beendigung der Reperfusion
wurden von dem Herz die Vorhofe, grol3e Gefalie und Bindegewebe entfernt. Das
Herz wurde zunéchst in 5 mm grol3e Stiicke zerkleinert. Anschlie3end folgte eine
weitere mechanische Zerkleinerung mit einem Gewebehacker
(Schnittstarkeneinstellung:  0,7mm) in zwei Ebenen. Fir einen weiteren
enzymatischen  Aufschluss wurde der Gewebebrei in 37°C warmen
Kollagenasepuffer Gberfihrt. Unter standiger Carbogen-Begasung wurde unter
kontinuierlichem Auf- und Abpipettieren eine zunehmende Separierung des
Homogenats erreicht. Nach dem zehnmindtigen Nachverdau wurde die
Zellsuspension durch eine Nylongaze mit einer Porengréf3e von 200 um filtriert und
anschlieBend drei Minuten bei 400 U/min zentrifugiert, um intakte Zellen von
Zelldetritus und Gewebetriimmern zu separieren. Der Uberstand des Zentrifugats
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wurde nun zur Endothelzellisolierung, das gewonnene Sediment zur Isolierung von
Kardiomyozyten (s.Kapitel 3.2.2) verwendet. Der Uberstand wurde mit 10 mg Trypsin
und 30 ml CaCly-Lésung (100mmol/l) versetzt und bei 37 °C mittels eines
elektrischen Ruhrers fur 30 Minuten unter standiger Carbogenbegasung
durchmischt. Die gewonnene Zellsuspension wurde nach erfolgter Inkubation in 60
ml M199/CO, aufgenommen. Das durch eine anschlieRende Zentrifugation
gewonnene Pellet wurde in 10 ml 37 °C warmes Ausplattiermedium tberfuhrt. Der
Uberstand wurde verworfen. Die Zellsuspension wurde nun unter der Sterilbank auf
einer Primariaschale® Falcon Typ 3803 in 20 ml Medium ausplattiert und fur 4
Stunden im CO,-Brutschrank inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen zwei Mal mit
Waschmedium gewaschen, um nicht angeheftete Zellen zu entfernen. Die Zellen
wurden nun mehrere Tage im CO,-Brutschrank inkubiert bis sich ein konfluenter
Zellrasen ausgebildet hat. Wahrenddessen wurde alle zwei Tage das Medium
gewechselt, wobei sich die Antibiotikakonzentration von anfanglich 5% auf 2 %
reduzierte.

3.1.3 Passage von mikrovaskularen Endothelzellen

Nach ca. 5 Tagen hatte sich ein konfluenter Zellrasen ausgebildet. Nachdem die
Zellen mikroskopisch auf Wachstum und Verkeimung kontrolliert wurden, wurden sie
mehrmals mit 37°C vorgewarmtem M199- Medium gewaschen. Nach dem Absaugen
des Waschmediums wurde der konfluente Zellrasen durch 5mindtiges Inkubieren in 5
ml Trypsin/EDTA im Brutschrank geltst. AnschlieRend wurde das Ablosen der Zellen
von der Kulturschale, sowie die Losung der Zellen untereinander erneut
mikroskopisch kontrolliert und die enzymatische Reaktion durch Uberfiihren in
Ausplattiermedium gestoppt. Um die Zelldichte zu bestimmen, wurden ca. 10 pl des
zellhalltigen Mediums in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und unter dem
Mikroskop die Zellen von 4 Grol3quadraten ausgezéahlt. Mit diesem Wert konnte man
nun die Zelldichte errechnen:

Summe der gezahlten Zelllen * 2500 = Zellzahl pro ml
Um die gewunschte Zellzahl zu errechnen, benutzte man folgende Formel:

Gewiulnschte Zellzahl pro Kulturschale / Zellzahl pro ml = x ml endothelzellhaltiges
Medium

Die errechnete Menge endothelzellhaltigen Mediums wurde nun auf die je nach
Versuchsansatz benétigte Anzahl Kulturschalen ausplattiert. Es wurden ungefahr
200000 Zellen pro Kulturschale ausplattiert. Bei den Kulturschalen handelte es sich
je nach Versuchsprotokoll um Falcon Typ 3001 oder Falcon Typ 3004. Die Zellen
wurden nun im Brutschrank unter CO»-haltigen Bedingungen bei 37°C inkubiert. Die
Weiterverwendung der Zellen erfolgte je nach Wachstumsrate nach 1 bis 3 Tagen,
nachdem sich wieder ein konfluenter Zellrasen ausgebildet hatte.

26



Methoden

3.2 Isolierung von ventrikularen Kardiomyozyten

3.2.1 Versuchstiere

Zur Isolierung von ventrikularen Kardiomyozyten wurden die gleichen Ratten
verwendet, die auch bei der Isolierung der mikrovaskularen Endothelzellen
verwendet wurden.

3.2.2 Praparation ventrikularer Kardiomyozyten aus der Ratte

Als Quelle fur die Kardiomyozyten dienten dieselben Herzen, die auch fur die
Isolierung der Endothelzellen (s.Kapitel 3.1.2.) verwendet wurden. Das bei der
Filtration der Zellsuspension durch das Nylonnetz gewonnene Sediment wurde zur
Kardiomyozytenisolierung verwendet. Das Sediment wurde in 10 ml Powellmedium
mit 200 uM Calciumchlorid resuspendiert und fur weitere zwei Minuten bei 400 U/min
zentrifugiert. Das hierbei gewonnene Zellpellet wurde anschlieend in 15 ml
Powellmedium mit 400 yM Calciumchlorid aufgenommen und zu einer homogenen
Masse aufgeschuttelt. Durch die ansteigende Konzentration des Calciumchlorids
konnten sich die Kardiomyozyten langsam an das Calcium gewdhnen. Die
homogene Zellmasse wurde nun in mehrere Reagenzglaser gefullt und einer letzten,
abschlieBenden Zentrifugation fir eine Minute bei 300 U/min unterzogen. Nachdem
der Uberstand abgesaugt wurde, erhielt man eine Zellpopulation mit 40-60 %
intakten, stabchenférmigen Kardiomyozyten.

3.2.3 Vorinkubation der Kulturschalen fir ventrikulare Kardiomyozyten

Damit ein Anheften der Kardiomyozyten an die Kulturschalen (Falcon Typ 3001 oder
3004) gewabhrleistet werden konnte, wurden diese mit Vorplattiermedium fur
mindestens 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

3.2.4 Ausplattieren der ventrikularen Kardiomyozyten

Kurz vor dem Ausplattieren der Zellen wurde das Vorplattiermedium abgesaugt. Das
aus der Praparation gewonnene Zellhomogenat wurde in Ausplattiermedium
Uberfuhrt und auf die Kulturschalen ausplattiert. Nach mikroskopischer Kontrolle und

einer ca. zweistiindigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C unter CO,-freien
Bedingungen wurden die Kardiomyozyten zweimal mit Waschmedium gewaschen.
Die nicht funktionsfahigen und somit nicht angehafteten Zellen wurden somit entfernt.
Auf die verbliebenen Zellen wurde erneut Ausplattiermedium gegeben. Der Anteil an
intakten, stabchenférmigen Zellen betrug nun ca. 90%. Nach einer 10minltigen
Ruhepause fur die Kardiomyozyten wurden diese je nach Versuchsansatz induziert.
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3.3 Hypoxie/Normoxie und Reoxygenierung der Endothelzellen

FiUr den Versuchsansatz wurden die Endothelzellen zunachst einem Mediumwechsel
unterzogen. Das Ausplattiermedium wurde abgesaugt und stattdessen wurden die
Zellen in 3 ml HEPES-Puffer und zusatzlich 1,3 mmol Calciumchlorid resuspendiert.
Nach einer halbstindigen Ruhepause auf 37°C warmen Warmeplatten wurden die
Deckel der Kulturschalen entfernt und durch Deckel ersetzt, welche mittig eine im
Durchmesser ca. zwei cm groRe Offnung besitzen. Die Kulturschalen, welche sich
weiterhin auf den Warmeplatten befanden, wurden nun mit luftdichten
Kunststoffkammern bedeckt. Diese Kammern wurden mit ihren Kanten auf eine
Gummiunterlage gesetzt, damit die Dichte der Kammern gewahrleistet werden
konnte. Die Kammern besitzen zwei Offnungen an zwei gegeniiberliegenden Seiten,
welche beide mit einem Schlauch verbunden wurden. Somit war ein Gaszufluss und
ein Gasabfluss moglich. Eine Kammer wurde Uber einen Schlauch mit einer No-
Gasflasche verbunden, die andere Kammer wurde mit einer Pumpe verbunden. Die
jeweils abfiihrenden Schlauche mindeten in einen Kolben, der mit Wasser gefullt
war. Eine Hypoxie, bzw. Normoxie wurde durch ein zweistiindiges Begasen der
Zellen mit N2, bzw. Luft erzeugt. Dabei wurde auf einen gleichmaRigen Gasfluss in
beiden Kammern geachtet. Um ein Austrocknen der Zellen wéahrend der Begasung
zu verhindern, wurde im Sinne eines Hygrophors in Wasser getrankter Zellstoff mit
unter die Kammern gelegt. Die normoxen Endothelzellen dienten in diesem
Versuchsansatz als Kontrolle. Weitere Kontrollzellen stellten vollig unbehandelte
Zellen, sowie nur mit Mediumwechsel behandelte Zellen derselben Praparation dar.
Im Anschluss an die Begasung wurde erneut das Medium gewechselt. Die
Endothelzellen wurden wiederum mit Ausplattiermedium versetzt und im Brutschrank
unter CO,—haltigen Bedingungen bei 37°C inkubiert und somit reoxygeniert. Je nach
Versuchsprotokoll wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Reoxygenierung geerntet.

Luft N,
Luftdichte Gaskammer Luftdichte Gaskammer
r — —
Gasfluss Gasfluss
\ /
‘ Warmeplatte \ / Warmeplatte

\ Zellkulturschalen /

Abbildung 3:

Darstellung der Begasung von Zellkulturen mit Stickstoff/Sauerstoff. Die Zellen befinden sich auf 37°C warmen
Warmeplatten und werden unter luftdichten Gaskammern kontinuierlich tber 2 Stunden begast. Die Gase werden
in einen mit Wasser gefiiliten Kolben abgeleitet.
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3.4 Proteinnachweis

3.4.1 Zellernte zur Isolierung von Gesamtprotein

Die Zellernte zur Isolierung von Gesamtprotein verlief bei Endothelzellen sowie
Kardiomyozyten auf die gleiche Weise. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden
die Zellen zwei Mal mit einfach konzentrierter, kalter PBS-Losung gewaschen.
Anschliel3end wurden zur Zellmembranlyse, je nach Gro3e der Kulturschale, 100 ul
(Falcon Typ 3001) bzw. 200 pl (Falcon Typ 3004) Ripa-Puffer auf die Zellen
gegeben. Um die Nukleinsauren zu lysieren wurden zusétzlich 5 ul Benzonase® und
4 pl Magnesiumchlorid (130mmol) zugegeben und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Die noch angehafteten und geldsten Zellen wurden mit einem Zellschaber von der
Kulturschale abgeschabt und in ein Eppendorfgefal tberflihrt. Danach folgte ein
Zentrifugationsschritt fir 30 Minuten bei 12000 U/min und 4°C. Der Uberstand, der
nun das extrahierte Protein enthielt, wurde erneut in ein Eppendorfgefald verbracht.
Die so aufbereiteten Proben konnten nun zur Proteinmengenbestimmung direkt
weiterverwendet oder bei -80°C eingefroren und gelagert werden. Das bei der
Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde verworfen.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinmengenbestimmung nach Lowry ist eine Methode zur Bestimmung der
Konzentration l6slicher und unldslicher Proteine (Lowry et al., 1951). Grundsatzlich
kann man eine quantitative Proteinmengenbestimmung auch mit der Methode nach
Bradford durchfihren. Die Methode nach Lowry ist allerdings sensitiver. Aul3erdem
kénnen in der Methode nach Lowry auch Proteinkonzentrationen in Ldsungen
bestimmt werden, in denen Natriumlaurylsulfat (SLS) enthalten ist, was in der
Methode nach Bradford nicht mdglich ware.
Zunachst wurde eine Standardverdinnungsreine von BSA gelést in Wasser
hergestellt. Die Verdinnungsstufen betrugen 0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 und 1 mg/ml BSA. Nun wurden 50 pl der jeweiligen Verdinnungsstufe
zusammen mit 10 ul Probenpuffer in Reaktionsgefal3e verbracht. Parallel dazu
wurden 50 pl Wasser mit 10 ul proteinhaltiger Probe gemischt. In jede Probe und
jede Stufe der Verdunnungsreihe wurden 50 pyl NaOH (5M) und 500 ul Reagenz A
zugegeben. Die Anséatze wurden fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert;
hierbei fand der erste Reaktionsschritt, namlich die Biuret-Reaktion statt, eine
Komplexbildung aus den Peptidbindungen mit den Kupfer(ll)-ionen. Im nachsten
Schritt wurden je Ansatz 100 ul Folin-Ciocalteusches Phenolreagenz zugegeben. Die
Ansatze wurden fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlielend einem
Zentrifugationsschritt von 30 Minuten bei 13.000 U/min unterzogen. In diesem
zweiten Reaktionsschritt wurde das Folin-Ciocalteusche Phenolreagenz durch
bereits reduziertes Kupfer (I) zu Molybdanblau reduziert, was sich in einem
Farbumschlag von gelb nach blau zeigte. Die resultierende Blaufarbung wurde zur
quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt. Von den Uberstanden
der Ansatze, die man im Zentrifugationsschritt gewonnen hat, wurden je 200 pl auf
eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufgetragen und im Mikrotiterplattenphotometer bei 595
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nm gemessen. Grundlage der photometrischen Bestimmung der
Proteinkonzentration ist das Lambert Beersche Gesetz. Es besagt, dass die
Extinktion bei konstanter Wellenlange, sowie konstanter Schichtstarke der
durchstrahlten Probe direkt proportional zur Konzentration der Probe ist. Zur
Konzentrationsbestimmung der Proteinproben wurde eine Standardgerade im Sinne
einer Eichgeraden bestimmt. Diese bildet die Ergebnisse ab, die aus der Umsetzung
der Standardverdinnungsreihe mit demselben Reaktionsansatz wie dem fir die
Proteinproben gewonnen wurden. Somit resultiert die zu bestimmende
Proteinkonzentration als einzige Variable.

3.4.3 Probenaufbereitung mittels Lammlipuffer

Die Proteinbestimmung nach Lowry diente der exakten Auftragung gleicher
Konzentrationsmengen der einzelnen Proben auf ein SDS-Gel. Hierzu wurden die
Proben auf den gleichen Konzentrationsbereich von ca. 50 — 120 ug eingestellt und
dabei entstandene Volumenunterschiede durch Probenpuffer ausgeglichen. Das
Gesamtvolumen von 61,8 ul setzte sich aus 45 pl Proben/Probenpuffer-Gemisch, 15
Ml 4fach konzentriertem Lammli-Puffer und 1,8 pyl DTT zusammen. Das im Lammli-
Puffer enthaltene Glycin beschwert die Proben, so dass diese besser in die
Geltaschen absinken konnen. Die Blaufarbung des Lammli-Puffers diente der
einfacheren Beobachtung der Lauffront der Proteine. AuRerdem enthélt dieser Puffer
SDS, welches der Aufspaltung der Sekundar- sowie Tertiarstrukturen dient. SDS ist
ein anionisches Tensid, welches die Eigenladungen der Proteine Uberdeckt und
diese somit eine konstante negative Ladungsverteilung aufweisen. Dies ermoglicht
den Proteinen nach angelegter Spannung Richtung Anode zu wandern. DTT kann
durch Reduktion von Disulfidbriicken die Faltung der Proteine zerstoren.

Die vorbereiteten Proben wurden nun 10 Minuten bei 95°C im Heizblock inkubiert,
was wiederum der Spaltung von Sekundar- und Teridrstrukturen diente.
Anschliel3end konnten sie direkt in der Gelelektrophorese weiterverarbeitet, oder bei
— 80 °C eingefroren werden.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden nun in einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Lammli durch Anlegen eines elektrischen Feldes nach
unterschiedlicher ProteingroRe aufgetrennt. In einem diskontinuierlichen System
mussen die Proben zunéchst ein oberes, grobporiges Sammelgel durchlaufen, in
welchem diese konzentriert werden, um anschlielend ein unteres, feinporiges
Trenngel zu durchlaufen, in welchem die Proben der Grof3e nach aufgetrennt
werden. Die beiden Gele unterscheiden sich im Hinblick auf den pH, die lonenstarke
und wie oben schon erwahnt, die Porengréi3e.

Zum Giel3en des Gels mussten zunachst 2 Glasplatten sorgfaltig gereinigt und mit
Klammern aufeinander befestigt werden. Als Abstandhalter zwischen diesen beiden
Glasplatten dienten zwei ca.1 mm dicke, und ca. 10 mm breite Spacer, welche am
rechten und linken Rand vertikal aufgestellt wurden. Als unterer, luftdichter
Abschluss zwischen den Glasplatten diente ein Gummischlauch. Die unteren zwei
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Drittel des so entstandenen Zwischenraums wurden nun, je nach zu untersuchender
Proteingrol3e, mit einem Trenngel einer bestimmten Konzentration befillt. Nach der
Auspolymerisation des Trenngels wurde dieses mit Sammelgel Uberschichtet. In das
noch flussige Sammelgel wurde ein Kamm gesteckt, welcher nach der
Polymerisierung des Gels wieder entfernt wurde. Die Glasplatten wurden in eine Gel-
Elektrophoresekammer eingebaut. Die obere und untere Pufferkammer wurden mit
Laufpuffer beflllt, so dass das Gel zu beiden Seiten Kontakt mit dem Puffer hatte.
Nachdem die durch den Kamm entstandenen Gel-Taschen mit Laufpuffer
durchgespdlt wurden, konnten die aufbereiteten Proben mit einer Hamilton-Spritze in
die Taschen geflullt werden. Eine oder mehrere Randtaschen wurden mit
Molekulargewichtsmarker zur Gréf3enorientierung befillt. Aufgrund der konstanten
negativen Ladungsverteilung der Proben, wanderten alle Proben nach Anlegen eines
elektrischen Feldes nach unten, Richtung Anode. Beim Anlegen einer Spannung
wandern die Chlorid-lonen aus dem Sammelgel mit hoher Mobilitdt Richtung Anode
(Leitionen); die aus dem Laufpuffer in das Sammelgel dringenden grof3en Glycin-
lonen weisen eine geringere Nettoladung und somit eine geringere Mobilitat als die
Chloridionen auf und wandern somit langsamer (Folgeionen). Die Proteine der
Proben ordnen sich zwischen diesen beiden lonengruppen an. Da sich zwischen den
Leitionen und den Folgeionen ein Spannungsgradient aufbaut, werden langsamer
laufende Proteine bis kurz hinter die Leitionen beschleunigt, und schneller laufende
Proteine werden kurz hinter den Leitionen abgebremst, so dass alle Proteine
gleichzeitig stark konzentriert an der Grenze zum Trenngel ankommen. Hier liegt das
Glycin durch den erhéhten pH-Wert des Gels vollstdndig dissoziiert vor und erhalt
dadurch eine deutlich erhdhte Nettoladung. Somit steigt die Laufgeschwindigkeit des
Glycins und es uberholt die Proteine. Die Proteine befinden sich nun nicht mehr in
der Konzentrierungszone der erhohten Feldstarke und konnen so nach
unterschiedlichem Molekulargewicht im feinporigen Gel aufgetrennt werden. Bei
einer Spannung von 200 V bendotigt die lonenfront etwa 2 bis 4 Stunden bis Sammel-
und Trenngel komplett durchlaufen sind.

Kathode / “Proben

O U EAAND

@ ‘Wonen_ Sammelgel
& @ Lettionen

‘O

Proben

Trenngel

00 0?

{
Anode

Abbildung 4:

Schema einer SDS-Gelelektrophorese. Im Sammelgel ordnen sich die Proben zwischen den schnelleren
Leitionen und den langsameren Folgeionen an und erreichen somit konzentriert die Front zwischen Sammel- und
Trenngel. Im Trenngel erfolgt die siebartige Auftrennung.
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3.4.5 Western Blot

Um die Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine mit Antikdrpern
nachweisen zu konnen, mussten diese erst mittels einer Blotkammer auf eine
geeignete Matrix Ubertragen werden. Als Trager hierfir eignen sich besonders
Nylon- und Nitrozellulosemembranen. Im vorliegenden Fall wurden die Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran mit einer Porengré3e von 0,2 um Ubertragen. Im Semi-
Dry Blotverfahren wurden die Proteine nach Anlegen eines senkrecht zum Gel
verlaufenden elektrischen Feldes auf die Tragermembran lbertragen. Das Gel und
die darunterliegende Membran wurden dabei sandwichartig in Filterpapiere
eingelegt, welche zuvor in verschiedenen Puffern getrdnkt wurden. Die untersten
Schichten der Filterpapiere wurden in 10fach konzentriertem Anodenpuffer, gefolgt
von 1fach  konzentriertem  Anodenpuffer getrdnkt. Nun folgten die
Nitrocellulosemembran, welche zuvor in 1fach konzentrierten Anodenpuffer getaucht
wurde, und das Elektrophorese-Gel. Schlief3lich dienten in Kathodenpuffer getrankte
Filterpapiere als oberster Abschluss. Bei dieser Methode war immer auf
luftblasenfreies Stapeln der einzelnen Filterpapiere zu achten, damit ein
kontinuierlicher Stromfluss gewéahrleistet werden konnte. Die Filterpapiere dienten
hierbei als lonen-Reservoir, das in den Puffern enthaltene Methanol diente dem
Auswaschen des SDS aus den Protein-Komplexen, damit diese besser an die
Membran binden kdénnen. Nun wurde das elektrische Feld angelegt; die Spannung
sollte 50 V nicht Uberschreiten, die bendtigten Stromstéarke errechnete sich aus
folgender Formel: pro cm? Membran wurden 1,5 mA eingestellt. Die Ubertragung der
Proteine dauerte je nach GroRRe der Proteine etwa 1 bis 2 Stunden. Im Anschluss an
den Blot wurde die Membran mit einer Ponceaurot-S-Lésung eingefarbt. Dies diente
der Uberprufung der Auftrennung sowie der Ubertragung der Proteine, da
Ponceaurot sich unspezifisch an alle Proteine anlagert und somit ein Bandenmuster
sichtbar wurde. Die einzelnen Grof3enstufen des Proteinmarkers wurden markiert
und die gefarbte Membran wurde fotografiert. Zur weiteren Detektion der Proteine
musste die Membran zundchst durch mehrmaliges Waschen in Wasser wieder
entfarbt werden.

Blotkammerdeckel

Kathodenpuffer

[ Nitrocellulosemembran ]

1x Anodenpuffer

10 x Anodenpuffer

Blotkammerboden

Abbildung 5:

Schema der ,Sandwichartigen“ Anordnung der Filterpapiere, der Nitrozellulosemembran und des SDS-Gels in
einer Blotkammer. Der Blotkammerdeckel bildet die Kathode und der Blotkammerboden bildet die Anode, der
Stromfluss verlauft also von oben nach unten.
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3.4.6 Immundetektion der transferierten Proteine

Die Nitrocellulosemembran wurde zunédchst mehrmals in Waschlésung
(1xTBS/0,1%Tween) geschwenkt, um alle restlichen Farbstoffe zu entfernen. Nun
wurde diese fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit einer Blocklésung abgesattigt.
Diese Blocklosung besetzt unspezifische Bindungsstellen und verhindert bei der
spateren Detektion des spezifischen Proteins eine unspezifische
Hintergrundreaktion. Als Blocklosung diente je nach Antikdrper entweder 5%ige
Rinderserumalbumin-Losung (BSA) oder 5%ige Magermilchlésung (MMP) in
1xTBS/0,1% Tween, da diese Proteine fir die Antikbrper nicht erkennbar sind. Nach
dem Blocken der Membran wurde diese wiederum in Waschlésung gewaschen, um
Uberschissige Blocklosung zu entfernen. Der primare Antikdrper wurde je nach
Herstellerangaben in einer bestimmten Konzentration, meist in 5%iger
Rinderserumalbumin-Ldsung oder in 5%iger Magermilchlésung in
1xTBS/0,1%Tween angesetzt. Nun wurde die Membran mit der verdinnten
Erstantikorperlosung Uber Nacht bei 4°C inkubiert, wobei der Erstantikorper
spezifisch gegen das zu detektierende Protein auf der Membran gerichtet ist und an
dieses binden konnte. AnschlieRend wurde die Membran zum erneuten S&ubern
mehrmals in Waschlésung geschwenkt, wobei schwéacher haftende, unspezifische
Antikorper entfernt wurden. Nun folgte die Inkubation mit dem sekundaren
Antikodrper, welcher spezifisch gegen bestimmte Fc-Bereiche des Primarantikdrpers
gerichtet ist und somit an den vorhandenen Antigen-Antikorper-Komplex binden
konnte. Die Inkubation in der Zweitantikdrperlésung (Zweitantikorper gelost in 5%iger
Magermilchlosung in 1xTBS/0,1%Tween) fand fir 1 Stunde bei Raumtemperatur
statt. Nach weiteren Waschschritten erfolgte die Sichtbarmachung der Proteine
mittels ECL (enhanced chemiluminescence)—Verfahren. Das an den zweiten
Antikdrper gekoppelte Enzym ,Meerrettichperoxidase* katalysiert die Umsetzung von
Luminol und dessen Derivate in seine oxidierte Form (Chemilumineszenz-Reaktion).
Auf diese Weise entsteht ein lichtemittierendes Produkt. Die Nitrocellulosemembran
wurde 1 Minute in 2 ml ECL-Reagenz geschwenkt, welches das Substrat Luminol
enthalt. Im ECL-Imager wurden die stattgefundenen Chemilumineszenz-Reaktionen
als lichtemittierende Banden sichtbar und zur weiteren Auswertung digital erfasst. Mit
der Software Quantity One konnten die verschiedenen Intensitaten der einzelnen
Banden ausgewertet werden. Zur Normierung der Ergebnisse wurden die
Intensitaten der gesuchten Proteinbanden zur Intensitat der Vinkulin-Banden
derselben Membran ins Verhdaltnis gesetzt. Vinkulin wird in den Zellen nicht
mitreguliert und liegt somit bei unterschiedlichen Bedingungen dennoch in gleicher
Konzentration vor.
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Zweitantikorper gekoppelt

mit HRP \

Chemilumineszenz-
Reaktion

__—Erstantikorper

Protein=Antigen

Nitrozellulosemembran

Abbildung 6:

Prinzip der Chemilumineszenzreaktion. Die Proteine stellen das Antigen dar, welche mit dem Erstantikdrper eine
Bindung eingehen. Ein Zweitantikorper, gekoppelt mit einem Enzym (HRP=Horseradish peroxidase) bindet an
den Erstantikorper. Bei Zugabe von Luminol wird dieses durch HRP in seine oxidierte Form katalysiert und es
entstehen lichtemittierende Produkte.

3.5 Nachweis von RNA

3.5.1 Zellernte von Endothelzellen zur Isolierung von Gesamt RNA

Die Zellernte zur lIsolierung von Gesamt-RNA verlauft bei Endothelzellen und
Kardiomyozyten  auf  unterschiedliche  Weise.  Zundchst wurden die
Mediumuberstande der Endothelzellen abgesaugt und die Zellen anschlie3end 2 Mal
mit einfach konzentrierter, kalter PBS-Ldsung gewaschen. Daraufhin wurden zu jeder
Zellkulturschale 100 ul Trizol gegeben und diese leicht geschwenkt. Im Trizol
enthaltenes Guanidiniumthiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert gleichzeitig
RNAsen und andere Enzyme. Nun wurden die teils gel6sten, teils noch anhaftenden
Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von der Kulturschale gelost und in ein
Eppendorfgefall Gberfuhrt. Die so geernteten Zellen mussten direkt zur Isolation von
Gesamt RNA weiterbehandelt werden.

3.5.2 Isolation von Gesamt-RNA

Nach der stattgefundenen Zelllyse erfolgte nun die Phasentrennung. Nach Zugabe
von je 200 ul Chloroform zu den in Trizol enthaltenen Endothelzellen und einer
anschlieBenden 15mindtigen Zentrifugation bei 12000 Upm und 4 °C konnten 3
Phasen erkannt werden. Eine obere wassrige Phase, in der RNA enthalten ist; eine
mittlere milchige Phase mit DNA und eine untere rétliche Phase mit Proteinen. Die in
der oberen Phase enthaltene RNA musste nun prézipitiert werden. Dies erfolgte
indem zun&chst der wassrige Uberstand abgenommen und mit je 500 pl Isopropanol
gemischt und erneut zentrifugiert wurde (30 min.; 12000 Upm, 4°C). Der so
entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde nach Zugabe von 500
pl 80%igem Ethanol erneut einem letzten Zentrifugationsschritt unterzogen (15 min.,
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12000 Upm, 4°C). Das Ethanol wurde verworfen und das Pellet bei 37°C im
Heizblock getrocknet, um es anschlieend in RNAse-freiem Wasser auf Eis zu l6sen.
Die so gewonnene RNA stand nun zur weiteren Verarbeitung bereit oder konnte bei
-80°C tiefgefroren werden.

3.5.3 DNase-Verdau

Die DNase Behandlung schloss sich der RNA-Isolation an, um die isolierte RNA von
DNA zu reinigen. 10 pl isolierte RNA wurden mit 10 pl DNAse-Mix gemischt. Dieser
setzte sich zusammen aus 2,2 yul DNase-Puffer, 1 ul DNase, 1 pl RNase-Inhibitor und
5,8 pl DEPC - Wasser. Nach halbstindiger Inkubation bei 37°C wurden je Probe 80
ul TE — Puffer/1%SDS sowie 100 pl eines Phenol/Chloroforms-Gemisch zugegeben.
Der Ansatz wurde gemischt und 10 Minuten bei 4°C und 12000 Upm zentrifugiert.
AnschlieRend wurden 100 pl eines Chloroform/lsopropanol - Gemisches (49:1) mit
dem gewonnenen Uberstand der Proben gemischt und erneut 10 Minuten bei 4°C
und 12000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 10 pl 3M Na-Acetat und 2,5
VT Ethanol gemischt und wieder einem Zentrifugationsschritt (30 Minuten, 4°C,
12000 Upm) unterzogen. Nachdem das entstandene Pellet nach Zugabe von 200 ul
Ethanol erneut zentrifugiert wurde (15 Minuten, 4°C, 12000 Upm), wurde das Pellet
bei 37°C getrocknet und in 20 pl DEPC — Wasser aufgenommen.

3.5.4 Messung der RNA-Konzentration

Nach der RNA-Isolation und DNase-Behandlung erfolgte die Bestimmung der RNA-
Konzentration mit Hilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop ND -1000 UV/Vis-
Spektralphotometer). Nach Kalibrierung des Messgerats mit 1,5 yul Wasser, wurden
1,5 ul der zu bestimmenden Probe auf einen Sensor aufgetragen und die
Konzentration im Wellenlangenbereich von 120 bis 750 nm gemessen. Es wird die
RNA-Konzentration in ng/ul angegeben.
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Abbildung 7:
Darstellung des RNA-Gehalts am Nano-Drop Spektralphohtometer.
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3.5.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die reverse Transkriptase ist ein Enzym aus der Gruppe der DNA-Polymerasen,
welches eine komplementare DNA (cDNA) zu einer als Matrize dienenden RNA
katalysiert. Es wurden 1 pg RNA in DEPC-Wasser geldst bis ein Gesamtvolumen
von 5 pl je Versuchsansatz erreicht wurde. Diese wurden fir 15 Minuten bei 60°C im
Thermocycler denaturiert und anschlieRend direkt auf Eis abgekuhlt. Dann wurden
zu jeder Probe 5 pl Reaktionsmix gegeben.

Reaktionsmix pro Probe: 5xRT-Puffer 2,0 ul
Oligo dT (5,5uM) 1,0 ul
dNTPs (40mM) 1,0 pl
DTT (100mM) 0,5 ul
RNase-Inhibitor (25Units/ 0,2 ul
ul)

M-MLV-RT (200Units/pl) 0,3 ul

Die cDNA-Synthese erfolgte bei 37 °C lber eine Stunde im Thermocycler. Ein
Erhitzen auf 95 °C fur 10 Minuten denaturiert schlie3lich das Enzym.

3.5.6 Alternativmethode zur DNase-Behandlung und cDNA-Synthese

Bei dem unter Punkt 3.5.3 genannten Verfahren des DNase Verdaus konnte unter
Umstanden féalschlicherweise auch RNA zerstort werden. Daher wurde eine
Alternativmethode gesucht, bei der kein RNA-Verlust stattfand. Mit Hilfe des
QuantiTect Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen wurde genomische DNA
entfernt und eine komplementdre DNA zur vorliegenden RNA hergestellt. Dieses
Verfahren erspart einige Arbeitsschritte im Gegensatz zu den bisherigen Methoden.
Zu 1 pg RNA wurden 2 pl DNA Wipeout Puffer (7x) gegeben und mit Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 14 ul aufgefillt. Bei 2mindtiger Inkubation bei 42°C wurden die
Proben so von genomischer DNA gereinigt. AnschlieBend wurden jedem
Versuchsansatz 6 pl Reaktions-Mix dazugegeben, so dass ein Gesamtvolumen von
20 ul entstand.

Reaktionsmix pro Probe: Reverse Transkriptase 1,0 ul
RT Puffer 5x 4,0 ul
RT Primer Mix 1,0 ul

Die reverse Transkription erfolgte bei 42°C und dauerte 15 Minuten. Dieser folgte die
Denaturierung der cDNA Uber 3 Minuten bei 95°C.

3.5.7 Realtime RT-Polymerase-Ketten-Reaktion (Realtime RT-PCR)

Die Realtime-PCR oder quantitative Echtzeit-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode
fur Nukleinsduren. Sie beruht auf dem Prinzip einer herkdbmmlichen PCR, jedoch
ermoglicht diese Methode ein zuséatzliches Quantifizieren der gewonnenen DNA. Die
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Methode der herkdbmmlichen PCR wurde durch Kary Mullis (Mullis et al., 1986)
entwickelt. Das Prinzip der PCR beruht auf einer exponentiellen Amplifikation von
DNA. Der Vorgang der PCR besteht aus ca. 10-45 Zyklen, je nachdem welche DNA-
Sequenz mit welchem Primer amplifiziert werden soll. Diese Zyklen bestehen aus
drei Schritten. Im ersten Schritt wird die vorhandene DNA zur Denaturierung auf 95
°C erhitzt. Die Wasserstoffbriickenbindungen der doppelstrangigen DNA |8sen sich
somit und es liegt einstrangige DNA vor. Im zweiten Schritt koppeln 2 zur DNA-
Sequenz komplementare Oligonukleotide (Primer) an die einzelstrangige DNA. Die
Temperatur wird dabei auf die fur jeden Primer spezifische Temperatur runtergekihilt,
so dass die Primerhybridisierung (Annealing) stattfinden kann. Um die spezifische
Temperatur eines Primers zu bestimmen, ermittelt man zuvor in einem
Temperaturgradienten und in unterschiedlichen Verdinnungsstufen des Primers die
optimale Annealing-Temperatur und erstellt eine Standardkurve. Im dritten Schritt
werden die beiden Einzelstrdnge nun durch die DNA-Polymerase zum jeweiligen
Doppelstrang verlangert (Elongation), bis eine genaue Kopie der urspringlichen DNA
vorhanden ist. Die Elongation findet bei 72 °C statt. Die DNA-Synthese verlauft
exponentiell, nach jedem Zyklus erhalt man eine Verdopplung des urspriinglich
vorhandenen Materials. Die zusétzliche Quantifizierung der gewonnenen DNA bei
der Realtime-PCR beruht auf Fluoreszenz-Messungen, welche am Ende der
Elongation wahrend eines Zyklus erfasst werden. Die Fluoreszenz-Farbstoffe lagern
sich an doppelstrangige DNA an, wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe
zunimmt. Die Fluoreszenz nimmt somit proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu und erlaubt so quantitative Aussagen Uber das gewonnene Material. Ein
Nachteil dieser Methode ist eine geringe Spezifitat, da der Farbstoff sich in jede
doppelstrangige DNA einlagert. Um zwischen der gesuchten DNA und unspezifischer
DNA zu differenzieren, wird die Schmelzkurvenanalyse herangezogen (Abb.8).
Hierbei wird am Ende der PCR die DNA schrittweise um 1°C erhdht und die
Fluoreszenz gemessen. Wenn die fir das Fragment spezifische Schmelztemperatur
erreicht ist, denaturiert der Doppelstrang und der gesamte Fluoreszenzfarbstoff wird
auf einmal freigesetzt. Dies fiuihrt zu einer starken Fluoreszenzzunahme. Da die
Schmelzpunkte von spezifischen und unspezifischen Produkten unterschiedlich sind,
ist eine Unterscheidung zwischen diesen maoglich.
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Melt Peak Chart : B2M31-91 .0pd
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Abbildung 8
Darstellung einer Schmelkurve von verschiedenen Proben bei Amplifikation mit gleichen Primern. Der Peak liegt
bei 83 °C und signalisiert den Fluoreszenzabfall.

Die gewonnene cDNA aus Punkt 2.5.5. wurde in Verdinnugsstufen von 1 zu 10 mit
Aqua bidest. verdiinnt. Nun wurden je Bedingung 2 ul der verdiinnten cDNA mit 18 ul
eines PCR-Mix gemischt und in PCR-Stripes pipettiert.

Reaktionsmix pro Probe: Primer reverse (40ng/ul) 0,6 ul
Primer forward (40ng/ul) 0,6 pl
H,O 6,8
SYBR Green SuperMix® 10,0 l

Der SYBR Green SuperMix® wurde verwendet, um eine Kontaminationsgefahr
mdoglichst gering zu halten, da dieser schon alle bendétigten Ingredienzien wie
Reaktionspuffer, Nukleotide, DNA-Polymerase, MgCl,, Fluoreszein und weitere
Stabilisatoren beinhaltet. Die PCR-Stripes wurden nun in einen Realtime
Thermocycler gegeben. Die Einstellungen der spezifischen Annealing-Temperaturen
richteten sich nach dem jeweils verwendeten Primer.

Annealing Temperaturen: B2M 65,0 °C
HPRT 63,0 °C
mikroRNA24 60,0 °C
mikroRNA21 60,0 °C
mikroRNA1 60,0 °C
SMAD2 60,7 °C
SMAD3 63,4 °C
SMAD4 59,4 °C
SMAD7 60,8 °C
TGFB 53,0 °C
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Die PCR wurde mit folgendem Laufprogramm durchgefuhrt:

Zyklus 1 (1x) 95 °C fur 3 min
Zyklus 2 (45x) 95 °C fur 30 sec
x °C fur 30 sec
72 °C fur 30 sec

Zyklus 3 (1x) 72 °C fur 10 min

Zyklus 4 (50x) 50°C (+1°C) fur 10 sec

3.5.8 Auswertung der PCR

Bei der Auswertung wurde die relative Expression des Zielgens ins Verhéltnis zur
relativen Expression eines Referenzgens gesetzt. Diese Methode wurde 2001 von
Pfaffl beschrieben. Als Referenzgen (Housekeeping-Gen) diente ein Gen, welches in
genugender Menge in den vorliegenden Zellen vorhanden war und durch den
angewandten Versuchsansatz nicht reguliert wurde. Im vorliegenden Fall wurde B2M
als Houskeeping-Gen verwendet.

Den Schwellenwert, ab dem ein Fluoreszenzsignal gemessen werden kann, nennt
man Threshold (Abb.9). Die DNA-Konzentration steigt exponentiell an, der vom
Programm ermittelte Ct-Wert gibt den Zyklus an, in dem die Exponentialkurve den
Threshold schneidet. Da von jeder Probe eine Doppelbestimmung erfolgte, wurden
zur weiteren Auswertung jeweils die Mittelwerte der 2 Ct-Werte bestimmt.
Anschliel3end wurde der ACt-Wert aus der Differenz zwischen dem Zielgen und dem
Housekeeping-Gen ermittelt.

ACt-Wert (Zielgen) = Ct-Wert (Zielgen) — Ct-Wert (Referenzgen)

Der Ct-Wert verhalt sich zur DNA-Menge umgekehrt proportional. Je kleiner der Ct-
Wert, desto mehr DNA war vorhanden. Zur Berechnung der relativen Expression
wurden die Ergebnisse in folgende Formel eingesetzt:

Relative Expression (Zielgen) = 2 —ACt (Zielgen)
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Amplification Chart : B2h31-91 .opd
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Abbildung 9:
Darstellung der Exponentialkurven verschiedener Proben bei Einsatz gleicher Primer. Sie schneiden den
Threshold (grine horizontale Linie) am jeweiligen Ct-Wert.

3.5.9 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von RNA oder DNA,
sowie der Bestimmung ihrer GroRRe. Im vorliegenden Fall wurde diese Methode
verwendet, um zu Uberprifen, ob das richtige Fragment amplifiziert wurde. Hierfur
wurde jede Probe mit 2 yl DNA-Ladepuffer gemischt. Um das Gel zu giel3en, wurde
1XTAE-Puffer mit 2 % Agarose in der Mikrowelle mehrmals aufgekocht bis eine klare
Masse entstanden ist. Nachdem die Agarose etwas abgekuhlt war, wurden 20 ml
Agarose mit 1 ul SYBR-Safe® vermischt. Die noch fliissige Agarose wurde in eine
horizontale = Gelkammer gegossen und mit einem oder mehreren
Probentaschenkammen versehen. Nach 30 Minuten war die Agarose erhartet und
fest und die K&dmme konnten entfernt werden. Die Kammer wurde mit 1xTAE-Puffer
beflllt, bis das Gel vollstdndig von Puffer Gberdeckt war. Die Taschen konnten mit
den Proben beladen werden. Zur GrofRenorientierung wurde eine Tasche mit DNA-
Langenmarker befiillt.

DNA-Langenmarker: 100 Base Pair DNA 5ul
Ladder
DNA-Ladepuffer 10 pl
1 x TAE-Puffer 85 pl

Die Elektrophorese fand bei einer konstanten Spannung von 95 V statt. Nach ca. 1
bis 1,5 Stunden konnte der Lauf gestoppt und die Amplifikate unter UV-Beleuchtung
betrachtet und digital erfasst werden (Abb.10).
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Abbildung 10:

Unter UV-Beleuchtung dargestellte Amplifikate einer DNA-Gelelektrophorese. Als Negativkontrolle diente Aqua
bidest., als Positiv-Kontrolle diente eine zuvor gelaufene Probe, in der bereits das Aktin-Amplifikat gezeigt werden
konnte.

3.6 Nachweis von mikroRNA

3.6.1 Polyadenylierung mittels Poly-A Schwanz

Der Nachweis der mikroRNAs erfolgte mit dem NCode™miRNA First-Strand cDNA
Synthesis and qRT-PCR Kit von Invitrogen.

MikroRNAs (miRNA) sind sehr kurze, nicht kodierende, einzelstrangige RNAs,
welche meist eine GrolRe von 21-23 Nukleotiden aufweisen. Um diese kleinen RNAs
in einer Realtime-PCR nachzuweisen, muss diese zunachst mit einem Poly-A
Schwanz polyadenyliert werden. Die benétigte RNA wurde auf dieselbe Weise
isoliert wie in Punkt 3.5.2. Es wurden zwischen 100 ng und 1 pug der isolierten RNA
zusammen mit Aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 5 ul aufgeftlit und mit 20 pl
Reaktionsmix vermischt.

Reaktionsmix pro Probe: 5 x Reaktionspuffer 5,0 ul
25 mM MnCl, 2,5 ul
gelostes ATP (s.u.) 1,0 ul
Poly A Polymerase 0,5 ul
DEPC-Wasser 11,0 ul
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Abhangig von der Menge der eingesetzten RNA, musste das bendétigte ATP
zunéachst verdiunnt werden. Hierfir mussten 10 mM ATP in 1 mM Tris (pH 8,0) nach
folgender Formel verdinnt werden:

ATP-Verdunnungssfaktor = 5000/ x ng RNA

Bei einer 15minitigen Inkubation bei 37°C wurden die Adenin-Molekile an das
3'Ende der einzelstrangigen miRNA angehéngt, womit diese eine gewisse GrolRe
erreichte, die essentiell fir die weiteren Schritte war.

3.6.2 cDNA Synthese

Nun musste eine komplementdre DNA zur polyadenylierten RNA synthetisiert
werden. Hierfur wurden 4 pl der polyadenylierten miRNA mit 1 pl Annealing Buffer
und 3 ul universellem RT Primer (25 uM) zusammen pipettiert. Nach einer
5mindtigen Inkubation bei 65°C, gefolgt von einer 1minutigen Abkuhlung auf Eis,
wurden je 10 pl 2x First-Strand Reaktionsmix sowie 2 ul SuperScript'™ IlI
RT/RNaseOUT™ Enzyme Mix hinzugegeben. Die so bearbeiteten Proben wurden
nun fur 50 Minuten bei 50°C und anschlieRend fur 5 Minuten bei 85°C inkubiert, um
die stattgefundene Reaktion zu stoppen. Die Proben konnten entweder bei -20°C
eingefroren oder direkt in der gPCR weiterverwendet werden.

3.6.3 Quantitative Realtime-Polymerase-Ketten-Reaktion (qPCR) von
mikroRNA

Die zur miRNA komplementare DNA wurde in einer Realtime-PCR amplifiziert. Das
Prinzip der Realtime-PCR ist unter Punkt 3.5.7 erlautert. Zunachst musste die cDNA
in einer Verdunnungsstufe von 1:10 mit Aqua bidest. verdiinnt werden. Nun wurden
zu 5 pl der verdiinnten cDNA 45 pul eines Reaktionsmix gegeben.

Reaktionsmix pro Probe: iIQ-SYBRgreen- 25 ul
Supermix®
Forward Primer, 10 uM 1l
Universal qPCR Primer, 1l
10 uM
DEPC Wasser 18 ul

Der im Kit enthaltene Universal gPCR Primer wurde als reverser Primer in der PCR
eingesetzt. Als forward Primer diente ein spezifischer Primer, der nach der zu
amplifizierenden miRNA gerichtet war. Die Proben wurden in PCR-Stripes pipettiert
und in einem Realtime-Thermocycler amplifiziert. Die PCR verlief nach folgendem
Laufprogramm:

Zyklus 1 (1x) 50 °C flr 2 min

Zyklus 2 (1x) 95 °C fur 2 min
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Zyklus 3 (40x) 95 °C fur 15 sec
60 °C fur 30 sec

Die Auswertung verlief auf die gleiche Weise wie in Punkt 2.5.8 beschrieben.

3.7 Nachweis von Apoptose

3.7.1 Apoptose Nachweis mittels HOE-Assay

Der HOE-Assay ist ein quantitatives Bestimmungsverfahrung zur Differenzierung von
normalen, apoptotischen und nekrotischen Kardiomyozyten. Diese wurden mit
jeweils 5 pl Fluoreszenzfarbstoffen, Hoechst 33258 sowie Propidiumiodid fur 5
Minuten inkubiert und anschlieend unter einem Fluoreszenzmikroskop begutachtet.
Hoe 33258 ist ein zellmembrangéngiger Fluoreszenzfarbstoff, der das Chromatin von
Zellen anfarbt. Die fur die Apoptose typische Chromatinkondensation in den
Zellkernen stellt sich somit durch eine Abkugelung der Kerne sowie durch eine
intensive blaue Fluoreszenz dar. Intakte Zellen weisen langliche, schwach blau
gefarbte Zellkerne auf. Erscheinen die Zellkerne rot fluoreszeierend, handelt es sich
um nekrotische Zellen. Propidiumiodid ist nicht zellmembrangéngig und kann somit
nur in Zellen mit geschadigter Zellmembran eindringen.

Hoechst 33258 wird bei Wellenlangen von 340-360 nm, Propidiumiodid bei
Wellenlangen von 510-550 nm angeregt. Die Zellen wurden nach Inkubation mit den
beiden Farbstoffen bei 200facher Vergré3erung unter dem Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Hierbei wurden 200 Kardiomyozyten aus zuféllig gewahlten
Gesichtsfeldern gezéahlt und anschlieRend bei entsprechender Wellenlange der Anteil
apoptotischer sowie nekrotischer Zellen bestimmt.

3.8 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung vom Mittelwert (SD)
aus n verschiedenen Zellpraparationen ermittelt. Die Daten wurden durch eine
ANOVA (One-Way Analysis of Variance) mit nachfolgenden Tukey-Test oder einem
zweiseitigen  Student-T-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test analysiert. Eine
Irrtumswabhrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
Alle Datenanalysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS erstellt.

43



Ergebnisse

4 Ergebnisse

In allen Analysen auf mRNA Ebene wurden zusatzlich zu den spezifisch
eingesetzten Primern B2M als Houskeeping Gen eingesetzt. Zur Bestimmung der
relativen Menge an mRNA des Zielgens wurde der ACt-Wert aus der Differenz
zwischen dem Zielgen und dem Housekeeping-Gen ermittelt.

Bei den Analysen der Zielgene auf Proteinebene diente die Detektion von Vinkulin
als Housekeeping Gen. Zur Normierung der Ergebnisse wurden die Intensitaten der
gesuchten Proteinbanden zur Intensitat der Vinkulin-Banden derselben Membran ins
Verhaltnis gesetzt.

4.1 Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Expression von
TGFB in mikrovaskularen Endothelzellen

4.1.1 Hypoxie/Reoxygenierung steigert die mRNA-Expression von TGFf;
in Endothelzellen

Wie oben beschrieben ist TGF(3; am kardialen Remodelling beteiligt und sollte daher
genauer untersucht werden. Um eine Aktivierung von TGFB; durch Hypoxie und
Reoxygenierung in mikrovaskularen Endothelzellen zu Uberprufen, wurden diese
nach zweistiindiger Hypoxie und einer anschlielenden Reoxygenierung von 4 bzw.
13 Stunden geerntet und die Expression von TGFB; auf mRNA Ebene mittels
Realtime PCR im Vergleich zu normoxen Kontrollen analysiert. Es zeigte sich eine
Erhdhung von TGFB; nach 4 Stunden auf 125,0 + 5% (n=9, p<0,05 vs. normoxer
Kontrolle) (Abb.11).
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Abbildung 11:

Die Endothelzellen wurden einer 2stiindigen Hypoxie unterzogen und nach 4 und 13 Stunden der
Reoxygenierung mittels Realtime-PCR im Vergleich zu normoxen Kontrollen analysiert. Nach 4 Stunden wurde
TGFB1 auf 125,0 £ 5 % (n=9, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle) hochreguliert.

4.1.2 Hypoxie/Reoxygenierung erniedrigt zu einem frihen Zeitpunkt der
Reoxygenierung die mRNA-Expression von TGFf,

Akman et al. (2001) zeigten in humanen Nabelvenenendothelzellen (HUVECS) unter
hypoxen Bedingungen eine vermehrte TGFB, mRNA - sowie Proteinexpression.
Daher sollte auch hier der Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf die TGF[3,
MRNA-Expression in mikrovaskularen Endothelzellen der Ratte untersucht werden.
Es wurde eine 2stiindige Hypoxie mit anschlieender Reoxygenierung wie unter
Punkt 4.1.1. beschrieben, durchgefihrt und die mMRNA-Expression von TGFf, mittels
Realtime-PCR im Vergleich zu normoxen Kontrollen untersucht. Hier ergab sich
keine signifikante Erhohung. Nach 4 Stunden der Reoxygenierung zeigte sich
zunéachst eine Herabregulation der mRNA Expression auf 68,8 + 9% (n=8, p<0,05 vs.
normoxer Kontrolle), der nach 13 Stunden Reoxygenierung wieder Kontrollniveau
erreichte (115,1 + 7%, n=17) (Abb.12).
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Abbildung 12:

Mikrovaskuléare Endothelzellen wurden 2 Stunden einer Hypoxie unterzogen und anschlieend 4 bzw. 13 Stunden
reoxygeniert. Die mMRNA-Expression von TGFf,; wurde in einer Realtime PCR gemessen. Es ergab sich eine
Herabregulation auf 68,8 + 9% (n=8, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle). Tendenziell steigt die mRNA-Expression
nach 13 Stunden Reoxygenierung auf 115,1 + 7% (n=17, nicht signifikant vs. normoxer Kontrolle).

4.1.3 Hypoxie/Reoxygenierung hat keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression von TGFf;

Schlief3lich wurde auch die mRNA Expression der Isoform TGFf3in einer Realtime-
PCR untersucht. Hier ergab sich keine signifikante Veranderung im Vergleich zur
normoxen Kontrolle (Abb.13).
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Abbildung 13:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden einer Hypoxie unterzogen und anschlieBend 4 bzw. 13 Stunden
reoxygeniert. Die mRNA-Expression von TGFB3; wurde in einer Realtime-PCR gemessen. Es ergab sich kein
signifikanter Effekt (nach 4 Stunden Reoxygenierung 91,4 + 20%, n=9; nach 13 Stunden Reoxygenierung 109,2 +
11%; n=23).

4.1.4 Hypoxie und Reoxygenierung steigert die Proteinexpression des
TGFB-Vorlauferproteins in mikrovaskularen Endothelzellen

Eine Erhéhung von TGFB; auf mRNA-Ebene unter hypoxen und reoxygenierten
Bedingungen konnte gezeigt werden. Nun sollte Uberprift werden, ob dies auch zu
einer gesteigerten Proteinexpression fuhrt. Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2
Stunden einer Hypoxie unterzogen und anschlieRend im Brutschrank reoxygeniert.
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Reoxygenierung wurde das Vorlauferprotein
aller Isoformen mittels Western Blot detektiert. In den hypoxisch begasten
Endothelzellen ergab sich nach 15 Minuten Reoxygenierung mit 122,2 + 8% eine
erhohte Proteinexpression des Vorlaufer-Proteins im Vergleich zu den normoxen
Endothelzellen (n=4, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle), sowie nach 24h mit 124,8 + 4%
(n=12, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle) (Abb.14).
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Abbildung 14:

Die mikrovaskuléren Endothelzellen wurden 2 Stunden mit Stickstoff, die Kontrollzellen 2 Stunden mit Luft begast.
Anschlieend wurden die Zellen im CO2-Brutschrank mit Nahrmedium reoxygeniert und zu den entsprechenden
Zeitpunkten mittels Western Blot analysiert. Eine signifikante Erh6hung ergab sich nach 15 Minuten
Reoxygenierung auf 122,2 + 8% (n=4, p<0.05 vs. normoxer Kontrolle) und nach 24h Reoxygenierung auf 124,8 +
4% (n=12, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle).

4.2 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf SMAD
Signalmolekile in mikrovaskularen Endothelzellen

4.2.1 Hypoxie/Reoxygenierung steigert die mRNA Expression von
SMAD2 in Endothelzellen

Es wurde gezeigt, dass TGFB; unter hypoxen Bedingungen auf mRNA-Ebene sowie
das TGFB-Vorlauferprotein hochreguliert werden. Um zu Uberprifen, ob auch
bioaktive Isoformen von TGFB durch Hypoxie und Reoxygenierung freigesetzt
werden, wurden die klassischen Signalmolekiile, die SMAD-Proteine analysiert. Es
ist bekannt, dass aktives TGFB die Signalmolekile SMAD2 und SMAD3 Uber eine
Phosphorylierung  aktiviert.  Nach  zweistindiger = Hypoxie/Normoxie  und
anschlieBender Reoxygenierung wurde zunéchst die mRNA-Expression von SMAD2
in Endothelzellen mittels Realtime-PCR gemessen. Eine Hochregulierung von
SMAD2 konnte nach 13 Stunden Reoxygenierung beobachtet werden (135,2 £ 15%,
n=21, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle) (Abb.15). Vermittelt durch
Hypoxie/Reoxygenierung findet also eine vermehrte Expression von SMAD2 auf
MRNA-Ebene statt.
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Abbildung 15:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden hypoxisch begast und anschlieBend reoxygeniert. Nach 4
Stunden und 13 Stunden der Reoxygenierung wurde die mRNA-Expression von SMAD2 mittels Realtime-PCR
gemessen. Es ergab sich eine im t-Test und im Mann-Whitney-U Test signifikante Hochregulierung von SMAD2
nach 13 h Reoxygenierung auf 135,2 + 15% (n=21, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle).

4.2.2 Hypoxie/Reoxygenierung steigert die mRNA Expression von
SMAD3 in Endothelzellen

Neben SMAD2 gibt es weitere typische Rezeptorabhéngige Signalmolekile von
TGFB. Im folgenden Versuchsaufbau wurde das Signalmolekil SMAD3 genauer
untersucht. Wie bei SMAD2 wird SMAD3 nach Bindung von TGFB an dessen
Rezeptoren durch eine Phosphorylierung aktiviert. Zunachst sollte geklart werden, ob
SMAD3 nach Hypoxie/Reoxygenierung auf RNA-Ebene vermehrt exprimiert wird.
Hierfir wurden mikrovaskulare Endothelzellen 2 Stunden hypoxisch begast und
anschlielend reoxygeniert. Nach 13 Stunden der Reoxygenierung wurde mittels
Realtime PCR die mRNA-Expression von SMAD3 untersucht. Es konnte eine
Hochregulierung auf 405,2 + 87 % beobachtet werden (n=22, p<0,05 vs. normoxer
Kontrolle) (Abb.16).
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Abbildung 16:

Nach zweistliindiger Hypoxie/Normoxie wurden die Endothelzellen im Brutschrank reoxygeniert. Nach 13 Stunden
der Reoxygenierung wurde mittels Realtime PCR die Expression von SMAD3 untersucht. Es ergab sich eine
Erhdhung auf 405,2 + 87 % (n=22, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle mittels t-Test und Mann-Whitney-U Test).

4.2.3 Hypoxie/Reoxygenierung hat keinen Einfluss auf die SMADA4-
MRNA-Expression in Endothelzellen

Der nachste Schritt in der TGFB-Signalkaskade ist die Verbindung der beiden
Rezeptorabhangigen SMAD-Proteine SMAD2 und SMAD3 (R-SMADs) mit einem
weiteren Signalmolekil, SMAD4 (Co-SMAD) zu einem Komplex. Im folgenden
Versuchsaufbau wurde die Expression von SMAD4 auf RNA-Ebene mittels Realtime-
PCR Uuberprift. Der Versuchsaufbau gleicht den Vorherigen. Es zeigt sich keine
signifikante Veranderung im Vergleich zur normoxen Kontrolle (117,3 £ 9%, n=18)
(Abb.17).
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Abildung 17:

Nach 2stundiger Hypoxie/Normoxie und anschlieBender Reoxygenierung wurden die Endothelzellen im
Brutschrank reoxygeniert. Nach 13 Stunden der Reoxygenierung wurde mittels Realtime-PCR die Expression von
SMAD4 untersucht. Es zeigte sich kein Effekt im Vergleich zur normoxen Kontrolle (117,3 £ 9%, n=18).

4.2.4 Hypoxie/Reoxygenierung erhdht die SMAD7-mRNA-Expression in
Endothelzellen

Eine Erh6hung der SMAD2/3 mRNA unter Hypoxie und Reoxygenierung konnte
nachgewiesen werden. Um die Signalkaskade weiter aufzuschlisseln, stellte sich die
Frage, ob das inhibitorische Signalmolekil SMAD7 (I-SMAD) als Responsegen von
TGFB ebenfalls erhdht exprimiert wird. Wie unter 4.2.1. beschrieben, wurden die
Zellen einer Hypoxie und Reoxygenierung unterzogen. Mittels Realtime PCR wurde
die mMRNA-Expression von SMAD7 uberprift. Nach 13 Stunden Reoxygenierung
zeigte sich eine gesteigerte mMRNA Expression von SMAD7 auf 132,5 + 8% (n=11,
p<0,05 vs. normoxer Kontrolle) (Abb.18).
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Abbildung 18:

Nach 2stindiger Hypoxie/Normoxie wurden die Endothelzellen im Brutschrank reoxygeniert. Nach 13 Stunden
der Reoxygenierung wurde mittels Realtime PCR die Expression von SMAD7 untersucht. Es ergab sich eine
Erhdhung nach 13 Stunden Reoxygenierung auf 132,5 + 8% (n=11, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle mittels t-Test
und Mann-Whitney-U Test).

4.2.5 Es findet eine Phosphorylierung von SMAD2 in Endothelzellen
unter hypoxen/reoxygenierten Bedingungen statt

In Punkt 4.2.1 konnte eine vermehrte mRNA-Expression von SMAD2 gezeigt
werden. Da TGFB die Signalmolekile SMAD2 und SMAD3 uber eine
Phosphorylierung aktiviert, sollte der Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf eine
eventuelle Phosphorylierung auf Proteinebene untersucht werden. Nach 2stiindiger
Hypoxie/Normoxie und anschlieBender Reoxygenierung wurde die Phosphorylierung
von SMAD2 in Endothelzellen mittels Western Blot detektiert. Es ergab sich eine
Hochregulation nach 2 Stunden Reoxygenierung auf 135,1 + 9% (n=20, p<0,05 vs.
normoxer Kontrolle) (Abb.19).
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Abbildung 19:

Nach zweistiindiger Hypoxie/Normoxie und anschlieRender Reoxygenierung wurde die Phosphorylierung des
Signalmolekiils SMAD2 mittels Western Blot detektiert. Es konnte eine hochregulierte Phosphorylierung von
SMAD2 nach 2 Stunden Reoxygenierung beobachtet werden (135,1 + 9%, n=20, p<0,05 vs.Kontrolle).

4.2.6 TGFB-Rezeptor-Inhibitor hebt die Phosphorylierung von SMAD?2 in
Endothelzellen wieder auf

Um zu priufen, ob die Phosphorylierung von SMAD2 ein durch TGFB vermittelter
Effekt ist, wurde erneut eine Hypoxie/Reoxygenierung durchgefiihrt. 30 Minuten vor
dem Start der Hypoxie, wurden die Endothelzellen mit dem TGFp-Rezeptor-Inhibitor
SB 431542 (1uM) inkubiert. Dieser bindet an den TGFB-Rezeptor | und blockiert
somit den TGFB-Signalweg. Die Detektion der Phosphorylierung von SMAD2 wurde
mittels Western Blot durchgefihrt. Untersucht wurden die Zeitpunkte der
Reoxygenierung, zu denen im vorangegangenen Versuch eine Induktion von p-
SMAD?2 unter Hypoxie beobachtet werden konnte (2h und 24h). Nach Hypoxie und
2stundiger Reoxygenierung ergab sich eine Hochregulierung von p-SMAD2 auf
175,9 + 39% (n=3, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle). Bei den mit dem TGFB-Rezeptor-
Inhibitor inkubierten Endothelzellen ergab sich ein Abfallen der Phosphorylierung auf
450 = 18% (n=3). Nach 24 Stunden Reoxygenierung ergab sich eine
Hochregulierung auf 170,5 + 17% (n=3, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle); auch dieser
Effekt wurde durch Hemmung des TGFB-Rezeptors anndhernd auf Kontrollniveau
herabreguliert (87,0 + 11%, n=3). Es handelt sich bei der Phosphorylierung von
SMAD?2 also um einen autokrinen, durch TGFB vermittelten Effekt (Abb.20).
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Abbildung 20:

30 Minuten vor Hypoxie wurde ein Teil der Endothelzellen mit dem TGFpB-Rezeptor-Blocker SB 431542
vorinkubiert. Nach 2stiindiger Hypoxie und anschlieRender Reoxygenierung (2 Stunden und 24 Stunden) wurde
die Phosphorylierung von SMAD2 mittels Western Blot detektiert. Eine Induktion von p-SMAD2 konnte nach
Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierung nach 2 Stunden (175,9 + 39%, n=3, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle)
und nach 24 Stunden (170,5 + 17%, n=3, p<0,05 vs. Kontrolle) beobachtet werden. Beide Effekte konnten durch
den TGFB-Rezeptor-Inhibitor SB 431542 (1uM) aufgehoben werden (nach 2 Stunden Rx auf 45,0 + 18%, nach 24
Stunden Rx auf 87,0 + 11%).

Oben: reprasentativer Blot

Unten: quantitative Auswertung

4.2.7 Es findet keine Phosphorylierung von SMAD3 in Endothelzellen
unter hypoxen/reoxygenierten Bedingungen statt

Bei SMAD3 handelt es sich genau wie bei SMAD2 um ein Rezeptorabhéngiges
Signalmolekil (R-SMAD). Eine durch TGFB vermittelte Aktivierung von SMAD?2
konnte bereits nachgewiesen werden. Nun galt es, das Signalmolekil SMAD3
genauer zu untersuchen. Nach erneuter Hypoxie und anschliel3ender
Reoxygenierung wurde die Phosphorylierung von SMAD3 mittels Western Blot
detektiert. Hier ergaben sich keine signifikanten Effekte (Abb.21).
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Abbildung 21:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2h hypoxisch begast und anschlieBend reoxygeniert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten der Reoxygenierung wurde die Phosphorylierung von SMAD3 mittels Western Blot analysiert. Es
zeigten sich keine signifikanten Effekte (n=7).

4.3 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf GATA-
Transkriptionsfaktoren in mikrovaskularen Endothelzellen

GATA-Transkriptionsfaktoren sind wichtige Regulatoren der Genexpression, welche
in verschiedensten Endothelzellen stark angereichert vorkommen. Es existieren 6
verschiedene GATA-Faktoren (1-6); in mikrovaskularen Endothelzellen konnte die
Expression von GATA 2,4, und 6 gezeigt werden (Froese et al., 2010). Vorherige
Studien unserer Arbeitsgruppe (Schréder et al., 2006) zeigten bereits ein
Zusammenspiel zwischen GATA-Transkriptionsfaktoren und der TGFB;-Expression
in Kardiomyozyten.

4.3.1 Hypoxie/Reoxygenierung steigert die GATA2-Proteinexpression in
Endothelzellen

Uns interessierte zunachst, ob vermittelt durch Hypoxie und Reoxygenierung eine
Induktion von GATAZ2 in mikrovaskularen Endothelzellen stattfindet. Nach 2sttindiger
Hypoxie und anschlieRender Reoxygenierung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
der Reoxygenierung die Proteinexpression von GATA2 mittels Western Blot
gemessen. Die GATAZ2-Expression zeigte einen kontinuierlichen Anstieg bis zu
einem Maximum nach 4 Stunden der Reoxygenierung auf 158,7 + 20% (n=10,
p<0.05 vs. normoxer Kontrolle). Zu spateren Zeitpunkten der Reoxygenierung fiel die
Expression wieder ab (Abb.22).
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Abbildung 22:

Mikrovaskulére Endothelzellen wurden 2 Stunden hypoxisch begast. Anschlie3end wurden sie reoxygeniert und
zu verschiedenen Zeitpunkten der Reoxygenierung geerntet und mittels Western Blot die Proteinexpression von
GATA2 gemessen. Nach 4 Stunden ergab sich eine maximale Induktion von GATA2 auf 158,7 + 20% (n=10,
p<0,05 vs. normoxer Kontrolle).

4.3.2 Es findet keine Expression von GATA4 und 6 in mikrovaskularen
Endothelzellen der Ratte statt

Nach gleicher Versuchsdurchfihrung wie in Punkt 4.3.1 wurde die Proteinexpression
von GATA4 und GATA6 mittels Western Blot Uberprift; jedoch konnte keine
Expression von GATA 4 und 6 in mikrovaskuldren Endothelzellen detektiert werden,
weder in normoxen noch hypoxen/reoxygenierten Endothelzellen.

4.4 Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf mikroRNAs in
Endothelzellen

MikroRNAs sind kurze, nicht kodierende RNAs, die eine wichtige Rolle in der
posttranskriptionellen Genregulation spielen. Durch Anheftung von mikroRNAs an
MRNA Molekiile wird die Translation von Genen reguliert. Da ein Zusammenhang
von mikroRNAs mit angiogenetischen und fibrotischen Prozessen im Herzen, sowie
eine Interaktion zwischen mikroRNAs und SMAD Molekilen diskutiert wird, sollte
eine eventuelle Induktion von mikroRNAs naher untersucht werden.
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4.4.1 MikroRNA1 wird nicht in mikrovaskularen Endothelzellen
exprimiert

Yin et al. (2008) zeigten unter anderem eine Beteiligung von mikroRNA1 an kardialen
Umbauprozessen. Daher galt es, diese mikroRNA genauer zu untersuchen.

Eine Uberprifung der mikroRNA1 Expression mittels Realtime-PCR in
mikrovaskuléren Endothelzellen zeigte weder nach 2stundiger
Hypoxie/Reoxygenierung noch in normoxen Endothelzellen eine Expression.
MikroRNA1 wird demnach nicht von mikrovaskularen Endothelzellen exprimiert und
scheint nicht an der TGF Signalkaskade beteiligt zu sein.

4.4.2 Hypoxie und Reoxygenierung erhoht die Expression von
mikroRNA21

Yin et al. (2008) zeigten weiterhin, dass mikroRNA21 im Herzen exprimiert wird und
an myokardialen Umbauprozessen beteiligt ist. Desweiteren zeigten Davis et al.
(2008) eine SMAD abhangige Induktion von mikroRNA21. Daher sollte nun tberprift
werden, ob  mikroRNA21 von  mikrovaskuldaren  Endothelzellen  unter
hypoxen/reoxygenierten Bedingungen induziert wird.

Dafur wurden erneut mikrovaskulare Endothelzellen einer Hypoxie und einer
anschlieBenden Reoxygenierung unterzogen. Nach 24 Stunden der Reoxygenierung
wurde die Expression von mikroRNA21 in einer Realtime-PCR gemessen. Um
gleichzeitig eine eventuelle Beteiligung an der TGFB-Signalkaskade zu Uberprifen,
wurde fir jede Bedingung jeweils eine Zellkulturschale vor Beginn der
Reoxygenierung mit dem TGFp-Rezeptor-Inhibitor SB 431542 (1uM) inkubiert. Nach
24 Stunden der Reoxygenierung ergab sich ein Anstieg der mikroRNA21 Expression
auf 499,2 + 129% (n=11, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle). Dieser Effekt wurde durch
den TGFB-Rezeptor-Inhibitor auf 76,5 + 21% (n=8) gesenkt. MikroRNA21 wird also
durch Hypoxie/Reoxygenierung TGFB-vermittelt induziert (Abb.23).
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Abbildung 23:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden hypoxischt begast. AnschlieRend wurde ein Teil der Zellen mit
dem TGFpB-Rezeptor-Inhibitor SB 431542 (1uM) inkubiert. Alle Zellen wurden dann fiir 24 Stunden reoxygeniert.
Die Synthese der mikroRNA wurde mit einem speziellen mikroRNA Kit in einer Realtime-PCR gemessen. Es
ergab sich eine Induktion bei den hypoxen Endothelzellen auf 499,2 + 129% (n=11, p<0,05 vs. normoxer
Kontrolle) und eine Aufhebung des Effektes durch Einsetzen des Inhibitors auf 76,5 + 21% (n=8).

4.4.3 Hypoxie/Reoxygenierung erhdht die Expression von mikroRNA24

Fiedler et al. (2011) zeigten eine Anreicherung von mikroRNA24 in kardialen
Endothelzellen und eine Hochregulierung nach kardialer Ischdmie. Weiterhin zeigten
sie eine Beteiligung an apoptotischen und angiogenetischen Prozessen, sowie eine
Vermittlung dieser Effekte durch eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
GATA2. Da eine vermehrte Expression von GATA2 bereits gezeigt werden konnte,
war es von besonderem Interesse, eine Interaktion zwischen den bereits gezeigten
Signalwegen und mikroRNA24 zu untersuchen. Nachdem Endothelzellen einer
2stuindigen Hypoxie und einer anschlieRenden Reoxygenierung unterzogen wurden,
wurde die Expression von mikroRNA24 in einer Realtime-PCR gemessen. Nach 24
Stunden Reoxygenierung ergab sich eine Induktion auf 221,9 + 37% (n=10, p<0,05
vs. normoxer Kontrolle). Durch Einsatz des TGFB-Rezeptor-Inhibitors reduzierte sich
der Effekt auf 132,5 + 45% (n=7), womit also eine Beteiligung von TGFB an der
Hypoxie/Reoxygenierung induzierten Steigerung der mikroRNA24 gezeigt werden
konnte (Abb.24).
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Abbildung 24:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden hypoxisch begast. Ein Teil der Zellen wurde mit dem TGF@-
Rezeptor-Inhibitor SB 431542 (1uM) vorinkubiert. Alle Zellen wurden fur 24 Stunden reoxygeniert. Die Synthese
der mikroRNA wurde mittels speziellem mikroRNA Kit in einer Realtime-PCR gemessen. Es ergab sich eine
Induktion bei den hypoxen Endothelzellen auf 221,9 + 37% (n=10, p<0,05 vs. Kontrolle) und eine Aufhebung des
Effektes durch Einsetzen des Inhibitors auf 132,5 + 45% (n=7).

4.5 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf SMAD
Signalmolekile in Kardiomyozyten

4.5.1 Durch Hypoxie und Reoxygenierung freigesetztes TGFf
phosphoryliert SMAD2 parakrin in Kardiomyozyten

Mikrovaskulare Endothelzellen setzen TGFB unter hypoxen und reoxygenierten
Bedingungen frei, welches autokrin auf die Endothelzellen wirkt, um dort TGF3-
spezifische Sighalwege wie die Phosphorylierung von SMAD2 in Gang zu setzen. Im
folgenden Versuchsaufbau sollte nun eine parakrine Wirkung von TGF(B auf
Kardiomyozyten analysiert werden. Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2
Stunden einer Hypoxie/Normoxie unterzogen und anschlie3end reoxygeniert. Nach 2
Stunden Reoxygenierung wurden die Mediumitberstdnde aufgefangen und
Kardiomyozyten wurden mit diesen normoxen/hypoxen Mediumuiberstanden fur 1,5h
inkubiert. Anschliel3end wurde mittels Western Blot die Phosphorylierung von SMAD
2 in Kardiomyozyten detektiert. Es konnte eine Induktion von p-SMAD2 in
Kardiomyozyten nach Inkubation mit den Uberstanden der hypoxen Endothelzellen
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beobachtet werden (114,3 £ 3%, n=9, p<0,05 vs. Kontrolle im t-Test und Mann-
Whitney-U Test) (Abb.25). Somit zeigt sich, dass Endothelzellen unter
Hypoxie/Reoxygenierung Substanzen ins Medium abgeben, welche parakrin eine
Aktivierung von SMAD?2 in Kardiomyozyten bewirken.
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Abbildung 25:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden mit Stickstoff/Luft begast und anschlieRend reoxygeniert.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 Stunden reoxygeniert. Die Mediumiberstande wurden aufgefangen und
Kardiomyozyten mit diesen inkubiert. Nach 1,5 Stunden Inkubation wurde mittels Western Blot eine
Phosphorylierung von SMAD2 in Kardiomyozyten detektiert (114,3 +3%, n=9, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle
mittels Mann-Whitney-U-Test und t-Test).

4.5.2 TGFB-Rezeptor-Inhibitor hebt die Phosphorylierung von SMAD2 in
Kardiomyozyten wieder auf

Es sollte untersucht werden, ob es sich bei der Induktion von p-SMAD2 in
Kardiomyozyten nach Inkubation mit hypoxen Mediumiberstanden der
Endothelzellen tatsachlich um einen durch TGFB vermittelten Effekt handelt. Hierzu
wurden erneut Endothelzellen hypoxisch begast und anschlieRend 2 Stunden
reoxygeniert. Die Mediumuberstande der hypoxen/normoxen Endothelzellen wurden
auf Kardiomyozyten gegeben, welche teilweise mit dem TGFB-Rezeptor-Inhibitor SB
431542 (1uM) vorinkubiert worden sind. Die Kardiomyozyten, die nicht mit dem
Inhibitor inkubiert wurden, zeigten eine Induktion von p-SMAD2 auf 117,3 + 7% (n=4,
p<0,05 vs. normoxer Kontrolle). Diese Induktion konnte durch das Einsetzen des
TGFB-Rezeptor-Inhibitors aufgehoben werden (55,9 + 4%, n=4, p<0.05 vs. hormoxer
Kontrolle) (Abb.26). Daraus lasst sich schlie3en, dass es sich bei der p-SMAD 2
Induktion um einen TGF vermittelten Effekt handelt. TGFB wird also durch Hypoxie
und Reoxygenierung von Endothelzellen nach auf3en abgegeben und hat nicht nur
autokrine Wirkung auf Endothelzellen, sondern auch parakrine Wirkung auf
Kardiomyozyten.

60



Ergebnisse

58 kDa e o o ——— p-SMAD2
117 kDa — S — e ——— e —— Vinkulin
140 -
C
120 T
c B
o
g 100 -
L~
o2
© S 80"
O X
a5 60 -
8 ©
<<
= 40 H
@
o
20 A
0 . ,
Kontrolle — Hypoxie 2h
Rx2h Rx2h
+TGF@-
Rezeptor-
Inhibitor
Abbildung 26:

Mikrovaskulare Endothelzellen wurden 2 Stunden hypoxisch begast und anschlieRend reoxygeniert. Nach 2
Stunden Reoxygenierung wurden die Mediumuberstande der Endothelzellen aufgefangen und Kardiomyozyten
mit diesen inkubiert. Ein Teil der Kardiomyozyten wurde zuvor mit dem TGFf-Rezeptor-Inhibitor SB 431542
inkubiert. Mittels Western Blot wurde eine Induktion von p-SMAD2 Uberprift. Die Kardiomyozyten, zeigten
zunéchst eine Induktion auf 117,3 + 7% (n=4, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle). Durch Einsetzen des TGF{-
Rezeptor-Inhibitors wurde der Effekt wieder aufgehoben (55,9 + 4%, n=4, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle).
Oben:représentativer Blot

Unten: Quantitative Auswertung

4.5.3 Es findet keine Phosphorylierung von SMAD3 in Kardiomyozyten
statt

Wie oben beschrieben konnte eine autokrine Aktivierung von SMAD3 in
Endothelzellen zu einem friheren Zeitpunkt nachgewiesen werden. Im folgenden
Versuchsaufbau sollte eine parakrine Aktivierung von TGFB auf SMAD3 in
Kardiomyozyten untersucht werden. Wiederum wurde der Versuch mit 2stiindiger
hypoxischer Begasung der Endothelzellen durchgefuhrt und diese anschlie3end
reoxygeniert. Nach 2 Stunden der Reoxygenierung wurden die Mediumuberstande
aufgefangen und auf Kardiomyozyten gegeben (Verhaltnis Endothelzellmedium zu
Kardiomyozytenmedium betrug 1:2). Nach 1,5 Stunden Inkubation wurde die
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Phosphorylierung von SMAD3 mittels Western Blot gemessen. Hier konnte im
Vergleich zur normoxen Kontrolle keine Aktivierung von SMAD 3 detektiert werden.
Es konnte eine Herabregulation auf 74,1 + 5 % (n=4, p<0,05 vs. normoxer Kontrolle
mittels t-Test und Mann-Whitnes-U Test) gezeigt werden (Abb.27).
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Abbildung 27:

Mikrovaskuldre Endothelzellen wurden 2 Stunden einer Hypoxie/Normoxie unterzogen und anschlieRend
reoxygeniert. Nach 2 Stunden Reoxygenierung wurden die Mediumuberstédnde aufgefangen und Kardiomyozyten
wurden mit diesen Endothelzelliiberstanden fir 1,5 Stunden inkubiert. Die Phosphorylierung von SMAD 3 wurde
mittels Western Blot analysiert. Es ist eine Herabregulation auf 74,1 + 5 % zu beobachten (n=4, p<0,05 vs.
normoxer Kontrolle mittels Mann-Whitney-U-Test und t-Test).

4.6 Einfluss von freigesetztem TGFB auf Apoptose von
Kardiomyozyten

4.6.1 Durch Hypoxie/Reoxygenierung freigesetztes TGFB induziert
parakrin Apoptose in Kardiomyozyten

In den vorangegangenen Versuchen konnte eine Erhohung des TGF[( sowie eine
autokrine Wirkung auf Endothelzellen und parakrine Wirkung auf Kardiomyozyten
gezeigt werden. Da TGF@ Uber eine Aktivierung der SMAD-Proteine Apoptose in
Kardiomyozyten induzieren, kann Uberpruft werden, ob von mikrovaskularen
Endothelzellen durch Hypoxie/Reoxygenierung freigesetztes TGFB parakrin
Apoptose induziert.

Hierzu wurde folgender Versuch durchgefiuihrt: Nach 2stindiger hypoxischer
Begasung, wurden mikrovaskuldre Endothelzellen fir 2 Stunden reoxygeniert. Die
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Zeit der Reoxygenierung wurde nach dem Zeitpunkt der starksten SMAD2-
Phosphorylierung (siehe Punkt 4.2.5) gewahlt. Nun wurden die Mediumiberstande
der hypoxen/normoxen Endothelzellen abgenommen und isolierte Kardiomyozyten
uber 24 Stunden mit diesen Uberstanden inkubiert (Verhaltnis Medium
Kardiomyozyten zu Endothelzellmedium 2:1). Ein Teil der Kardiomyozyten wurde mit
dem TGFB-Rezeptor-Inhibitor SB 431542 vorinkubiert (1uM). Die Apoptoserate
wurde mittels HOE-Assay bestimmt. Bei den nicht behandelten Kontrollzellen ergab
sich eine Apoptoserate von 13,1 = 1% (n=4), bei den mit reinem Endothelzellmedium
(dieses Medium wurde nicht begast) behandelten Zellen eine Rate von 20,1 + 2%
(n=4), bei den normoxen Kontrollzellen ein Anstieg der Apoptose auf 26,4 + 1,7%
(n=8) und bei den mit hypoxem Medium begasten Zellen eine Apoptoserate von 36,3
* 2% (n=8, p<0,05 vs. Kontrolle). Wir sehen also eine Induktion der Apoptose durch
Inkubation mit hypoxen Mediumuberstanden. Nach Einsetzen des TGFB-Rezeptor-
Inhibitors reduziert sich dieser Effekt auf 26,8 £ 1% (n=8, p<0,05 vs. Kontrolle)
(Abb.28). Folglich induziert TGFB, welches unter hypoxen/reoxygenierten
Bedingungen von Endothelzellen freigesetzt wurde, parakrin eine Apoptose in
Kardiomyozyten.
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Abbildung 28:

Nach 2stundiger Hypoxie und Reoxygenierung wurden die Mediumiberstdnde aufgefangen und auf
Kardiomyozyten gegeben. Diese wurden nun 24 Stunden mit den Endothelzelliberstdnden inkubiert und
anschlieRend wurde die Apoptoserate mittels HOE-Assay bestimmt. Bei den nicht behandelten Kontrollzellen
ergab sich eine Apoptoserate von 13,1 + 1% (n=4), bei den mit hypoxen Mediumiberstidnden behandelten Zellen
ergab sich eine Induktion der Apoptoserate auf 36,3 + 2% (n=8, p<0,05 vs. Kontrolle). Nach Einsetzen des TGF[3-
Rezeptor-Inhibitors SB431542 (1uM) reduzierte sich der hypoxe Effekt auf 26,8 + 1% (n=8, p<0,05 vs. Kontrolle)
(alle Werte bei 200 zufallig ausgezahlten Kardiomyozyten).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden mikrovaskuldre Endothelzellen als Quelle einer
Hypoxie/Reoxygenierung-induzierten TGFB-Erhohung und —Freisetzung identifiziert.
Es konnte autokrin in Endothelzellen und parakrin in Kardiomyozyten die Aktivierung
verschiedener TGFB-abhéngiger Signalwege unter diesen Bedingungen gezeigt
werden (Abb.29), welche schon zu friheren Zeitpunkten als bisher bekannt, am
kardialen Remodelling beteiligt sein kdnnten.

5.1 Endothelzellen als Quelle der TGFB-Expression

Um mikrovaskulare Endothelzellen in einen hypoxen Zustand zu versetzen, wurden
diese 2 Stunden mit Stickstoff begast. Es sollten besonders friihe Hypoxie-Effekte
untersucht werden, weshalb eine Begasungsdauer von 2 Stunden gewé&hlt wurde.
Um zu beweisen, dass es sich bei den von mir untersuchten Parametern tatséchlich
um Hypoxie-induzierte Effekte handelt, wurden mehrere Kontrollbedingungen
gewahlt. Neben der Begasung mit N, wurden parallel Versuche durchgefihrt, in
denen mikrovaskulare Endothelzellen mit Luft begast wurden. So konnte man
maogliche Effekte durch z.B. reinen Gasfluss ausschliel3en. Neben der O,-Verarmung
unterlagen die Zellen auch einem 2-fachen Mediumwechsel. Um auszuschlief3en,
dass dieser Wechsel alleine Einfluss auf die Untersuchungsparameter hat, wurden
auch die Kontrollzellen den jeweiligen Mediumwechseln unterzogen, jedoch nicht
begast. Desweiteren dienten vollig unbehandelte Endothelzellen als weitere
Kontrollbedingung. Nachdem mikrovaskulare Endothelzellen der Ratte 2 Stunden
hypoxisch begast wurden, konnte eine erhdhte Proteinexpression des TGFf-
Vorlauferproteins schon nach 15 Minuten Reoxygenierung gezeigt werden. Eine
Analyse der Proteinexpression nach 2 Stunden Hypoxie ohne Reoxygenierung zeigte
keinen Effekt. 15 Minuten Reoxygenierung konnen fur eine neu gestartete
Proteinbiosynthese von TGFB nicht ausreichen. Da TGFB als Teil eines latenten
Komplexes zunéchst intrazellular vorliegt, ist es denkbar, dass die Reoxygenierung
Mechanismen aktiviert, welche zu einer Abspaltung des Vorlauferproteins aus
diesem Komplex zu diesem friihen Zeitpunkt fihren.

Einen zweiten Anstieg des TGFp-Vorlauferproteins findet man erst wieder nach 2
Stunden Hypoxie und 24-stindiger Reoxygenierung. Dies ist ein Zeitrahmen, der
sich mit einer Neusynthese erklaren lasst. Tatséchlich findet man nach 4 Stunden
Reoxygenierung eine erhdhte TGFB;-mRNA-Expression, die Vorraussetzung fur eine
erhohte Proteinexpression ist.

5.2 Autokrine Aktivierung der SMADs

Um zu Uberprifen, ob die erhbhte TGFB-Expression unter Hypoxie/Reoxygenierung
direkte  Auswirkungen auf Endothelzellen hat, wurde zunachst nach
Hypoxie/Reoxygenierung eine Aktivierung der typischen Signalmolekile von TGFj,
der SMAD-Proteine, intrazellular Gberpruift.
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Eine Aktivierung der SMAD-Proteine erfolgt zunachst nach Ligandenbindung an den
transmembranen TGFB-Rezeptor durch eine Phosphorylierung der Rezeptor-
abhangigen SMADs (SMAD2, 3, 1, 5 und 8). Eine Phosphorylierung der SMADs
kann schon zu frihen Zeitpunkten stattfinden, weshalb hier eine Zeitkinetik von 0
Minuten bis 24 Stunden Reoxygenierung gewahlt wurde. Eine maximale
Phosphorylierung von SMAD2 konnte nach 2 Stunden Hypoxie und 2-stindiger
Reoxygenierung gezeigt werden (Abb.29). Fir diese Aktivierung kénnte die TGFp-
Erhdhung nach 15 Minuten Reoxygenierung verantwortlich sein, denn einen
ahnlichen Zeitgang der SMADZ2-Phosphorylierung findet man auch in
Kardiomyozyten: Mit TGFB stimulierte Kardiomyozyten zeigen nach ca. 2 Stunden
die héchste P-SMAD2-Bindungsaktivitat (Heger et al.,, 2009). Auf3erdem konnte
durch Einsetzen eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors 30 Minuten vor Beginn der Hypoxie
die Phosphorylierung von SMAD2 nach 2 Stunden Hypoxie und 2 Stunden
Reoxygenierung in Endothelzellen aufgehoben werden. Dies beweist, dass es sich
um einen Rezeptor-vermittelten Effekt handelt. Die Phosphorylierung von SMAD2
scheint somit ein wesentlicher Schritt in der Signalweitergabe von der frihen TGFf3-
Erhéhung (nach 15 Minuten Reoxygenierung) zu sein, denn auf mRNA-Ebene
konnte keine erhohte SMAD-mRNA-Expression nach 4 Stunden Reoxygenierung
detektiert werden. Auf mMRNA-Ebene findet man aussschliellich eine spate Induktion
von SMADs, namlich erst nach 13 Stunden Reoxygenierung (SMAD2, 3 und 7).
SMAD7 ist ein TGFB-Zielgen und gilt als natlrlicher Repressor des TGF[3-
Signalweges. Es wirkt hemmend auf der Stufe der Phosphorylierung von SMAD2
und 3 auf die TGFB/SMAD Signalkaskade ein (Nakao et al., 1997). Der Anstieg von
SMAD7 konnte das Abfallen der SMAD2-Phosphorylierung zwischen 2 und 24
Stunden Reoxygenierung erklaren.

Tendenziell kann eine erhdhte Phosphorylierung von SMAD2 auch nach 24 Stunden
Reoxygenierung beobachtet werden. Dieser Wert korrespondiert mit der erhtéhten
Proteinexpression des Vorlauferproteins von TGFB nach 24 Stunden
Reoxygenierung und kénnte durch die erhdhte TGFB-Expression vermittelt sein.

Eine Phosphorylierung von SMAD3 konnte nicht gezeigt werden, so dass in
Endothelzellen diese Isoform keine Rolle fur ein TGFB vermitteltes Signal spielt.
Nicht auszuschliel3en ist, dass es zu einer Aktivierung von SMAD1, 5 und 8 kommit,
da in Endothelzellen zusatzlich der TGFB-Typl-Rezeptor ALK1 existiert, welcher
diese Isoformen aktivieren kann.

5.3 Induktion von GATAZ2 im Zusammenhang mit TGFf

In weiteren Schritten wurde die Expression von GATA-Transkriptionsfaktoren in
mikrovaskulédren Endothelzellen nach Hypoxie/Reoxygenierung tberprift. Sie galten
von besonderem Interesse, da Studien eine Beteiligung von GATA an der TGF-
Signalkaskade in Kardiomyozyten zeigen konnten (Schroder et al., 2006) und eine
Beteiligung von GATA an myokardialen Umbauprozessen, ausgelost durch kardialen
Stress, beschrieben wird (Molkentin et al., 1998). Von den 6 Isoformen werden nur
GATAZ2, 4 und 6 in mikrovaskularen Endothelzellen exprimiert (Froese et al., 2010);
GATA 2 und 6 jedoch mit Abstand am hdchsten, weshalb in der vorliegenden Arbeit
nur GATA 2 und 6 untersucht wurden.

Eine Expression von GATAG6 in mikrovaskuldren Endothelzellen der Ratte konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Froese et al. (2010) zeigten eine
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GATAG6-Expression in verschiedenen menschlichen Endothelzellen, sowie in
vaskularen Endothelzellen der Maus. Auch Molkentin et al. (1998) zeigten eine
GATAG6-Expression am Mausmodell. Bei der Ratte konnte eine Expression von
GATAG in Hepatozyten nachgewiesen werden (Divine et al., 2004). Wie nun in dieser
Arbeit gezeigt, wird in mikrovaskularen Endothelzellen der Ratte GATAG6 nicht
exprimiert.

Eine Analyse der GATA2-Bindungsaktivitdt in Endothelzellen ergab eine maximale
Aktivierung 4 Stunden nach Hypoxie (Abb.29). 6 Stunden nach Hypoxie nahm die
Aktivierung bereits wieder ab und minimerte sich nach 24 Stunden nochmals.
Schroder et al. (2006) zeigten &ahnliche Ergebnisse in Kardiomyozyten: Sie
untersuchten die GATA-Bindungsaktivitdt in Kardiomyozyten unter dem TGFp; —
Stimulus Angiotensin Il. Sie zeigten eine maximale Aktivierung von GATA4 nach 2-
stindiger Stimulation mit Ang II; diese lie3 sich 8 Stunden nach Stimulation kaum
noch nachweisen und nahm nach 24 Stunden nochmals weiter ab. Das heil3t, dass
der Zeitgang der Induktion von GATA in Kardiomyozyten unter Angll Stimulation und
in Endothelzellen durch Reoxygenierung &hnlich ist. Allerdings sind die Isoformen
nicht identisch; in Endothelzellen findet man GATA2 und in Kardiomyozyten GATAA4.
Unklar bleibt noch, ob die GATA-Induktion eine Folge der frihen TGFB-Expression
nach 15 Minuten Reoxygenierung ist, oder ob es unabhangig von TGFB durch
Hypoxie/Reoxygenierung aktiviert wird, um dann zu einem spateren Zeitpunkt,
namlich nach 24 Stunden Reoxygenierung, die TGFB-Synthese zu erhdéhen. Beide
Vorgange wurden bereits in anderen Zellen beschrieben. So zeigten Schrdder et al.,
dass GATA unter Angll erhoht wird und dann fir eine erhéhte TGFB-Produktion
verantwortlich ist. Fiedler et al. (2011) zeigten dagegen eine Erhdhung von GATA als
Folge einer TGFB-Induktion.

Eine Klarung der GATA-TGFB-Reihenfolge wére mittels Einsatz eines TGF-
Rezeptor-Inhibitors oder Einsatz eines GATA-Decoy-Oligonukleotides maoglich.

5.4 Induktion von mikroRNA21 und 24

Sowohl Hypoxie/Reoxygenierung (Fiedler at al., 2011), als auch TGFB/SMAD (Davis
et al.,, 2008) und GATA (Fiedler at al., 2011) kénnen mikroRNAs induzieren. Da all
diese Faktoren in unserem System hochreguliert wurden, stellte sich die Frage, ob
induziert durch Hypoxie/Reoxygenierung eine vermehrte mikroRNA-Expression
stattfindet. Solche mikroRNAs werden vermehrt in der Pathologie und Physiologie im
kardiovaskularen System beschrieben (lkeda et al., 2007), besonders h&ufig wurden
in diesem Zusammenhang mikroRNA 1, 21 und 24 beschrieben.

Nach Hypoxie und Reoxygenierung wurde zu einem frihen Zeitpunkt (nach 4
Stunden Reoxygenierung) sowie einem spateren Zeitpunkt (nach 24 Stunden der
Reoxygenierung) die Expression der einzelnen mikroRNAs mittels Realtime-PCR
gemessen.

In dieser Arbeit konnte keine Expression von mikroRNA 1 in mikrovaskularen
Endothelzellen gezeigt werden. MikroRNA 1 ist besonders bei Patienten mit
Erkrankungen der Koronararterien hochreguliert (Dangwal et al., 2011). Yin et al.
(2008) zeigen einen massiven Hitze-Schock induzierten Anstieg dieser mikroRNA im
Herzen. MikroRNALl reguliert den Calciumstoffwechsel in Muskelzellen und
Apoptose. Durch Einwirkung auf den Calciumstoffwechsel spielt es eine Rolle bei der
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Entstehung von Arrythmien unter pathologischen Bedingungen, die zu einer
Herzinsuffizienz fuhren konnen (Tijsen et al., 2011; Dangwal et al., 2011).
MikroRNA1 wurde bisher nur in Muskelzellen beschrieben, was die fehlende
Induktion in Endothelzellen erklart (Lim et al., 2005; Dauvis et al., 2008).

Es konnte eine Induktion von mikroRNA21 und mikroRNA24 nach 2 Stunden
Hypoxie und 24 Stunden Reoxygenierung in Endothelzellen nachgewiesen werden
(Abb.29). Durch Einsatz eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte die Induktion beider
mikroRNAs wieder auf Kontrollniveau gesenkt werden, was beweist, dass die
Induktion der mikroRNAs Uber den TGFB-Rezeptor vermittelt wird. Dies stimmt mit
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen Uberein: wie bereits in der Einleitung
beschrieben, andern eine grofe Anzahl von mikroRNAs ihre Expression als Folge
einer Stimulation durch Mitglieder der TGFB-Familie (Kong et al., 2008; Chung et al.,
2010; Qin et al., 2011; Divakaran et al., 2009). Die Art der Modulation kann dabei auf
transkriptioneller Ebene, direkt durch TGFB/SMADs oder indirekt durch weitere
Interaktionspartner, sowie auf posttranskriptioneller Ebene erfolgen. Als indirekte
Faktoren bei der transkriptionellen Regulation konnten z.B. Myokardin und MRTFs
identifiziert werden (Blahna et Hata, 2012). Bei der posttranskriptionellen Regulation
konnten p68 und p72 als Interaktionspartner identifiziert werden (Fukuda et al.,
2007), es sind jedoch noch weitere Interaktionspartner denkbar. In der vorliegenden
Arbeit wurde nur der Gehalt an reifer mikroRNA untersucht. Um zu klaren, ob es sich
bei der gezeigten Induktion um eine transkriptionelle oder posttranskriptionelle
Regulation handelt, konnte spezifisch der Gehalt von pri-mikroRNAs untersucht
werden. Auch eine eventuelle Induktion der bekannten Interaktionspartner (z.B.
Myokardin, MRTFs, p68 oder p72) konnte Aufschluss uber den genauen
Aktivierungsmechanimus der mikroRNAs geben.

MikroRNA21 wird im gesunden Herzen nur schwach exprimiert, gehort jedoch zu
einer der am starksten regulierten mikroRNAs als Reaktion auf kardialen Stress
(Thum et al., 2008; van Rooij et al., 2006). Dies kdnnen wir durch die Expression
nach Hypoxie/Reoxygenierung auf 499 % bestatigen. Wahrend manche mikroRNAs
sehr zellspezifische Funktionen haben, sind die Funktionen der mikroRNA21 jedoch
sehr vielfaltig und regulieren die Genexpression in verschiedensten Zelltypen. Im
Herzen konnten protektive Funktionen von mikroRNA21 nachgewiesen werden. Eine
Uberexpression von mikroRNA21 in der Ratte filhrte zu einer verminderten
Infarktgrof3e, sowie einer verminderten Dilatation des linken Ventrikels 24 Stunden
nach dem Myokard-Infarkt. Dies hangt mit einer reduzierten Apoptose der
Kardiomyozyten, vermittelt durch die Zielgene PDCD4, FasL sowie PTEN zusammen
(Dong et al., 2009). Neben der anti-apoptotischen Funktion in Kardiomyozyten hat
mikroRNA21 anti-angiogenetische Funktionen in Endothelzellen. Sabatel et al.
(2007) konnten mikroRNA21 als negativen Regulator der Angiogenese durch
reduzierte Endothelzellproliferation, Migration und eine reduzierte Fahigkeit
Zellverbande zu formen, in HUVECSs identifizieren. Als verantwortliches Zielgen fur
diese anti-angiogenetischen Effekte wurde die Rho-GTPase RhoB identifiziert. Ein
weiteres bekanntes Zielgen von mikroRNA21 in Endothelzellen ist Sproutyl, welches
auch als negativer Regulator der Angiogenese bekannt ist (Sabatel et al., 2011),
sowie PTEN ein negativer Regulator der PI3Kinase und somit ebenfalls ein negativer
Regulator der Angiogenese.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von mikroRNAs auf Endothelzellen
nicht Uberprift. Es ware denkbar, dass es auch hier Einfluss auf die Angiogenese
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hat. Aber auch apoptotische Einflisse sind nicht auszuschlieBen. Weitere
funktionelle Assays zur Apoptose und Angiogenese unter Hypoxie/Reoxygenierung
durch Uberexpression/Inhibition von mikroRNA21 erscheinen deshalb sinnvoll.

Die Rolle von mikroRNA24 im Herzen ist noch ungeniigend erforscht. Sie wird in
einer Vielzahl von Organen exprimiert, mit Abstand am hoéchsten jedoch in
Endothelzellen. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Induktion von mikroRNA24
nach Hypoxie und 24 Stunden Reoxygenierung in Endothelzellen gezeigt werden.
Ahnliche Ergebnisse erzielten Fiedler et al. (2011). Sie beobachteten eine
endothelzellspezifische Hochregulierung von mikroRNA24 im infarzierten Herzen.
Eine Uberexpression von mikroRNA24 induzierte Apoptose in Endothelzellen
(Fiedler et al.,, 2011); eine Inhibition dieser mikroRNA verminderte Apoptose
wiederum. Desweiteren konnten Fiedler et al. (2011) eine durch Hypoxie induzierte
Apoptose durch den Einsatz eines mikroRNA24-Precursors steigern. Sie
identifizierten auf3erdem anti-angiogenetische Einflusse auf Endothelzellen. Die
unterschiedlichen (anti-angiogenetischen und pro-apoptotischen) Funktionen lassen
auf eine Beteiligung verschiedener Zielgene schliel3en.

Fiedler et al. (2011) konnten GATA2 als direktes Zielgen von mikroRNA24
detektieren. Eine Uberexpression von mikroRNA24 resultierte in einer geminderten
GATA2 Expression. Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit. Nach einer maximalen Erhéhung von GATA2 nach 4 Stunden
Reoxygenierung, flacht nach 24 Stunden Reoxygenierung die GATA-Expression
wieder ab. Es kdnnte sich hierbei um einen mikroRNA24 vermittelten Effekt handeln,
was jedoch in weiteren Versuchen zu beweisen waére.

MikroRNA24 wird auch in anderen Zelltypen exprimiert. Andere Studien beschreiben
eine Hypertrophie in Kardiomyozyten vermittelt durch eine Uberexpression von
mikroRNA24. Nach einem Myokard-Infarkt konnte jedoch keine Expression in
Kardiomyozyten, dagegen aber eine sehr starke Expression in Endothelzellen
gezeigt werden. Weitere Studien sind daher von Bedeutung, um die genauen
Mechanismen besser zu verstehen. Dies wirde vielleicht den therapeutischen
Einsatz von mikroRNAs als Schutz vor Herzerkrankungen ermdéglichen.

5.5 Parakrine Wirkung in Kardiomyozyten

Um zu Uberprifen, ob das von mikrovaskuldren Endothelzellen vermehrt induzierte
TGFB auch parakrine Wirkung auf Kardiomyozyten hat, wurden diese mit
Mediumuberstanden von hypoxen Endothelzellen fur 1,5 Stunden inkubiert. Um
Effekte des reinen Endothelzellmediums auf die Kardiomyozyten auszuschliel3en,
wurden parallel Kardiomyozyten mit reinem Endothelzellmedium inkubiert. Ebenso
wurden zur Kontrolle normoxe Endothelzellmedienliberstidnde verwendet. Bei diesen
Kontrollschalen konnten keine Effekte gezeigt werden, weshalb es sich bei den
Folgenden also um Endothelzell-spezifische Effekte unter Hypoxie/Reoxygenierung
handeln muss.

Die Kardiomyozyten, welche mit Endothelzellmedium der 2stiindig reoxygenierten
Endothelzellen inkubiert wurden, zeigten eine erhdhte SMAD2-Phosphorylierung
(Abb.29). Es konnte also eine Aktivierung der SMAD-Signalkaskade in
Kardiomyozyten gezeigt werden. Dieses Ergebnis korreliert mit den Ergebnissen der
P-SMAD2-Aktivierung in Endothelzellen. Hier konnte die hdchste Bindungsaktivitat
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nach 2 Stunden Reoxygenierung festgestellt werden. Um nachzuweisen, dass es
sich um einen TGFB-vermittelten Effekt handelt, wurde der Versuch unter
Verwendung eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors erneut durchgefihrt. Die P-SMAD2-
Aktivierung wurde unter Stimulation mit dem TGFB-Rezeptor-Inhibitor deutlich
gesenkt. Somit kann das von Endothelzellen unter Hypoxie/Reoxygenierung
freigesetzte TGFB eine SMAD2-Phosphorylierung in Kardiomyozyten auslosen.

Eine erhohte Expression von TGFB und SMADs ist ein Zeichen flr eine negative
Entwicklung in Richtung eines Herzversagens (Euler-Taimor & Heger, 2006). Nach
einem Myokard-Infarkt finden sich erhdhte Mengen an TGFB;, sowie eine Aktivierung
von SMAD2, 3 und 4 (Hao et al., 1999). Dieser Signalweg kann neben fibrotischen
Veranderungen im Myokard auch Apoptose in Kardiomyozyten induzieren. Es stellte
sich deshalb die Frage, ob von Endothelzellen freigesetztes TGF[3 parakrin Apoptose
in Kardiomyozyten induziert. Kardiomyozyten wurden nach Inkubation mit
Endothelzellmedien von normoxen und hypoxen Endothelzellen mittels HOE Assay
auf die Apoptoserate untersucht. In den mit hypoxen Mediumuberstédnden inkubierten
Kardiomyozyten konnte eine erhthte Apoptoserate festgestellt werden (Abb.29).
Durch Einsetzen des TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte die Apoptoserate deutlich
gesenkt werden, was auf einen TGFB-vermittelten Effekt schlie3en lasst. Es konnten
also nicht nur autokrine Auswirkungen auf Endothelzellen, sondern auch parakrine
Wirkungen auf Kardiomyozyten gezeigt werden.

Neben der Apoptose zahlt die Hypertrophie und Fibrose in Kardiomyozyten zu den
Hauptgriinden einer progedienten Herzinsuffizienz. Auswirkungen von endothelialem
TGFB auf Hypertrophie und Fibrose in Kardiomyozyten kénnten somit zusatzlich
negative Einflisse auf das kardiale Remodelling haben.
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Abbildung 29:

Schema der TGFB-Freisetzung und der -Aktivierung der SMAD-Signalkaskade nach Rezeptorbindung autokrin in
Endothelzellen und parakrin in Kardiomyozyten. Eine Aktivierung von SMADs, GATA2, mikroRNA21 und
mikroRNA24 in Endothelzellen findet statt. In Kardiomyozyten fuhrt die Aktivierung der SMAD Signalkaskade
durch TGFB zu Apoptose.

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden mikrovaskulare Endothelzellen der Ratte als Quelle einer
Hypoxie/Reoxygenierung induzierten TGFB-Expression identifiziert. Im Detail wurde
eine erhohte Proteinexpression des TGFp-Vorlauferproteins, eine erhdhte mRNA-
Expression von TGF@;, sowie eine erhOhte Freisetzung von TGFp ins Zellaul3ere
nachgewiesen. Die TGFB-Induktion findet bereits wenige Minuten nach Hypoxie statt,
im Gegensatz zur Infarkt-induzierten TGFB-Expression in Kardiomyozyten, welche
erst 24 Stunden nach einem Infarkt auftritt.

Desweiteren konnten eine Erhéhung von SMAD2-, SMAD3- und SMAD7-mRNA,
sowie eine Aktivierung von SMAD2 durch Phosphorylierung als weitere
Signalkaskade gezeigt werden. Die Phosphorylierung von SMAD2 konnte sowohl
autokrin in Endothelzellen, als auch parakrin in Kardiomyozyten der Ratte
nachgewiesen werden. Durch Einsatz eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte diese
Aktivierung der SMAD-Signalkaskade in Endothelzellen und in Kardiomyozyten
wieder aufgehoben werden.

Weiter konnte in dieser Arbeit eine Hypoxie/Reoxygenierung induzierte erhdhte
Expression des Transkriptionsfaktors GATAZ2 in Endothelzellen nachgewiesen
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werden. Neben der Erhéhung von TGF@, SMADs und GATA2 konnte ca. 24 Stunden
nach Hypoxie eine vermehrte Induktion von mikroRNA21 und 24 in Endothelzellen
gezeigt werden. Durch Einsatz eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte die mikroRNA
Expression wieder auf Kontroliniveau gesenkt werden, was eine TGF@ abhéangige
Induktion unter Hypoxie/Reoxygenierung beweist.

Es wurde gezeigt, dass das von Endothelzellen durch kardialen Stress induzierte
TGFB parakrin Apoptose in Kardiomyozyten aktiviert. Da neben der Apoptose auch
die Hypertrophie und Fibrose maf3geblich am kardialen Remodelling beteiligt sind,
ware eine Untersuchung der Wirkung von endothelialem TGF auf diese 2 Faktoren
sicherlich sinnvoll. Auch eine induzierte Apoptose autokrin in Endothelzellen wére
denkbar und bedarf weiterer Studien.

Neben der autokrinen Aktivierung/Erhéhung verschiedener Signalmolekiile, konnten
in nachfolgenden Studien eine eventuelle Induktion von Apoptose in Endothelzellen
nach Hypoxie/Reoxygenierung untersucht werden.

Da bereits eine TGFB vermittelte Induktion von mikroRNA21 und 24 in
Endothelzellen gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob auch eine Induktion
dieser mikroRNAs parakrin in Kardiomyozyten induziert werden kann. Unter
Stimulation von Kardiomyozyten mit normoxen/hypoxen Endothelzellmedien und
unter Einsatz eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte dieser Punkt geklart werden.
Zusammenfassend konnte eine Induktion von TGFB in mikrovaskularen
Endothelzellen unter Hypoxie/Reoxygenierung gezeigt werden, was zu einer
Aktivierung TGFB-abhéangiger Signalwege in Endothelzellen und Herzmuskelzellen
fuhrt, was letztendlich das kardiale Remodelling nach Infarkt beeinflussen kann. Ein
detailliertes Wissen uber die einzelnen Mechanismen kdnnte langfristig gesehen
vielleicht einmal therapeutisch genutzt werden, um die Entstehung einer
Herzschwéche zu verhindern.

71



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Der Transfroming Growth Factor beta (TGFB) spielt als Wachstumsfaktor bei
pathophysiologischen Umbauprozessen, dem kardialen Remodelling, eine
entscheidende Rolle. Das kardiale Remodelling beschreibt Veranderungen des
Herzens in Bezug auf Form, Grof3e und Funktionalitdt und ist ein entscheidender
Schritt bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz. Die Beteilung von TGFB an
Komponenten des Remodellings, z.B. der Apoptose in Kardiomyozyten, ist in
vorangegangenen Studien bereits gut erforscht.

In dieser Arbeit konnten Endothelzellen als Quelle einer TGFB-Freisetzung und -
Erh6hung, induziert durch Hypoxie und Reoxygenierung, identifiziert werden. Nach
Simulation eines  Myokard-Infarkts durch  Hypoxie und anschlie3ender
Reoxygenierung konnte eine vermehrte TGFB-Expression auf Proteinebene, sowie
MRNA-Ebene in mikrovaskularen Endothelzellen des Herzens gezeigt werden. Zu
bekannten intrazellularen Signalmolekilen von TGFB gehoéren die SMAD-Molekile
(Small mothers against decapentaplegic). In der vorliegenden Arbeit konnte induziert
durch Hypoxie und Reoxygenierung eine vermehrte Expression von SMAD?2,
SMAD3, und SMAD7 sowie eine Aktivierung des Rezeptor-abhéngigen SMAD?2
durch Phosphorylierung in Endothelzellen gezeigt werden. Da R-SMADs durch eine
Liganden-Rezeptorbindung an der &uf3eren Zellmembran phosphoryliert werden,
lasst dies auf eine Hypoxie/Reoxygenierung induzierte TGFB-Freisetzung schlieRen.
Durch Einsetzen eines TGFB-Rezeptor-Inhibitors Typl konnte die Aktivierung der
SMADs vermindert werden.

Zu bekannten Interaktionspartnern von SMADs z&hlen Mitglieder der GATA Familie.
Es existieren 6 Isoformen, von denen jedoch nur GATA2, 4 und 6 in Endothelzellen
exprimiert werden. GATA4 wird nur minimal in Endothelzellen exprimiert, weshalb in
vorliegender Arbeit lediglich eine Hypoxie/Reoxygenierung induzierte Expression von
GATA2 und 6 untersucht wurde. Es konnte eine vermehrte GATA2 Bindungsaktivitat
nach 4 Stunden Reoxygenierung gezeigt werden.

Ein bekanntes Zielgen von GATA2 stellt die mikroRNA24 dar. MikroRNAs sind
kleine, nicht kodierende RNAs, welche in annahernd jedem Zelltyp gebildet werden
und eine entscheidende Rolle in der kardiovaskuldren Pathophysiologie einnehmen.
Bei der Analyse verschiedener MikroRNA-Isoformen konnte eine vermehrte
Expression von mikroRNA21 und mikroRNA24 24 Stunden nach Reoxygenierung
gezeigt werden. Durch Einsetzen des TGFB-Rezeptor-Inhibitors konnte der Effekt
deutlich gemindert werden, was zeigt, dass es sich um einen TGF( vemittelten
Vorgang handeln muss. Die Wirkungen von mikroRNA21 und 24 werden im
Zusammenhang mit pro-apoptotischen und anti-angiogenetischen Prozessen am
Herzen diskutiert und konnten somit Vorgadnge des kardialen Remodelling
beeinflussen.

Neben autokrinen Effekten konnten parakrine Auswirkungen auf Kardiomyozyten
beobachtet werden. Das wahrend Hypoxie/Reoxygenierung aus Endothelzellen
freigesetzte TGFB aktiviert parakrin in Kardiomyozyten SMADs und 16st Apoptose
aus. Somit ist es gelungen, TGFB-induzierte Signalwege in hypoxen und
reoxygenierten Endothelzellen und deren parakrine Wirkung auf Kardiomyozyten
darzustellen.
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Dies kann zum besseren Verstandnis von Vorgangen des kardialen Remodellings
nach einem Infarkt beitragen und neue Perspektiven fir therapeutische Ansatze
bieten.
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7 Summary

Transforming growth factor beta (TGFB) plays a critical role in cardiac remodelling.
Cardiac Remodelling includes alterations of shape, dimension and functionality of
heart and describes a critical step in the development of heart failure. Recent studies
showed the involvement of TGFf in cardiomyocytes in cardiac remodeling, especially
in apoptosis induction.

In this study, we identified endothelial cells as source of hypoxia/reoxygenation-
induced TGFB expression. Simulation of myocardial infarction by hypoxia and
reoxygenation increased TGFp protein and mMRNA expression in cardiac
microvascular endothelial cells.

Intracellular signal transduction by TGFf is mediated by SMAD molecules (small
mothers against decapentaplegic). In this study we showed a hypoxia/reoxygenation-
induced increase of SMAD2, SMAD3 and SMAD7 as well as activation of receptor-
dependent SMAD2 (R-SMAD2) by phosphorylation in endothelial cells.
Phosphorylation of R-SMAD2 was mediated by TGFB binding to transmembrane
receptors, because the effect of SMAD activation could be abolished by inhibition of
the TGFf receptor.

Since well known interaction partners of SMADs are members of GATA family,
induction of GATA members was analysed. 6 isoforms of GATA are known, but only
GATA 2, 4 and 6 are expressed in endothelial cells. We could show an increase of
GATAZ binding activity after 4 hours of reoxygenation.

MicroRNA24 is an established target of GATA2. MicroRNAs are small, non coding
RNAs. They are expressed in nearly every cell type and play a key role in
cardiovascular pathophysiology. Examination of different microRNAs showed an
increase of microRNA21 as well as microRNA24 after 24 hours of reoxygenation.
Using TGFB receptor inhibitors resulted in distinct abolishment of the effect which
demonstrates a TGFB-mediated microRNA increase. The effects of microRNA21 and
24 are discussed in the context with pro-apoptotic and anti-angiogenic processes in
the heart and may thus be involved in cardiac remodelling after myocardial infarction.
Beside the autocrine TGFf effects in endothelial cells, we identified a paracrine effect
of TGFB, when cardiomyocytes were incubated with conditioned medium of hypoxia
and reoxygenated endothelial cells. Thus, TGFB signaling cascades and target
genes could be identified under hypoxia and reoxygenated conditions in endothelial
cells, as well as paracrine action on cardiomyocytes, which both may contribute to
cardiac remodeling.
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