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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz
1.1.1 Epidemiologie und Begriffsklarung

Herz-Kreislauferkrankungen nehmen in Industrieldindern einen herausragenden
Stellenwert im Bereich der medizinischen Therapie ein. Circa 56% der zehn
haufigsten Todesursachen nach ICD10 (International Statistical Classification of

Diseases and Related Health Problems; 10 Revision) sind eine direkte Folge von

Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Hierzu zdhlen: hypertensive Herzkrankheit (2,3%),
akuter Myokardinfarkt (6,6%), chronisch ischdmische Herzkrankheit (8,6%) und
die Herzinsuffizienz (5,7%) (Statistisches Bundesamt, 2008). Im Jahr 2006 war die
Herzinsuffizienz der haufigste Grund fiir eine stationdare Behandlung in deutschen
Krankenhdusern (Statistisches Bundesamt, 2008). Die Verteilung der
Herzinsuffizienz Manner zu Frauen liegt bei 60:40 (Boéhm, 2000). Das
Durchschnittsalter fiir diese Erkrankung liegt in Deutschland bei 75 Jahren.

Bei einer Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage, den Organismus mit
ausreichend Blut und damit mit genligend Sauerstoff unter Ruhe- wie unter
Belastungsbedingungen zu versorgen (Bundesirztekammer (BAK), 2010). Eine
erweiterte Definition bezieht u. a. die Stimulation des sympathischen
Nervensystems mit ein, mit der der Organismus die Dysfunktionen der Herz- und
Skelettmuskulatur, sowie der Nierenfunktion zu kompensieren versucht (Jackson

et al., 2000).

1.1.2 Entstehung der Herzinsuffizienz

Ursachlich fiir eine Insuffizienz ist entweder eine verringerte Fillung der
Ventrikel, eine verringerte Entleerung der Ventrikel oder eine Kombination

daraus.

Die Ursachen hierfiir koénnen sich multifaktoriell aus unterschiedlichen
Bestandteilen des Ablaufs der physiologischen Herztatigkeit und der hormonellen
und neuronalen Regulation des Herzkreislauf-Systems zusammensetzen. Zu
nennen sind hier Myokardschdden durch Infarkt oder Minderdurchblutung des

Myokards (Koronarinsuffizienz, koronare Herzkrankheit [KHK]),



Herzklappendefekte (Stenosen /Insuffizienzen), sowie Reizleitungs- oder
Reizbildungsstorungen. In circa 90% der Falle liegt die Ursache in einer
Arteriosklerose der Koronargefiafde (koronare Herzkrankheit [KHK]) oder einer
arteriellen Hypertonie. Gleichsam konnen die Regulationsmechanismen des Herz-
Kreislauf-Systems eine gegenseitige Kompensation hervorrufen. Kliniker
unterscheiden danach eine kompensierte von einer dekompensierten
Herzinsuffizienz (Remme et al., 2001). Je nach dem zeitlichen Auftreten und der
Dauer der Symptome werden Herzinsuffizienzen unterteilt in ,new onset” (neu
aufgetretene Herzinsuffizienz), ,transient” (nur kurz andauernde Herzinsuffizienz)
und eine ,chronic” (andauernde Herzinsuffizienz) (ESC Clinical Practice Guidelines,
2008). Die zentrale Bedeutung des Herzens fiir den Gesamtorganismus zeigt sich

im Fall einer Dysfunktion in einer Beeintrachtigung anderer Organsysteme.

1.1.3 Chronische Herzinsuffizienz - eine progrediente Erkrankung

Der Organismus reagiert auf Veranderungen des homdostatischen Gleichgewichts
mit einer Gegenregulation. Bei einer chronischen Herzinsuffizienz kommt es
allerdings zu einem circulus vitiosus (Abbildung 1.1). Die Symptome erhalten sich

nicht nur selbst, sondern es folgt sogar eine Progression der Erkrankung.

Reduzierte
Kontraktilitat
Herzinsuffizienz

/Knmpensmiun ) i \
esympathisches { Y
Nervensystem ) Hamodynamik
*Vasokonstriktion Dekompensation eHerzzeitvolumen |

*Hypertrophie Tod *Organperfusion |
«Remodeling

\ *Apoptose ), \ /
\_ /

[ Neurohumorale
Aktivierung
*RAAS
«Vasopressin
enatriuretische Peptide

\_*Zytokine

Abb. 1.1 Der circulus vitiosus der Herzinsuffizienz

Abbildung verdndert nach Dickstein et al. (2008).



Einleitung

Ein erniedrigtes Herz-Zeit-Volumen (HZV) fiihrt zu einer verminderten
Organperfusion. Eine kurzfristige Gegenregulation findet iiber eine Erhéhung des
Sympathikotonus statt. Als Folge erhoht sich die Herzfrequenz. Das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird aktiviert und fiihrt liber verringerte
Wasserausscheidung und Erhéhung des Durstgefiihls zu einer Volumenzunahme
des Blutes. Die physiologische Funktion des RAAS liegt u.a. im Ausgleich von
Volumenmangel-Situationen. Der durch ein verringertes Blutvolumen
resultierende Blutdruckabfall wird so addquat ausgeglichen. Im Falle der
Herzinsuffizienz ist der Blutdruckabfall allerdings in der verringerten
Leistungsfahigkeit des Herzens und nicht in einem Volumenmangel begriindet. Die
zusatzliche Erhohung des Blutvolumens bei einem insuffizienten Herzen ist somit
eine denkbar ungiinstige Konstellation. In Folge des erhohten Blutvolumens nimmt
das enddiastolische Fiillungsvolumen der Ventrikel zu. Man spricht von einer

gesteigerten Vorlast.

Durch erhohte Freisetzung von Angiotensin II (Angll) erfolgt u.a. eine
Vasokonstriktion, =~ wodurch  der arterielle = Widerstand  steigt. = Der
Gesamtwiderstand, gegen den das Herz das Blut wahrend der Systole auswirft, die
sogenannte Nachlast, steigt an. Der im Zuge der RAAS-Aktivierung freigesetzte
Vasokonstriktor Endothelin, wie auch das fibrinogen wirkende Zytokin CTGF
(connective tissue growth factor) (Gupta et al, 2000), unterstiitzen die
aufgefiihrten Pathomechanismen weiter. Des Weiteren fiihrt Angll zur Expression,
sowie zur Aktivierung von TGF-B. Als Folge kommt es zu Hypertrophie des
Myokards, myokardialen Umbauprozessen mit verstirkter Fibrosierung, einem
Anstieg des programmierten Zelltods, der Apoptose (Narula et. al, 1996),

Dilatation der Ventrikel und letztendlich zur terminalen Herzinsuffizienz.
1.1.4 Verlauf der Herzinsuffizienz

1.1.4.1 Hypertrophie, Apoptose und kardiales Remodeling

Trotz einer anfanglichen Funktionsverbesserung des Herzen, gilt die Hypertrophie
von Herzmuskelzellen seit langem als Pradiktor fiir die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz (Levy et al, 2002). Am Anfang einer sich entwickelnden

Herzhypertrophie sind meist eine Aktivierung des RAAS mit erhéhtem oxidativen
3



Stress, eine erhohte Stimulation des Sympathikus, sowie eine gesteigerte
Expression von Wachstumsfaktoren feststellbar. Die Aktivierung dieser Faktoren
fiihrt zu strukturellen Umbauprozessen im Herzen, dem sogenannten Remodeling.
Mit dem Begriff des kardialen Remodeling werden die komplexen zellularen und
molekularen Vorgange, welche zu progredienter myokardialer Dysfunktion fiihren,
zusammengefasst (Rickenbacher, 2001). Fir das kardiale Remodeling sind
insbesondere Angll und TGF-B:1 wichtig. In seinem Review fiihrt Rosenkranz
(2004) aus, dass beide Molekiile nicht getrennt voneinander, sondern vielmehr als
Teile eines gemeinsamen Signalnetzwerks zu betrachten sind. Das wird durch die

im Folgenden aufgefiihrten Arbeiten gezeigt.

Schnee & Hsueh (2000) und Yamazaki et al. (1999) zeigten in ihren
Untersuchungen an kardialen Fibroblasten der Ratte, dass das RAAS als Folge
einer hiamodynamischen Uberladung aktiviert wird und zu myokardialer
Hypertrophie, Fibrose und Insuffizienz fiihrt. Im Einklang dazu stehen die
Ergebnisse der Versuche von Kim et al. (2001), sowie Nakamura et al. (2003), die
positive Effekte durch die kombinierte Gabe von ACE-Hemmern und Angll-
Rezeptor-Blockern auf das Remodeling, die Herzfunktion und die Mortalitit in
Versuchen an Ratten mit Herzinsuffizienz (Kim et al., 2001) bzw. an Ratten im
Post-Infarkt-Versuch (Nakamura et al, 2003) zeigten. Zou et al. (1998)
vermuteten, dass das Effektor-Molekiill des RAAS, Angll, zur Aktivierung
unterschiedlicher Signalwege in Kardiofibroblasten und Kardiomyozyten fiihre,
was mit einer unterschiedlichen Genregulation in den beiden Zelltypen
einhergehen wiirde. Bolyut et al. (1994) zeigten anhand von invitro-Versuchen
eine gesteigerte TGF-B1-Expression im hypertrophierten Myokard, beim Ubergang
der stabilen Hypertrophie zur Herzinsuffizienz. Wenzel et al. (2001a) zeigten die
funktionelle Verbindung zwischen Angll und TGF-f1 tiber eine Aktivierung der p38
MAP-Kinase und erhoéhter = AP-1-Bindungsaktivitit in  ventrikuldren
Kardiomyozyten. Dabei wiesen sie sowohl eine Hochregulation der TGF-1-mRNA,
sowie des Proteins durch erhéhte Angll-Spiegel nach. Zudem zeigten sie, dass ein
chronisch erhohter AnglI-Spiegel die TGF-B1-Expression ohne
blutdruckveranderte Wirkung steigert. Schultz et al. (2002) zeigten an TGF-f:-

knock-out-Mdusen erstmals, dass Angll ohne die gleichzeitige Anwesenheit von

4



Einleitung

TGF-B1 nicht zu Hypertrophie und Fibrose Hypertrophie fiihrt. Massague (1998),
beschreibt einen Signalweg von Angll zu TGF-f1 liber die TGF-B-Rezeptoren 1 und
2 (TPR1, TPR2), der in den meisten Geweben von Saugetieren vorkommt. TGF-§,
sowie TPR1, TPR2Z sind in Kardiomyozyten und in Kardiofibroblasten nachweisbar
(Brand et al., 1995). Moustakas (2001) beschrieb die Signalweitergabe des TGF-f31-
Weges iiber die SMAD-Kaskade. Dabei kommt es zur Phosphorylierung von SMADs
durch die TGF-B-Rezeptoren (TPR1 und TPR2) und zu ihrer Translokation in den
Zellkern, in welchem die SMADs als Transkriptionsfaktoren wirken. Hao et al.
(2000) zeigten, in Ratten, dass es nach Infarkt zu einer Angll-abhingigen TGF-f3-
Erhohung in Herzen kommt, die SMADs aktiviert und im Zusammenhang mit einer
Fibrosierung steht. In vitro konnten sie gleiche Mechanismen in Fibroblasten
nachweisen. Schliiter et al. (1995) zeigten in Versuchen an Kardiomyozyten der
adulten Ratte eine TGF-B-abhingige Induktion der hypertrophen Ansprechbarkeit
auf Isoproterenol. In spateren Versuchen stellten sie die zentrale Rolle der
Ornithin-Dekarboxylase (ODC) fiir die -Adrenozeptor-vermittelte Hypertrophie
heraus (Schliiter et al., 2000). Dabei fiihrt AnglI tiber Aktivierung des Angiotensin
Type Il Receptor Subtyp 1 (AT1) in Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten zu
einer gesteigerten TGF-f Expression (siehe Abb. 1.2). Schroder et al. zeigten
(2006), dass Angll iiber p38 MAP-Kinase, GATA und AP-1 TGF-f1 in ventrikuldren
Kardiomyozyten der Ratte stimuliert. Das aus Kardiomyozyten freigesetzte TGF-f31
vermittelt dann autokrin Apoptose iiber SMADs. Interessanterweise wird unter
TGF-p die NO-Synthese im Herz gesteigert. Heger et al. (2011) zeigten in adulten
Kardiomyozyten der Ratte eine NO-Freisetzung unter TGF-B1, sowie eine
Hemmung der NO-Freisetzung durch Gabe des NOS-Inhibitors ETU. Diese NO-
Freisetzung ist in den pro-apoptotischen TGF-p-Signalweg im Herz integriert. Es
gibt also verschiedenste Beweise fiir eine Induktion von TGF-f§ durch Angll im
Herzen. TGF-f selbst kann dort apoptotisch, hypertroph und auch fibrotisch
wirken und somit zum kardialen Remodeling und der Entwicklung einer

Herzinsuffizienz beitragen (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2 Darstellung der Wechselwirkung von Angiotensin Il und TGF-f auf Kardiomyozyten und

Kardiofibroblasten (Forst, 2009; verdandert).

1.2 Apoptose

Der Begriff “Apoptose” stammt aus dem Griechischen (,amo“gr. - von, aus, ab;
»pTtoolo“gr.- Senkung). Er bezeichnete in der Biologie das Abfallen welker Blatter
von Laubbiaumen. 1980 wurde er durch Wyllie et al. als feststehender Begriff fiir
den programmierten Zelltod etabliert. Im Gegensatz zur Nekrose muss die
Apoptose als kontrollierte, aktive Leistung der Zelle betrachtet werden. Die
Induktion der Apoptose kann durch verschiedene intra- und extrazelluldare Stimuli
erfolgen. Neben den extrazelluldren Faktoren wie Strahlung, Toxine und virale
Infektion, kann die Apoptose durch einen erhéhten Sympathikotonus, das RAAS,
Ischamie und verschiedene Zytokine ausgelost werden. Schneiders et al. konnten
(2005) zeigen, dass das Zytokin TGF-f1 in ventrikuldaren Kardiomyozyten Apoptose

auslost. Taimor et al. (2000) zeigten zudem, dass NO cGMP-abhangig direkt zur

Apoptose in Kardiomyozyten fiihren kann.
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1.2.1 Der Ablauf der Apoptose

Nach dem auslésenden Stimulus der Apoptoseinduktion unterscheidet man einen
extrinsischen von einem intrinsischen Signalweg (siehe Abb. 1.3). Beide
Signalwege besitzen dieselbe Endstrecke - die sog. Caspasen-Kaskade (Srivastava
et al., 1998). Caspasen bilden eine Gruppe von Proteinen, die wesentlich an dem
Ablauf apoptotischer Prozesse beteiligt sind. Es sind Enzyme, die zur Gruppe der
Cystein-Proteasen gehoren. Sie befinden sich zum iiberwiegenden Teil in
Mitochondrien und stellen inaktivierte Pro-Formen von Zymogenen dar.
Zymogene (auch Proenzyme genannt) werden selbst durch Proteolyse aktiviert.
Somit kann die Aktivierung einer ersten Caspase eine Reaktionskaskade sich

nachfolgend aktivierender Caspasen auslosen (Bocker et al., 2008).

Der extrinsische Apoptose-Weg wird durch Liganden vermittelt, die an der
Aufienseite von in der Zellmembran gelegenen Rezeptoren binden. In
Kardiomyozyten ist ein solcher Ligand beispielsweise Tumor Nekrose Faktor alpha
(TNF-a), der an den TNFR1 (Tumor Nekrose Faktor-a Rezeptor 1) bindet. Dieser
aktiviert tiber ein Adapterprotein (TRADD - Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated DEATH domain protein) die Caspase 8. Ebenfalls in Kardiomyozyten
nachgewiesen ist FasL (Fas-Ligand). Dieser bindet an den Fas-Rezeptor und
aktiviert iiber das Adapterprotein (FADD - Fas-Associated protein with Death
Domain) Caspase 8 (Swanton et al, 1999) (Abb. 1.3). Diese Initiator-Caspase
aktiviert dann wiederum weitere Effektor-Caspasen, die den programmierten

Zelltod ausfiithren.
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Abb. 1.3 Darstellung des Ablaufs der Signalkaskade der Apoptose (Partsch, 2009)

Der intrinsische Weg ist wesentlich durch Substanzen innerhalb der
Mitochondrien bestimmt und wird daher auch mitochondrialer Weg genannt. Die
Freisetzung dieser Substanzen ins Zytosol erfolgt bei Schiadigung der
Mitochondrienmembran. Z.B. unter Hypoxie oder durch Strahlung kann die
Mitochondrienmembran geschaddigt werden. Das Protein Cytochrom C wird aus
den Mitochondrien freigesetzt und komplexiert mit Procaspase 9 und dem
Cofaktor APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1). Durch die Anwesenheit
von ATP kommt es dann zur Aktivierung von Caspase 9 und zur Bildung des sog.
Apoptosoms (Bishopric et al., 2001). Auch hier kommt es dann zur Aktivierung
sog. Effektor-Caspasen. Somit ist die gemeinsame Endstrecke beider

Aktivierungswege die sog. Caspasenkaskade.

Wahrend der Effektorphase behalt die apoptotische Zelle weiterhin ihre Integritat.
Gleichwohl verandert sie aktiv ihre Zellmembran derart, dass sie durch das
Immunsystem als nicht korpereigen erkannt wird. Dies erreicht die Zelle im
Wesentlichen durch Translokation des Zellmembranbestandteils

Phosphatidylserin (PS) von der Membraninnenseite zur Membranaufienseite.
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Somit schafft die Zelle die Vorraussetzung durch Makrophagen phagozytiert zu

werden.

Mikroskopisch sichtbare, morphologische Veranderungen der apoptotischen Zelle
sind die Schrumpfung der Zelle und eine Chromatinkondensation. Die DNA wird
durch Endonukleasen fragmentiert (Kerr et al, 1972), wobei Fragmente relativ
einheitlicher Grofde entstehen, da Endonukleasen die internukleosomale DNA in
Abschnitte von entsprechend 180-200bp Lange zerschneiden. Zusatzlich zu den
morphologischen Verdnderungen eignet sich dieser spezifische Vorgang der DNA-
Fragmentierung als effiziente Nachweismethode. Die ca. 200bp grofien DNA-

Fragmente lassen sich in einem DNA-Gel als DNA-Leitern nachweisen.

Im weiteren Verlauf der Apoptose entstehen sog. apoptotic bodies (Ellis et al,,
1991). Diese sind Abschniirungen degradierter Zellkomponenten. Durch
Freisetzung von K* in den Intrazellularraum kommt es zur Kontraktion des

Zytoskeletts, was die Phagozytose durch die Makrophagen erleichtert.

Diese Vorgange fiihren insgesamt zum Untergang der Zelle, bei einer geringeren
Belastung der Nachbarzellen und des Gesamtorganismus, als dies bei
nekrotischem Zelluntergang der Fall ware. Die Apoptose lauft ohne Anzeichen
einer Entziindungsreaktion ab (Kerr et al, 1972). Damit unterscheidet sich die

Apoptose wesentlich vom nekrotischen Zelluntergang.

1.3 Transforming growth factor - beta (TGF-f3)

Der Transforming growth factor ist ein Zytokin, welches eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung, sowie der Zelldifferenzierung spielt. Zur TGF-p-
Superfamilie gehoren die verschiedenen Isoformen des TGF-f, Activin/Inhibin,
sowie die BMPs (Bone morphogenic proteins). Anndhernd alle Zellen des Korpers,
einschliefdlich Epithel-, Endothel- und Bindegewebszellen, sowie hamatopoetische
und neuronale Zellen, produzieren TGF-f3 und besitzen TGF-f3-sensitive Rezeptoren
(Lim, 2006). TGF-p nimmt eine Schliisselrolle in wichtigen biologischen Prozessen,
wie Zellwachstum, Differenzierung und Entwicklung, sowie Reparatur und
Apoptose ein (Wells, 2000; Grande, 1997; Cheng und Grande, 2002; Massague,
1998 ; Herpin et al,, 2004; Elliott und Blobe, 2005).



1.3.1 TGF-p Signalweg

1.3.1.1 SMAD-Proteine - Signalmolekiile des TGF-8

TGF-p kann seine Wirkung iiber den TGF-B-Rezeptor, einem Dimer aus TGF-p-
Rezeptor Il und TGF-f-Rezeptor], an Kardiomyozyten, aber auch an Endothelzellen
und Fibroblasten vermitteln. In der Folge wird der sog. SMAD-Signalweg

angestofden.

Der Name dieser Proteine, sowie der sie kodierenden Gene ist die
Zusammensetzung der Namen zweier weiterer Gene. Dem SMA und dem MAD. SMA
(Small body size) ist der Name eines in C. elegans identifizierten Gens; MAD
(mothers against decapentaplegia) ist der Name eines Gens, das in Drosophila

entdeckt wurde.

Es sind acht verschiedene SMAD Proteine beschrieben, die sich nach ihrer
Funktion in drei Gruppen gliedern lassen: Die R-SMADs sind rezeptorgesteuerte
SMADs. Thnen ist gemeinsam, dass sie durch Phosphorylierung aktiviert werden.
Zu ihnen zdhlen SMAD 1,5,8 und SMAD 2 und 3 (Heldin et al, 1997). TGF-p-
Rezeptoren sind transmembrandre Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren. Die
Bindung von TGF-f an den TGF-f-Rezeptor II fithrt zur Phosphorylierung des TGF-
-Rezeptor I (Shi et Massague, 2003) und damit zur Phosphorylierung von SMAD2
und SMAD?3.

Als Co-SMAD oder Common-SMAD wird das SMAD4 bezeichnet. Es bildet einen
Komplex mit zwei R-SMADs, also mit pSMAD 2,3 oder pSMAD 1,5,8. Dieser
Gesamtkomplex transloziert in den Zellkern, wo er die Transkription bestimmter

Zielgene aktivieren kann. SMAD 4 wird nicht phosphoryliert.

Die [-SMADs (SMAD6 und 7) sind inhibitorisch wirkende SMADs. Ihre
Expressionshohe steigt mit dem Aufkommen an Wachstumshormonen, wie
beispielsweise TGF-f. Als Teil der TGF-p/SMAD-Signalkaskade (siehe Abb. 1.5)
dienen sie einer negativen Riickkopplung. [-SMADs interagieren mit dem
aktivierten TGF-B-Rezeptor [ und verhindern damit die Phosphorylierung der R-
SMADs. Wahrend SMAD7 mit SMAD4 kompetitiv um die Bindung an den
pSMAD2 /pSMAD3-Komplex konkurriert und sowohl die TGF-f3, Aktivin oder BMP
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ausgelosten Signale negativ reguliert, hemmt SMAD6 vorwiegend die Signale der
BMPs, die iiber die SMADs 1/5/8 vermittelt werden (Hayashi et al. 2005, Imamura
etal. 1997, Nakao et al. 1997).

SMAD-Proteine bestehen aus zirka 500 Aminosduren. Sie besitzen zwei
evolutionar konservierte Regionen, MH1 und MH2 (MAD-Homology 1 und 2), die
liber eine Linker-Region miteinander verbunden sind (Jessa et al., 2000). An ihrem
N-terminalen Ende befindet sich die MH1-Domane, an ihrem C-terminalen Ende
die MH2-Domane (Abbildung 1.4). Die MH1-Doméane der [-SMADs variiert sehr
stark. Die MH2-Dominen aller SMADs weist hingegen starke Ahnlichkeiten auf
(Heldin et al, 1997). Im Zellkern kann die MH1-Doméne des SMAD4 die
Genexpression von Zielgenen durch Promotorbindung vermitteln. Andererseits
konnen die R-SMADs mit ihren MH2-Doméanen andere Transkriptionsfaktoren, wie
z.B. NFkB, AP1, GATA binden und damit die Bindungsspezifitit der SMADs und

somit auch die Expression bestimmter Zielgene beeinflussen.

SMAD-receptor interaction,
Transcription factor-SMAD
and
SMAD-SMAD interaction, Receptor
Transcription Phosphorylation

R-SMAD
smantzaonl_ MH1 | tinker [IIIMEZIIIT]-ssxs
Corsta® [ | cinker [z ]
(smaDa)

ounoen | [ wmnz ]
(SMADS,7)

Abb.1.4 Die drei Unterfamilien der SMAD-Proteine (Taimor-Euler & Heger, 2006).

Die nachstehende Abbildung (Abb. 1.5) zeigt die Signalvermittlung des TGF-p-

Signals tiber SMAD-Proteine bis zu den Zielgenen in der Zelle.
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Abb.1.5 Der TGF-f Signalweg: TGF-f bindet an Typ I und Typ Il Rezeptoren. Dies fiihrt zu einer
Aktivierung von SMAD 2 und 3 und initiiert die Bindung des Co-SMADs 4. Dieser Komplex
transloziert in den Zellkern und reguliert dort die Transkription von Zielgenen. Calmodulin, Akt
oder ERK konnen die SMAD-Aktivitat inhibieren, wihrend p38 und JNK diese aktivieren kdnnen. Im
Zellkern wird die SMAD-Bindungsaktivitat zu verschiedenen Promotorelementen durch Interaktion
des SMAD-Komplexes mit verschiedenen anderen Transkriptionsfaktoren oder dem Co-Aktivator
CBP/p300 moduliert. (Taimor-Euler & Heger, 2006)

1.3.1.2 TGF-f und Hypertrophie

TGF-B wird beim Ubergang einer kompensierten in eine dekompensierte
Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert. Wenzel et al. zeigten (2001b), dass die
myokardiale Expression des TGF-f dabei durch Angiotensin II induziert wird.
Schliiter et al. (1995), sowie Goldberg et al. (2002) und Dimmeler et al. (1997)
zeigten, dass TGF-f die hypertrophe Ansprechbarkeit fiir f-adrenerge Stimulation
am Ubergang einer kompensierten in eine dekompensierte Herzinsuffizienz
erhoht. Dabei bewirkt TGF-f Verdnderungen in der postrezeptoriellen
Signaltransduktion [-adrenerger Rezeptoren in ventrikuliaren Kardiomyozyten
(Schliiter et al., 2000). Schliiter et al. (2000) zeigten erstmals, die zentrale
Bedeutung der ODC- (Ornithin Decarboxylase-) Induktion fiir die p-adrenerge
Hypertrophiestimulation in Kardiomyozyten. Sie konnten nachweisen, dass TGF-3
die hypertrophe Ansprechbarkeit der p-Adrenozeptoren iliber die Induktion der
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ODC stimuliert. Die an Kardiomyozyten eingesetzte TGF-f-Konzentration war
dabei mit der in vivo auftretenden Zunahme der kardialen TGF-B-Expression, wie
sie beim Ubergang einer kompensierten in eine dekompensierte Herzinsuffizienz
stattfindet, vergleichbar (Abb. 1.6). Diese erhohte hypertrophe Ansprechbarkeit
konnten sie auch an kultivierten Kardiomyozyten TGF-f-liberexprimierender

Mause nachweisen.

Myocardial

Hypertension Infarction

Pressure Overload

l

Angll +H——

|

TGF-BT —— TGF- Antagonists

|

BART F—— B-Blockers

|

Fibrosis Myocyte
Growth

\ /

Remodeling /
Cardiac Hypertrophy

|

Heart Failure

ACE Inhibitors
AT,R Antagonists

Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Verbindungen des RAAS (RAS), TGF-$1 und des -
adrenergen Systems beim kardialen Remodeling und Ziele medikamentéser Intervention. (AT+R =
Angiotensin type 1 receptor; B-AR = f-adrenergic receptor, ACE Inhibitors = Angiotensin
converting enzyme inhibitors). Neben dem RAAS und TGF-f sind weitere Systeme und

Mechanismen ebenfalls in das Geschehen der Pathogenese von myokardialer Hypertrophie und
Herzinsuffizienz involviert. (Rosenkranz, 2004).
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1.3.1.3 TGF-f und Kontraktilitit

Neben dem Frank-Starling-Mechanismus und dem Bowditch-Effekt kann die
Kontraktilitat des Herzens durch eine Sympathikus-Aktivierung gesteigert werden,
die tiber p-Adrenozeptoren vermittelt wird. Vermehrte Ausschiittung von
Adrenalin und Noradrenalin fiihrt iiber eine Stimulierung kardialer BAR-1-

Adrenozeptoren zu einer Kontraktilitdtssteigerung (Gerbershagen, 2005).

-Adrenozeptoren, kurz [(-Rezeptoren genannt, sind G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. Es werden drei Subtypen unterschieden, von denen vor allem Typ 1
und 2 Relevanz fiir die Herzfunktion besitzen, da diese Subtypen in hoher Dichte
im Herzen nachweisbar sind. Typ 3 kommt in braunem Fettgewebe vor. Typ1l
besitzt einen Anteil von 70% - 80% aller p-Adrenozeptoren im Herzen (Jahns et al,,
2006). p-Adrenozeptoren im Herzen fiihren in den Ventrikeln zu einer positiv
inotropen Wirkung. Im Sinusknoten fiihrt ihre Erregung zu einer positiv
chronotropen Wirkung. 32-Rezeptoren werden vornehmlich durch das Hormon
Adrenalin, aktiviert. f(i1-Rezeptoren vornehmlich durch Noradrenalin.
Experimentell wird meist der p-Adrenozeptoragonist Isoprenalin eingesetzt.
[soprenalin ist ein erstmal 1949 von Konzett synthetisch hergestelltes Analogon
des Katecholamins Adrenalin. Aufgrund ihrer hohen Bedeutung fiir die Regulation
der Herzfunktion, stellen die -Adrenozeptoren den Angriffspunkt einer grofden
Medikamentengruppe, den [(-Adrenozeptorantagonisten, oft auch f-Blocker
genannt, dar. Gerade Patienten, die an einer Herzinsuffizienz leiden, profitieren u.a.
von einer Dauermedikation mit Praparaten aus dieser Gruppe (siehe Abbildung
1.6). Die Abbildung 1.6 zeigt zudem zwei weitere Angriffspunkte fiir eine
medikamentose Therapie, und zwar auf der Ebene des Angiotensins, sowie auf der

Ebene des TGF-p.

Huntgeburth et al. (2011) untersuchten an TGF-f1-iiberexprimierenden Mausen,
die sie u.a. mit TGF-B-Antagonisten behandelten, die Rolle von TGF-f1 im
funktionellen Netzwerk des RAAS und des pP-adrenergen Systems. Die TGF-f1-
Uberexpression fiihrte in den Tieren u.a. zu einer stark verringerten inotropen
Wirkung pB-adrenerger Stimulation, bei unverdanderten basaler Kontraktilitat. Die

Gabe des TGF-B-Antagonisten sTGF-PBR-Fc verhinderte die TGF-B-bedingten
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Wirkungen vollstindig. Die verringerte inotrope Ansprechbarkeit ging mit
erh6hten Spiegeln von mitochondrialen UCP (mitochondrial uncoupling proteins)
einher. Sie beschreiben erstmals, dass TGF-f1 die inotrope Reserve der
Kardiomyozyten durch negative Beeinflussung des Energiestoffwechsels

verringern kann.

1.3.2 TGF-f und Apoptose

In Kardiomyozyten und Endothelzellen, aber auch weiteren Geweben aufierhalb
des ZNS wie z.B. Hepatozyten zeigt TGF-f eine pro-apoptotische, sowie
fibrosierende Wirkung. TGF-f1 induziert seinen apoptotischen Effekt durch
Rezeptorbindung an den TGF-B-Rezeptor-II und den ALKS Rezeptor (Heger et al,,
2011). Untersuchungen an ventrikularen Kardiomyozyten zeigten, dass TGF-f1 die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und SMAD, induziert. (Schneiders et al., 2005). In
ihren Versuchen konnten Schneiders et al. nachweisen, dass die simultane
Aktivierung von SMAD und des AP-1 notwendig fiir die TGF-Bi-vermittelte
Apoptose ist. Heger et al. (2009) konnten nachweisen, dass die TGF-f1 induzierte
Apoptose SMAD4 abhidngig ist. Heger et al. (2011) zeigten, dass die TGF-f3-
induzierte Apoptose via TGF-p-Rezeptor-Aktivierung mit nachfolgender
Aktivierung der SMAD-Transkriptionsfaktoren und des eNOS-NO-sGC-Signalwegs
einhergeht. In ihren Versuchen konnten Heger et al. zeigen, dass die Apoptose
ausbleibt, sobald auch nur einer dieser Wege blockiert wird. Die Signalwege
konnten einzeln inhibiert werden. Sie laufen unabhidngig voneinander ab.
Gemeinsam ist ihnen ihre Induktion durch TGF-p. Aus ihren Ergebnissen schlossen
Heger et al, dass die kardiale NO-Freisetzung entscheidend fiir die TGF-p-

vermittelte Progression der Herzinsuffizienz sein konnte (Heger et al., 2011).
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1.4 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid ist die molekulare Verbindung aus den Elementen Stickstoff (N)
und Sauerstoff (0). Es liegt bei Atmospharendruck und oberhalb von -151°C als
Gas vor. NO wirkt im menschlichen Organismus als Signalmolekiil, Hormon und
Neurotransmitter (Saran & Bors, 1994). Durch sein ungepaartes Elektron besitzt
+N=0 eine hohe chemische Reaktionsbereitschaft. NO ist ein freies Radikal mit
einer Halbwertszeit von 2-3s (Hakim & Sugimori, 1996) und kann in biologischen
Systemen eine Diffusionsstrecke von etwa 200pm iberwinden (Wood &
Garthwaite, 1994). NO besitzt eine vasodilatative Wirkung. Dies erkannte der
Pharmakologe Ferid Murad 1977 bei Untersuchungen mit organischen Nitraten,
wie sie zur Therapie im akuten Angina pectoris Anfall eingesetzt werden. Er
beobachtete nach der Gabe von organischen Nitraten das Vorhandensein von
Stickstoffmonoxid (NO), sowie eine Dilatation der Blutgefdfie. Der Pharmakologe
Robert F. Furchgott entdeckte, dass das Gefafdendothel eine Substanz produziert
und freisetzt, die zur Relaxation der daruntergelegenen Muskulatur fiihrt. Er
nannte diese Substanz EDRF (Endothelium-derived-relaxing-factor - vom Endothel
stammender, gefiafimuskelerschlaffender Faktor), da er diesen chemisch nicht
entschliisseln konnte (Flemming & Busse, 1999). 1984 gelang es unabhdngig
voneinander Louis ]. Ignarro und Robert F. Furchgott EDRF als NO zu identifizieren
(Bian & Murad, 2003). Der Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin wurde 1998 an
R. Furchgott, F. Murad und L. Ignarro fir Ihren Nachweis um die grof3e Bedeutung
von NO fiir die Organdurchblutung, sowie seiner Rolle als Messenger verliehen

(Raju, 2000).

Endogenes Stickstoffmonoxid (NO) besitzt zwei wesentliche Effekte im Gewebe.
Einerseits aktiviert NO die losliche Guanylatzyklase (sGC) (Arstall et al., 1999).
Diese ist das Schliisselenzym einer Signalkaskade, die eine zentrale Bedeutung bei
der Regulation einer Vielzahl physiologischer Prozesse besitzt. In ihrer aktiven
Form katalysiert die sGC die Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat
(cGMP). Dieser Botenstoff agiert als sog. Second Messenger und fiihrt u.a. zu
Gefafderweiterung durch Relaxation glatter Muskulatur und vermittelt Gewebe
schiitzende Effekte (Nufiez, 2006). Andererseits nitrosyliert NO Tyrosine und

Thiol-Gruppen von Cystein in Proteinen. Durch diese Nitrosylierung koénnen
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Proteine ihre Eigenschaften dndern (Mannick et al. 2002). Pacher et al. (2005),
sowie Takimoto et al. (2005) wiesen nach, dass eine Dysregulationen des NO und
erhohter oxidativer und nitrosativer Stress mit der Pathogenese der
Herzinsuffizienz verbunden sind. Dieser Zellstress wird u.a. durch Peroxynitrit
ausgelost. Peroxynitrit ist ein reaktives Oxidanz, das durch die Reaktion von NO
mit Superoxid-Anionen entsteht. Peroxynitrit wurde in verschiedenen Formen der
akuten und chronischen Herzinsuffizienz, sowohl bei Tieren, als auch beim
Menschen nachgewiesen (Ferdinandy et al., 2000). In kultivierten Kardiomyozyten
der Ratte besitzt Peroxynitrit eine nachweislich schadigende Wirkung (Keira et al.,

2002).

1.4.1 Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)

Die Stickstoffmonoxidsynthase NOS ist ein Enzym, das die Bildung von NO
(Stickstoffmonoxid) aus der Aminosdure L-Arginin katalysiert. Die Reaktion lauft
unter der Beteiligung von Kofaktoren ab. Die NO-Synthese verbraucht NADPH

sowie Sauerstoff und es entstehen neben NO auch Citrullin sowie Wasser.
L-Arginin + x NADPH + O; + weitere Redoxfaktoren — Citrullin + NO + x NADP*

Die zusatzlich bendtigten Redoxfaktoren konnen enzymgebundenes Ham,
reduzierte Thiole, FAD, FMN und Tetrahydrobiopterin (BH4) sein (Michel und
Feron, 1997).

Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden muss NO

standig synthetisiert werden.

Bei Menschen werden drei Klassen der NO-Synthase beschrieben. Es sind drei
Isoformen, die von unterschiedlichen Genen kodiert werden, die alle in humanen

Kardiomyozyten nachgewiesen worden sind:

Die endotheliale eNOS (NOS3) wird konstitutiv exprimiert. Die eNOS wird in
vaskuldaren Endothelzellen und im Herzen nachweisbar in den Kardiomyozyten
exprimiert. Sie erhielt ihren Namen, da sie erstmalig in vaskuldren Endothelzellen

nachgewiesen wurde.

Die neuronale nNOS (NOS1) wird konstitutiv exprimiert und ist z.T. auch

induzierbar. Die nNOS erhielt ihren Namen, da sie erstmalig in neuronalen Zellen
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nachgewiesen wurde. Nachweislich wird die nNOS aufierdem in
Skelettmuskelzellen und im Herzen in den Kardiomyozyten und auch der

Nebenniere exprimiert.

Die induzierbare iNOS (NOS2) kommt beispielsweise in Kardiomyozyten, in glatten
Muskelzellen, in Endothelzellen, in Fibroblasten, sowie in Makrophagen vor. Im
gesunden Herzen wird die iNOS nur sehr gering bis gar nicht exprimiert. Die
kardiale Expression der iNOS wird durch pro-inflammatorisch wirkende Zytokine
induziert. Dabei vermitteln durch Zytokine induzierbare Transkriptionsfaktoren,
wie IRF1 (interferon regulatory factor-1) und NF-xB (nuclear factor-kB) die

Transkription durch Bindung an Teile des iNOS Promotors (Xie and Nathan, 1994).

Die iNOS wurde erstmals 1991 von Stuehr und Kollegen aus Makrophagen nach
Stimulation mit bakteriellem Lipopolysaccharid isoliert. Nachdem iNOS exprimiert
wird, kommt es zu einer vergleichsweise langen NO-Synthese. In der Folge kann
die iNOS eine bis zu 1000-fach hohere NO-Konzentration gegeniiber der eNOS
hervorbringen (Nathan et al., 1992).

Eine vierte in Mitochondrien vorkommende Variante (mtNOS) wurde 1997 von
Ghafourifar und Richter und 1998 von Giulivi et al. beschrieben. Sie dient der
Regulation wesentlicher Stoffwechselwege wie Synthesestoffwechsel einerseits
und Apoptose andererseits. Die mtNOS entsteht wahrscheinlich durch alternatives

Splicing aus NOS1 (Elfering et al.; 2002).

1.4.2 L-Arginin und Arginase

L-Arginin wird neben den NOS auch durch das Enzym Arginase als Substrat

umgesetzt.
L-Arginin + H,0 . Arginase g Ornithin + Harnstoff

Ein Produkt dieser Reaktion ist das Substrat der Ornithin-Dekarboxylase (ODC);
das Ornithin. Die ODC ist u.a. bekannt als sog. Hypertrophiemarker. Damit konnte
in dieser Arbeit die ODC aber auch als Indikator fiir eine dauerhaft veranderte

Arginase-Aktivitat in TGINOS-Kardiomyozyten von Interesse sein.
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1.4.2.1 Expression und Regulation der NOS-Isoformen im Vergleich

Die Transkription der iNOS wird im Gegensatz zu eNOS und nNOS durch eine
Stimulation durch Transkriptionsfaktoren induziert (Gebicke-Haerter et al., 1996).
eNOS und nNOS werden konstitutiv exprimiert und sind somit stindig im Korper
aktivierbar (Schmidt et al, 1992). Transkriptionsfaktoren der iNOS koénnen
proinflammatorische Zytokine sein. Zu ihnen gehoéren z.B. IFN-y, Interleukin 1

und Tumornekrosefaktor-a (Hoyle, 1996; Kleinert et al., 2003).

Erhohte Zytokin-Level, wie sie am Ubergang von Hypertrophie zu Apoptose zu
finden sind, induzieren im insuffizienten Herzen die Expression der iNOS (Xie and
Nathan, 1994). Das standige Vorhandensein von eNOS und nNOS macht eine
Regulation der Aktivitat erforderlich. Dazu wird bei der eNOS eine Aktivierung
durch Komplexierung mit Ca?*-Molekiilen beschrieben (Fleming et al.,, 2001). Bei
niedrigen Ca?*-Konzentrationen kann eine Phosphorylierung der eNOS ebenfalls
eine Aktivierung hervorrufen (Mount et al., 2007). Die iNOS wird auf zwei Ebenen
reguliert. Die Regulation erfolgt sowohl iliber transkriptionelle als auch tber
posttranskriptionelle Mechanismen (Rao, 2000). Dabei spielt die Modulation der
iNOS-mRNA-Stabilitdt durch RNA-bindende Proteine eine wesentliche Rolle. Die
Expression bzw. Inhibition mancher RNA-bindenden Proteine kann die iNOS-
mRNA-Expression erh6hen. Die Expression anderer RNA-bindender Proteine kann
einen destabilisierenden Effekt auf die iNOS-mRNA ausiiben; ein Abbau der iNOS-
mRNA wire die Folge (Luss et al., 1997). Veranderungen der iNOS Expression,
sowie ihrer Aktivitat, subzellular unterschiedlicher iNOS-Aktivitit und der
Umstand des NO Uncouplings konnten fiir verschiedene NO induzierte Effekte

verantwortlich sein (siehe Review von Umar & van der Laarse, 2010).

1.4.3 Stickstoffmonoxid (NO) und Kontraktilitit

NOS-Isoformen modulieren im gesunden, wie auch im erkrankten Herzen die
systolische und diastolische Herzfunktion, sowie die Chronotropie (Champion,

2004).

Brady et al. (1993), Joe et al. (1998) und Tatsumi et al. (2000) zeigten, dass NO die
Kontraktilitdt von Kardiomyozyten verringert. Der verantwortliche Mechanismus

dafiir scheint dabei eine NO induzierte Inhibition des kardialen Ca2*-Stroms zu sein
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(Wahler et al, 1995). Die iNOS-Aktivitat selbst ist Ca?*-unabhdngig. Diese
Untersuchungen zeigen deutlich, dass NO einen direkten Effekt auf das
Kontraktionsverhalten von Kardiomyozyten haben kann. Dabei konnten
Ballingand et al. 2003 in einer klinischen Studie an gesunden Probanden
nachweisen, dass endogenes NO dosisabhdngig positive und negative chronotrope

Wirkung haben kann.

Fir die Wirkung der iNOS im Postinfarkt-Geschehen konnten Feng et al. (2001)
zeigen, dass iNOS defiziente Mause mit Herzinfarkt eine bessere kardiale
Kontraktilitit und geringere Sterblichkeit als Wildtyp Mause mit akutem

Myokardinfarkt aufweisen (Feng et al., 2001).

Drexler et al. (1998) wiesen in myokardialen Biopsien des humanen Herzen mit
Herzinsuffizienz im Endstadium, sowohl die iNOS-mRNA, als auch erhohte iNOS-
Aktivitdt nach. Die myokardiale iNOS-Aktivitit ist dabei umgekehrt mit der
inotropen Ansprechbarkeit auf Isoproterenol korreliert. Diese Verminderung des
inotropen Effekts von Isoproterenol ist mit einer gesteigerten Relaxation im
insuffizienten Herzen assoziiert. Die Verwendung des allgemeinen NOS-Inhibitors,
L-Nitro-Monomethyl-Arginin (L-NMMA), erhoht den inotropen Effekt des

insuffizienten Herzen auf B-adrenerge Stimulation.

In endokardialen Biopsien des linken Ventrikels des humanen Herzen mit
dilatativer Kardiomyopathie korreliert die iNOS-mRNA und die iNOS-mRNA-
Konzentration linear mit dem linksventrikuliren Auswurfvolumen und der
linksventrikuldaren Volumenarbeit (Heymes et al, 1999). Eine intrakoronare
Infusion von Substanz-P, die NO aus dem Koronar-Endothel freisetzt, erhoht das
linksventrikuldre Auswurfvolumen, sowie die linksventrikulare Volumenarbeit

wieder (Heymes et al., 1999).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die bisherige Literatur ein nur
unzureichendes und teils widerspriichlich erscheinendes Bild iiber den
Zusammenhang zwischen erhohter iNOS-Aktivitdt bzw. erhohter NO-Level und

Kontraktilitat von Kardiomyozyten liefert.
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1.4.4 Stickstoffmonoxid (NO) und Apoptose

Keira et al. (2002) konnten in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte nachweisen,
dass exogen zugefiihrtes Interleukin-1p (IL-18), Interferon-y (IFN-y) und
Lipopolysaccharide (LPS) zu einer Induktion der iNOS fithren, durch die es zur
Bildung massiver Mengen an NO kommt, welche nachweislich toxisch wirken

(Keira et al., 2002).

Die Heraufregulation der iNOS durch IL-1p und IFN-y induziert Apoptose in
Kardiomyozyten neonataler Ratten und ist dabei unabhéngig von der Aktivitat des
cGMP (Arstall et al,, 1999). Zudem konnten die genannten Autoren zeigen, dass
Zytokin induzierte und Peroxynitrit induzierte Apoptose von Kardiomyozyten

durch Behandlung mit Peroxynitrit Scavenger verhindert werden kann.

Taimor et al. (2000) wiesen an isolierten Kardiomyozyten adulter Ratten eine
cGMP-abhangige Apoptoseinduktion durch NO nach. Schneiders et al. (2005)
zeigten zudem erstmals, dass NO apoptotischen Zelluntergang iiber SMAD-

Proteine und AP-1 vermitteln kann.

Die scheinbare Widerspriichlichkeit dieser gegensatzlichen Ergebnisse lasst sich
zum einen durch die Konzentrationsabhdngigkeit der NO-Wirkung erkldren. Zum
anderen wurden die Untersuchungen der verschiedenen Arbeitsgruppen an

neonatalen bzw. adulten Rattenkardiomyozyten durchgefiihrt.

1.4.5 Stickstoffmonoxid (NO) und Herzinsuffizienz

Bei bestehender Herzinsuffizienz sind erhohte NO-Level, sowie eine verstarkte
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren nachweisbar (Frantz et al., 2003). Diese
sind auf erhohte iNOS-Level zuriickzufiihren. Frantz et al. konnten (2003) eine
Aktivierung der genannten Transkriptionsfaktoren bei der akuten Ischamie und
der Herzinsuffizienz zeigen. Die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 sind u.a.
an der Regulation apoptotischen Zelluntergangs beteiligt. Dariiber hinaus spielen
sie auch eine Rolle im Rahmen der Zellhypertrophie. Erhohte Zytokin-Level,
induzieren im insuffizienten Herzen zudem die Expression der iNOS (Xie and
Nathan, 1994). Uberschiissiges iNOS-abhdngiges NO, das als Quelle fiir

myokardiale ROS (Reaktive Sauerstoffspezies) dient, flihrt zur linksventrikuldrer
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Hypertrophie und Dilatation (Zhang et al., 2007; Arstall et al., 1999). Das durch
Reaktion von NO mit Superoxidanionen entstehende Peroxynitrit besitzt eine
toxische Wirkung, die in der Modifikation von DNA und Proteinen zum tragen

kommt (Keira et al., 2002).

Die Erkenntnisse der aufgefiihrten Untersuchungen lassen erwarten, dass eine
stark erhohte iNOS-Aktivitdit mit massiven pathologischen Verdnderungen im
Herzen verbunden sind, die zu der Ausbildung einer Herzinsuffizienz fiihren

miissten.

1.4.5.1 Das transgene NOS-Mausmodell

Der Einfluss einer kardialen iNOS-Uberexpression wurde von Heger et al. (2002)
untersucht. Sie zeigten, dass transgene Mause, die iNOS durch den
herzspezifischen a-myosin-heavy-chain Promotor liberexprimieren und dadurch
eine 260-400-fache hohere iNOS-Aktivitit aufweisen als Wildtyp Mause, keine
Unterschiede in Bezug auf ihr Verhalten, die LV-Funktion und den LV
Sauerstoffverbrauch aufwiesen. Die Level der NO Oxidationsprodukte Nitrit und
Nitrat, die ein Parameter der in vivo NOS-Aktivitat sind, waren gegeniiber der
Wildtyp Mause 40-fach erhoht. Die Plasmalevel von NOx haben sich in TGiNOS
Tieren gegeniiber den WT Mausen verdoppelt, was allein auf die kardiale NO-
Produktion zurtickzufithren war. Selbst diese Erhohung fiihrte nicht zur
Entstehung einer Herzinsuffizienz. Die hohe iNOS-Aktivitat spiegelt sich durch das
erniedrigte L-Arginin sowie erh6htes Citrullin wider. Die Nitratbildung weist auf
eine Reaktion von NO mit Hdm hin. Das Molekiil Myoglobin besitzt eine Ham-

Gruppe

Dartiber hinaus ergaben sich Hinweise darauf, dass die myokardiale iNOS-Aktivitat
massiv auf nur 30% verringert wurde, und zwar durch eine auf 85% verringerte
Verfiigbarkeit des Substrates der iNOS, dem L-Arginin, sowie eine
Produktinhibition der iNOS aufgrund der Anreicherung von L-Citrulin. Daraus
folgerten Heger et al.,, dass die vorherrschende Uberzeugung, eine stark erhéhte
iNOS-Aktivitat sei fiir die Entwicklung der Herzinsuffizienz ausschlaggebend, neu
liberdacht werden miisse (Heger et al., 2002). Godecke et al. (2003) zeigten, dass
eine herzspezifische Uberexpression der iNOS nicht zur Herzinsuffizienz fiihrt,

wenn das NO durch Myoglobin abgefangen wurde. Godecke et al. nahmen ihre
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Untersuchungen an doppelt transgenen Madusen mit herzspezifischer iNOS-
Uberexpression, bei gleichzeitiger Myoglobindefizienz (tg-iNOS+/myo-/-) vor; und
stellen heraus, dass iNOS-Uberexpression nur bei gleichzeitigem Mangel an
Myoglobin zu Zeichen einer Herzinsuffizienz, wie kardialer Hypertrophie,
ventrikularem Remodeling, interstitieller Fibrosierung und sogar einer fiir die
Herzinsuffizienz typischen Reaktivierung fetaler Genexpression (ANP, a-
skelettales Myoaktin) fiithrt. Sogar eine 50%-ige Reduktion der Myoglobin-
Konzentration reicht immer noch aus, um die pathophysiologische Wirkung des
NO-Signals aufzuheben. Heger et al. schlossen daraus, dass es einen effektiven
Abbau des iNOS-abhingigen NOs durch Myoglobin gibt. Myoglobin ist ein
effektiver Scavanger fir NO im Herzen (Flogel et al, 2001). Der hohe
Wirkungsgrad des NO-abbauenden Effekts wurde dabei auf das gemeinsame

Vorhandensein von NO und Myoglobin im Zytoplasma zurtickgefiihrt.

Das, fiir die im Folgenden dargelegten Untersuchungen verwendete Mausmodell,
ist das von Heger (2002) untersuchte Modell einfach transgener Mause, die iNOS
durch den herzspezifischen a-myosin-heavy-chain Promotor liberexprimieren. An
diesem Modell sollte im Rahmen dieser Forschungsarbeit auf die Erkenntnisse von
Heger (2002) aufbauend, dass eine stark erhohte iNOS-Aktivitit fiir die
Entwicklung der Herzinsuffizienz allein nicht ausschlaggebend zu sein scheint,
umfassend analysiert werden, welche Veranderungen sich aufgrund der stark

erhohten iNOS-Aktivitdt in den Herzen der Tiere ergeben.

1.5 Die Fragestellung dieser Arbeit

Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz ist gekennzeichnet durch das Auftreten von
Hypertrophie und Apoptose, bei der zwei Molekiile eine wichtige Rolle spielen.
TGF-B wird beim Ubergang einer angepassten Hypertrophie zur Apoptose stark
exprimiert und iNOS ist mit vielen Formen von Herzinsuffizienz assoziiert. Beide
Molekiile fiihren in Kardiomyozyten zur Apoptose und aktivieren die
Transkriptionsfaktoren SMAD und AP-1. Die apoptotische Wirkung von TGF-f ist
zusatzlich auch von NO abhdngig. Es konnte an transgenen Mausen mit einer 40-
fachen Steigerung der iNOS-Aktivitit gezeigt werden, dass eine alleinige

herzspezifische Uberexpression von iNOS keinerlei basale Veridnderungen, wie
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Fibrosierung, Hypertrophie, oder eine Herzinsuffizienz zur Folge hat, was auf eine

Kompensation der NO-Bildung hinweist.

In dieser Arbeit wurden deshalb diese transgenen iNOS-Mause weiter untersucht.
Da die vorherigen Arbeiten ausschlief}lich am Gesamtherz vorgenommen wurden,
sollten in dieser Arbeit zusatzlich Vorgange auf zellulirer Ebene untersucht

werden.

Die transgenen Tiere weisen eine auf das 1600-fache erh6hte iNOS-Expression auf.
Die Verfiigbarkeit des Substrates der iNOS, der Aminosdure L-Arginin, ist fiir die
NO-Bildung entscheidend. Deshalb soll geklart werden, ob es einen Einfluss von L-
Arginin-Gaben auf die Kontraktilitit iNOS-liberexprimierender Kardiomyozyten

gibt.

NO besitzt auch einen Einfluss auf die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten.
Darum gilt es diesen in dem verwendeten Mausmodell zu analysieren. Weiter soll
geklart werden, welchen Einfluss eine -adrenerge Stimulation durch Isoprenalin
auf die Kontraktilitat der Kardiomyozyten besitzt, um wichtige Erkenntnisse iiber

die funktionellen Folgen erhohter iNOS-Aktivitdt im Herzen zu erhalten.

TGF-B Dbesitzt einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung einer
Herzinsuffizienz, darum sollte gepriift werden, welche Auswirkungen zusatzliche

Gaben von TGF-f1 besitzen.

Das NO-Signal wird in den Kardiomyozyten iiber die SMAD-Signalkaskade
weitergegeben und fiihrt AP-1-abhdngig zu apoptotischem Zelluntergang. Es soll
hier der Frage nachgegangen werden, welchen Einfluss die SMAD-Proteine in
iNOS-iiberexprimierenden Kardiomyozyten besitzen. Das Ausbleiben eines
schadigenden Einflusses der erhohten NO-Spiegel fiihrt zu der Frage, ob eine
Kompensation einzig auf Myoglobin als Scavenger zuriickzufiihren ist, oder ob
Verdanderungen innerhalb des TGF-B/SMAD-Signalweges vorliegen, die zur

Kompensation des NO-Signals beitragen konnten.
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2. Material

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 4 & @ Mause des transgenen Miusestammes TGiNOS,
sowie deren nicht transgene Geschwistertiere verwendet (Heger et al., 2002). Die
Versuchstiere zeigten eine Geschlechterverteilung mannlicher zu weiblicher Tiere

von 1:1.

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Name: Bezugsquelle:
Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose Merck, Darmstadt
Albumin Sigma, Taufkirchen
APS Merck, Darmstadt

Basenpaarmarker (100bp) DNA-Marker New England Biolabs, Frankfurt

BCIP AppliChem, Darmstadt
Benzonase Merck, Darmstadt
Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen
BSA Sigma, Taufkirchen
Diethylether Roth, Karlsruhe
dNTPs Peqlab, Erlangen

DTT Invitrogen, Karlsruhe
EDTA-Natriumsalz Roth, Karlsruhe
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Ethanol

First Strand Puffer

Fungizone

Glycerin

[sopropanol

Kalziumchlorid (CaClz)
Kaliumchlorid (KCl)

Kollagenase

Medium 199 / Earl’s Salts
Methanol

-Mercaptoethanol

Natriumazetat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumvanadat

NBT

PBS
Phenol

PMSF
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Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen



Proteinmarker

Salzsaure
SDS
SYBR Green

SYBR Font qPCR Master Mix

Taqg-Polymerase

TCA

TEMED

TGF-B1 Porcine Platelets
Tris

Trypsin

Tween-20

Trizol Reagenz

10x PCR-Puffer (MgClz)

Einleitung

New England Biolabs, Frankfurt

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Schwalbach
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Peqlab, Erlangen

Alle iibrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen

(Karlsruhe), Merck (Darmstadt),

Sigma (Taufkirchen) und Calbiochem

(Schwalbach) in der hochsten erhéltlichen Qualitdt bezogen. Alle verwendeten

Chemikalien sind nach Herstellerangaben aufbewahrt und gelést worden.
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2.3

Primer fiir RT-PCR und Real-Time quantitative PCR

Folgende Primer wurden in der Real-Time PCR verwendet:

HPRT

TGF-B

Bax

Bcl 2

BNP

Aktin

o-MHC

ANF

B2M

B-MHC

DAPK1

28

CCA GCG TCG TGA TTA GTG AT
CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC
(Ross et al,,2005)

AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA
GTG GAG TACATT ATCTTT GCT
(Qian et al., 1990)

CCT GAG CTG ACCTTG GAG CA
CACTGT CTG CCATGT GGG G

GAG GG CTA CGA GTG GGA TAC
GGCGTT CGGTTG CTCTCAG

CTTTCATTGCTGCTGTCCAA
CTTCTTGCATCTGGCTTTCC

GAA GTG TGA CGT TGA CAT CCG
GGA GCAATGATCTTGATCTTC
TGA AAA CGG AAA GAC GGT GA
TCCTTG AGG TTG TAC AGC ACA
CTGCTAATCAGCCATGCAAA
GATGGAGACCATCCTGGCTA
GCT ATC CAG AAA ACC CCT CAA
CAT GTC TCG ATC CCA GTA GAC GGT
TGA AAA CGG AAA GAC GGT GA
TCCTTG AGG TTG TAC AGC ACA
TGACTACTTTGCTGCCAACG

TCTTCAGCTTGCCTCCAAAT

(fw-Primer)

(rev-Primer)

(fw-Primer)

(rev-Primer)

(fw-Primer)

(rev-Primer)

(fw-Primer)

(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)

(rev-Primer)



iNOS

eNOS

SMAD1

SMAD2

SMAD3

SMAD4

SMAD5S

SMADG6

SMAD7

SMADS8

AAG GAT GGG CCT GGA GAC

TGA GGG CTC TGA TGA GGT CT

AAGAGCTACAAAATCCGATTCAACA

GCCGCCAAGAGGATACCA

CACCGATCCTCCCAACAATAAG

CACTCC GCATACACCTCTC

GGAACCTGCATTCTGGTGTT

ACGTTGGAGAGCAAGCCTAA

TTCACTGACCCCTCCAACTC

CTCCGATGTAGTAGAGCCGC

TGC TGA AGA TGG CGG TTT TGG TG

GTT GCA GAT AGCTTC AGG GC

GCCTTCTGGTTCAGTTCAGG

GGAGGATAGGGGCTGTTAGG

GTGTTGCAACCCCTACCACT

GACATGCTGGCATCTGAGAA

GCT GCT ACCCCATCT TCATC

CAG CCCTTCACG AAGCTT AT

AGTGCTGTGAGTTCCCGTTC

AGGCTGAGCTGAGGGTTGTA

(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)
(rev-Primer)
(fw-Primer)

(rev-Primer)
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2.4 Antikorper

anti-mouse IgG Sigma, Taufkirchen
anti-rabbit IgG Dianova, Hamburg
Goat anti-rabbit IgG Sigma, Taufkirchen
TGF-B

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

Bel-2 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

iNOS Sigma, Taufkirchen

PERK Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

ERK Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg

pSMAD 1.5.8 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

pSMAD2 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

SMAD2 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

pSMAD3 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

SMAD4

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.
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SMADS Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,

Bezug iiber New England Biolabs GmbH,
Frankfurt a. M.

2.5 Gerate und Laborbedarf

2.5.1 Spezielle Gerate und Gebrauchsgegenstinde

2.5.2 RT-PCR und Real-Time-RT quantitative PCR

iCycler BioRad, Miinchen

Thermo- Cycler Techne Cyclogen, Bibby Scientific Limited,
Stone, Staffordshire UK

NanoDrop ND-1000 UV/Vis-Spektral- Peqlab, Erlangen

photometer
0,2 ml Thermo-strip (tubes& cups) Abgene®, Hamburg
Homogenisator-Réhrchen VWR International, Wien

2.5.3 Western Blot

Elektrophoresekammer Biometra, Gottingen
Elektroblotkammer Biometra, Gottingen

Filterpapier Biotec. Fischer, Reiskirchen
Hamiltonspritze (50pl) Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Nitrozellulose-Membran Millipore, Eschborn

Netzgerat (Typ Biometra) Biometrische Analytik, Gottingen
ChemiSMART (Chemiluminescence- Peqlab, Erlangen

Imaging System)
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2.5.4 Kardiomyozyten-Priaparation

Wasserbad
15ml Potter mit Teflonpistill
Homogenisator

Kaniile (individualisiert: stumpfe Spitze,
zirkuldre Einkerbung 2,5mm von der Spitze

entfernt)

2.5.5 Sonstige Gerite

Aqua bidest.-Anlage

Homogenisator, Precellys® 24
Laborwaage

Magnet-Heizriihrer

Mischer/Schiittler

pH-Meter

Techne Dri-Block® DB.2D (Thermoblock)
Zentrifugen

Vortexer®
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Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Sartorius AG, Gottingen
VWR International, Wien

Werkstatt fiir Feinmechanik, Physiologie

Gieflen

Millipore, Eschborn

VWR International, Wien
Sartorius AG, Gottingen
Jahnke & Kunkel, Staufen
Heidolph, Kelheim

WTW, Weilheim

Techne AG, Burkhardtsdorf
Kendro, Hanau

Heidolph, Kelheim



2.5.6 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen
Sterilfilter (Porengrofie 0,2 pm)
Parafilm

Reaktionsgefafe

2.5.7 Software

Microsoft Windows XT®
Microsoft Excel®

Version 2003

Microsoft Word®

Version 2003

Mac OS X® 10.6.6-10.7.3
Microsoft Word for Mac 2008®
Version 12.2.8

Microsoft Excel for Mac 2008®
Version 12.2.8

SPSS®

Version 18

Einleitung

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Pechiney Plastic Packaging, Chicago

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

Microsoft Corp., USA

Microsoft Corp., USA

Microsoft Corp., USA

Apple inc., USA

Microsoft Corp., USA

Microsoft Corp., USA
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3. Methoden

3.1 Genotypisierung mittels Schwanzbiopsie bei der Maus
Zur Ermittlung des Genotyps der verwendeten Versuchstiere wurde eine Biopsie
des Schwanzes (ca. 2Zmm der Schwanzspitze) entnommen und iiber Nacht bei 55°C

in 400ul Mastermix inkubiert.

Zusammensetzungen:
Mastermix: 375upl Cutting-buffer

20pl 20% SDS

5ul Proteinkinase K (20mg/ml)
Cutting buffer: 2,5 ml 1M Tris pH 7,5

5,0ml 0,5M EDTA pH 8,0

1,0ml 5M NaCl

250ul 1M DTT

127ul Spermidine (500mg/ml) = 63,5mg

Auf 50ml mit Aqua dest. auffiillen

Nach Abzentrifugieren nicht verdauter, fester Bestandteile (14.000rpm, 2Zmin. bei
Raumtemperatur) wurde der Uberstand in 400ul Isopropanol gegeben und zum
Ausfallen der DNA geschwenkt. Durch erneute Zentrifugation (wie oben) entstand
ein sichtbares Pellet. Dieses wurde, nach Dekantieren des Isopropanols, mit 70%
Ethanol iiberschichtet und zentrifugiert (12.000rpm., 10min bei 4°C).
Anschlief3end wurde das Ethanol verworfen und das Pellet getrocknet. Das Pellet
aus genomischer DNA wurde iiber Nacht bei 4°C in TE-Puffer gelost. Diese DNA
wurde fiir die PCR verwendet und mittels iNOS spezifischer Primer im Thermo-
Cycler vervielfaltigt. Somit konnten transgene TGiNOS-Mause von Wildtyp-Mausen

unterschieden werden.
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3.1.1 Einfiihrung in die Methode der PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde von Kary Mullis (Mullis et al, 1986)
entwickelt. Diese Methode ermdglicht es mit Hilfe der DNA-Polymerase einen
gewiinschten DNA-Abschnitt exponentiell zu amplifizieren. Dazu bendétigt werden
die Template-DNA, eine hitzestabile Polymerase, Primer als Startsequenz fiir die
Polymerase und die einzelnen Nukleotide als Bausteine fiir die neu synthetisierte
DNA. Wenn RNA als Ausgangsprodukt vorliegt, muss zuerst mittels der reversen
Transkription die RNA in cDNA umgeschrieben werden (RT-PCR). Das Prinzip der
PCR basiert auf einem sich wiederholenden Zyklus, bestehend aus drei Schritten:
Denaturierung, Annealing und Elongation. Als erstes wird durch das Erhitzen auf
95°C die Denaturierung der komplementiaren DNA-Striange erreicht. Nun wird die
Temperatur auf die individuelle Annealingtemperatur gesenkt, so dass es zur
Hybridisierung der Primer an die einzelstrangige DNA kommt. Durch das erneute
Erhitzen auf 72°C wird enzymatisch durch die DNA-Polymerase der Primer weiter
verlangert, bis er ein genaues Duplikat der urspriinglichen DNA darstellt. Die
Syntheserate verlduft nach einem exponentiellen Wachstum, so dass es nach jedem
Zyklus zu einer Verdopplung der Produktmenge kommt. Ab einer gewissen
Produktmenge und Zyklenzahl kommt es zu einem Verbrauch der Primer und

einem Plateau-Effekt.

3.1.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Reaktionsansatz: 57,1ul Aqua bidest.
(fiir 10 Proben) 12ul 10xPCR Puffer (-MgClz)
12pl 5mM MgCl,
9,6ul 2,5mM dNTP’s
9,0ul Primermix

0,3ul Tag-Polymerase
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Zu 10pl des genannten Reaktionsansatzes wurden je 2ul der genomischen DNA
gegeben. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle (10pl Reaktionsansatz +2pl Aqua
bidest.) pipettiert. Mit Hilfe der Negativkontrolle konnte eine Kontamination des
Mix durch DNA kontrolliert werden. Die PCR wurde daraufthin am Thermo-Cycler

mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

Zyklus 1 (1x) Step 1 94°C fiir 3 Minuten

Zyklus 2 (35X) Step 1 94°C fiir 35 Sekunden
Step2 65°C fiir 1Minuten
Step 3 72°C fir 1 Minuten

Zyklus 3(1x) Step 1 72°C fir 2 Minuten

Abschliefend wurden die Proben auf 10°C heruntergekiihlt und im folgenden

Schritt in einem 2%igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.1.2.1 DNA-Gelelektrophorese

Zur Auswertung der RT-PCR wurde eine DNA-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Dafiir wurden die PCR-Amplifikate mit 1pul Ladepuffer versetzt und auf ein 2%iges

Agarosegel aufgetragen und in einer Gelelektrophoresekammer aufgetrennt.
Agarosegel (2 %)

1,5 g Agarose

75 ml 1xTAE-Puffer

3,8 ul SYBRsafe®
Die Agarose wurde zusammen mit 1xTAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht,
um eine klare, homogene Losung zu erhalten. Die Losung wurde mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBRsafe® versetzt und in eine Elektrophoresekammer
gegossen. Um Taschen fiir die Proben zu erhalten, wurden Kamme in die noch
fliissige Agarose-Losung platziert. Das fest gewordene Agarose-Gel wurde in die
Elektrophoresekammer gegeben und diese mit 1xTAE-Puffer befillt. In die
Taschen des Agarose-Gels wurden je 10ul der Proben + 1pl Ladepuffer

aufgetragen. Als Referenz fiir die Fragmentgrofde wurde ein DNA-Langenmarker
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verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 75 Volt fiir circa 30
Minuten. Das Gel mit den nun aufgetrennten PCR-Amplifikaten wurde unter UV-
Licht (A=320nm) zur Fluoreszenz gebracht und fotografiert. Die
Fluoreszenzmaxima des verwendeten Fluoreszenzmittels (SYBRsafe®) liegen bei

280 und 502nm.

Zusammensetzungen

Ladepuffer:
10xTAE-Puffer xml
Glycerin 50 % (wt/vol)
Ladepuffer 1 % (wt/vol)
Xylencyanol 1 % (wt/vol)

10x TAE-Puffer:

Tris-Acetat 40 mmol/1

EDTA 1 mmol/1
Marker:

100 Base Pair DNA Ladder 0,5ul

Bromphenolblau 1l

1xTAE-Puffer 8,5ul
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3.2 Isolierung von Gesamtherzen
Zur Gewinnung von Gesamtherzen wurden sowohl weibliche, wie auch mannliche

Mause im Alter von im Durchschnitt 10,5 Monaten verwendet.

3.2.1 Prdparation zur Gewinnung von Gesamtherzen

Nach dem Bereitlegen aller bendtigten Materialien wurden die Tiere nacheinander
aus den Kifigen entnommen und umgehend in einer geeigneten Plexiglaskammer
mit CO2 narkotisiert. Durch zervikale Dislokation wurden die Mause getotet. Mit
einer Schere mit abgerundeten Spitzen wurde eine Thorakotomie vorgenommen.
Das Herz wurde durch Einstechen einer Kaniile in einen Ventrikel mit kaltem PBS
gespllt, bis es sichtbar blasser erschien. Mit einer feinen Pinzette mit
abgewinkelten Branchen wurde das Herz gefasst. Mit einer Praparationsschere
wurden die Gefafde moglichst proximal, entlang der Herzkontur abgetrennt. Das
Herz wurde in ein vorbereitetes Eppendorf-Gefafd iiberfiihrt. Dieses wurde

umgehend in fliissigen Stickstoff gegeben. Gelagert wurden die Herzen bei -80°C.

3.3 RT-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) und real-time
quantitative RT-PCR

3.3.1 RNA-Isolierung aus Gesamtherzen fiir real-time quantitative RT PCR

und RT-PCR

Die isolierten Herzen wurden direkt in Homogenisator-Réhrchen gegeben, mit 1ml
Trizol Uberschichtet und unter optischer Kontrolle im Homogenisator
homogenisiert. Dabei wurden die Proteine denaturiert. Im nachsten Schritt
wurden 100pl Chloroform zugegeben. Nach dem vollstindigen Durchmischen
wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 4°C und 15.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand (ca. 500ul) wurde in ein weiteres Reaktionsgefaf iiberfiihrt. Das im
Zentrifugierschritt entstandene Pellet wurde verworfen. Dieser Uberstand war
reich an RNA. Dem Uberstand wurden 450ul Isopropanol zugegeben. Zur
Prazipitation der RNA wurde das Gemisch 25 Minuten bei -20°C gelagert. Die RNA
wurde durch einen weiteren, 15 miniitigen Zentrifugationsschritt bei 15.000 rpm
gefillt. Der Uberstand wurde verworfen. Zum Reinigen des RNA-Pellets wurde 1ml
70%iges Ethanol zugegeben. Durch Zentrifugieren fiir 10 Minuten entstand ein

Pellet. Das Ethanol wurde verworfen. Die Pellets wurden unter optischer Kontrolle
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getrocknet. Eine Resuspension des Pellets erfolgte in 100ul DEPC-Wasser. Um
DEPC-Wasser zu erhalten, wurde 1 Liter destilliertes Wasser mit 100ul DEPC tiber
Nacht geriihrt und das DEPC anschliefend durch Autoklavieren inaktiviert.
Dadurch war das Wasser RNAse-frei. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. Alle
Proben und alle Reagenzien wurden wahrend der Versuchsdurchfiihrung auf Eis

gelagert.

3.3.2 DNAse-Behandlung

Die DNAse-Behandlung folgte auf die RNA-Isolation. Sie diente dazu, die RNA von
genomischer DNA zu befreien. 10pg RNA wurden zusammen mit 20pl DNAse-Mix
fir 1,5 Stunden bei 37°C erhitzt.

DNAse-Mix (1fach)

10x DNAse Puffer (10x PCR-MgCl;) 2 ul

DNAse 1ul (1U0/ul)
RNAsin 1ul  (25U0/ul)
DEPC-Wasser 16 ul

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Proben durch kurzes Zentrifugieren am
Boden der Reaktionsgefiafde gesammelt und je 80ul TE/1% SDS zugegeben. Nun
wurden 100pl Phenol/Chloroform (1/1, vol/vol) zu gleichen Teilen mit der
DNAse-behandelten RNA-Losung gemischt und fiir 10 Minuten bei 4°C und 13.000
rpm zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand in neue ReaktionsgefifRe iiberfiihrt
und 100pl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) hinzugesetzt und alles auf dem
Vortexer® durchmischt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 12.000
rpm und 4°C. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefif
tiberfiihrt. Nun wurde die RNA durch Zugeben und Durchmischen von 10ul 3M Na-
Acetat und 2,5 Volumenteilen Ethanol gefdllt. Es folgte eine dreifdigminiitige
Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4°C. Nach Zugabe von 200pl 80%igen Ethanols
und Durchmischen folgte eine weitere Zentrifugation tiber 15 Minuten bei 12.000
rpm bei 4°C. Jetzt wurde das entstandene Pellet unter optischer Kontrolle bei 37°C
getrocknet. Die Resuspension erfolgte in 20ul DEPC-Wasser und 1ul RNAsin auf
Eis.
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3.3.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop ND-1000
UV /Vis- Spektralphotometer. Das Gerat besitzt einen Messbereich von 120nm-
750nm. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde ein Probenvolumen von
1,5 pl bendétigt. Vor Beginn der Messung wurde das Gerat mit Aqua bidest.
kalibriert. Dann wurde das Probenvolumen auf den Sensor aufgetragen und die

Messung gestartet.

Das NanoDrop Gerat errechnet die RNA-Konzentration in ng/pl. Da 1 pg RNA in
cDNA umgeschrieben werden sollte, wurde mit folgender Formel das
Probenvolumen bestimmt:

1000ng
Konzentration der RNA[ng /ul]

- xul

3.3.4 cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Bei der Reversen Transkription wurde mRNA als Matrize zur Synthese von
komplementdarer DNA (cDNA) verwendet. Es wurde jeweils 1 pg RNA

umgeschrieben. Das Volumen wurde ad 5 pl mit H20 ausgeglichen.

Die Probensuspension wurde bei 60°C fiir 15 Minuten im Thermocycler

denaturiert. In dieser Zeit wurde der Reaktionsmix hergestellt.

Reaktionsmix je Probe:

5x RT- Puffer 2,0 ul

Oligo-dT 1,0 ul (0,1 mg/ ml)
dNTP's 1,0 ul (40 mmol/1)
DTT( Dithiotreitol) 0,5 ul (0,1 mol/1)
RNAsin 0,2 ul (25U/ul)
M-MLV-RT 0,3 ul (200 U/l

Anschlief3end wurden die Proben auf Eis gelegt und 5 pl Reaktionsmix zugegeben.
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Die Reverse Transkription erfolgte bei 37°C fiir eine Stunde im Thermocycler.
Anschliefdend wurde die gewonnene cDNA fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert und

konnte direkt weiter verwendet oder bei -20°C gelagert werden.

3.3.4.1 RT-PCR: Durchfithrung der Methode

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt; die
verwendeten Reaktionsgefafde wurden zuvor UV-bestrahlt. Als Template diente die
unter 3.3.4 gewonnene cDNA. Als Negativkontrolle dienten 8,5ul Reaktionsmix +

1,5ul DEPC-Wasser. Jede Analyse wurde im Doppelansatz durchgefiihrt.

PCR-Reaktionsmix:

10x PCR-Puffer 1,0 ul
Aqua bidestillata 5,8 ul
Primergemisch (for&rev) (100mmolar) 0,3 ul
dNTP’s (10 mmolar) 0,4 pul
MgCl2 (50 mmolar) 0,3 ul
1% W1 0,5 ul
Taqg-Polymerase 0,2 pul

3.3.4.2 PCR-Laufprogramme

Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma BioRad® unter den folgenden

Konditionen durchgefiihrt:
Zyklus 1: (1x)
94°C fir 5 Minuten
60°C flr 3 Minuten
72°C fur 3 Minuten
Zyklus 2: (20x)
94°C fiir 1 Minute (Denaturierung)

x°C fir 1 Minute  (Annealing)
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72°C fir 1 Minute ( Amplifikation)
Zyklus 3: (1x)
72°C fir 15 Minuten
5°C bis zur Entnahme

Die Annealingtemperatur wurde spezifisch fiir jeden Primer bestimmt.

3.3.5 Real-Time quantitative RT-PCR

Mit der Weiterentwicklung der Real-Time-PCR durch Higuchi (Higuchi et al., 1993)
wurde es moglich, mittels Messung von Fluoreszenzsignalen quantitativ DNA-
Mengen zu bestimmen. Die Intensitit des Fluoreszenzsignals ist direkt
proportional zur Menge der gebildeten Produkte. Die Messung des
Fluoreszenzsignals erfolgte bei jedem Zyklus am Ende der Extensions-Phase. Zu
diesem Zeitpunkt haben SYBRgreen®-Molekiile an die amplifizierte Doppelstrang-
DNA gebunden, was zu einem Fluoreszenzsignal fiihrte. SYBRgreen® ist ein
zyklischer Cyanfarbstoff. Es besitzt eine 100fach hohere Affinitit als
Ethidiumbromid und ist weniger mutagen. Ist SYBRgreen® in doppelstrangige DNA

eingebaut, beginnt es zu fluoreszieren.

Da die Bindung von SYBRgreen® an die DNA sequenzunspezifisch ist, wird am
Ende der PCR mittels einer Schmelzkurve zwischen dem gewiinschten Produkt
und unspezifisch entstandenen Produkten unterschieden. Die amplifizierten
Produkte denaturieren bei einer bestimmten Temperatur, der Schmelztemperatur,
und setzen so den gesamten Fluoreszenzfarbstoff frei. Dadurch fallt das
Fluoreszenzsignal stark ab. Die Schmelztemperatur ist abhangig von dem Gehalt an
Guanin und Cytosin des Produkts. So lassen sich Primerdimere und unspezifische

Amplifikate gut von dem spezifischen Produkt abgrenzen (Abb. 3.1).
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Eine weitere Darstellungsmethode des Verlaufs der PCR, die zur Beurteilung

herangezogen wird, ist das Amplification Chart (siehe 3.3.6 Abb. 3.4).
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Amphtication Chart

iNOS-Amplifikate } | /

: ¥ Threshold Ct-WerteN

2011770

NN -
~ —

Abb. 3.2: Amplifications Chart einer Real-Time quantitative RT-PCR (Primer: iNOS).
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Die verwendeten Primer wurden vor ihrem Einsatz optimiert. Uber einen

Temperaturgradienten wurde die optimale Annealingtemperatur ermittelt. Zudem

wurde Uberpriift, ob nach jedem Zyklus von einer Verdopplung beziehungsweise

einer exponentiellen Amplifikation der DNA ausgegangen werden konnte. Dies ist

fir die spatere Auswertung von Bedeutung. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe

der Template-DNA erstellt (1:10 bis 1:10.000). Liegt eine exponentielle

Amplifikation vor, ergibt sich in der halblogarithmischen Darstellung eine lineare

Steigung von -3,3.

Correlation Coefficient: 0,997 Slope: -3,334 Intercept: 19,439 ¥ =-3,334 X + 19,439
PCR Efficiency: 99,5 %

o Unknowns
o Standards

~N
[=1)
Threshold Cycle

Log Starting Quantity, copy number

Abb. 3.3 Diese Abbildung zeigt eine Standardkurve mit einer Steigung von -3,3 , einem
Korrelationskoeffizienten von 0,997 und einer Effizienz von ca. 100 %.
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3.3.5.1 PCR-Ansatz

Alle PCR-Analysen wurden als Doppelansatz durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz
bestand aus der unter 3.3.4 gewonnen cDNA (2pl), die mit 18ul Reaktionsmix
versetzt wurde. Verwendung fand hier iQ-SYBRgreen®. Dieser prafabrizierte
Supermix (Fa. BioRad®) enthilt alle notwendigen Reagenzien. Sich summierende

Pipettierfehler konnen so minimiert werden.

Real-Time-PCR Ansatz

iQ-SYBRgreen Supermix 10,0 pl
Primergemisch (for und rev; je) 0,6 ul (100 nM)
Aqua bidest. 6,8 ul

cDNA 2,0 ul

3.3.5.2 Laufprogramme der RT-PCR:

Die RT-PCR wurde in einem Icycler® (Fa. BioRad®) durchgefiihrt.
Zyklus 1: (1x)

95°C fiir 3 Minuten

ZyKklus 2: (45x)

95°C fiir 30 Sekunden (Denaturierung)

x°C fiir 30 Sekunden (Annealing)

72°C fiir 30 Sekunden (Amplifikation)
ZyKklus 3: (100x)

50°C-100°Cje 10 s (Schmelzkurve)
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Annealingtemperaturen:

Bcl 2 56°C
BNP 61°C
TGF-B 53°C
Aktin 58°C
a-MHC 63°C
ANF 62°C
B2M 62°C
Bax 58°C
B-MHC 63°C
DAPK1 60°C
HPRT 63°C
iNOS 61°C
SMAD1 63°C
SMAD2 63°C
SMAD3 62°C
SMAD4 62,6°C
SMAD5 60°C
SMAD6 62°C
SMAD7 64°C
SMADS8 57°C

Die Zahl der Zyklen war fiir jeden der verschiedenen Primer identisch. Zur
Unterscheidung der PCR-Amplifikate von Artefakten diente ein Schmelzvorgang

(siehe 3.3.5).
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3.3.6 Auswertung der PCR

Die erhaltenen Daten wurden nach der Methode von Pfaffl (2001) ausgewertet. Bei
dieser Methode wird die relative Expression eines Gens mit einem Referenzgen
(Housekeeping-Gen) verglichen. Da das Fluoreszenzsignal einen Schwellenwert
(Threshold) tibertreffen muss, gibt es zu Beginn des Versuchs eine gewisse Anzahl
von Zyklen, in denen das Fluoreszenzsignal nicht vom sog. Hintergrund
differenziert werden kann. Durch die exponentielle Zunahme der Amplifikate
Ubertrifft das Fluoreszenzsignal irgendwann den Threshold. Der Schnittpunkt der
Kurve mit dem Threshold erfolgt in einem Zyklus, der Ct-Wert genannt wird (siehe
Abbildung 3.4). Der Threshold wird tiber die iCycler-Software ermittelt: dazu
werden die Standardabweichung der Fluoreszenz zwischen den Zyklen 2 bis 10, in
denen die Kurve noch keinen signifikanten Anstieg durch die Amplifikation erfahrt,
ermittelt. Der Mittelwert aller Standardabweichungen der einzelnen Proben wird
mit 10 multipliziert. Der erhaltene Wert wird als Threshold festgesetzt (Hunt). Der
Ct-Wert verhalt sich umgekehrt proportional zur DNA-Menge. Je kleiner der Ct-

Wert ist, desto mehr DNA war zu Beginn der Reaktion vorhanden.

10000
2000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000 Threshold

Ct Wert

PCR Base Line Subtracted RFU

-1000
-2000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Cycle

Abb.:3.4:

Zur genaueren Quantifizierung wurden die Amplifikate in Beziehung zu einem

nicht regulierten Gen (sog. Housekeeping-Gen) gesetzt. Als Housekeeping-Gen
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diente hier HPRT1. Der Ct-Wert jeder Probe wurde von dem Ct-Wert des

Housekeeping-Gens der jeweiligen Probe subtrahiert.

3.4 SDS Gelelektrophoretische Methoden zur Auftrennung von
Proteinen

3.4.1 Aufbereitung der Herzen in RIPA-Puffer

Das entnommene und gespiilte Herz wurde direkt in ein Homogenisator-Réhrchen
tiberfiihrt und dieses in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Nach der Entnahme aller
fir die Versuchsreihe bendtigten Herzen schloss sich die gleichzeitige
Aufbereitung aller Herzen in RIPA-Puffer an. Dazu wurde jedes Herz mit 1000pl
auf 4°C gekiihlten RIPA-Puffer, sowie 2,5u1 PMSF versetzt und unter optischer
Kontrolle homogenisiert. Um einer Hitzedenaturierung vorzubeugen, wurden die
Proben zwischen den Homogenisierungsschritten von maximal 20 Sekunden
Dauer auf Eis gekiihlt. Der Vorgang wurde solange wiederholt, bis sich beim
Schwenken der Homogenisator-Rohrchen ein homogenes Gemisch zeigte. Das
Homogenisat jeder Probe wurde in ein beschriftetes Reaktionsgefafs tiberfiihrt.
Zum Abbau der DNA wurden jeder Probe 5ul Benzonase / 250ul Homogenisat,
sowie 4pl MgCl; / 250ul Homogenisat zugegeben. Die Proben wurden daraufhin
bei 4°C und 12.000rpm 15 Minuten lang zentrifugiert. Der fliissige Uberstand

wurde in ein neues Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt.

RIPA-Ansatz:

1x 2x 3x 4x 5x 6x 7x 8x 9x 10x
RIPA-Stocklosung 236 473 709 945 1181 1418 1654 1890 2126 2363
PMSF (0,1M) soll lmM 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25
EDTA (0,2M) soll ImM 1 25 2,5 3,75 5 6,25 7,5 8,75 10 11,25 12,5
Glycerophosphat (1M) | soll 40nM 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
> in pl: 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch die SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist es
moglich, Proteine nach ihrer Gréfde aufzutrennen. In einem elektrischen Feld

werden Proteine durch ein Gel bewegt und nach ihrer Gréfde bzw. molekularen

48



Methoden

Masse in unterschiedliche Banden aufgetrennt. Dabei werden die Disulfid-Briicken,
die die Tertidarstruktur der Proteine erzeugen durch das Detergenz SDS
(Sodiumdodecylsulfat) zerstort. Die Proteine erhalten durch das SDS eine negative
Ladung. Dadurch wandern sie im elektrischen Feld in Richtung der positiven
Elektrode (Anode). Das Polyacrylamidgel weist eine gleichmafdige Porenstruktur
auf, die es grofderen Proteinen erschwert, in gleicher Zeit eine vergleichbare
Strecke wie kleinere Proteine im Gel zuriickzulegen. Die Folge ist eine
Grofdenauftrennung der Proteine, die als Banden auf dem Gel sichtbar gemacht
werden konnten. Es wurde die diskontinuierliche Methode nach Laemmli
angewendet. Hierbei besteht das Gel aus zwei Gelen unterschiedlicher
Zusammensetzung. Diese unterschieden sich im pH-Wert, der Konzentration an
Tris und dem Acrylamidgehalt und besitzen jeweils unterschiedliche Funktion. Das
Sammelgel besitzt grofde Poren und lasst folglich auch bei grofden Proteinen eine
ungebremste Bewegung zu. Damit tritt die Proteingrofde hinter die elektrische
Ladung als Faktor fiir die Bewegung zuriick. Da sich diese unter den Proteinen
kaum unterscheidet, biindelt dieses Gel die Proben. Dies fiihrt bei der Auftrennung
zu scharfer abgegrenzten Banden. Im Trenngel werden die Proteine nach ihrem

Molekulargewicht aufgetrennt.

3.4.3 Durchfithrung der Gelelektrophorese

Fir die Herstellung des Gels wurden zwei Glasplatten identischer Grofie
deckungsgleich iibereinandergelegt. Entlang zweier gegeniiberliegender Seiten
wurde je ein Spacer (1,5mm Dicke) platziert; diese schlossen biindig mit den
Kanten der Glasplatten ab. Um den durch die Spacer begrenzten Raum zwischen
den Glasplatten abzudichten, wurde ein Gummischlauch entlang der Spacer und
der spateren Unterseite platziert. Durch zwei Klammern, im Bereich der Spacer,
wurden die Glasplatten mit den Spacern fest verbunden und der Schlauch in seiner
Lage gesichert. Zwei weitere Klammern an der spateren Unterseite wurden direkt
liber dem parallel, im Abstand von ca. 2cm zu den Glaskanten verlaufenden
Schlauch platziert. Sie dienten gleichzeitig als Standfiifde der Glasvorlage. Diese

Glasvorlage wurde parallel zur Tischebene ausgerichtet.

Das Trenngel wurde bis zu einer Fiillhohe, die der Linge des Taschenkammes

zuziiglich der Lange der Zihne des Kammes entsprach, befiillt. Um spater eine

49



gerade Trennschicht zwischen Sammelgel und Trenngel zu erhalten und eine
Sauerstoffinhibition wahrend des Polymerisationsvorgangs des Trenngels zu
verhindern, wurde das Trenngel mit ca. 2Zml H;0 {iberschichtet. Nach einer
zweistliindigen Polymerisationszeit wurde das Wasser abgeschiittet. Ein
verbleibender Rest des Wassers, der sich durch Kapillarkriafte zwischen den
Glasplatten halten konnte, wurde mittels Filterpapiers vorsichtig entfernt. Dabei
war darauf zu achten, die Geloberfliche nicht zu beriihren. Uber die
Kapillarwirkung und die Saugfahigkeit des Filterpapiers konnten somit alle
verbliebenen Wasserreste vollstindig entfernt werden. Nun wurde das Trenngel
mit dem Sammelgel iiberschichtet und der Taschenkamm eingesetzt. Mittels
riittelnder Bewegungen vor dem vollstindigen Einfiihren des Kammes wurden
eventuell entstandene Luftblasen unter optischer Kontrolle zur Oberflache bewegt.
Die Polymerisationszeit betrug ca. 30 Minuten. Ein Uberschuss an
unpolymerisiertem Gel-Ansatz verblieb in einem Glasgefafs. Eine Kontrolle auf
vollstandige Polymerisation konnte somit erfolgen, ohne am Sammelgel
manipulieren zu miissen. Das Ergebnis war ein luftblasenfreier Ubergang zwischen
Trenngel und Sammelgel, sowie luftblasenfreie Taschenwandungen. Die identisch
dimensionierten und in immer gleichem Abstand voneinander liegenden Zahne
des Taschenkammes formten identisch grofde Taschen. Somit wurden fiir alle
Proben dieselben Voraussetzungen fiir die nachfolgende Elektrophorese

geschaffen.

3.4.3.1 Zusammensetzung der Elektrophorese-Gele:

Trenngel:

10 % 12 % 15%

30% Acrylamid 6,6 ml 8,0 ml 10 ml
Millipore-Wasser 8,4 ml 7,0 ml 5,0 ml
1,5M TrispH 8,6  5,0ml 5,0 ml 5,0 ml
10% SDS 200 pul 200 pl 200 pl
10% APS 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 20 ul 20 ul 20 ul
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Sammelgel (5%) :

30% Acrylamid
Millipore-Wasser
1,0M Tris pH 6,8
10% SDS
10%APS

TEMED

3.4.3.2 Ansatz der Reagenzien und Puffer:

1,675 ml
6,75 ml
1,25 ml
100 pl
100 pl

20 ul

Acrylamid-Bisacrylamid (30:1):

Acrylamid (30%)

Bisacrylamid

146 g

4g

ad 500 ml Millipore Wasser.

Trenngelpuffer:

Tris/HCI

181,71¢g

ad 1000 ml Millipore Wasser

auf pH 8,6 einstellen

Sammelgelpuffer:

Tris/HCI

60,57 g

ad 1000 ml Millipore Wasser

auf pH 6,8 einstellen

3.4.3.3 Proteinmengenbestimmung nach Lowry (Lowry, 1951)

Methoden

Diese Methode dient dem quantitativen Proteinnachweis. Die zwei zugrunde

liegenden Reaktionen fiihren zu einer blauen Farbung der Proben. Diese ist bei

590nm photometrisch messbar. In einem ersten Schritt kommt es im alkalischen

Milieu zu einer Komplexbildung zwischen den Peptidbindungen der Proteine und

Kupfer(Il)-Ionen. Dieser Komplex besitzt durch das Kupfer eine blau-violette
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Farbung. Im zweiten Schritt wird Cu(Il) zu Cu(I) reduziert, um seinerseits mit
Folin-Reagenz (gelbe Eigenfarbe) zu reagieren. Das Folin-Reagenz enthalt
Molybdan(VI). Dieses wird zu Molybdanblau reduziert. Es entsteht eine tiefblaue
Farbung. Je mehr Protein und damit Peptidbindungen in der Probe enthalten sind,
desto hoher ist die Zahl der Kupferkomplexe und letztendlich die Intensitdt der
Farbung. Die Methode nach Lowry ist empfindlich genug, um

Proteinkonzentrationen von 0,1pg/ml nachweisen zu konnen.
Die Proteinmengenbestimmung nach Lowry wurde als Doppelansatz durchgefiihrt.

Als Eichkurve fiir jede einzelne Messung diente eine sog. Standardreihe. Diese
Reihe besafs definierte Proteinkonzentration. Durch das zeitgleiche Umsetzten des
Standards unter identischen Bedingungen, mit den selben Reagenzien, kénnen
methodisch bedingte Falschmessungen minimiert werden. Die Messung erfolgte in
einer 96-Well-Platte und wunter Verwendung von Millipore-H20. Die
Absorptionswerte sowohl der Platte, wie auch des Millipore-H20 wurden einzeln
bestimmt. Durch Subtraktion der so gewonnenen Werte von den Messwerten der

Proben, konnten diese weiter korrigiert werden.
Zusammensetzung der Reagenzien:

Lowry-Assay

Reagenzien:

Losung 1:  Natrium-Kalium-Tartrat (NaKCsH40¢ x 4 H20)
3,3g ad 100ml Aqua bidest. 16sen.
Losung 2:  Kupfersulfat (CuzSO4 x 5 H20)
1,25g ad 100ml Aqua bidestillata 16sen.
Losung 3:  Natriumcarbonat (Na;CO3, wasserfrei)
25g ad 1000ml Aqua bidestillata 16sen.
Losung4: 1N NaOH
4g ad 100ml Aqua bidestillata 16sen.
Losung 5:  Folin-Ciocalteus Phenolreagenz (Merck 9001)
22,73 ml Originalreagenz ad 100ml Aqua bidestillata 16sen.
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Doppelter Ansatz:

Zunachst wird Reagenz A angesetzt.
Beispiel: Fiir 12 Proben benotigt man: 60 ul Losung 1 (Na-K-Tatrat)
60 pul Losung 2 (Cuz2S04)
Auf ein Vol. von 6.000ul auffiillen 5880 pl Losung 3 (Naz2C03)

96 Well-Platte
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S
FBbencos

o Mmoo n @ >

H (O

Abb. 3.5 Schema einer 96-Well-Platte. Dargestellt ist die Anordnung bei einem doppelten Ansatz
und 12 Proben.

3.4.3.4 Durchfiihrung des Lowry-Assays

Um Fehler in der Durchfiihrung des Lowry-Assay feststellen zu konnen, diente ein
Doppelter Ansatz jeder Probe. Als spatere Bezugsgrofie wurden Proben bekannter
Konzentrationen (eine sog. Standard-Verdiinnungsreihe) unter identischen
Bedingungen mitgefiihrt. Sowohl die Proben-, als auch die Standard-Gefifie
wurden mit je 500ul Reagenz A und 50pl Losung 4 befiillt, dann erhielten die
Proben-Gefafde je 50ul Millipore-Wasser, sowie 10pl Probenfliissigkeit und die
Standard-Gefafde je 50ul BSA-Verdiinnung, sowie 10ul RIPA-Puffer. Alle Gefifie
wurden mittels eines Vortexer® gemixt und 10 Minuten bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Dann erhielten sowohl der Standard, als auch die Proben je 50pul
Losung 5. Danach wurden alle Gefdfie fiir 30 Minuten bei 37°C im Heizblock
belassen und im Anschluss daran fiir 30 Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert. Vom

entstandenen Uberstand wurden je 200ul in ein Well einer 96 Well Platte
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pipettiert (siehe Abbildung 3.4). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration

erfolgte eine Messung im Photometer bei 595nm Wellenlange.

3.4.3.5 Probenvorbereitung nach Laimmli

Nach Bestimmung des Proteingehalts im Lowry Assay, wurde das jeweilige
Probenvolumen mit einem Proteingehalt von 10ug auf ein immer gleiches
Gesamtvolumen von 45pul mit RIPA erginzt. Jede Probe erhielt daraufhin 15pul 4x
Lammli, sowie 1,8ul 0,5M DTT. Die Proben wurden bei 95°C fiir 10 Minuten in
einen Heizblock denaturiert. Nach dieser Zeit wurden die Proben durch

Anzentrifugieren wieder am Boden des Reagenzgefifies gesammelt.

Zusammensetzung des 4x Lammli:

Tris 1M pH 6,8 2,5ml
SDS 20% 4,0ml
Glycerin 2,0ml
DTT 154mg
Bromphenolblau 1,0mg
H»0 1,5ml

3.4.3.6 Gel-Elektrophorese

Das SDS-Gel wurde in einer Elektrophoresekammer platziert und sowohl die obere
Seite als auch die untere Seite des Gels in Kontakt zum Laufpuffer gebracht. Die
Unterseite der Glasvorlage wurde von Schaum befreit, um einen direkten Kontakt
des Gels zum Puffer zu gewahrleisten. Um eventuell vorhandene Reste von
Acrylamid zu beseitigen, wurden die Taschen nach Entfernen der Taschenkdmme
mit Laufpuffer gespiilt. Dann wurden mit einer Hamilton Spritze die Proben in die
einzelnen Taschen pipettiert. Die eingesetzte Probenmenge betrug jeweils 60 pl.
Ein Molekulargewichtsmarker wurde jedem Lauf beigefiigt. Durch das Anlegen
einer Spannung von 200 Volt erfolgte die elektrophoretische Auftrennung. In
Abhangigkeit von der Proteingr6fe und des Polymerisationsgrades des

Polyacrylamidgels dauerte ein Lauf ca. 2-4 Stunden. Die farbliche Markierung der
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Proben in dem farblosen Gel lief eine optische Kontrolle zu. Proteine des Markers
dienten zur Orientierung, wie sich die Proteine auftrennen und welche

Proteingrofde auf dem Gel an welcher Stelle zu sehen ist.

Zusammensetzung des Laufpuffers:3,5

10x: Glycin 576g 1x:  100ml 10x Laufpuffer
Tris 121,4g 900ml H20
Aqua bidest. ad 4l. 10ml SDS 10%

3.4.4 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proben folgten weitere Verfahren

zur Identifizierung bestimmter Proteine.

Mit der Western Blot Technik kénnen Proteine von einem Polyacrylamidgel auf
eine Nitrozellulose-Membran {iibertragen werden, die den mechanischen
Anforderungen der Folgeschritte geniigt. Nach dem Transfer der Proteine folgte
eine Ponceau-Fiarbung. Dieser Schritt diente zur Uberpriifung, dass gleiche Mengen
des Probenmaterials im Blot-Schritt tatsachlich aus dem Gel in die Membran
transferiert haben. Damit kénnen die mittels Ponceau-Farbung dargestellten
Banden auch als Bezugsgrofde fiir das gesuchte Protein dienen. Eine qualitative
Bewertung der Proben lidsst diese Methode allerdings nicht zu. Auch eventuell
degradierte Proteine liefden sich an dieser Stelle nicht als solche erkennen. Die
Dauer des Blot-Vorgangs und die Porengrofie der Membran bestimmen, ob die
Proben die Membran erreicht haben oder sogar schon wieder die Membran

durchlaufen und verlassen haben.

Anwendung fand hier das sog. Semidry Blotverfahren. Hierbei befinden sich das
Acrylamidgel, die Membran sowie einige Filterpapiere sandwichartig geschichtet

libereinander (siehe nachstehende Abb. 3.4).
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A Kathode

Kathodenpuffer

Acylamidgel
Nitrozellulosemembran
Anodenpuffer
Konzentrierter Anodenpuffer

¢ —

Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Sandwichstruktur des Semidry Blotverfahrens.

Die Abmessungen der Membran sowie der verwendeten Filterpapiere wurden
genau auf die Grofde des Gels zugeschnitten. Die Filterpapiere dienten als Reservoir
fir Pufferlosungen unterschiedlicher Ionenkonzentration. Die Anordnung aller
Bestandeteile erfolgte in einer Kammer. Die Kontaktflachen mit der Kammer waren
deren Boden und deren Deckel. Diese stellten Kathode und Anode dar. Die Filter-
Acrylamidgel-Membran-Filter-Anordnung schloss somit den spiter angelegten
Stromkreis. Die Membran wurde zuerst in Anodenpuffer durchfeuchtet. Jeweils
drei Filterpapiere wurden in Anodenpuffer, hoher konzentriertem Anodenpuffer
und Kathodenpuffer getrankt. Mit der Anode (Kammerboden) beginnend wurde
die Anordnung in folgender Weise zusammengesetzt: Filterpapier mit hoher
konzentriertem Anodenpuffer - Filterpapier mit konzentriertem Anodenpuffer -
Membran - Polyacrylamidgel - Filterpapier mit Kathodenpuffer (siehe Abb. 3.6).
Da Luftblasen und Areale ohne ausreichende Menge der Pufferfliissigkeit den
Stromfluss unterbrechen und den Probentransfer beeintrachtigen wiirden, wurden
alle Bestandteile einzeln platziert und auf Blasenfreiheit und ausreichende
Befeuchtung geachtet. Mit einer Glaspipette und mafdvollem Druck konnten
Luftblasen zum Rand hin ausgestrichen werden, ohne die Pufferlésung mit
auszustreichen. Der Blotvorgang erfolgte, je nach Proteingrofde, fiir 1-3 Stunden
bei einer Stromstirke von 1,5 mA/cm? Nach dem Blotvorgang wurde die
Membran aus der Kammer entnommen und mit Aqua-bidest. von Pufferresten
bzw. Gelresten befreit. Die Proben waren somit lagestabil in der Membran bei
gleicher Position zueinander und zum jeweiligen Marker. Nun konnten die

Proteine mittels spezifischer Antikérper sichtbar gemacht werden.
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Zusammensetzung der Blotpuffer:

10 x Anodenpuffer:
Tris; 300mM
Methanol

H20

pH 10,4

1 x Anodenpuffer:
Tris; 30mM
Methanol

H20

pH 10,4

Kathodenpuffer:

Tris; 25mM

6- Aminohexansaure; 40mM
Methanol

H20

pH9,4

3.4.5 Immunfirbung

363 g
200 ml

800 ml

3,63 g
200 ml

800 ml

303¢g
525¢g
200 ml

800 ml

Methoden

Das zugrundeliegende Prinzip der Immunfarbung liegt in der Antikérper-Antigen-

Bindung bzw. Antikorper-Antikorper-Bindung begriindet. Dabei stellt das gesuchte

Protein das Antigen dar. Der Erstantikorper bindet daran und stellt seinerseits das

Antigen flir den Zweitantikorper dar. Dieser Zweitantikorper ist mit dem Enzym

HRP (horseradish peroxidase) markiert, d.h. die HRP ist an ihm gebunden. Diese

Peroxidase kann ein zugesetztes Substrat, namlich Luminol, oxidieren. Damit wird
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der Primarantikdrper, der an dem Probenprotein gebunden ist, indirekt sichtbar

gemacht. Sein Signal wird detektierbar.

Die vorher genannten Verfahren sind zeitintensiv. Darum mussten die durch das
Blotverfahren gewonnen Membranen getrocknet und kiihl (4°C) gelagert werden.
Die getrockneten Nitrozellulosemembranen waren zu diesem Zeitpunkt noch
Ponceau-gefarbt. Durch zwei 15-miniitige Waschschritte in Waschlésung auf
einem Taumler, wurde das Ponceau-Rot ausgewaschen. Darauf wurde die
Membran fiir eine Stunde in Blocklosung gegeben, um die nicht spezifischen
Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Eine Bindung der Antikérper an
ihre spezifischen Bindungsstellen wurde somit erleichtert. Das Hintergrundsignal
bei der Detektion konnte somit reduziert werden und eine prazisere Analyse und
Auswertung erfolgen. Um ungewollte Interferenzen zwischen den verschiedenen
Inkubationslésungen zu verhindern, wurde die Membran zweimal fiir 15 Minuten
in Waschlésung auf dem Taumler gewaschen. Die Inkubation mit dem geldsten
Erstantikorper erfolgte liber Nacht bei 4°C, ebenfalls auf dem Taumler. Es folgten
zwei Waschschritte fiir 15 Minuten in Waschlésung auf dem Taumler, dann wurde
die Membran fiir eine Stunde mit dem gelosten Zweitantikorper inkubiert.
Anschliefend wurde die Membran fiir 15 Minuten in Waschlésung auf dem
Taumler geschwenkt und danach fiir 1 Minute in ECL-Losung (enhanced
chemiluminescence) geschwenkt. Durch Reaktion mit dem am Zweitantikorper
haftenden HRP wird das in der ECL-Losung enthaltene Luminol (sowie dessen
Derivate) oxidiert. Die oxidierte Form ist lichtemittierend. Diese Lichtemission
(chemiluminescence) zeichnet sich als Licht-Bande(n) ab. Diese wurde in einem
Chemilumineszenz-Aufnahmegerat detektiert. Zur Auswertung wurde die Starke
des Signals des gesuchten Proteins in ein relatives Verhaltnis zu einem nicht
regulierten Protein, entweder Vinkulin oder Aktin, gesetzt. Erst dadurch kénnen
Verdanderungen in der Menge des gesuchten Proteins als solche nachgewiesen
werden. Die zur Auswertung der Daten herangezogene Software war das

Programm Quantity®one.
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Zusammensetzungen des TBS und der verwendeten Losungen:

1xTBS:

Tris 1 mM

NaCl 15 mM

pH 7,4

Waschloésung:

Tween 20 0,1 %(vol/vol)
1xTBS ad 11

1. Antikorperlésungen fiir:

eNOS
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-eNOS-Antikorper 5ul

pSMAD1
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-pSMAD1-Antikérper 10 pl

SMAD?2
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

mouse-anti-SMAD2-Antikorper 10 pl

Methoden
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pSMAD?2
Blocklésung mit 5% MMP 10 ml

rabbit-anti-pSMAD2-Antikérper 10 pl

SMAD3
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-SMAD3-Antikérper 10 pl

pSMAD3
Blocklosung mit 5% BSA 10ml

rabbit-anti-pSMAD3-Antikérper 10pl

SMAD4
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-SMAD4-Antikérper 10 pl

SMADS
Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-SMAD5-Antikérper 10 pl

SMADG6

Blocklosung mit 5% BSA 10 ml

rabbit-anti-SMAD6-Antikérper 10 pl
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Bax
Blocklésung mit 5% MMP

rabbit-anti-Bax-Antikorper

Bcl-2
Blocklosung mit 5% BSA

rabbit-anti-Bcl-2-Antikorper

TGF-B
Blocklosung mit 5% BSA

rabbit-anti-TGF-B-Antikérper

Zweitantikorperlosungen:

je nach Spezies z.B.:

Blocklésung mit 5% MMP

anti-mouse-HRP-Antikorper

Blocklosung mit 5% MMP

anti-rabbit-HRP-Antikérper

10 ml

10 pl

10 ml

10 pl

10 ml

10 pl

10 ml

5ul

10 ml

5ul

Methoden
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3.5 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
3.5.1 Einfiihrung in die Methode

Der EMSA ist eine Nachweismethode fiir DNA-bindende Proteine. Dies konnen z. B.
Transkriptionsfaktoren sein. Beim EMSA werden Proteine bzw. Proteinkomplexe
mit einem fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid inkubiert und zum Nachweis von
Transkriptionsfaktoren in einer nativen Gel-Elektrophorese aufgetrennt. DNA-
Sequenzen enthalten meist einen regulatorischen Bereich eines Gens, den
Promotor oder Enhancer. Die Gel-Elektrophorese lasst in einem elektrischen
Spannungsfeld ein Durchlaufen der Proben durch die Gitterstruktur eines Gels zu.
Die Geschwindigkeit der Proben hangt dabei von deren molaren Masse ab. Nicht
gebundene DNA lduft somit schneller als DNA, an die Faktoren / Proteine
gebunden haben. Die fluoreszierenden Banden werden in einem Fluoimager

gescannt und sichtbar gemacht.

3.5.2 Kernextraktion bei Miduseherzen

Das isolierte Mauseherz (siehe 3.2) wurde mit 1ml Schwellungspuffer versetzt und
bei 5.000 rpm zweimal bis viermal fiir 20 Sekunden unter optischer Kontrolle in
einem Homogenisator (Precellys® 24, VWR International, Wien) homogenisiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfithrt und fiir 40 Minuten
auf Eis gestellt. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt von 8 Minuten bei 3.000
rpm und 4°C. Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt und 1 ml
Homogenisierungspuffer auf das Pellet gegeben. Mittels eines Vortexer® wurde das
Material mit dem Homogenisierungspuffer durchmischt. Nun wurde das
Reagenzgefafd fiir eine Minute auf Eis gestellt. Der Homogenisierungsschritt
erfolgte in einem speziellen Glaspotter mit einem ca. 8cm langen, parallelwandigen
Schaftteil (15ml Fassungsvermdégen) mit kongruentem Teflonpistill. Die Bedienung
erfolgte rein manuell; einer zu starken Schaumbildung konnte so gut vorgebeugt
werden. Es erfolgten flinfzehn Durchbewegungen iiber die gesamte Arbeitslange
des Potters. Im Anschluss wurde das Homogenisat in ein Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt
und erneut fiir 8 Minuten bei 3.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und 300ul Storagepuffer zu dem Pellet hinzugegeben. Auf dem

Taumler wurde das Pellet fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Ein

62



Methoden

Zentrifugationsschritt iiber 5 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C folgte. Der

erhaltene Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif} iiberfiihrt. Die Lagerung

erfolgte bei -80°C.

Zusammensetzung der Puffer:

Schwellungspuffer:

Tris-HCI, pH 7,9 10 mM
KCI 10 mM
MgCl, 1,0 mM
DTT (1:500) 1,0 mM
Homogenisierungspuffer:

Saccharose 300 mM
Tris-HCL, pH 7,9 10 mM
MgCl» 1,5 mM
DTT 1,0 mM
Triton x-100 0,3% (wt/vol)
Storagebuffer

NaCl 300 mM
KCl 50 mM
HEPES (pH 7,5) 10 mM
DTT (1:500) 1,0 mM
Ethylendiamintetraacetat 1,0 mM

PMSF (1:100)

1,0 mM (wt/vol)
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3.5.3 Fluoreszenzmarkierung der Oligonukleotide

Um die Bindung der Proteine an die Oligonukleotide, sowie die Menge an
gebundenem Oligonukleotid detektieren zu kénnen, wurden die Oligonukleotide
fluoreszenzmarkiert. Es wurden hierzu 20ng des zu markierenden

Oligonukleotides mit

10x NE-Buffer 5 ul,
CoCl; (2,5 mM) 5ul,
Cy3-dCTP (10mM) 2,5 pl und

Terminale Transferase (20 U/ul) 0,5 pl versetzt.

Es wurde mit H20 auf ein Volumen von 50 pul aufgefiillt.

Der Ansatz wurde im Thermocycler fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die

Reaktion wurde durch Zugabe von 10ul 0,2 M EDTA (pH 8) gestoppt.

Zusammensetzung des NE-Puffers:

Tris-HCI 50 mM
MgCl, 10 mM
NaCl 100 mM
DTT 1,0 mM
(pH 7.9)

Es wurden folgende Oligonukleotide fluoreszenzmarkiert:
SBE 5-GTACATTGTCA

GTCTAGACATACT-3

AP1 5-ATCCGCTTGA

TGAGTCAGCCGGAA-Z
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3.5.4 Durchfithrung des EMSAs im nativen Gel

3.5.4.1 Probenvorbereitung

Fir die Analysen wurden stets gleiche Konzentrationen eingesetzt. Die
unterschiedlichen Volumina der Proben wurden mit TXN-Puffer auf ein Volumen
von 10pl ausgeglichen. Danach wurden je 7,5ul Mix 1 zugegeben. Dieser bestand
aus 0,5ul dIdC, sowie 7ul TXN-Puffer. Die Proben wurden fiir 15 Minuten bei 30°C
im Thermocycler inkubiert. Danach wurden je 2,5pul Mix 2 zugegeben. Dieser
bestand aus 1pul des markierten Oligonukleotids mit 1,5ul TXN-Puffer. Die Proben

wurden fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert.

Zusammensetzung des TXN-Puffers:

Glycerin 10% (vol/vol)
Tris/HCI 20,0 mM

KCl 5,0 mM

MgCl» 5,0 mM

DTT 3,0 mM

PMSF 0,2 mM

3.5.4.2 Herstellung des nativen Gels

Flr die Herstellung des nativen Gels wurde eine Glasvorlage aus zwei Glasplatten
identischer Grofde montiert. Entlang zweier gegeniiberliegender Seiten wurde je
ein Spacer (1,5mm) platziert; diese schlossen biindig mit den Kanten der
Glasplatten ab. Durch zwei Schraubklemmen, im Bereich der Spacer, wurden die
Einzelteile verbunden. Die Glasvorlage wurde mit den ge6ffneten Seiten nach oben
und unten orientiert in einem Standfufd befestigt. Die untere getffnete Seite wurde
mit Parafilm® Laborfilm verschlossen. Die untenstehende Acrylamid-Losung
wurde umgehend blasenfrei in die vorbereitete Glasvorlage eingefiillt und ein
Kamm zum Formen der Geltaschen eingebracht. Das Gel polymerisierte fiir ca. 30
Minuten bei Raumtemperatur. Nach der Polymerisation werden Taschenkamm

und Parafilm® entfernt.
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Zusammensetzung des nativen Gels:

AA/BA (80/1) 40% 4 ml
5xTBE-Puffer 4 ml
Glycerin 1ml
H,O ad 40 ml
TEMED 34 ul
APS 10% 200 pl

Zusammensetzung des SXTBE-Puffers:

Borsaure 445 mM
EDTA-Na;  2H-0 10 mM
Tris / HCI 445 mM

3.5.4.3 Durchfiihrung des Assays

Das Gel wird in einer Elektrophoresekammer platziert. Diese wird mit 0,5x TBE-
Puffer befillt. Die Kammer besitzt einen Deckel, der das Befiillen der Oberseite des
Gels samt Probentaschen erlaubt. Das am Deckel befestigte Gel schwebt frei iiber
dem Kammerboden. Dieser wird ebenfalls mit Puffer befiillt. Das Gel schlief3t den
Stromkreis zwischen beiden Teilbereichen der Kammer. Die Elektrophorese wird
stets bei 4°C durchgefiihrt. Nachdem Luftblasen, die den Stromfluss unterbrechen
wirden, entfernt und die Probentaschen gespiilt wurden, wird ein sog. Vorlauf von
10-30 Minuten bei 60V durchgefiihrt. Danach werden die Taschen nochmals
gespllt und die Taschen mit den Proben beladen. Zur optischen Kontrolle der
zurlckgelegten Laufstrecke wird eine Tasche mit einem farbigen Marker
(gefarbter TAE-Puffer) beladen. Der Probenlauf wird fiir ca. 2,5h bei 150V
durchgefiihrt. Direkt im Anschluss wird das Gel aus der Elektrophoresekammer
entnommen, die Schraubklemmen entfernt und die Oberflache der Glasplatten

schlierenfrei gereinigt. Die Fluoreszenzmessung erfolgt in einem Fluoimager®.
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3.5.5 Auswertung des EMSAs

Das im Fluoimager® aufgenommene Foto zeigt das Laufgel in seiner gesamten
Ausdehnung. So kann der Verlauf aller Proben bzw. die Position aller Banden
vollstandig tberblickt werden. Der sog. Shift der gesuchten Banden ist auf die
erhohte molekulare Masse des Gesamtmolekiils nach Bindung eines Proteins an
die zugegebenen Oligonukleotide zuriickzufiihren. Dadurch ordnen sich die
Banden weiter oben im Gel an. Dies entspricht einer geringeren Laufstrecke, als
dies bei Proben, ohne gebundene Proteine, der Fall wire. Der an das
Oligonukleotid gebundene Fluoreszenzfarbstoff liefert das Signal fiir den
Photoimager. Die Signalstirke entspricht im Foto der Schwarzung der jeweiligen
Bande (siehe Abbildung 3.6). Die geshiftete Bande reprasentiert die Menge an
gebundenem, markierten Oligonukleotid. Ungebundene Oligonukleotide besitzen
aufgrund ihrer geringeren molekularen Masse eine hohere Laufgeschwindigkeit
und ordnen sich weiter unten im Gel an. Die Signalstirke der geshifteten Banden

konnen mit Hilfe der Software Quantity®one quantitativ erfasst werden.

Shift-Banden > “...‘

Freie Oligonukleotide> } m

-

Abb. 3.7 Fotoaufnahme des Fluoreszenzsignals eines EMSAs zum Nachweis der Bindungsaktivitat
von SMAD-Proteinen. Es wurden sechs Proben aufgetragen. Links beginnend wurden abwechselnd
Proben von Wildtyp-Mausen gefolgt von Proben von TGiINOS-Mausen aufgetragen. Ganz rechts
befand sich eine Negativkontrolle. Bei dieser zeigte sich keine Shift-Bande.
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Zum Nachweis der Spezifitit der zugrundeliegenden Bindung kann eine sog.
kompetitive Bindung durchgefiihrt werden. Dabei erhalten die Proben in einem
zusatzlichen Inkubationsschritt vor Zugabe der markierten Oligonukleotide,
unmarkierte Oligonukleotide in 50-fach hoherer Konzentration. Gehen die
unmarkierten Oligonukleotide bereits eine Bindung zu den Proteinen der Probe
ein, konnen die danach zugegebenen markierten Oligonukleotide nicht mehr
binden. Die Folge ist im Fall einer vollstandigen Besetzung aller moglichen

Bindungsstellen, dass sich keine Shift-Bande in dieser Probe detektieren lasst.

3.6 Praparation isolierter Kardiomyozyten

Die unter 2.1 beschriebenen Tiere wurden mittels CO2 narkotisiert, getdtet und
thorakotomiert. Das Herz wurde mit samt der Lungen entnommen und in eine
Schale mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl) tiberfiihrt. Das Herz wurde
von den Lungen getrennt. Unter Vergrofierung mittels binokularem
Operationsmikroskop (Leica, Wetzlar) wurde der Aortenbogen freiprapariert und
dargestellt. Die Aorta wurde proximal des Truncus brachiocephalicus durchtrennt.
Mit feinen Pinzetten wurde das Lumen der Aorta vorsichtig geweitet und iiber eine
Kaniile platziert. Dabei wurde darauf geachtet, ein zu tiefes Eindringen der Kaniile
und damit eine mdgliche Schiadigung der Aortenklappen zu verhindern. Die
Position des Herzens an der Kaniile wurde mit einer Mikroklemme, die moglichst
distal an der Aorta platziert wurde, gesichert. Dies erlaubte, das zusatzliche
Anlegen einer Ligatur. Die eigens fiir diese Methode modifizierten Kaniilen
besafden eine nicht schneidende, rechtwinklig zur Kaniilenachse eingekiirzte und
entgratete Spitze, sowie eine ca. 2,5mm von dieser entfernt liegende zirkuldre
Einkerbung. Die Ligatur kam in dieser Einkerbung zu liegen. Mit einer
luftblasenfrei angeschlossenen Spritze wurde das Herz retrograd gespiilt. Zur
optischen Kontrolle, das Herz korrekt auf der Kaniile positioniert zu haben, diente
die deutlich sichtbare Volumenzunahme des Herzen und v.a. das Verblassen der
Oberflache insbesondere der Koronargefafie. Das Herz wurde blasenfrei an eine
mit 45ml Powell-Medium gefiillte Perfusionsanlage angehdangt und mit einer
Durchflussmenge von ca. 1 Tropfen/min blutfrei retrograd perfundiert (siehe
Abbildung 3.8). Die ersten 5ml, die das angehdangte Herz durchflossen, wurden

verworfen. Der Kreislauf der Anlage wurde geschlossen, und das
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Perfusionsmedium mit 20mg Kollagenase (Biochrom, Berlin), die in 5ml Powell-
Medium geldst wurden, versetzt. Die Zirkulation wurde 25min lang durchgefiihrt.
Das Herz wurde von der Kaniile so abgetrennt, dass die Aorta, sowie die Vorhofe
an der Kantile verblieben. Das so erhaltene Ventrikelgewebe wurde zur Herzspitze
hin eingeschnitten. Ein zweiter Schnitt wurde um 90° versetzt durchgefiihrt und
das Gewebe mit einem Gewebehacker (Tissue Chopper 1086, Bachofer,
Reutlingen) bei einer Schnittbreite von 0,7mm mechanisch zerkleinert. Es folgte
ein Nachverdau in 5ml des Kollagenase-Puffers fiir 5 Minuten. Dabei wurde das
Gewebe wiederholt mit einer 10ml Pipette eingesaugt. Die so gewonnene
Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur durch ein Nylonnetz mit 200pum
Porengrofie filtriert, um Bindegewebsstiicke abzutrennen. Das Filtrat wurde fiir 3
min bei 400 rpm zentrifugiert (Bigifuge GL, Heraeus-Christ, Osterode/Harz), um
Zelltrimmer und kleinere Zellen, wie z.B. Endothel-Zellen, von intakten Myozyten
zu trennen. In vier Schritten wurden die Zellen mit in Powell-Medium gel6stem
CaClz von jeweils 125uM, 250 uM, 500 pM und 1000 pM aufgenommen. Dazu folgte
jeder Zugabe von 2ml der jeweiligen Losung ein Zentrifugierschritt mit 300 Upm,
fir eine Minute. Der Uberstand oberhalb des Pellets wurde vorsichtig
abgenommen, so dass nur die frei im Medium schwebenden, kaputten
Kardiomyozyten mit entfernt wurden. Umgehend wurde das verbleibende Pellet
mit der nachst hoher konzentrierten Losung versetzt. Dieses Vorgehen wurde bis
zur Konzentration von 1000 pM CaCl; wiederholt und endete mit dem Abnehmen
des entstandenen Uberstandes. Es verblieb ein Sediment aus aggregierten,
vorwiegend intakten Zellen. Die Zellen wurden umgehend fiir die Kurzzeitkultur in
modifiziertem Kulturmedium 199 (CCT-Medium) resuspendiert. 35mm
Gewebekulturschalen (Falcon Nr. 3004) wurden mindestens zwei Stunden zuvor
mit 1ml modifiziertem Kulturmedium 199 (CCT plus 2% Penicillin/Streptomycin,
plus 10pl Laminin) vorplattiert und bei 37°C im Brutschrank (Cytoperm, Heraeus,
Osterode/Harz) aufbewahrt. Unmittelbar vor dem Ausplattieren der im
Kulturmedium resuspendierten isolierten Zellen, wurde das Vorplattiermedium
von den Kulturschalen abgesaugt. Je 1ml der Zellsuspension wurden in eine 35mm
Kulturschale ausplattiert. Nach einer Stunde haben sich die stdbchenférmigen,
intakten Kardiomyozyten am Boden der Kulturschale angeheftet. Die im Medium

schwimmenden, abgerundeten, devitalen Zellen konnten zusammen mit dem
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Medium vor Beginn der Versuche abgesaugt werden. Das abgesaugte Medium

wurde durch vorgewarmtes Medium (37°C) ersetzt.

Abb. 3.8 Abgebildet ist der Praparationsplatz mit dem verwendeten Operationsmikroskop (Leica,
Wetzlar), zur genauen Prdparation der Aorta. Die Kaniile musste in der Aorta so platziert werden,
dass das Herz retrograd durch die Koronargefiafde perfundiert werden konnte. Die Position des
Herzen auf der Kaniile wurde mit einer Mikroklemme und einer zusatzlichen Ligatur gesichert. Die
Ligatur wurde tber einer zirkular um die Kaniile verlaufenden Einkerbung platziert, um ein
Verschieben zu verhindern.
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Abb. 3.9 zeigt ein zur retrograden Perfusion prapariertes Mauseherz. Dieses wurde bereits an die
Langendorff-Apparatur angehdngt. Das Herz wurde zum Zeitpunkt der Aufnahme zunachst mit
Powell-Medium perfundiert, bevor anschliefRend der im Hintergrund zu sehende, mittels eines
internen Flissigkeitskreislaufs bei konstant 37°C temperierten Auffangbehalter unter dem Herzen
platziert und der Kreislauf der Langendorffapparatur somit geschlossen wurde.
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Abb. 3.10 zeigt die Langendorffapparatur, sowie von links nach rechts: eine Rollerpumpe, die das
Powell-Medium innerhalb der Langendorffapparatur beférdert, eine Warmwasseranlage zur
Temperierung der Langendorffapparatur, ein Wasserbad zur Temperierung der verwendeten
Medien, sowie ein Tissue-Chopper zum ersten Aufbereiten der perfundierten Herzen.
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3.6.1 Probenvorbereitung

Nachfolgende Untersuchungen erfolgten als Akutversuch. D.h., dass sich die
Messungen unmittelbar an die Zellpraparation in 3.6 anschlossen. Die
Kontraktionsparameter wurden entweder ohne Zugabe von Reagenzien, unter
Zugabe von Isoprenalin, zur Stimulation der -adrenergen Rezeptoren, oder unter

Zugabe von TGF-f1, zur Induktion der Apoptose, durchgefiihrt.

Zusammensetzung der Medien und Puffer:

Powell-Medium:

NacCl 110,0 mM
KCl 2,6 mM
KH2PO4 1,2 mM
MgS04 1,2 mM
NaHCOs3 25,0 mM
Glukose 11,0 mM

M199/HEPES Stammlésung:
2 Pakete M199 (9,62 g/1) HEPES 15,1 mM
Ad 101 Aqua bidest.

pH 7,4
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CCT-Puffer:

M199 / HEPES-Stammlosung x ml
Kreatin 5 mM
Karnitin 2 mM
Taurin 5 mM
Penicillin 100 IE / ml
Streptomycin 100 pg / ml
Cytosin-B-Arabinofuranosid 10 uM
Vorplattiermedium:

CCT-Medium 3ml
Laminin 10 pl

Ausplattiermedium / Waschmedium fiir isolierte Kardiomyozyten

CCT-Medium xml
Streptomycin/Penicillin 2%
Gentamycin 0,1%

10 x PBS

KCI 2,7 mM
KH2PO4 1,5 mM
NaCl 150,0 mM
Na;HPO4 - 7H:0 8,1 mM
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3.7 Messung von Myokardzellkontraktionen im elektrischen
Feld

3.7.1 Elektrische Stimulation und Steuerung der Myokardzellkontraktion

Die Kulturschale wurde in eine formkongruente Aussparung eines Objekttisches
eines Mikroskops eingelassen und mit einem speziellen Deckel verschlossen. In
diesen Deckel waren vier Bohrldcher in der Weise angeordnet, dass sie anndhernd
die Eckpunkte desjenigen Quadrates bildeten, welches die grofdtmogliche Flache
des kreisformigen Deckels einschliefdt. Der Draht, der spater an die Kathode des
Elektrostimulators angeschlossen wurde, war durch eines dieser Locher in das
Innere des Deckels gefiihrt worden, so dass er in das Medium in der Kulturschale
eintauchen konnte. Durch ein benachbartes Bohrloch wurde dieser wieder nach
aufden gefiihrt. Dabei war er so gebogen, dass er anndhernd senkrecht in das
Medium eintauchte, dann rechtwinklig abbog, um parallel zur Oberfliche des
Mediums zu verlaufen und durch eine weitere rechtwinklige Biegung das Medium
senkrecht zur Oberflache verlief. Mit dem Draht, der spiter an die Anode
angeschlossen wurde, verfuhr man auf die gleiche Weise. In der mit diesem Deckel
geschlossenen Kulturschale lagen sich also zwei horizontal verlaufende Drahte
gegeniiber, die beide in den Puffer eintauchten. Die beiden Drahte stellten Kathode
und Anode in der Schale dar. Wurden sie an den Stimulator angeschlossen, baute
sich zwischen ihnen ein elektrisches Feld auf, das aufgrund der Form des Drahtes
einem homogenen Feld angendhert war und so zu einem relativ gleichmafiigen
Stromfluss durch die Zellen zwischen den beiden Drahten fiihrte. Die Zellen
wurden mit biphasischen Stromstdfden, die von zwei 60 Volt starken,
entgegengesetzten Rechteckspannungen ausgelost wurden und jeweils 0,5
Millisekunden dauerten, zur Kontraktion stimuliert. Zeitweise auftretende
Spontankontraktionen mit unregelmifiiger Frequenz wurden durch die
Stimulation vereinheitlicht, indem der Stimulator ihnen seine Stromstossfrequenz
als Kontraktionsfrequenz vorgab. Zellen, welche die vorgegebene Frequenz nicht
annahmen, wurden in den Experimenten nicht berticksichtigt. Man konnte nun den
Myokardzellen verschiedene Frequenzen vorgeben, indem man die

Stimulationsfrequenz dnderte.
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3.7.2 Messung der Kontraktionsparameter

Die Kontraktionsparameter wurden mit einer Gerateanordnung der Firma
Scientific Instruments GmbH aus Heidelberg erfasst. Wahrend der Stimulation der
Zellen befand sich die Kulturschale auf dem Objekttisch eines Mikroskops. Durch
das Mikroskop war es moglich, die Zellen bei ihren Kontraktionen zu beobachten.
An das Mikroskop waren zwei Kameras angeschlossen. Die eine Kamera war eine
Videokamera zur Beobachtung des Okularbildes auf einem Monitor. Bei der
anderen handelte es sich um eine Zeilenkamera, die in der Lage war, Zellgrenzen
zu erkennen, da sie verschiedene Helligkeiten wahrnehmen konnte, so auch den
Hell-Dunkel- bzw. Dunkel-Hell-Ubergang an der Grenze zwischen Zelle und
Hintergrund. Um nun eine Kontraktion mit der Zeilenkamera beobachten zu
konnen, musste man die Zeilenkamera so positionieren, dass beide Zellenden im
Bild der eindimensionalen Zeile lagen. Dazu bewegte man die Kulturschale so, dass
sich die zu untersuchende Zelle genau in der Mitte des Okularbildes befand, und
drehte dann die Zeilenkamera, bis man am Videobild sehen konnte, dass sich beide
Zellenden im Erfassungsbereich der Zeilenkamera befanden. Das in elektrische
Signale umgewandelte Bild der Zeilenkamera wurde nicht auf einem Monitor,
sondern iber das Interface auf einem Oszillographen dargestellt. Die Ablenkzeit
war auf dem Horizontalverstirker fest auf 0,1 ms/cm eingestellt, der
Vertikalverstarker war auf 5V/div (div Abkiirzung fiir: ,diversion®, bezeichnet
einen Block/Bereich der Skalierung z.B. eines Anzeigegerates) geregelt. Fiir die
Bilddarstellung wurde er intern getriggert. Der Oszillograph begann so die
Interface-Spannung am zweiten Kanal aufzuzeichnen. Am Bildschirm des
Oszillographen sah man an dieser Stelle im Bild des zweiten Kanals einen Sprung
der Horizontalen aus der Null-Kontraktion ihrer Position. So veranderte sich auch
die Position, an welcher der Trigger-Wert erreicht wurde. Damit verdnderte sich
ebenso die Stelle, an der die Horizontale nach oben sprang. Im bewegten Bild sah
man, wie sich die obere Horizontale an ihrer Kante vor und zuriick bewegte. Man
konnte also die Zelllinge und die Zellkontraktion an dieser Zellkante anhand der
Horizontalen beobachten. An der anderen Zellkante verfuhr man analog. Die
Information ,Interface Spannung” ,an“ bzw. ,Interface-Spannung“ ,aus“ wurde

vom Oszillograph an das Interface weitergegeben, welches wiederum an einen
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Computer weitergeleitet wurde. Auf diesem PC lief das Programm Mucell der
Firma Scientific Instruments GmbH. Dieses Programm registrierte aus der
Information - Spannung an bzw. Spannung aus - die Liange der Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt. Anhand der Zelllingen zu verschiedenen Zeitpunkten
erstellte das Programm einen Graphen, der die Zelllinge in Abhangigkeit der Zeit
darstellte, also eine Kurve welche die Kontraktion der Zelle darstellte. Der
Computer erkannte an der jeweils einsetzenden Langenverkiirzung den Beginn
einer Kontraktion. Er nahm 5 Kontraktionen auf und ermittelte folgende Werte als

Mittelwerte aus dem jeweiligen 5 Einzelmessungen:
Die maximale Zelllange (diastolische Zelllinge) in Mikrometern
Die minimale Zellldnge (systolische Zelllange) in Mikrometern

Die Zeit vom Beginn der Kontraktion bis zur maximalen Kontraktion (“Time-to-

Peak”) in Millisekunden

Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit in Mikrometern pro Sekunde

(bestimmt aus der ersten Ableitung der Kontraktionskurve)
Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit in Mikrometern pro Sekunde

Die Zeit von der 10%-igen Zellkontraktion bis zur vollstandigen Zellkontraktion in

Millisekunden (“T10-to-Peak”)

Die Zeit von der maximalen Kontraktion bis zur Relaxation um 90% der

Zellverkiirzungsstrecke (“R90-Wert”)
Aus diesen Parametern wurden noch drei weitere Parameter errechnet:

Der Quotient AL/L : Man bildet den Quotienten aus systolischer und diastolischer
Zelllange (AL). In Prozent ausgedriickt zeigt die AL/L an, um wie viel Prozent ihrer

diastolischen Lange sich die Zelle wahrend der Kontraktion verktirzt.
Die Conmax als Ratenkonstante fiir maximale Kontraktionsgeschwindigkeit:

Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit wird als erste zeitliche Ableitung der

Zellverkiirzung bestimmt und in pm/s angegeben.

Die Relmax als Ratenkonstante fiir die maximale Relaxationsgeschwindigkeit wird

als erste zeitliche Ableitung der Relaxation bestimmt und in pum/s angegeben.
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3.7.3 Messprotokoll

Jede Zelle wurde auf die oben beschriebene Weise bei einer Frequenz von 4Hz
viermal ausgemessen, wobei zwischen zwei Messungen jeweils 15 Sekunden
verstrichen. Danach wurde die Zelle in gleicher Weise bei 2 Hz und 1 Hz
ausgemessen. Die so erhaltenen vier Mittelwerte der Kontraktionsparameter
wurden in das Programm Excel lbertragen und weiter verarbeitet: Aus diesen
jeweiligen ersten vier Mittelwerten wurden Mittelwert, Standardabweichungen

und Median bestimmt.

3.8 Apoptosenachweis
3.8.1 Caspase-3/7 Assay

Der eingesetzte Caspase Assay (Caspase-Glo® 3/7 Assay, Promega, USA) dient der
Messung der Caspase 3 und 7- Aktivitat. Caspase 3 und 7 sind Angehorige der
cysteine  aspartic  acid-specific = protease-Familie. = Caspasen  spalten
Peptidbindungen am C-terminalen Ende der Aminosaure Aspartat. Die Caspase-
Aktivitat ist spezifisch fiir Apoptose. Der Nachweis der Aktivitdt der Caspase 3 und
7 gibt direkten Hinweis auf das Vorliegen apoptotischer Prozesse. Diese Caspasen
sind Effektor-Caspasen, die durch Initiator-Caspasen (Caspase 8 und 9) aktiviert
werden. Die Effektor-Caspasen spalten zellulare Strukturproteine wie Aktin und

Laminin; aktivieren aber auch Nukleasen, die wiederum nukleare DNA abbauen.

3.8.2 Durchfiihrung der Methode
Die Praparation der Kardiomyozyten wurde analog zu 3.6 vorgenommen.

Die Zellen wurden direkt nach ihrer Praparation in CCT-Medium ausplattiert. Zur
Durchfithrung des Versuchs wurde eine schwarze 24-Well-Platte verwendet. Die
Versuchsanordnung enthielt Kardiomyozyten der transgenen Tiere, sowie
Kontrollen (Kardiomyozyten der Wildtypen). Die Zellen eines Herzen wurden in 6
Wells zu je 500ul ausplattiert. Die Wells wurden mindestens 2 Stunden zuvor
(oder am Vortag) mit je 10yl Laminin in 3 ml CCT-Medium befiillt und im
Brutschrank bei 37°C gelagert. Direkt vor dem Ausplattieren wurde das Medium
abgesaugt. Eine Stunde nach dem Ausplattieren wurden die Zellen gewaschen. D.h.

alle Zellen, die nicht am Boden der Wells an das Laminin gebunden hatten, wurden
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mit dem CCT-Medium abgesaugt. Die Wells wurden mit 200pul CCT-Medium
versetzt. Dieses Medium war fiir vier der sechs Wells unbehandelt. Fiir zwei Wells
wurde das Medium mit 3 ng/ml TGF-pB1 versetzt. Nach zwei Stunden wurden zwei
weitere Wells abgesaugt und mit 200ul CCT-Medium mit TGF-f1 befiillt. Nach
weiteren vier Stunden wurde in alle Wells 200ul Caspase-Glo®-Mix gegeben.
Damit erfolgte die Messung 4 Stunden bzw. 6 Stunden nach TGF-f Inkubation in

einem Photometer.

Um Schwankungen in der Zahl der Kardiomyozyten je Well herausrechnen zu
konnen, wurden die Zellen geerntet und quantitativ analysiert. Als Methode wurde

hier die Proteinmengenbestimmung nach Bradford durchgefiihrt.

3.8.3 Bestimmung des Proteingehalts

Die angewandte Methode nach Bradford (1976), wie auch nach Lowry, greifen auf
eine photometrische Messung zuriick. Farbstoffe sind: Triphenylmethanfarbstoff
und Coomassie-Brilliant-Bau G250. Die Absorption des Farbstoffs liegt bei 465nm,
die des Proteinkomplex bei 595nm. Photometrischen Messungen liegt das

Lambert-Beersche Gesetz zugrunde.
A=excxd

(A=Absorption, e=molarer Extinktionskoeffizient, d=Schichtdicke,

c=Konzentration der absorbierenden Substanz)

Dieses besagt, dass die Extinktion direkt proportional zur Schichtdicke des
durchstrahlten Korpers und der Konzentration des durchstrahlten Stoffes ist.
Gemessen wird die Intensitdtsschwachung eines monochromatischen Lichtstrahls
bekannter Wellenldnge nach dem Durchstrahlen einer absorbierenden Probe
bekannten Volumens in einem bekannten Abstand. Somit bleibt die Konzentration
der Probe die einzige Unbekannte der Formel und es kann nach ihr aufgeldst
werden. Um den intensitiatsschwachenden Einfluss des Gefafdes, welches die
Proben tragt (96 well plate) und der zugegebenen Reagenzien nicht mit zu
erfassen, wurde eine Referenzmessung fir jeden Lauf durchgefiihrt. Die
Referenzmessung erfolgte bei 589nm iiber eine sog. Standardreihe. Dies war eine

Verdiinnungsreihe einer BSA-Losung bekannter Konzentrationen.
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3.8.4 Durchfithrung der Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Die Proben und die Kontrolle wurden jeweils doppelt bestimmt. Dazu wurde ein
Volumen von jeweils 10pl in einen zum Photometerfabrikat passenden
Probentragen und dazu 200pul Bradford-Reagenz gegeben. Die Bradford-Reagenz

farbte das Protein an. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 578nm.

3.9 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte * Standardabweichungen vom Mittelwert
(SD) aus n verschiedenen, unabhingig durchgefiihrten Experimenten ermittelt. Bei
Vergleichen zwischen zwei Gruppen wurde ein konventioneller T-Test
herangezogen. Wurden mehr als zwei Gruppen in einem Experiment verglichen,
wurde zundchst eine Varianzanalyse durchgefiihrt (ANOVA) und anschlief3end ein
Student-Neumann-Keuls-Test als post hoc Test verwendet. Daten mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 wurden als statistisch signifikant
angesehen. Die Daten wurden mit Hilfe von Microsoft Excell 2000® bzw. Microsoft
Excel for Mac 2008® Version 12.2.8 (Microsoft Corp., USA), als auch SPSS® Version
1.5.1 (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit war die Untersuchung transgener Mause,
die die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) herzspezifisch
liberexprimieren. Diese transgene Mausline-TGiNOS 36 wurde von Frau Dr. J.
Heger generiert (Heger et al.,, 2003) und im Tierstall des Physiologischen Instituts
der JLU-Giefsen geziichtet und gehalten. iNOS-liberexprimierende Mause wurden

mit FVB-Mausen verpaart.

Um die Nachkommen einer der beiden Gruppen (TGiNOS-Mause / Wildtyp-Mause)
zuordnen zu konnen, wurde jedes einzelne Tier anhand einer Schwanzbiopsie
genotypisiert. Die hierfiir benutzten Primer amplifizierten ein 920 bp grofses DNA-
Fragment, das einen Teil des a-MHC-Promotors und den 5’-Bereich des iNOS-Gens
beinhaltet. Somit konnte das iNOS-Transgen vom endogenen iNOS-Gen
unterschieden werden. Dies ist in Abb. 4.1 zu sehen. Wahrend die iNOS-Probe
anhand des 920 bp-Fragments, bei DNA aus TGiNOS-Tieren zu erkennen ist, wird

dieses Fragment bei den Wildtyp-Mausen nicht amplifiziert.

1000bp €920bp
500bp
100bp- Marker WT TGiNOS
Abb. 4.1 Ausschnitt aus einem Agarose-Gel. Dargestellt sind PCR-Amplifikate von Proben

genomischer DNA, isoliert aus Schwanzbiopsien einer Wildtyp-Maus (Mitte) und einer TGiNOS-
Maus (Rechts). Als Marker dient ein 100 bp-Marker (Links). Bei den TGiNOS-Proben zeigt sich eine
spezifische, 920bp grofde Bande; bei den Wildtyp-Tieren bleibt diese aus.
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Zeitraum dieser Untersuchung ergab die Zucht eine Zahl von 297 Nachkommen.
Transgene Nachkommen traten in einem Verhiltnis von etwa 1:1 gegeniiber
Wildtypen auf. Sowohl die Gruppe der TGiNOS-Tiere, wie auch die Gruppe der
Wildtypen wiesen eine ausgeglichene Geschlechtsverteilung von etwa 1:1
mannlicher zu weiblicher Mause auf. In den Versuchen wurden maénnliche und

weibliche Tiere in einem gleichen Zahlenverhaltnis eingesetzt.

4.1.1 Expressionsanalyse der TGiNOS-Herzen

Zum Nachweis der Transkription des integrierten Transgens wurde eine
Expressionsanalyse mittels Real-Time quantitative RT-PCR vorgenommen und die
relative mRNA-Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

in TGINOS-, sowie Wildtyp-Herzen analysiert.

Die RNA wurde aus Gesamtherzen isoliert. Die isolierte RNA wurde
elektrophoretisch aufgetrennt, um die Qualitit der RNA zu iiberpriifen. Intakte
RNA ist durch zwei ribosomale Banden in einem ungefahren Verhiltnis von 2:1
28S-rRNA zu 18S-rRNA gekennzeichnet (Chomczynski et al., 1987). Wie in Abb. 4.2
zu sehen, waren zwei spezifische und deutlich voneinander getrennte Banden

ribosomaler RNA nachweisbar.

o . B BN 28S-rRNA-Banden
1000 bp el B B 185-rRNA-Banden
500 bp

100bp-Marker - je 10pug RNA pro Tasche-

Abb. 4.2 Ausschnitt aus einem 1,5% Agarose-Gel. Verwendet wurde ein 100bp-Marker. Dargestellt
sind RNA-Proben der Versuchstiere vor der Analyse der mRNA-Expression. Zu sehen sind die
beiden ribosomalen RNA-Banden der 28s- und 18s-rRNA, die die Intaktheit der Gesamt-RNA
nachweisen.
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Ergebnisse

In der daraufhin folgend durchgefiihrten Real-Time quantitative RT-PCR zeigte
sich eine signifikant gesteigerte iNOS mRNA Expression bei den TGiNOS-Tieren
gegeniiber den WT-Tieren. Die relative mRNA-Expression ergab fiir die TGiNOS-
Tiere 1620,58+489,58% gegentiber der (WT) 1,00+0,64%. Analysiert wurden
Proben aus Tieren verschiedener Filialgenerationen.
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Abb. 4.3 Relative Uberexpression der iNOS-mRNA in WT und transgenen Mausen. Dargestellt ist die
mRNA-Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS). Die abgebildeten Werte
sind Mittelwerte +SD. (WT = 1%) Die Daten wurden mittels Real-Time quantitative RT-PCR aus
Proben von Gesamtherzen gewonnen. n=10;***p<0,001 TGINOS vs. WT

Die Integration des Transgens fiihrte somit zu einer signifikanten Steigerung der

mRNA-Expression der iNOS in den Nachfolgegenerationen der transgenen Mause.

4.1.1.1 Anstieg der relativen iNOS Proteinexpression

Zum Nachweis der Translation der erhohten iNOS mRNA-Menge wurde ein
Western Blot mit Antikorpern gegen das iNOS-Protein durchgefiihrt. Untersucht
wurden Gesamtproteinproben aus Herzen von transgenen Mausen. Als Kontrolle
dienten identisch aufgearbeitete Proben der Wildtyp Tiere. Abb. 4.4 zeigt, dass die
iNOS Protein-Expression in TGiNOS-Mausen hoch signifikant gestiegen ist.
591+18,78% vs. 100+18,91%. Somit ist auch auf Proteinebene eine deutliche

Uberexpression der iNOS zu sehen.
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Abb. 4.4 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen iNOS und Vinkulin, sowie b. die
quantitative Analyse der Proteinexpression fiir iNOS in Bezug auf das in der Probe enthaltene
Vinkulin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben. n=6;
*ok

p<0,01

4.1.1.2 Keine verringerte eNOS Expression

Insuffiziente Herzen zeigen oft eine reduzierte eNOS-Expression. Da iNOS-
Uberexpression mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz in Verbindung

gebracht wird, wurde die Expression der eNOS in TGiNOS- und Wildtyp-Herzen

untersucht.
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Abb. 4.5 Dargestellt ist die mRNA-Expression der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS).
Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time quantitative RT-
PCR aus Proben von Gesamtherzen gewonnen (n=10).
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Ergebnisse

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse zeigen mit etwa 94% bezogen auf die
Kontrolle (95,73+11,06% TGINOS vs. 100%21,87% in WT-Maiusen) keine
signifikant abweichende Expression der eNOS-mRNA und belegen damit weiterhin,
dass die alleinige iNOS-Expression basal zu keiner Veranderung anderer NOS-

Isoformen fiihrt.

4.2 Funktionsanalysen isolierter adulter Kardiomyozyten
4.2.1 Myokardzellkontraktionen im elektrischen Feld

Bisherige Untersuchungen mit der TGiNOS-Maus wurden ausschliefdlich an
Gesamtherzen durchgefiihrt. Dabei konnten moderate Einfliisse erhohter iNOS-
Aktivitdit auf die Hamodynamik gezeigt werden. Deshalb wurden nun
Mauskardiomyozyten isoliert und die Zellkontraktion untersucht. Im Folgenden
sind die Ergebnisse der Untersuchungen an vereinzelten Kardiomyozyten
dargestellt. Dabei wurden die Zellen in nicht modifiziertem Kulturmedium
untersucht, wodurch eine weitgehend lastfreie Zellverkiirzung gewahrleistet

wurde.

Als Grad fiir die Kontraktion der Zellen wurden deren prozentuale Verkiirzung in
Relation Zu ihrer diastolischen Zelllange, die maximale
Kontraktionsgeschwindigkeit, sowie die maximale Relaxationsgeschwindigkeit
bestimmt. Die Zellen wurden mit einer Frequenz von 1Hz stimuliert. Es zeigte sich
eine, im Vergleich zu den WT-Kardiomyozyten eine signifikant um 34,54%
gesteigerte Kontraktionsgeschwindigkeit (282,43um/s in TGiNOS vs. 209,8um/s in
WT), sowie eine signifikant um 47,14% gesteigerte Relaxationsgeschwindigkeit
(266,46um/s in TGINOS vs. 181,09um/s in WT), (Abb. 4.6). Bei einer
Stimulationsfrequenz von 2Hz (Abb. 4.7) war neben der um signifikant um 43,85%
gesteigerten Kontraktionsgeschwindigkeit (287,03um/s in TGINOS vs. 199,53um/s
in WT) wund der ebenfalls signifikant um 44,31% gesteigerten
Relaxationsgeschwindigkeit (265,06pum/s in TGiNOS vs. 183,68um/s WT) auch die
relative Zellverkiirung der TGiNOS-Kardiomyozyten signifikant um 47,21% erhoht
(10,54% in TGINOS vs. 7,16% WT).

85



4.2.2 Kontraktionsparameter unter L-Arginin-Gabe bei Stimulation mit 1Hz
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Abb. 4.6 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikularer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere fiir eine Stimulationsfrequenz von 1Hz. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler fiir a. die relative Zellverkiirzung [dL/L(%])], b. die
Relaxationsgeschwindigkeit [Rel-Vel] und c. die Verkiirzungsgeschwindigkeit [Con-Vel]. ***p<0,001
(n=17, aus vier Prdparationen)
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Ergebnisse

Die physiologische Konzentration an L-Arginin im Plasma betrdgt 200pm/L und ist
das Substrat fir die iNOS. Verdnderungen der L-Arginin-Konzentration kann die
Aktivitat der iNOS beeintrachtigen. 200puM L-Arginin entspricht der Konzentration,
die auch im Plasma der TGiNOS-Maus gemessen wurde (Heger et. al., 2002). Wie in
Abb. 4.6 zu erkennen ist, fiilhrt eine Gabe von 200pumol L-Arginin um 200pumol bei
TGiNOS-Kardiomyozyten zu verschlechterten basalen Kontraktionsparametern.
Auf das Kontraktionsverhalten der Wildtyp-Kardiomyozyten besafd L-Arginin

hingegen keinen Einfluss.

Obwohl L-Arginin-Gaben zu einer Verdnderung der Kontraktionsparameter
fiihrten, zeigten die TGINOS-Kardiomyozyten bei einer Stimulationsfrequenz von
1Hz (Abb. 4.6 c), unter zusatzlicher Gabe von L-Arginin, eine signifikant erhohte
Kontraktionsgeschwindigkeit um 23,75% gegenliber den WT-Kardiomyozyten
(257,15um/s in TGiINOS + L-Arginin vs. 207,8um/s in WT + L-Arginin). Die
Kontraktionsgeschwindigkeit war dabei nicht signifikant gegentiber der TGiNOS-
Kardiomyozyten ohne zusatzliches L-Arginin verringert (257,15um/s in TGINOS +
L-Arginin vs. 282,43um/s in TGiNOS). Auch in ihrer Relaxationsgeschwindigkeit,
siehe 4.6 b. libertrafen die TGINOS-Kardiomyozyten Arginin-behandelt signifikant
die Werte der WT unter Arginin-Stimulation um 18,47% (219,35pm/s in TGiNOS +
L-Arginin vs. 185,16pum/s in WT + L-Arginin). Vergleicht man jedoch die TGiNOS-
Kardiomyozyten untereinander, so zeigt sich eine signifikante Abnahme der
Relaxationsgeschwindigkeit unter Zugabe von L-Arginin um 17,68% (219,35um/s
in TGINOS + L-Arginin vs. 266,46um/s in TGINOS). Die Relaxationsgeschwindigkeit
bei den WT-Kardiomyozyten zeigte keine signifikante Veranderung unter Zugabe
von L-Arginin (185,16um/s in WT + L-Arginin vs. 181,09um/s in WT). Es gab keine
signifikanten Abweichungen der Werte fiir die relative Zellverkiirzung zwischen

den vier Vergleichsgruppen, siehe 4.6 a.
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4.2.3 Kontraktionsparameter unter L-Arginin-Gabe bei Stimulation mit 2Hz
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Abb. 4.7 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikularer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere fiir eine Stimulationsfrequenz von 2Hz. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler fiir a. die relative Zellverkiirzung [dL/L(%])], b. die
Relaxationsgeschwindigkeit [Rel-Vel] und c. die Verkiirzungsgeschwindigkeit [Con-Vel]. *p<0,05
;**p<0,01 ; ***p<0,001 (n=17; aus vier Praparationen).
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Ergebnisse

Auch unter einer Stimulationsfrequenz von 2Hz besaf L-Arginin keinen Einfluss
auf das Kontraktionsverhalten der Wildtyp-Kardiomyozyten (WT+L-Arginin vs.
WT basal: Con.Vel.: 207,00pm/s vs. 199,53um/s; Rel.Vel.: 185,43um/s vs.
183,68um/s; dL/L: 7,23% vs. 7,16%).

Wie in Abb. 4.7 c. dargestellt, zeigten die TGiNOS-Kardiomyozyten bei einer
Stimulationsfrequenz von 2Hz auch unter Zugabe von L-Arginin, eine signifikant
erhohte Kontraktionsgeschwindigkeit gegentliber Arginin-behandelten WT-
Kardiomyozyten. Unter Zugabe von L-Arginin kam es jedoch zu einer signifikanten
Abnahme der Kontraktionsgeschwindigkeit in TGiNOS-Kardiomyozyten von
11,64% (253,62um/s in TGiNOS + L-Arginin vs. 287,03um/s in TGiNOS), die aber
immer noch 22,52% tuber denen der WT-Kardiomyozyten lag (253,62um/s in
TGINOS + L-Arginin vs. 207,00um/s in WT + L-Arginin). Die TGiNOS-
Kardiomyozyten = zeigten @ zudem  eine  signifikante = Abnahme  der
Relaxationsgeschwindigkeit unter Zugabe von L-Arginin um 21,81% (207,24pm/s
in TGINOS + L-Arginin vs. 265,06pm/s in TGiNOS). Es zeigte sich eine signifikante
Abnahme der relativen Zellverkiirzung der TGiNOS-Kardiomyozyten unter Zugabe
von L-Arginin um 20,49%; und dies einzig unter einer Stimulationsfrequenz von

2Hz (8,38% in TGINOS + L-Arginin vs. 10,54% in TGiNOS basal).

Ein Eigeneffekt des L-Arginin auf die Kontraktilitit der Kardiomyozyten kann
somit ausgeschlossen werden. Hatte es einen Eigeneffekt gegeben, hitten sich
Anderungen im Kontraktionsverhalten zwischen WT-Kardiomyotyten unter L-
Arginin-Gabe, gegeniiber WT-Kardiomyozyten basal zeigen miissen. Dies war bei

keiner Messung der Fall.

TGiNOS-Mause haben basal ein besseres Kontraktionverhalten als WT-Mause.
Zusatzliches L-Arginin wurde bei den transgenen Tieren derart verstoffwechselt,
dass es einen negativ inotropen Einfluss auf die Kardiomyozyten hat. Alle Werte
nehmen bei den TGiNOS-Kardiomyozyten unter zusatzlicher Gabe von L-Arginin
ab. Trotzdem ist das Kontraktionsverhalten immer noch besser als bei den WT-

Mausen.

Die folgenden Untersuchungen an isolierten Zellen wurden ausschliefdlich in

modifiziertem Medium, d.h. erh6éhter L-Arginin-Gabe, durchgefiihrt.
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4.3 Verringerte f-adrenerge Stimulierbarkeit

Insuffiziente Herzen zeigen eine verdnderte -adrenerge Ansprechbarkeit. Um das
B-adrenerge Ansprechverhalten der TGiNOS-Kardiomyozyten zu untersuchen,
wurden Kontraktionsmessung unter Zugabe von Isoprenalin, einem (-
Adrenozeptoragonisten, durchgefiihrt. Dazu wurden Kardiomyozyten aus jeweils
einem Herzen isoliert, auf vier Kulturschalen verteilt und je zwei Schalen nach
Zugabe von Isoprenalin, bzw. unstimuliert wuntersucht. Mit den WT-

Kardiomyozyten wurde in gleicher Weise verfahren.

WT-Kardiomyozyten reagierten auf eine Zugabe von Isoprenalin mit einer
signifikanten Zunahme der Zellverkiirzung auf um 59,17% (12,67% in WT +
Isoprenalin vs. 7,96% in WT), wie es bei einer Stimulation der (3-Rezeptoren auch
zu erwarten ist, (siehe 4.8 a). Dies spiegelt sich auch bei der Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit wider. Beide nehmen durch die Zugabe von
[soprenalin signifikant zu. Die Kontraktionsgeschwindigkeit steigert sich um
64,75% und die Relaxationsgeschwindigkeit um etwa 55,67% (342,36um/s Con.-
Vel. in WT + Isoprenalin vs. 207,80um/s Con.-Vel. WT; 288,24um/s Rel.-Vel. in WT
+ Isoprenalin vs. 185,16um/s Rel.-Vel. in WT), (siehe Abb. 4.8 b und 4.8 c).
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4.3.1

Ergebnisse

Kontraktionsparameter nach p-adrenerger Stimulation mittels
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Abb. 4.8 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikuldrer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere fiir eine Stimulationsfrequenz von 1Hz. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler fiir die relative Zellverkiirzung [dL/L(%)], die
Relaxationsgeschwindigkeit [Rel-Vel] und die Verkiirzungsgeschwindigkeit [Con-Vel]. Die Versuche
wurden mit modifiziertem Medium durchgefiihrt. *p<0,05; ***p<0,001 (n=22, aus vier

Préparationen).
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Im Gegensatz zu den Wildtyp Kardiomyozyten zeigten die TGiINOS
Kardiomyozyten eine deutlich geringere Zunahme ihrer Kontraktionsparameter
durch pB-adrenerge Stimulation. Die TGiINOS Kardiomyozyten erreichten unter (-
adrenerger Stimulation bei einer Stimulationsfrequenz von 1Hz eine Steigerung
der maximalen Kontraktionsgeschwindigkeit um etwa 2,54% (263,69um/s in

TGiNOS + Isoprenalin vs. 257,15um/s in TGINOS), (siehe Abb. 4.8 c).

Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit blieb bei einer Stimulationsfrequenz
von 1Hz unverdndert (228,69um/s in TGINOS + Isoprenalin vs. 219,35um/s in
TGiNOS), (siehe Abb. 4.8 b).

Die relative Zellverkiirung dL/L blieb bei einer Stimulationsfrequenz von 1Hz

unverandert (9,52% in TGINOS + Isoprenalin vs. 8,48% in TGiNOS), (siehe Abb. 4.8
a).
Dies zeigt, dass TGiNOS-Kardiomyozyten eine herabgesetzte [-adrenerge

Ansprechbarkeit besitzen.

Auch bei einer Stimulationsfrequenz von 2Hz reagierten die Wildtyp-
Kardiomyozyten auf eine Zugabe von Isoprenalin mit einer signifikanten Zunahme
der relativen Zellverkiirzung um 59,17% (12,67% in WT + Isoprenalin vs. 7,96% in
WT), (siehe Abb. 4.9 a.).

Wahrend die Relaxationsgeschwindigkeit bei einer Frequenz von 2Hz signifikant
um 55,67% zunahm (288,24um/s in WT + Isoprenalin vs. 185,16um/s in WT),
(siehe Abb. 4.9 b.), war die Kontraktionsgeschwindigkeit nicht signifikant um
64,75% erhoht (342,36pum/s in WT + Isoprenalin vs. 207,80um/s in WT), (siehe
Abb. 4.9 c).

Die TGiINOS-Kardiomyozyten zeigten unter f-adrenerger Stimulation keine

veranderte maximale Kontraktionsgeschwindigkeit (263,69um/s in TGINOS +
[soprenalin vs. 257,15um/s in TGiINOS), (siehe Abb. 4.9¢).

Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit blieb bei einer Stimulation von 2Hz
ebenfalls unverandert (228,69um/s in TGINOS + Isoprenalin vs. 219,35um/s in
TGiNOS), (siehe Abb. 4.9 b).
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4.3.2 Kontraktionsparameter nach p-adrenerger Stimulation mittels
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Abb. 4.9 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikuldrer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere fiir eine Stimulationsfrequenz von 2Hz. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler fiir die relative Zellverkiirzung [dL/L(%)], die
Relaxationsgeschwindigkeit [Rel-Vel] und die Verkiirzungsgeschwindigkeit [Con-Vel]. Das
Kulturmedium wurde bei allen Versuchen mit 200uM L-Arginin versetzt. ***p<0,001 (n=22, aus
vier Préparationen)
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Auch die relative Zellverkiirzung blieb bei einer Stimulation von 2Hz gleich (9,52%

in TGINOS + Isoprenalin vs. 8,48% in TGiNOS), (siehe 4.9 a).

Die Messungen ergaben bei beiden untersuchten Frequenzen eine signifikant

geringere -adrenerge Ansprechbarkeit der TGiINOS-Kardiomyozyten.

4.4 Kontraktilitit und Ca?+*-Handling-Proteine

Die verdnderte Kontraktilitit der TGiNOS-Kardiomyozyten gab den Anlass,
Untersuchungen zum intrazelluldaren Ca?+-Stoffwechsel der untersuchten Herzen
durchzufithren. Dazu wurden Expressionsanalysen der sog. Calcium-Handling-
Proteine vorgenommen. Als Calcium-Handling-Proteine werden der Natrium-
Calcium-Austauscher (NCX), die Sarcoplasmatische- und Endoplasmatische Ca?*-
ATPase (SERCA 2A), sowie das Phospholamban bezeichnet. Der NCX wird tiber
erhohte intrazelluldare Ca?*- Konzentrationen aktiviert. Daraufhin konkurriert der

NCX mit der SERCA um die Ca2+*- Elimination.
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Abb. 4.10 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Calcium-Handling-Proteins NCX. Die
abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben
von Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Wie in Abb. 4.10 dargestellt, lag die relative mRNA Expression des NCX bei
121,73+12,14% (TGiNOS) gegeniiber 100+17,39% (WT). Dies entspricht keiner

signifikanten Expressionsianderung.
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Abb. 4.11 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Calcium-Handling-Proteins SERCA. Die
abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben
von Gesamtherzen gewonnen (n=10); *p<0,05.

Abb. 4.11 zeigt die relative SERCA mRNA-Expression. Diese ergab eine signifikante
Abnahme der mRNA Expression auf 72,15+10,92% (TGiNOS) gegeniiber
100£12,78% (WT).

160
< 40
£ 120
. I
B = 100 i
“ N
om
2> 80
> =2}
& g 60
< [—
z
& 40
o
= 20

0
wWT TGiNOS

Abb. 4.12 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Calcium-Handling-Proteins PLB. Die
abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time-PCR aus Proben
von Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Wie in Abb. 4.12 zu sehen ist, zeigte sich in der relativen mRNA-Expression des

PLB kein Unterschied 90,59+10,23% (TGiNOS) vs. 100+£8,97% (WT).

Da die Veranderungen der Expressionswerte von NCX und PLB geringgradig und

nicht signifikant waren, koénnte somit von den Ca?*-handling-Proteinen
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ausschliefdlich  die verringerte SERCA2A-Expression Einfluss auf die

Kontraktilitatsveranderungen in den TGiNOS-Kardiomyozyten nehmen.

4.4.1 Keine Veranderungen der f3-Rezeptoren

Zusatzlich zu der verringerten SERCA-Expression kdénnte eine Erklarung fiir das
geringere f-adrenerge Ansprechverhalten der TGiNOS-Kardiomyozyten eine
Verdanderung der -Rezeptordichte oder Expression sein. Aus diesem Grund wurde

die mRNA-Expression des $-2-Adrenozeptors durch Real-Time RT-PCR analysiert.
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Abb. 4.13 Dargestellt ist die mRNA-Expression von (3-2-Adrenozeptoren. Die abgebildeten Werte
sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=12)

Die in Abbildung 4.13 dargestellte mRNA-Expression des (2-Adrenozeptors zeigt,
dass die TGiNOS-Herzen den Wildtyp-Herzen mit einer relativen Expressionshéhe
von 99,12%=+*1,12% gleichen. Somit ist die schlechte -adrenerge Ansprechbarkeit

nicht auf eine Anderung der B2-AR-Expression zuriickzufiihren.
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4.5 Stickstoffmonoxid und SMADs
4.5.1 SMAD-Bindungsaktivitit

Frithere Studien haben gezeigt, dass NO zu einer Aktivierung von SMAD-
Transkriptionsfaktoren fiihrt (Schneiders et al,, 2005). Nach Translokation in den
Zellkern binden diese an die DNA und fiihren dariiber zu einer Aktivierung der
Transkription verschiedener Zielgene. Es sollte deshalb gepriift werden, ob es in
TGiINOS-Mausen zu einer erhéhten SMAD-Bindungsaktivitit kommt. In EMSAs
wurde deshalb die Bindungsaktivitit der Proteine aus Kernextrakten zu SMAD-

Oligonukleotiden analysiert. W
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Abb. 4.14 Dargestellt ist a. eine Fotoaufnahme des Fluoreszenzsignals eines EMSAs zum Nachweis
der Bindungsaktivitit von SMAD-Proteinen. Es wurden sechs Proben aufgetragen. Links beginnend
wurden abwechselnd Proben von Wildtyp-Mausen gefolgt von Proben von TGiNOS-Mausen
aufgetragen. Ganz rechts befand sich eine Negativkontrolle. Bei dieser zeigte sich keine Shift-Bande,
sowie b. die quantitative Auswertung der SMAD-Bindungsaktivitat. Die Daten wurden mittels EMSA
an Proben aus Kernextrakten von Gesamtherzen erhoben. n=6; **p<0,01

97



Hierfiir wurden Kernextrakte von Gesamtherzen isoliert und mit Hilfe von
Fluoreszenz-markierten SBE-Oligonukleotiden, die die Sequenz fiir die SMAD-
Bindung (SMAD Binding Element - SBE) enthalten, die SMAD-Bindungsaktivitit
ermittelt. In Abb. 4.14 ist das Ergebnis dieses EMSAs dargestellt. Im Vergleich zu
den WT-Proben kommt es bei den TGiNOS-Proben zu einer verstarkten
Schwirzung der SMAD-Bande. Bei den TGiNOS Proben kommt es zu einer

signifikant gesteigerten Bindungsaktivitat auf etwa 138+5,3%.

4.5.2 Keine Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1

SMAD Transkriptionsfaktoren haben alleine eine geringe DNA-Bindungsaktivitat,
so dass sie mit weiteren Transkriptionsfaktoren interagieren. Fiir Kardiomyozyten
wurde gezeigt, dass eine Stimulation mit NO neben SMAD auch zu einer
Aktivierung von AP-1 fiihrt (Schneiders et al., 2005). Um dies auch in der TGiNOS-

Mausen zu untersuchen, wurden Kernextrakte aus Herzen der Tiere untersucht.
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Abb. 4.15 Dargestellt sind die DNA-Bindungsaktivitaten zu AP-1, sowie ein Kompetitionsversuch
mit 50-fach hoher konzentrierten, nicht markierten Oligonukleotiden. Die Daten wurden mittels
EMSA an Proben aus Kernextrakten von Gesamtherzen erhoben. n=4

In Abb. 4.15 sind (Proben links) die Ergebnisse der AP-1 DNA-Bindungsaktivitit
von Kernextrakten dargestellt. Die TGiNOS-Proben zeigen mit etwa 97% relativer

Bindungsaktivitat keine signifikante Abweichung gegeniiber der Wildtypen
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(96,93+£3,12% TGINOS vs. 100+8,62% WT). Somit zeigt sich trotz der stark
erhohten kardialen NO-Spiegel keine erh6hte AP-1-Aktivitat in TGINOS-Mausen.

4.5.2.1 Die AP-1-Bindung ist spezifisch

Um die Spezifitit der AP-1-Bindungsaktivitit zu zeigen, wurde ein
Kompetitionsversuch durchgefiihrt. Hierfiir wurden vor der Inkubation der
Kernextrakte mit den fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden, die Kernextrakte
mit unmarkierten Oligonukleotiden (50-fach héher konzentriert) inkubiert.
Sattigen die AP1-Proteine, in einer spezifischen Bindungsreaktion, die DNA-
Bindungsstellen bereits ab, kommt es wahrend der darauf folgenden Inkubation
mit markierten Oligonukleotiden zu keiner nennenswerten Bindungsreaktion
mehr. In der den Versuch abschliefenden Fluoreszenzmessung bleibt somit das

spezifische AP1-Signal fast vollstdndig aus ( Abb. 4.15).

4.5.3 Veranderungen der SMAD-Signalkaskade

Da die Ergebnisse der EMSAs auf eine Beteiligung der SMADs hinweisen, wurde
der Einfluss der iNOS-Uberexpression auf die SMAD-Expression untersucht. Fiir
Signalweitergabe von NO via SMADs spielen SMAD2, SMAD3 und SMAD4 eine
wichtige Rolle. Die mRNA- und Protein-Expressionen verschiedener SMADs

wurden im Folgenden analysiert.

Es zeigt sich eine Erhohung der SMADZ2 mRNA-Expression auf 173+13,15%
TGiNOS (vs. 100+11,33% WT).
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Abb. 4.16 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMAD2. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); *p<0,05

Auch die relative mRNA-Expression von SMAD3 (Abb. 4.17) ist in TGiINOS-Herzen
auf etwa 200% erhoht.
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Abb. 4.17 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMAD3. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); *p<0,05

Eine erhohte Expression von SMADZ2/3 allein ist nicht ausreichend fiir eine
gesteigerte Bindungsaktivitit. Beide Proteine miissen iliber Phosphorylierung
aktiviert werden. Das Verhiltnis von pSMAD2 zu SMAD2 zeigt somit an, wie viel

des vorhandenen SMAD?2 tatsachlich aktiv ist.
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a.
Beispielblot: Wildtyp  TGiNOS
pSMAD?2 D E G - -
SMAD?2 sl R
b.
160
S 140
£
-5,3 120 |
§§ 100
Eg 80 *%
E‘E‘ 60 !
22 40
T 20
0
WT TGiNOS

Abb. 4.18 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen pSMAD2 und SMAD2, sowie b.
die quantitative Analyse der Proteinexpression fiir pSMAD?2 in Bezug auf das in der Probe
enthaltene SMAD2. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben.
n=6; **p<0,01

In Abb. 4.18 ist das Ergebnis der pSMAD2-Analyse bezogen auf die nicht
phosphorylierte Form dargestellt. Es zeigt sich eine signifikante Verringerung des
pSMAD2/SMAD2 Verhaltnisses auf etwa 63% in TGiNOS-Herzen (62,73+4,09%
TGIiNOS vs. 1004£5,94% WT).

Da neben SMAD2 auch SMAD3 durch NO aktiviert werden kann und pSMAD2 mit
pSMAD3 im Verhaltnis von 1:1 komplexiert, war zu priifen, wie hoch die Menge an
pSMAD3 war. Darum wurde ein Western Blot mit Antikérpern gegen pSMAD3
durchgefiihrt.
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Abb. 4.19 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen pSMAD3 und Vinkulin, sowie b.
die quantitative Analyse der Proteinexpression fiir pSMAD3 in Bezug auf das in der Probe
enthaltene Vinkulin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben.
n=6.

In Abb. 4.19 ist das Ergebnis der Proteinanalyse von pSMAD3 dargestellt. Es ist
kein Unterschied im Phosphorylierungsgrad von SMAD3 in TGiNOS-Herzen vs. WT
zu sehen. (97,60+23,92% TGiNOS vs. 100+28,74% WT).

Die SMAD Signaltransduktion erfordert die Komplexierung der R-SMADs
pSMAD2/pSMAD3 mit dem Co-SMAD4. SMAD4 wird nicht phosphoryliert und
bindet den pSMADZ2/pSMAD3-Komplex im Verhaltnis 1:1:1. Dieser Komplex
transloziert dann in den Zellkern. Um eine mogliche Verdnderung auf SMAD4-
Ebene zu untersuchen, wurde sowohl die mRNA-Expression, als auch die Protein-

Expression von SMAD4 analysiert.

Auf RNA-Ebene zeigte sich eine signifikante Abnahme der Expression von SMAD4
auf ca. 65% des WT-Wertes (64,43+2,9% TGiNOS vs. 100+5,62% WT).
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Abb. 4.20 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMADA4. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); *p<0,05
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Abb. 4.21 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen SMAD4 und Aktin, sowie b. die
quantitative Analyse der Proteinexpression fiir SMAD4 in Bezug auf das in der Probe enthaltene
Aktin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben. n=6.
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Wie in Abbildung 4.21 zu sehen ist, unterscheidet sich die Menge des exprimierten
SMAD4 mit etwa 97% nicht signifikant von den WT-Werten (97,46+27,05%
TGINOS vs. 100£35,84% WT). Das bedeutet, dass die erhohten kardialen NO-
Spiegel zu keinem signifikanten Anstiegt der Expression von SMAD 2/3 /4 fiihrt.

Da die SMAD-Bindungsaktivitit erhoht ist, SMAD2 und SMAD3 jedoch nicht
verstarkt phosphoryliert werden, wurde die Expression von SMAD1, SMAD5 und
SMADS (siehe Abb. 1.4) analysiert. Da auch diese SMADs fiir eine erhohte SMAD-

Bindungsaktivitat verantwortlich sein konnen.
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Abb. 4.22 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMAD1. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10) *p<0,05

Die mRNA-Expression von SMAD1 war in TGiNOS-Herzen signifikant auf etwa
164% gegeniiber der WT-Herzen erhoht (163,41+£11,26% TGiNOS vs.
100%=7,77% WT), (siehe Abb. 4.22).

In Abb. 4.23 ist das Ergebnis der SMAD5 mRNA Expression dargestellt. Die
Expression ist signifikant auf etwa 109% (108,74+3,44% TGiNOS vs. 100+£15,88%
WT) erhoht.
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Abb. 4.23 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMADS. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); *p<0,05

Weiterhin wurde die Proteinexpression von SMAD5 untersucht.
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Abb. 4.24 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen SMADS5 und Aktin, sowie b. die
quantitative Analyse der Proteinexpression fiir SMAD5 in Bezug auf das in der Probe enthaltene
Aktin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben. n=6; *p<0,05

105



Abb. 4.24 zeigt das Ergebnis der Protein Expressionsanalyse von SMADS5. Die
Proteinexpression ist signifikant auf etwa 59% reduziert (59,54+8,15% TGiNOS vs.
100+4,53% WT) reduziert.
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Abb. 4.25 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMADS8. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. 74,84+16,72% TGiNOS vs. 100+27,16% WT. Die Daten wurden mittels Real-Time
RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Die mRNA Expression von SMAD8 war tendenziell verringert. Die Aktivierung und
in der Folge die Komplexierung von SMAD 1, 5 und 8 erfolgt ebenfalls durch
Phosphorylierung. Daher sind die phosphorylierten Formen von besonderem
Interesse. Die Menge der phosphorylierten SMAD 1, SMAD 5 und SMAD 8 wurden

in einem Western Blot mit Antikérpern gegen pSMAD1,5,8 analysiert.

Die Abb. 4.26 stellt die Ergebnisse der Proteinanalyse der pSMAD1, pSMAD5 und
pSMAD8 dar. Die Menge an pSMAD1,5,8 ist signifikant auf etwa 90%
(90,12+6,84% TGINOS vs. 100+6,17% WT) verringert.
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Abb. 4.26 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen pSMAD1,5,8 und Vinkulin, sowie
b. die quantitative Analyse der Proteinexpression fiir pPSMAD1,5,8 in Bezug auf das in der Probe
enthaltene Vinkulin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben.
n=6; *p<0,05

Die SMAD-Kaskade enthdlt zwei Mitglieder, die im Sinne eines negativen
Feedback-Mechanismus eine hemmende Wirkung auf die SMAD-Signalkaskade
haben. Diese sind SMAD6 und SMAD7. Um zu untersuchen ob in TGiNOS-Tieren
eine aktive Hemmung der SMAD-Signalkaskade aktiviert ist, wurde die mRNA-
Expression von SMAD6 und SMAD7 analysiert. Wahrend SMAD7 mit SMAD4
kompetitiv um die Bindung an den pSMAD2/pSMAD3-Komplex konkurriert und
sowohl die TGF-f, Aktivin oder BMP ausgeldsten Signale negativ reguliert, hemmt
SMADG6 vorwiegend die Signale der BMPs, die iiber die SMADs 1/5/8 vermittelt
werden (Hayashi et al. 2005, Imamura et al. 1997, Nakao et al. 1997).
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Abb. 4.27 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMADG6. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); **p<0,01

Aus Abb. 4.27 wird eine signifikante Erhohung der SMAD6 mRNA-Expression in
TGiINOS-Herzen auf etwa 700% gegeniiber der WT ersichtlich (690+26,06%
TGINOS vs. 100£19,05% WT).
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Abb. 4.28 Dargestellt ist die mRNA-Expression von SMAD?7. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10); *p<0,05

Abbildung 4.28 zeigt die mRNA Expression von SMAD7. Diese ist signifikant auf
etwa 170% in TGiNOS-Herzen gegeniiber WT erhoht (166+16,54% TGiNOS vs.
100£22,65% WT).
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4.6 SMADs und TGF-B1in TGiNOS-Herzen

TGF-p besitzt eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Sein
Einfluss erstreckt sich iber Fibrosierung, Myokardhypertrophie und
apoptotischen Zelluntergang bis hin zur kontraktilen Dysfunktion (Henning, 2009).
Aufierdem wurden Zusammenhidnge zwischen erhohter TGF-f-Expression und

NO-Freisetzung gezeigt.

4.6.1 TGF-p Level signifikant verringert

Um den Einfluss massiv erhohter Stickstoffmonoxid-Level auf die TGF-p-
Expression zu untersuchen, wurden TGF-B1-mRNA-, sowie die Protein-Expression

analysiert.

Wie in Abb. 4.29 zu sehen, ist die mRNA-Expression von TGF-f3 signifikant auf etwa
70% in TGiNOS-Herzen verringert (69,50+10,99% TGiNOS vs. 100+£9,95% WT).
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Abb. 4.29 Dargestellt ist die mRNA-Expression von TGF-f:. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen. n=6; *p<0,05
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Abb. 4.30 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen TGF-f3 und Vinkulin, sowie b. die
quantitative Analyse der Proteinexpression fiir TGF-f§ in Bezug auf das in der Probe enthaltene
Vinkulin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben. n=6;

*p<0,05

Im Western Blot zeigte sich eine signifikante Abnahme der TGF-3-Protein-
Expression auf etwa 57% (56,56%12,02% TGiNOS vs. 100£17,83% WT).

Die verringerte Proteinexpression von TGF-f ist auf die stark erhdhten kardialen

NO-Spiegel zurtickzufiihren.

DAPK1 ist ein TGF-B-Target-Gen und ein Aktivator der Apoptose (Eisenberg-
Lerner, 2007). Um zu untersuchen, ob DAPK1 verstarkt exprimiert wird, wurde

eine Real-Time-PCR durchgefiihrt.
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Abb. 4.36 Dargestellt ist die mRNA-Expression von DAPK1. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10).

Das Ergebnis dieser Untersuchung (Abb. 4.36) zeigt keine nennenswerte

Veranderung der mRNA-Expression der DAPK1 in TGiNOS-Herzen (95,97+13,06%
TGINOS vs. 100£19,40% WT).

4.7 Fibrose in TGiNOS-Herzen

Eine erhohte Fibrosierung des Myokards ist eines der Hauptmerkmale in der
Pathogenese der Herzinsuffizienz. Um zu untersuchen, wie sich die veranderten
NO-Spiegel auf die Fibrosierung auswirken, wurde die relative RNA-Expression

des Fibrosemarkers Collagen1 analysiert.
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Abb.4.31 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Matrixproteins Collagen1. Die abgebildeten
Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von
Gesamtherzen gewonnen (n=10).
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Die Analyse des Fibrosemarkers Collagen-1 ergab keine signifikante Erhéhung der
mRNA Expression in TGiNOS-Herzen (136,95%£33,31% TGiNOS vs. 100£21,22%
WT).

4.8 Hypertrophie in TGiINOS-Herzen

Als ein wichtiger Parameter fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz gilt die
Hypertrophie (Levy et al., 2002). Um zu untersuchen, ob die erh6hten NO-Spiegel
einen Einfluss auf die kardiale Hypertrophie haben, wurde die relative RNA-

Expression der Hypertrophiemarker ODC, ANP, BNP und a-MHC analysiert.
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Abb. 4.32 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Hypertrophiemarkers ODC. Die abgebildeten
Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von
Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Die Analyse des Hypertrophiemarkers ODC ergab keine signifikante Veranderung
der mRNA-Expression (68,61%+16,87% TGINOS vs. 100%+26,15% WT). Die
erhohten kardialen NO-Spiegel zeigen damit keinen Einfluss auf die ODC-

Expression.

Weitere Hypertrophiemarker sind das ANP und das BNP. Noch vor einer kardialen
Dekompensation der Herzinsuffizienz werden ANP und BNP vermehrt exprimiert

(Langenickel et al.,, 2000).
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Abb. 4.33 Dargestellt ist die mRNA Expression des Hypertrophiemarkers ANP. Die abgebildeten
Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von
Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Die mRNA Expressions-Analyse des Hypertrophiemarkers ANP zeigte keine
signifikante Veranderung (78,84+16,01% TGiNOS vs. 100£28,18% Kontrolle). Eine
Zunahme der ANP-Expression, wie sie im hypertrophen Milieu einer

Herzinsuffizienz anzutreffen wiare, zeigt sich hiermit nicht.

Zur genaueren Charakterisierung eines Einflusses der erhohten kardialen NO-
Spiegel auf die Hypertrophie, wurde die Genexpression des Hypertrophie-Markers

BNP analysiert.
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Abb. 4.34 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Hypertrophiemarkers BNP. Die abgebildeten
Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von
Gesamtherzen gewonnen (n=10).
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Die kardiale Kontraktilitdat ist abhdangig von kontraktilen Proteinen, wie dem a-
MHC. Wei et al. (1998) zeigten in quantitativen Genexpressions-Analysen von o-
MHC an gesunden und herzinsuffizienten Wistar Ratten, dass die kardiale
Kontraktilitat, sowie die a-MHC-Level in herzinsuffizienten Ratten gegeniiber den
gesunden Ratten verringert waren. Tanigawa et al, (1990), zeigten dariiber
hinaus, dass Mutationen in dem Gen, dass aMHC codiert, zu u.a. einer

hypertrophen Kardiomyopathie und atrialen Septumdefekten fiihrt.

Die in Abbildung 4.34 dargestellten Ergebnisse, zeigen keine signifikante Anderung
der mRNA-Expression des Hypertrophiemarkers BNP. (71,76+19,27% TGiNOS vs.
100£27,30% WT).
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Abb. 4.35 Dargestellt ist die mRNA-Expression von a-MHC. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen (n=10).

Die Analyse ergab keine signifikante Anderung der Expressionswerte von aMHC in

TGiNOS-Herzen (89,32+16,87% TGiNOS vs. 100+1,08% WT).

Es lasst sich somit aus den Ergebnissen der untersuchten Hypertrophie-Marker

kein Einfluss der erh6hten kardialen NO-Spiegel auf die Hypertrophie ableiten.
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4.9 NO und Apoptose

Die Induktion apoptotischen Zelluntergangs ist fiir die Progredienz der
Herzinsuffizienz von grofier Bedeutung. Um die Herzen der TGiNOS Versuchstiere
im Hinblick auf verdnderte Apoptose zu untersuchen, wurde die Expression

verschiedener Apoptosemarker analysiert.

4.9.1 Keine Anzeichen fiir Apoptose auf Bcl2 /Bax-Ebene

Bcl-2 ist ein Angehoriger der gleichnamigen Proteinfamilie, dem ein anti-
apoptotischer Effekt durch Stabilisierung der mitochondrialen Integritit

zugeschrieben wird.
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Abb. 4.37 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Apoptosemarkers Bcl-2 (anti-apoptotisch) . Die
abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben
von Gesamtherzen gewonnen (n=10).

Die in Abbildung 4.37 dargestellten Ergebnisse zeigen keine signifikante
Veranderung der Bcl-2 mRNA-Expression (132,14+20,44% TGiINOS wvs.
100+16,04% WT). Die erhohten kardialen NO-Spiegel scheinen somit den
apoptotischen Zelluntergang im Herzen nicht iber eine verdnderte Bcl-2-
Expression zu beeinflussen. Um einen mdglichen Einfluss des NO auf Bcl-2
abschliefiend bewerten zu koénnen, wurde die Protein-Expression von Bcl-2

analysiert.
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Abb. 4.38 Dargestellt sind a. Beispiel-Blots mit Antikérpern gegen Bcl-2 und Vinkulin, sowie b. die
quantitative Analyse der Proteinexpression fiir Bcl-2 in Bezug auf das in der Probe enthaltene
Vinkulin. Die Daten wurden mittels Western Blot an Proben aus Gesamtherzen erhoben. n=6

Der mit Antikérpern gegen Bcl-2 durchgefiihrte Western Blot (Abb. 4.38) zeigt
auch auf Proteinebene keine signifikante Verdnderung der Bcl-2-Expression
(88,62+11,76% TGiNOS vs. 100+£34,59% WT) gegentiber der WT-Herzen. Es zeigt
sich damit keine Wirkung von NO auf den Apoptosemarker Bcl-2. Dies allein ldsst
kaum eine Aussage liber das Vorliegen eines entweder apoptotischen oder anti-
apoptotischen Milieus in den TGiNOS-Kardiomyozyten zu. Als weiterer wichtiger

Marker dient das Bax, welches im Folgenden untersucht wurde.

Ein weiterer Angehoriger der Bcl-2-Superfamilie ist Bax. Bax ist der direkte

Gegenspieler des Bcl-2; seine Wirkung ist pro-apoptotisch.
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Abb. 4.39 Dargestellt ist die mRNA-Expression des Apoptosemarkers Bax (pro-apoptotisch). Die
abgebildeten Werte sind Mittelwerte +SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben
von Gesamtherzen gewonnen (n=10; *p<0,05).

Die mRNA-Expression des pro-apoptotisch wirkenden Apoptosemarkers Bax ist

nicht signifikant verdandert (76,86+13,77% TGiNOS vs. 100+4,64% WT).

Nicht allein die absoluten Mengen beider Proteine sind fiir die Apoptoseinduktion
entscheidend. Durch die Interaktion von Bcl-2 und Bax besitzt deren Verhaltnis
zueinander Aussagekraft fliir die Beurteilung der Apoptoseregulation.
Ublicherweise wird dazu das Verhiltnis von Bax/Bcl-2, die sog. Bax-Bcl-2-Ratio,
betrachtet. Erhohte Werte stehen dabei fiir ein pro-apoptotisches, erniedrigte fiir

ein anti-apoptotisches Milieu.
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Abb. 4.40 Dargestellt ist die mRNA-Expression von BAX bezogen auf Bcl-2. Die abgebildeten Werte
sind Mittelwerte #SD. Die Daten wurden mittels Real-Time RT-PCR aus Proben von Gesamtherzen
gewonnen.
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Das Verhaltnis von Bax zu Bcl-2 in TGINOS-Herzen gegeniiber der Wildtypen war
tendenziell auf etwa 58% erniedrigt (58,17£16,63% Bax/Bcl-2 TGiNOS vs.
100£17,91% Bax/Bcl-2 WT).

4.9.2 Keine Toleranz gegen zusatzliche Gabe von TGF-3

NO und TGF-f sind beides Molekiile, die bei der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz eine Rolle spielen. Es sollte im Folgenden untersucht werden,
welche Rolle eine zusatzliche TGF-f-Stimulation in TGINOS Kardiomyozyten spielt.
Dazu wurde ein Caspase-3/7-Assay durchgefiihrt. Kardiomyozyten wurden isoliert
und fir eine Dauer von 6 Stunden mit TGF-B: inkubiert. Gleichzeitig wurde eine
Kontrolle unter identischen Bedingungen mitgefiihrt, welche nicht mit TGF-f1
inkubiert wurde. Die erhaltenen Werte wurden in Beziehung zu den jeweiligen

Kontrollen gesetzt.
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Abb. 4.41 Dargestellt ist die quantitative Auswertung der relativen Caspase 3/7-Aktivitat in
isolierten WT-Kardiomyozyten (erste und zweite Sdule v.1.), sowie TGiINOS-Kardiomyozyten (dritte
und vierte Saule v.L.). Die unbehandelten Kontrollen befinden sich jeweils links. Die zweite und
vierte Saule v.l. zeigen die relative Caspase 3/7-Aktivitit der jeweiligen Zellen nach 6-stiindiger
Inkubation mit 3 ng/ml TGF-p1. Die Daten wurden des Caspase-Glo® 3/7 Assays (Promega) an
isolierten und kultivierten Kardiomyozyten erhoben. (n=3; **p<0,01).

Die in Abb. 4.41 dargestellten Ergebnisse zeigen bei den Wildtyp-Kardiomyozyten
eine tendenzielle Erhéhung der Caspase 3/7-Aktivitit um etwa 7% gegeniiber der
Kontrolle, wahrend es bei den TGINOS Kardiomyozyten zu einer signifikanten
Erhohung auf etwa 175% gegeniiber der Kontrolle kam. Dies zeigt, dass TGF-f in

iNOS-iiberexprimierenden Mausen verstarkt Apoptose im Herzen auslésen kann.
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4.10 NO und TGF-B
4.10.1 Kontraktionsversuche

Da eine zusatzliche TGF-B-Stimulation zu einer Aktivierung der Caspase 3 oder 7
fiihrt, wurde untersucht, welche Auswirkung TGF-B; auf die Kontraktilitit der
Kardiomyozyten hat. Dafiir wurden isolierte Kardiomyozyten fiir 6 Stunden mit
1ng, sowie 3ng TGF-f:1 inkubiert und auf ihre Kontraktionsparameter hin

analysiert.

Die in Abb. 4.42 und 4.43 dargestellten Messergebnisse zeigen keine signifikante
Verringerung der Kontraktionsparameter der WT Kardiomyozyten durch Gabe von
1ng/ml TGF-B1 gegeniiber der Kontrolle. (199,46pm/s Con.-Vel. in WT + 1ng TGF-
1 vs. 205,21um/s Con.-Vel. WT; 183,5um/s Rel.-Vel. in WT + 1ng TGF-f1 vs.
178,79um/s Rel.-Vel. in WT; 6,57% dL/L in WT + 1ng TGF-B1 vs. 7,46% dL/L in
WT).

Eine Gabe von 3ng/ml TGF-f; fiihrte hingegen zu einer signifikanten Verringerung
der Kontraktionsparameter. Nach Inkubation von 3ng/ml TGF-B; sanken sowohl
die Kontraktionsgeschwindigkeit, als auch die Relaxationsgeschwindigkeit der
WT-Kardiomyozyten auf ungefihr die Halfte ab. Sowohl unter einer
Stimulationsfrequenz von 1Hz, (98,17um/s Con.-Vel. in WT + 3ng TGF-p1 vs.
205,21pm/s Con.-Vel. WT; 81,71um/s Rel.-Vel. in WT + 3ng TGF-f1 vs. 178,79um/s
Rel.-Vel. in WT), (siehe Abb. 4.48 b, c), wie auch von 2Hz, (120,31pum/s Con.-Vel. in
WT + 3ng TGF-f1 vs. 205,21pum/s Con.-Vel. WT; 86,94um/s Rel.-Vel. in WT + 3ng
TGF-B1 vs. 178,79um/s Rel.-Vel. in WT).

Im Gegensatz zu den WT-Kardiomyozyten zeigten die TGiNOS-Kardiomyozyten
bereits nach Gabe von 1ng/ml TGF-pB1 eine, mit den Folgen der Gabe von 3ng/ml
TGF-B1 bei WT-Kardiomyozyten vergleichbare, signifikante Verringerung ihrer
Kontraktionsgeschwindigkeit, sowie ihrer Relaxationsgeschwindigkeit auf
ebenfalls ungefahr die Hailfte des Kontrollwertes. Auch diese Veranderungen
unterschieden sich unter den beiden Stimulationsfrequenzen nur geringfiigig. Bei
einer Stimulationsfrequenz von 1Hz: (146,5um/s Con.-Vel. in TGiNOS + 1ng TGF-f1
vs. 254,55um /s Con.-Vel. TGiNOS; 112,00um/s Rel.-Vel. in TGiINOS + 1ng TGF-B1
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vs. 209,56um/s Rel.-Vel. in TGiNOS), (siehe Abb. 4.48 b, c). Bei einer
Stimulationsfrequenz von 2Hz: (135,3um/s Con.-Vel. in TGiNOS + 1ng TGF-f1 vs.
251,47um/s Con.-Vel. TGINOS; 132,4um/s Rel.-Vel. in TGINOS + 1ng TGF-B1 vs.
219,22um/s Rel.-Vel. in TGiNOS), (siehe Abb. 4.43 b, c).

Eine Gabe von 3ng/ml TGF-f; fiihrte bei den TGiNOS Kardiomyozyten zu einem

vollstandigen Verlust der Kontraktionsfahigkeit.
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4.10.2 Kontraktionsparameter nach TGF-g-Inkubation (1Hz)
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Abb. 4.42 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikuldrer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir die relative
Zellverkiirzung, die Relaxationsgeschwindigkeit und die Verkiirzungsgeschwindigkeit. Das
Kulturmedium wurde bei allen Versuchen mit 200mM L-Arginin versetzt. ***p<0,001 (n=19, aus
vier Praparationen).
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4.10.3 Kontraktionsparameter nach TGF-g-Inkubation (2Hz)
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Abb. 4.43 Vergleich des Kontraktionsverhaltens adulter ventrikuldrer Kardiomyozyten der TGiNOS-
Tiere gegeniiber der WT-Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler fiir die relative
Zellverkiirzung, die Relaxationsgeschwindigkeit und die Verkiirzungsgeschwindigkeit. Das
Kulturmedium wurde bei allen Versuchen mit 200mM L-Arginin versetzt. **p<0,01 ; ***p<0,001
(n=19, aus vier Praparationen).
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass TGiNOS-Kardiomyozyten eine
bessere basale kontraktile Funktion besitzen als WT-Kardiomyozyten. Durch
zusatzliche Gabe von L-Arginin verschlechtert sich zwar die Kontraktilitit der
TGiNOS-Kardiomyozyten, bleibt dabei aber hoher als die Kontraktilitit der WT-
Kardiomyozyten. Die zusatzliche Gabe von L-Arginin hat auf die WT-
Kardiomyozyten keine Auswirkung. TGF-f ist herunterreguliert. R-SMAD-Proteine
sind aktiviert, allerdings nicht SMAD 2/3/4 und AP1, was zur Apoptose fiihren
wirde. Die Expression der inhibitorischen SMADs 6 und 7 ist TGF-f-unabhangig
erhoht. Auch das Bax/Bcl-2-Verhaltnis ist nicht signifikant erniedrigt und auch
DAPK ist nicht erhoht, was fiir anti-apoptotische Verhaltnisse spricht. Die TGiNOS-
Kardiomyozyten weisen eine geringere [-adrenerge Ansprechbarkeit auf, da sie
unter Stimulation mit Isoprenalin kaum ihre Kontraktilitit steigern konnen.
Gleichzeitig ist die Expression der SERCA 2A signifikant verringert. Die Relevanz
des verringerten TGF-f-Spiegels als einflussreicher Kompensationsmechanismus
wird auch auf Ebene der Kardiomyozyten deutlich. Dies scheinen Mechanismen zu
sein, die dafiir sorgen, dass die Tiere klinisch unauffillig erscheinen. Die TGiNOS-
Kardiomyozyten zeigen bei Inkubation mit geringen Mengen an TGF-f1 ein rapides
Absinken ihrer Kontraktilitit bis hin zum vélligen Kontraktilitatsverlust. Die
TGiNOS-Kardiomyozyten gehen durch geringe TGF-f1-Gaben in die Apoptose liber,

bei denen WT-Kardiomyozyten keine Veranderungen zeigen.

5.1 NOS-Expression

Um die Eignung des gewdhlten Tiermodells zur Untersuchung des Einflusses
erhohter iNOS-Spiegel auf Herzmuskelzellen zu priifen, wurden die
phanotypischen Eigenschaften der iNOS-Transgenitit charakterisiert. Da die
Transgenitat von Versuchstieren nach mehreren Generationsfolgen verloren gehen
kann, war es unerlasslich, jedes Versuchstier auf seine Transgenitit hin zu
analysieren. Dazu wurden die Herzen TGiNOS {iiberexprimierender Mause
vergleichend mit Kontrollen nicht transgener Mausherzen (Wildtypen, WT) auf
ihre iNOS-Genexpression hin analysiert. Die TGiINOS-Herzen zeigten eine, auf das

1600-fache gesteigerte iNOS-RNA-Expression. Die Proteinexpression zeigte eine
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signifikante Steigerung auf den 6-fachen Wert. Diese Erhohung zeigt die
Auswirkung der iNOS-Transgenitit auf die Versuchtiere. Die Genexpression der
eNOS in den TGiNOS-Herzen zeigt allerdings keine signifikante Anderung. Auch
Reinartz et al. (2011) konnten bei Untersuchungen an iNOS-liberexprimierenden
Maiusen zeigen, dass sowohl die Genexpression, als auch die Proteinexpression der

beiden Isoformen eNOS und nNOS unverandert waren.

5.2 Kontraktilitit isolierter adulter TGiNOS-Kardiomyozyten

Bisherige Veroéffentlichungen tiber TGiINOS-Mduse beruhen auf Untersuchungen,
die ausschliefdlich an Gesamtherzen durchgefithrt wurden. In der hier
vorliegenden Arbeit werden erstmals Ergebnisse auf Zellebene dargestellt. Es
konnte eine Steigerung der basalen Kontraktilitat als Einfluss erhohter NO-Spiegel
an isolierten TGiNOS-Mauskardiomyozyten nachgewiesen werden. Denn bei den
TGiNOS-Kardiomyozyten zeigt sich, sowohl unter einer Stimulationsfrequenz von
1Hz, als auch von 2Hz eine signifikante Erhohung der maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit, sowie der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit.
Der Einfluss von NO auf die Kontraktilitit von Kardiomyozyten wird kontrovers
diskutiert. Jedoch gibt es Hinweise, dass die NO-Wirkung auf die Kontraktilitiat
biphasisch ist. Kojda et al. (1997) zeigten an isolierten Ratten-Kardiomyozyten,
dass NO-Konzentrationen in physiologischer Hohe positiv inotrop wirken, hohe
NO-Konzentrationen dagegen eine negativ inotrop Wirkung besitzen. Damit

besitzen TGINOS-Kardiomyozyten eine basal erhohte Kontraktilitat.

Aufgrund der erhohten iNOS-Aktivitdt in den TGiNOS-Herzen kommt es zu einer
dauerhaften Verringerung des L-Arginin-Spiegels im Herzen, da Arginin als
Substrat zur NO-Synthese bendtigt wird. Heger et al. (2001) zeigten, dass die
physiologische L-Arginin-Konzentration, wie sie in Wildtyp-Mausen gemessen
wurde und 85% abgesunken war. Dies gab Anlass dazu, alle Untersuchungen an
kultivierten Kardiomyozyten unter zusitzlicher Gabe von L-Arginin
durchzufiihren. Das Medium, in dem die Kardiomyozyten kultiviert wurden, besaf3
bereits physiologische L-Arginin Konzentrationen. Vergleichende
Kontraktilititsmessungen zwischen TGiNOS-Kardiomyozyten mit physiologischer
L-Arginin-Konzentration und zusatzlicher L-Arginin-Gabe zeigen bei einer

Stimulationsfrequenz von 2Hz eine signifikante Abnahme der maximalen
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Kontraktionsgeschwindigkeit, der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit, sowie

der relativen Zellverkiirzung durch zusatzliche L-Arginin-Gabe.

Die zusatzliche Arginin-Gabe fiihrt somit wahrscheinlich zur erhéhten NO-
Synthese, so dass die hohen NO-Spiegel einen negativ inotropen Effekt ausiiben.
Wichtig in diesem Zusammenhang ist, wie eingangs erwdhnt, dass NO
konzentrationsabhdngig positiv inotrop oder negativ inotrop wirken kann
(Champion et al., 2004). Sarkar et al. (2000) zeigten an isolierten humanen
Kardiomyozyten einen positiv inotropen Effekt durch NO. Sie erkannten dabei,
dass die Menge des durch die eingesetzten NO-Donatoren gebildeten NOs fiir die
differentielle Inotropie-Wirkung ausschlaggebend war. Miiller-Strahl et al. (2000)
zeigten in Versuchen an Rattenherzen, dass physiologische NO-Konzentrationen,
durch die NO-Donatoren SNAP und DEA/NO eine positiv inotrope Wirkung in
Langendorff-Herzen vermittelten. Einen negativ inotropen Effekt iNOS-abhadngigen
NOs in Kardiomyozyten beschreiben Kinugava et al. (1997) und fiihren ihn auf eine
Aktivierung cGMP-abhangiger Protein-Kinasen zuriick. Funakoshi et al. konnten
(2002) an transgenen TNF-o Mdusen zeigen, dass eine Inaktivierung der iNOS u.a.
einen positiv inotropen Effekt hatte. Die, im Rahmen einer Herzinsuffizienz
erhohte iNOS-Aktivitdt, fiihrt zu kardialen NO-Spiegeln, die einen negativ
inotropen Effekt vermitteln. Wunderlich et al. (2003) zeigten einerseits den
negativ inotropen Effekt hoher iNOS-abhingiger NO-Spiegel, sowie andererseits,
dass Myoglobin ein wichtiger zytoplasmatischer Puffer iNOS-abhangigen NOs ist.
Sie konnten die Scavenger-Wirkung von Myoglobin durch Kohlenstoffmonoxid
hemmen und eine negativ inotrope Wirkung des iNOS-abhangigen NOs zeigen. Die

NO-Verfiigbarkeit wird damit tiber das Myoglobin reguliert.

Die, im Rahmen dieser Arbeit gemessene Verringerung der Kontraktionsparameter
durch Gabe von L-Arginin in TGiINOS-Kardiomyozyten legt nahe, dass die iNOS in
unseren Versuchen das zusitzliche L-Arginin zur vermehrten NO-Synthese nutzt
und die NO-Synthase dadurch in einen Bereich negativ inotroper Wirkung kommt,

wie sie auch in insuffizienten Herzen bei erhohter iNOS-Aktivitat gefunden wird.

Trotz der signifikanten Abnahme der Kontraktionsparameter unter zusatzlicher L-
Arginin-Gabe {ibertreffen die basalen Kontraktionsparameter immer noch

diejenigen der Wildtyp-Kardiomyozyten. Unsere Messungen scheinen die in der
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vorgenannten Arbeit (Heger et al.,, 2001) geduf3erte Vermutung, die NO-Synthese
werde durch die deutlich eingeschrankte Substratverfligbarkeit nicht maximal
ausgeschopft, zu stiitzen. Dabei induziert eine zusatzliche Gabe von L-Arginin in
der verwendeten Konzentration keinen Eigeneffekt auf das Kontraktionsverhalten
der Wildtyp-Kardiomyozyten. Dies zeigen die unveranderten
Kontraktionsparameter der Wildtyp-Kardiomyozyten mit bzw. ohne zusatzliche L-
Arginin-Gabe. Wie von Heger et al. (2001) gezeigt, synthetisieren die Herzen
bereits grofe Mengen NO. Dies belegen u.a. die erhohten Spiegel der NO-
Abbauprodukte Nitrit und Nitrat. Damit stellt sich die Frage, ob durch die héhere
Verfiigbarkeit des L-Arginin durch die iNOS hohere Konzentrationen an NO
synthetisiert wurden, oder ob das zusatzliche L-Arginin durch ein weiteres Enzym
umgesetzt wurde. Das NO-Abbauprodukt Nitrat konnte in den Herzen der hier
untersuchten TGiNOS-Tiere in erhohten Mengen nachgewiesen werden. Nitrat

entsteht bei dem Abbau des NO durch Myoglobin.

Arginin wird neben der iNOS auch durch das Enzym Arginase als Substrat
umgesetzt (siehe 1.4.2). Das Produkt dieser Reaktion ist das Substrat der ODC; das

Ornithin. Die ODC katalysiert daraus Putrescin.

Die TGiNOS-Gesamtherzen weisen Kkeine signifikante Anderung der RNA-

Expression der ODC gegentiber den Wildtypen auf.

Zhao et al. (2009) beschrieben die kardioprotektive Wirkung erhdhter ODC-
Expression durch die Proteinkinase C an isolierten Rattenkardiomyozyten. Bei der
hier gezeigten, tendenziell verringerten Genexpression, scheint ein solcher

kardioprotektiver Einfluss in TGINOS-Herzen nicht gegeben.

Jung et al. (2005) zeigten, dass Arginase I in Kardiomyozyten die Verfiigbarkeit von
L-Arginin als Substrat fiir den NO/cGMP-Weg limitiert. Als Folge konnten sie eine
erhohte basale Kontraktilitit der Kardiomyozyten messen. Die negativ inotrope
Wirkung der in den Untersuchungen bestehenden NO-Konzentrationen nahm
durch die verringerte NO-Produktion ab. Jung et al. (2005) postulierten ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen NOS und Arginase iliber deren gemeinsames
Substrat L-Arginin und schreiben der Arginase eine Rolle als Modulator der NO-

Produktion zu.
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Die in dieser Arbeit gezeigte erhohte basale Kontraktilitat lasst sich auf die positiv
inotrope Wirkung der NO-Spiegel in TGiNOS-Herzen zuriickfithren. Aufgrund der
hohen iNOS-Aktivitdt fehlt es der Arginase an ihrem Substrat, dem L-Arginin. Es

wird kein Ornithin gebildet. Zudem ist die Expression der ODC nicht erhoht.

Die zusadtzliche Gabe von L-Arginin kénnte nun aber auch als Substrat fiir die
Arginase dienen. Es zeigt sich allerdings ein negativ inotroper Effekt durch das
zusatzliche L-Arginin in den TGiNOS-Kardiomyozyten, wie er durch eine weitere

Steigerung des NO-Spiegels durch die iNOS erklart werden kann.

5.3 Isolierte, adulte TGiNOS Kardiomyozyten und Isoprenalin

Kontraktionsversuche unter -adrenerger Stimulation mittels Isoprenalin konnten
zeigen, dass das P-adrenerge Ansprechverhalten der TGiNOS-Kardiomyozyten
signifikant geringer als das der WT-Kardiomyozyten ist. Die Kontraktilitit der
Kardiomyozyten wird im spateren Verlauf einer Herzinsuffizienz stark verringert.
Insgesamt zeigt die Gruppe der TGINOS keine signifikante [-adrenerge
Ansprechbarkeit. Die WT-Kardiomyozyten zeigen hingegen eine signifikante
Erhohung ihrer Kontraktionsparameter unter p-adrenerger Stimulation. Die hier
vorgestellten Ergebnisse wurden unter Zugabe von 5ug/ml Isoprenalin gewonnen.
Dabei ldsst sich unter einer Stimulationsfrequenz von 1Hz eine signifikante

Zunahme der relativen Zellverkiirzung zeigen.

Neben den erhohten basalen Kontraktionsparametern, wie zum Beispiel einer
erhohten relativen Zellverkiirzung, besitzen die TGiNOS-Kardiomyozyten auch
eine geringere P-adrenergen Ansprechbarkeit als die WT-Kardiomyozyten. Die
durchgefiihrten Untersuchungen zur RNA-Expression der [2-Adrenozeptoren
zeigte keinerlei Unterschiede zwischen TGINOS- und Wildtyp-Herzen. Diese
Ergebnisse decken sich mit Ergebnissen von Reinartz et al. (2011), die, allerdings
an Gesamtherzen, ebenfalls eine unverdanderte Expression der $2-Adrenozeptoren
nachwiesen. Somit konnen die f2-Adrenozeptoren nicht als Erklarung fiir die stark
verringerte P-adrenerge Ansprechbarkeit der TGiNOS-Kardiomyozyten dienen.
Vielmehr konnte ein moglicherweise veranderter Ca?*-Stoffwechsel eine Erklarung

der verringerten f-adrenergen Ansprechbarkeit liefern.
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5.4 Kontraktilitat und CaZ+-Stoffwechsel

Da die Kontraktilitit der Kardiomyozyten von der zeitlichen und rdaumlichen
Verteilung des intrazellularen Ca?*, sowie der Calcium-Konzentration abhangig ist,
wurde die Expression der sog. Calcium-Handling-Proteine analysiert. Dies sind der
Natrium-Calcium-Austauscher (NCX), die Sarcoplasmatische- und
Endoplasmatische Ca?*-ATP-ase (SERCA 2A) und das Phospholamban. Die SERCA
2A, sowie das Phospholamban spielen eine wichtige Rolle fiir die myokardiale
Relaxationsgeschwindigkeit. Die SERCA 2A initiiert die Relaxation der
Kardiomyozyten durch Wiederaufnahme von Ca?*. De la Bastie et al., (1990) und
Mercadier et al. (1990) zeigten, dass die Genexpression der SERCA 2A in
Kardiomyozyten bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz absinkt. Um eine Ca?*-
Clearence und damit die Relaxation des Kardiomyozyten gewahrleisten zu kénnen,
kommt es kompensatorisch zu einer gesteigerten Expression des NCX. Im Rahmen
einer Herzinsuffizienz wird die SERCA 2A verringert exprimiert (Jiang et al., 2002).
In TGINOS-Mausen kommt es nicht zur Ausbildung einer Herzinsuffizienz und doch

wird die SERCA 2A signifikant geringer exprimiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse liefern eine signifikante
Abnahme der SERCA 2A RNA-Expression, bei einer nicht signifikanten Erhéhung
der NCX RNA-Expression; dies kann als ein Trend in Richtung der, in den
letztgenannten Arbeiten beschriebenen Expressionsverschiebungen bei Vorliegen
einer Herzinsuffizienz, gewertet werden. Die TGiINOS-Kardiomyozyten zeigen trotz
der verringerten SERCA 2A-Genexpression eine basal erhohte Kontraktilitat. Es
erscheint plausibel, dass die beschriebenen Expressions-Verdnderung der
Calcium-Handling-Proteine der positiv inotropen NO-Wirkung in TGiNOS-

Kardiomyozyten entgegen wirken sollen.

Luo et al. (1994) zeigten an Phospholamban-Knockout-Mausen, dass die basale
Kontraktilitit derer der maximal B-adrenerg stimulierten Kardiomyozyten von
Wildtyp-Herzen entsprach. Gleichzeitig beschrieben sie den Verlust der §-
adrenergen Stimulierbarkeit. Die hier dargestellten Analysen der Calcium-
Handling-Proteine kénnen nicht zur Erklarung der verringerten (-adrenergen
Ansprechbarkeit der TGiNOS-Kardiomyozyten dienen. Auch stellen die hier

beschriebenen Ergebnisse Analysen von TGiNOS-Gesamtherzen dar. Damit kénnen
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nur Aussagen Uber die basalen Veranderungen innerhalb der TGiNOS-Herzen
getroffen werden. Die kardiomyozytdren Verdnderungen kénnen aus den Analysen
der Gesamtherzen damit nur sehr eingeschrankt und nicht abschliefdend bewertet

werden.

5.5 NO und TGF-

Die TGiNOS-Herzen zeigen eine signifikant verringerte RNA-Expression, sowie
Proteinexpression von TGF-B. Interessanter Weise ist die Verringerung der
Proteinlevel noch ausgepragter als es die Gen-Expression erwarten lief3e. Eine
Regulation zwischen mRNA-Expression und der Synthese des Proteins scheint
wahrscheinlich. Bascom et al. (1989) untersuchten die posttranskriptionale
Autoregulation der TGF-B-Isoformen 1, 2 und 3. Dabei beobachteten sie eine friihe
(1h, 6h, 12h), bis 25-fach erhohte mRNA-Expression und eine spdtere
Herunterregulation. Die in dieser Arbeit gemessenen Unterschiede zwischen Gen-
und Proteinexpression konnen nicht auf eine Autoregulation zurilickgefiihrt
werden. Die hier erhobenen Daten beinhalten keine Zeitkinetik. Sie stellen die
RNA-, sowie Protein-Expressionswerte in TGiNOS-Herzen gegeniiber Wildtyp-
Herzen dar. Die Veranderungen in den TGiNOS-Herzen kénnen als Anpassung an

die chronisch erhéhte iNOS-Expression gewertet werden.

Saura et al, (2005) zeigten u.a. in kultivierten Aorta-Endothelzellen eNOS-
defizienter Mause, dass NO cGMP-abhangig durch den TGF-f-/SMAD-Signalweg
regulierte Gene, sowie die Expression von TGF-f selbst inhibiert. Dariiber hinaus
wiesen sie nach, dass die Kerntranslokation von SMAD2/3 durch NO in ihrer
Geschwindigkeit verzogert und insgesamt verringert wird. Saura et al. schreiben
der gezeigten Hemmung der TGF-B-Wirkung durch eNOS-abhdngiges NO die
Funktion eines Kompensationsmechanismus gegen die pathologischen Folgen
erhohter TGF-B-Expression und -Signalgebung im Herzen zu. Sie vermuten in der
eNOS-abhdngigen Kontrolle der TGF-f-Expression und Signalgebung einen
Mechanismus zur Aufrechterhaltung einer Homoostase der Gefafdwande. In dem
hier untersuchten Modell iNOS-iiberexprimierender Mause, scheint das iNOS-
abhangige NO ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die TGF-f-Expression zu
besitzen. Dies steht in Einklang mit den Expressionsanalysen der TGF-p-Target-

Genen, die keine erh6hten Expressionswerte zeigen.
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TGF-B besitzt verschiedene Target-Gene, deren Expressionen durch TGF-$3
induziert werden. Aufgrund der, in den TGiNOS-Herzen verringerten TGF-p-
Spiegel, ist keine Expressionserhohung der TGF-f-Target-Gene zu erwarten. Die
DAP-Kinase-1 (DAPK1) ist ein TGF-B-Target-Gen. DAPK1 wirkt als Aktivator der
Apoptose (Eisenberg-Lerner, 2007). Thre Genexpression ist in TGiNOS-Herzen
unverdandert, obwohl eine verringerte Expression zu vermuten war. TGF-f fiihrt
neben Fibrosierung, auch zu einer Hypertrophie des Herzen (Lijnen et al., 2000).
Um Informationen tiiber das Vorliegen moglicher Verdnderungen zu erhalten,
wurde die Genxpression von Collagen-1 (COL1A), einem weiteren TGF-f3 Target-
Gen, analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass es in den TGiNOS-Herzen zu keiner
Fibrosierung kommt, wie sie im Zuge des Remodeling beim Ubergang einer
kompensierten in eine dekompensierte Herzinsuffizienz auftritt (Definition des
spaten kardialen Remodelings: Pfeffer und Braunwald; 1990; Ertl et al., 1993 und
Jessup and Brozena, 2003). Die Betrachtung der Durchschnittswerte des
Fibrosemarkers Collagenl zeigt lediglich einen Trend zu erhohter Fibrosierung
von TGiNOS-Herzen. Das Ergebnis der Gen-Expressionsanalyse des
Hypertrophiemarkers ODC in TGiNOS-Herzen zeigt keine signifikanten
Veranderungen zwischen  TGiNOS- und WT-Herzen. Die weiteren
Hypertrophiemarker ANP (Atriales natriuretisches Peptid) und BNP (Brain
natriuretic Peptid) werden in TGiNOS-Herzen ebenfalls leicht verringert

exprimiert. Eine Hypertrophie der TGiNOS-Herzen liegt nicht vor.

5.6 NO, TGF-§ und SMADs

Die Signaltransduktion der TGF-B-RII und -RI erfordert u.a. eine Komplexierung
der phosphorylierten und damit aktivierten SMAD-Proteine 2 und 3. Diese bilden
Homodimere und Heterodimere mit SMAD4 (Shi & Massagué, 2003). Als wichtige
Kenngrofde fiir die effektive Signalweitergabe kann das Verhaltnis der
phosphorylierten zur inaktiven Form phosphorylierbarer SMADs gelten. Das
Verhéltnis phosphorylierter SMAD2 zur inaktiven Form ist in TGiNOS-

Kardiomyozyten signifikant verringert.

Die signifikante Abnahme der Phosphorylierung von SMAD-Proteine scheint eine
Moglichkeit der TGINOS-Mause zu sein, die NO-/TGF-B-Wirkung zu kompensieren.

Eine weitere Einflussnahme besteht in der Regulation inhibitorischer SMADs
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(SMAD 6 und 7). Die Genexpression von SMAD?7 ist signifikant erhéht. Ulloa et al.
(1999) zeigten, dass das gegentliber TGF-f antagonistisch wirkende IFN-y die TGF-
B-induzierte Phosphorylierung von SMAD3, die Komplexierung von SMAD 3 und 4
und die Akkumulation von SMAD 3 im Zellkern hemmt. Dartiiber hinaus erhohte
TGF-p die Expression des [-SMADs SMAD 7, was die Bindung des TGF--Rezeptors
mit SMAD 3 verhindert. Die bekannte autoregulatorische Funktion des SMAD 7

stellt einen negativen Feedback-Mechanismus auf erh6hte TGF-[-Spiegel dar.

Das Gesamtbild unserer Untersuchungen der TGF-f/SMAD-Signalkaskade zeigt
neben den zu erwartenden Folgen des verringerten TGF-f-Spiegels auch die
Feedback-unabhingige Erhohung der [-SMAD-Expression. Die erhohte Expression
der I-SMADs fiihrt zu einer Hemmung der Signalweitergabe innerhalb der SMAD-
Kaskade.

Es ist nachgewiesen, dass eine Stimulation mit NO zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 und von SMADs fiihrt und Apoptose in

Kardiomyozyten auslost (Schneiders et al.,, 2005).

Weil die SMAD-Bindungsaktivitat erhoht ist, aber die Spiegel von SMAD 2/3/4
niedrig, wurden auch Expressionsanalysen der SMAD-Proteine 1/5/8
durchgefiihrt. Neben einer signifikanten Erhéhung der Genexpression von SMAD 1
zeigen sich nicht signifikante Anderungen der Expression von SMAD 5 und 8.
Schneiders et al. zeigten 2005, dass erhohte NO-Spiegel mit einer Aktivierung von
SMAD-Transkriptionsfaktoren in Kardiomyozyten einhergehen. Auch im Rahmen
dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Bindungsstudien eine erhohte Bindungsaktivitat
fir SMAD-Transkriptionsfaktoren in TGiNOS-Herzen nachgewiesen werden.
SMAD2 kann nicht fiir die erh6hte Bindungsaktivitit verantwortlich gemacht
werden, da keine erhéhte Phosphorylierung von SMAD2 gezeigt werden konnte.
Andere Isoformen kénnten zu der Erhohung der Bindungsaktivitat gefiihrt haben.
So kénnte zum Beispiel SMAD4 dafiir verantwortlich sein. SMAD4 transloziert
auch in den Zellkern, wird aber nicht durch Phosphorylierung aktiviert. Allerdings
wurden im Rahmen dieser Arbeit keine Translokationsuntersuchungen an SMAD-
Proteinen durchgefiihrt. Somit kann nur vermutet werden, dass SMAD4 fiir die

erhohte Bindungsaktvitat verantwortlich ist.
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SMAD 8 =zeigt eine nicht signifikante Abnahme seiner Genexpression. Die
Genexpression von SMAD 5 ist nicht signifikant erhoht. Sun et al. (2005) konnten
zeigen, dass ein Verlust von SMADS5 in Kardiomyozyten zu einem Anstieg des
apoptotischen  Zelluntergangs fiihrte. Unsere Ergebnisse zeigen keine
Verringerung der Genexpression von SMAD5 und keine Apoptose in TGiNOS-

Herzen.

Fir die Beurteilung der tatsiachlichen Wirkung sind Betrachtungen auf
Proteinebene, sowie, bei den phosphorylierbaren SMADs, deren Phosphorylierung
ausschlaggebend. Die Proteinexpression von SMADS ist signifikant verringert. Die
rezeptoraktivierten SMADs 1, 5 und 8 werden durch Phosphorylierung aktiviert.
Auf Proteinebene zeigt sich eine nicht signifikante, geringgradige Abnahme der
pSMADs 1, 5 und 8. Eine Beeinflussung der BMP/SMAD-Signaltransduktion ist
damit nicht gegeben. Hata et al. (1998) zeigten, dass das inhibitorische SMAD-
Protein SMADG6 zu einer Hemmung von SMAD1 fiihrt. Da inhibitorische SMADs auf
alle rezeptoraktivierten SMADs wirken kénnen, konnte ihre Hochregulation auch
erhohte SMAD 1, 5 und 8 Werte kompensieren. Da die SMADs 1, 5 und 8
unverandert sind, gilt die Hochregulation der inhibitorischen SMADs (SMAD6 und
7) der Kompensation von SMAD2/3/4. Es miissen noch weitere Untersuchungen

durchgefiihrt werden, um die Bedeutung von SMAD 1/5/8 zeigen zu konnen.

5.7 NO, TGF-f und Kontraktilitit

Das Zytokin TGF-f fiihrte in Versuchen von Schliiter et al. (2004), in einer
Konzentration von 10ng/ml eingesetzt, in Myokardzellen der Ratte zu einer
Verminderung der basalen Kontraktionsfihigkeit. Dies wurde auf eine
Relaxationsstorung zurtlickgefiihrt, ging allerdings mit einer unveranderten p-
adrenergen Ansprechbarkeit einher. Die hier vorgestellten
Expressionsuntersuchungen zeigen eine Abnahme der kardialen TGF-p-Spiegel
unter dem endogen erhohten kardialen NO-Spiegel der TGiNOS-Herzen. Eine
deutlich verminderte pB-adrenerge Ansprechbarkeit wurde mittels Isoprenalin-
Stimulation gezeigt. Um zu klaren, wie sich das Kontraktionsverhalten der
Kardiomyozyten unter dem Einfluss zusatzlicher TGF-B1-Gaben verhalt, wurden
weitere Kontraktionsversuche an vereinzelten, adulten Kardiomyozyten
vorgenommen.
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Diese Versuche zeigten die hemmende Wirkung von TGF-f1-Gaben auf die

Kontraktilitat der TGiINOS-Kardiomyozyten.

Mufti et al. (2008) zeigten eine signifikante Verringerung der relativen
Zellverkiirzung in Versuchen an Kardiomyozyten der Ratte nach Inkubation mit
10ng/ml TGF-B1. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen an Wildtyp
Kardiomyozyten der Maus zeigen nach Gabe von 1ng/ml TGF-f1 keine signifikante
Abnahme  der  ermittelten  Kontraktionsparameter: der  maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit, der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit, sowie
der relativen Zellverkiirzung. Erst nach einer Inkubation mit 3ng/ml TGF-f1
zeigten sich eine signifikante Abnahme der maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit, sowie der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit
auf etwa die Halfte des Ausgangswertes. Diese Abnahme ist sowohl bei einer
Stimulationsfrequenz von 1Hz, wie auch von 2Hz messbar. In iNOS-Kardiomozyten
zeigt sich bereits nach Inkubation mit 1ng/ml TGF-f; eine vergleichbare Abnahme
der maximalen Kontraktionsgeschwindigkeit und maximalen
Relaxationsgeschwindigkeit, wie sie bei den WT-Kardiomyozyten erst bei der
dreifachen Konzentration an TGF-f1 auftritt. Der Unterschied zwischen den beiden
Stimulationsfrequenzen (1Hz und 2Hz) ist auch hier nur marginal. Bei einer Gabe
von 3ng/ml TGF-f1 kommt es bei den TGINOS Kardiomyozyten zu einem
vollstandigen Verlust der Kontraktionsfahigkeit. Damit deckt sich diese Erkenntnis
indirekt mit den Untersuchungen von Mufti et al. (2004), in denen beschrieben
wird, dass erhohte TGF-pB-Spiegel zu einer Abnahme der myokardialen
Relaxationsgeschwindigkeit fiihren. Die vorliegende Arbeit lasst nun auch den
Umkehrschluss zu, namlich, dass ein verringerter TGF--Spiegel eine Zunahme der

Relaxationsgeschwindigkeit bedingt.

Insgesamt zeigt sich eine sehr stark eingeschriankte Toleranz der TGiNOS-
Kardiomyozyten gegeniiber eines erhohten TGF-B-Spiegel. Dies kann in der Weise
gewertet werden, dass die fiir den Umgang mit dem erhohten kardialen NO-Spiegel
erfolgte Kompensation der TGF-B-Wirkung erschopft ist. Somit koénnen die

TGiNOS-Herzen keine weitere Erhohung des TGF-f3-Spiegels mehr kompensieren.
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5.8 NO, TGF- und Apoptose

Die TGiNOS-Kardiomyozyten weisen unter basalen Bedingungen keine mit
Apoptose assoziierten Verdnderungen auf. Unsere Messungen zeigten keine
erhohte Bindungsaktivitat von Kernextrakten zu AP-1 in TGiNOS-Herzen. Damit
fehlt in den TGiNOS-Herzen ein fir die NO/TGF-f-vermittelte Apoptose
notwendiger Faktor. Taimor et al. (2001) zeigten, dass die Gabe des NO-Donor
SNAP bei isolierten Kardiomyozyten der Ratte zu einer erh6hten Bindungsaktivitat
von AP-1 fiihren, Apoptose in adulten Kardiomyozyten der Ratte auslost. In den
TGiNOS-Herzen konnen die erh6hten NO-Spiegel durch das Ausbleiben der AP-1-
Aktivierung nicht zur Apoptoseinduktion fiithren. Dies zeigt, dass die fehlende AP-
1-Aktivierung ein weiterer, wesentlicher Kompensationsmechanismus der
TGiNOS-Herzen gegen die schadigenden Folgen der erhohten iNOS-Aktivitiat zu
sein scheint. Childs et al. zeigten 2002 eine adaptive Verringerung der Bax/Bcl2-
Ratio unter oxidativem Stress. Chae et al. (2004) zeigten, in glatten
Gefafdmuskelzellen, dass die NO-induzierte Apoptose zu einem Anstieg der
Bax/Bcl-2-Ratio durch eine gesteigerte Gen-Expression fiihrt. In der Folge kommt
es zu einer mitochondrialen Cytochrome c Freisetzung ins Zytosol, die iiber eine
Aktivierung der Caspase-3 zur Apoptose fiihrt. Die hier vorliegenden
Genexpressionsanalysen der Apoptosemarker Bcl-2 und Bax zeigen eine nicht
signifikante Verschiebung zugunsten des anti-apoptotischen Bcl-2. Die Bax/Bcl-2-
Ratio nimmt ab. Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich dieser Trend auch auf
Proteinebene fortsetzt. Hier ist ebenfalls eine nicht signifikante Verschiebung des
Bax/Bcl2-Verhaltnisses hin zum anti-apoptotischen Bcl-2 nachweisbar. Aufgrund
der verringerten TGF-f-Spiegel in den TGiNOS-Herzen, sind die Voraussetzungen
fiir eine Apoptoseinduktion in TGiNOS-Herzen nicht gegeben. Die TGiINOS-Herzen
zeigen keinen Anstieg der, aufgrund der erhdhten NO-Spiegel zu erwartenden
Apoptose. Allerding findet sich auf Ebene der Apoptose eine fehlende Toleranz der
TGiNOS-Kardiomyozyten gegeniiber zusatzlichen TGF-Bi-Gaben, dhnlich wie sie
bereits in den Kontraktionsversuchen gezeigt wurde. Die TGINOS-Kardiomyozyten
zeigen nach 6-stiindiger Inkubation mit 3 ng/ml TGF-B: einen signifikanten
Anstieg des apoptotischen Zelluntergangs um etwa 75%. Die Wildtyp-

Kardiomyozyten zeigen lediglich einen Anstieg der Apoptose um etwa 7%.
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Da durch eine zusatzliche Stimulation mit TGF- auch AP-1 aktiviert wird, weisen
die TGiNOS-Kardiomyozyten in der Folge eine deutliche Zunahme der Apoptose
auf. Auch ist das Bax/Bcl-2-Verhdltnis verringert, ein Ausbleiben der
Phosphorylierung der R-SMADs und eine Feedback-unabhingige I-SMAD-
Aktivierung sind nachweisbar, was ebenfalls einen Kompensationsmechanismus

vor Apoptoseinduktion darstellen konnte.

6. Conclusio und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen erstmals Funktionsuntersuchungen an
isolierten Maus-Kardiomyozyten in einem Modell iNOS-liberexprimierender
Maiuse dar und zeigen die grofie Bedeutung der TGF--SMAD-Signalkaskade fiir die
schadigende Wirkung stark erhohter, kardialer NO-Spiegel.

Die fatalen funktionellen Folgen einer TGF-B-Applikation auf kultivierte
Kardiomyozyten, das Ausbleiben der AP-1-Aktivierung, die verringerte
Phosphorylierung der R-SMADs, sowie die Feedback-unabhangige Aktivierung der
[-SMADs und das verringerte Bax/Bcl-2-Verhaltinis zeigen deutlich, dass die
TGiNOS-Kardiomyozyten iiber erfolgreiche Kompensationsmechanismen gegen
die erhohte iNOS-Aktivitat verfiigen. Insgesamt kann aus dem Kontext der fatalen
Wirkung zusatzlicher TGF-B-Gaben der Schluss gezogen werden, dass die Tiere
neben den genannten Kompensationsmechanismen vor allem durch den stark
verringerten kardialen TGF-f-Spiegel ihre Herzfunktion sicherstellen konnen. In
der verringerten TGF-B-Expression ist damit der wohl bedeutsamste Schutz der

TGiNOS-Kardiomyozyten zu sehen.

Die Bedeutung erhohter, kardialer NO-Spiegel, insbesondere als Folge erhohter
iNOS-Aktivitat, fiir die Progredienz der Herzinsuffizienz wird kontrovers
diskutiert. Mit den in dieser Forschungsarbeit vorgestellten Ergebnissen stehen
wir am Anfang, die funktionellen Folgen fiir Kardiomyozyten auf Zellebene zu
verstehen. Reinartz et al. (2011) dufiern die Vermutung eines veranderten Ca?*-
Handlings in TGiNOS-Herzen. Mit einem verdnderten Ca?*-Handling konnte, in
Anbetracht der hier vorgestellten Ergebnisse einer unveranderten Expression der
2-Adrenozeptoren, die verringerte -adrenerge Ansprechbarkeit erklart werden.

Flr die myokardiale Relaxationsgeschwindigkeit spielen v.a. die SERCA 2A, sowie
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Phospholamban eine wichtige Rolle. Unter niedriger intrazellularer Ca?*-
Konzentration tiberwiegt der Einfluss der SERCA 2A. Phospholamban stellt dabei
das Bindeglied zur -adrenergen Einflussnahme des Ca?*-Haushalts dar. Die SERCA
2A hemmende Wirkung von Phospholamban wird durch @-adrenerge Stimulation
aufgehoben, was einen positiv lusitropen, also die Relaxationsgeschwindigkeit
steigernden Einfluss zur Folge hat. Eine Abnahme der SERCA 2A konnte als ein

Mechanismus fiir eine verringerte Inotropie gesehen werden.

Die von Jung et al. (2005) beschriebene Beziehung zwischen der iNOS und dem
Arginase-Stoffwechselweg, mit einer moglicherweise modulierenden Funktion der
Arginase fir die iNOS-Aktivitat, lief3 weitere Untersuchungen zur Bedeutung der
Substratverfligbarkeit  von L-Arginin unter Beriicksichtigung der
konzentrationsabhdngigen Inotropie-Wirkung des NO sinnvoll erscheinen. Die hier
vorgestellten Ergebnisse lassen, aufgrund der negativ lusitropen Wirkung
zusatzlicher L-Arginin-Gaben, den Schluss zu, dass in TGiNOS-Kardiomyozyten
zusatzliches L-Arginin durch die iNOS zu NO verstoffwechelt wird. In
weitergehenden Untersuchungen konnten die hier vorgestellten
Kontraktionsversuche mit ansteigenden L-Argininkonzentrationen durchgefiihrt
werden, um eine mogliche Dosisabhdngigkeit zu priifen. Ziel sollte die Erstellung

einer Dosis-Wirkungskurve fiir L-Arginin in TGiINOS-Kardiomyozyten sein.

Die klinische Studie von Schulman et al. (2006) zeigte die fatalen Folgen einer L-
Arginin-Medikation im Langzeit Postinfarkt-Geschehen. Die erh6hte Mortalitat der
Probanden kann auf eine schadigende Wirkung aufgrund der erh6hten
Substratverfligbarkeit fiir die iNOS und der damit erhéhten NO-Produktion erklart
werden. Versuche zur Regulation der iNOS-Aktivitat konnten weitere Hinweise auf
mogliche Wege zur klinisch anwendbaren Regulation der iNOS liefern, mit dem

Ziel die schadigenden Einfliisse iNOS-abhangigen NOs abwenden zu kénnen.

Der moglicherweise bestehende Einfluss der SMAD-Signalkaskade, fiir den TGF-p3-
vermittelten, apoptotischen Zelluntergang, legt nahe, eine Beeinflussung der
SMAD-Proteine auf ihre therapeutische Relevanz hin zu liberpriifen. Ein gezieltes
Eingreifen in die SMAD-Signalkaskade, mit der Folge verringerter Apoptose von
Kardiomyozyten, konnte die Prognose von Patienten mit Herzinsuffizienz

entscheidend verbessern. Unsere Ergebnisse legen nahe, dabei insbesondere Wege
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einer Feedback-unabhingigen [-SMAD-Aktivierung Zu untersuchen.
Untersuchungen von Ulloa et al. (1999) zeigen, dass INF-y u.a. die Expression von
SMAD 7 induziert, dessen selektive Regulation mdglicherweise von
therapeutischem Interesse sein konnte. Wicks et al. (2000) zeigten, dass bis dato
nicht nachgewiesene Cross-Talk-Mechanismen zwischen Ca?*-abhdngigen Kinasen
und SMAD-Proteinen ohne Beteiligung von TGF-f bestehen. In den TGiNOS-
Mdusen ist der kardiale TGF-B-Spiegel verringert. Cross-Talk-Mechanismen
zwischen Ca?*-abhingigen Kinasen und SMAD-Proteinen konnten den
Mechanismus einer Feedback-unabhangigen [-SMAD-Aktivierung erklaren. Die von
Wicks et al. gezeigte, direkte Phosphorylierung der SMAD-Proteine u.a. von
SMAD2, welches nachweislich das TGF-B-vermittelte Apoptose-Signal libermittelt,
legt die Untersuchungen von Proteinen mit Kinaseaktivitit nahe. Die Kenntnis
iber die Rolle bestehender Cross-Talk-Mechanismen koénnte eine genauere
Charakterisierung der Herzinsuffizienz ermdglichen. Vielleicht koénnten auch
daraus Erkenntnisse fiir eine therapeutische Beeinflussung der TGF-f/SMAD-
Signalkaskade resultieren und eine medikamentése Regulation von SMAD-

Proteinen ermdéglichen.

Des Weiteren bleibt zu untersuchen, wie es in den TGiNOS-Herzen zur Abnahme
des TGF-B-Spiegels gekommen ist. Vor allem INF-y sollte auf seinen Einfluss in

TGiNOS-Herzen analysiert werden.

Wiinschenswert waren auch in vivo Daten zur korperlichen Leistungsfahigkeit der
TGiNOS-Mause. Dazu  konnten  vergleichende Untersuchungen  unter
physiologischer Belastungen im Laufradtraining erfolgen. Die trainierten Tiere
sollten dann auf Unterschiede in der physiologisch adaptiven Herzhypertrophie
untersucht werden. Ebenfalls sollten die hier vorgestellten Kontraktionsversuche
auf Zellebene mit Kardiomyozyten trainierter Tiere durchgefiihrt werden. Diese
konnten einen klinischen Kontext zu den hier dargestellten in-vitro Analysen

liefern.
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Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurden anhand eines Modells transgener,
herzspezifisch liberexprimierender iNOS-Mause, die Auswirkungen einer hohen
iNOS-Aktivitat auf  die Expression  von u.a. Apoptosemarkern,
Hypertrophiemarkern, Kalzium-Handling-Proteinen, TGF-§ und SMAD-Proteinen
analysiert. Zudem wurde erstmals die Wirkung iNOS-abhdngigen NOs auf die
Kontraktilitat vereinzelter, isolierter Kardiomyozyten untersucht. Die TGiNOS-
Herzen zeigten, trotz einer 1600-fach gesteigerten iNOS-Genexpression, keine
Anzeichen erhéhter Hypertrophie oder Apoptose. TGF-f, welches beim Ubergang
von einer angepassten Hypertrophie zur Apoptose stark exprimiert wird, wurde in
den TGiNOS-Herzen verringert exprimiert. Die TGFB-Target-Gene DAPK-1, welches
Apoptose induziert, sowie Collagen-1, welches Fibrose induziert, wurden
unverandert exprimiert. Tendenziell verringert ist die sog. Bax/Bcl2-Ratio, was auf
ein anti-apoptotisches Milieu in TGiINOS-Herzen hinweist. Einzig das TGF-p-Target-
Gen SMAD?7, ein allerdings inhibitorisch wirkendes SMAD-Protein, wurde TGF-p3-
unabhdngig stark erhoht exprimiert. Neben dieser kompensatorischen
Verdanderung innerhalb der SMAD-Signalkaskade, war bei einer nachweislich
erh6hten SMAD-Bindungsaktivitit, eine verringerte Aktivitit der R-SMADs 2 und 3
und des Co-SMADs 4 darstellbar. Die Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors
AP-1, der fiir die Ausbildung NO-/TGF-f-abhédngiger Apoptose in TGiNOS-Herzen

notwendig ist, ist nicht erhoht.

Die TGINOS-Kardiomyozyten zeigten eine basal erh6hte Kontraktilitat, was auf die
positiv inotrope NO-Wirkung zuriickzufiihren ist. Zusatzliche L-Arginin-Gaben
fiihrten in den TGiNOS-Kardiomyozyten zu einer Reduktion der Kontraktilitat, die
jedoch signifikant besser war als bei den Wildtyp-Kardiomyozyten. Eigeneffekte
des L-Arginin lief3en sich durch vergleichende Messungen an WT-Kardiomyozyten
ausschliefden. Die basal erhohte Kontraktilitdt lief3 sich unter p-adrenerger
Stimulation durch Isoprenalin-Gabe bei den TGiINOS-Kardiomyozyten kaum
steigern, ubertraf aber dennoch die Kontraktionsparameter der WT-
Kardiomyozyten unter adrenerger Stimulation. Die verringerte p-adrenerge
Stimulierbarkeit konnte nicht auf Veranderungen der 3-Rezeptoren zurtickgefiihrt

werden. Diese wurde unverdndert exprimiert. Die signifikant verringerte
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Expression der SERCA 2A, bei unveranderter Phospholamban-Expression, scheint

ein Kompensationsmechanismus gegen die positiv inotrope NO-Wirkung zu sein.

Zusatzliche Gabe von TGF-p1 fithrt in TGiNOS-Kardiomyozyten zu einer
ausgepragten Verringerung der Kontraktionsparameter. Gabe von 3ng/ml TGF-3
fiihrte zum vollstindigen Verlust der Kontraktilitit. Dies ist ein Indiz fiir die
immense Bedeutung eines verringerten TGF-B-Spiegels bei gleichzeitig erhohten

iNOS-abhdngigen NO-Leveln in iNOS-transgenen Kardiomyozyten.
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Summary

8. Summary

In study at hand the iNOS-dependent effects on the synthesis of nitric oxide, the
expression of markers for apoptosis and hypertrophy, calcium handling proteins,
TGF-p and SMAD proteins were analyzed in a transgenic mouse model with cardiac
specific overexpression of iNOS. The influence of iNOS dependent nitric oxide on
the contractility in isolated cardiomyocytes was shown for the first time. The tg-
iNOS hearts showed no evidence of increased apoptosis or hypertrophy, despite a
1600-fold increased iNOS RNA expression. The expression of TGF-f, which is
expressed during the transition from hypertrophy to apoptosis, was decreased.
The expression of TGF-f target genes like DAPK-1, which induces apoptosis, as
well as collagen-1, which induces fibrosis were not altered. Bax/Bcl2 ratio was
decreased, which indicates an antiapoptotic milieu. Expression of TGF-f target
gene SMAD7, an inhibitory SMAD protein was highly increased through TGF-3
independent mechanisms. In addition to this compensatory change within SMAD
signalling cascade, a decreased activity of R-SMADs 2 and 3 was displayed. Also
gene and protein levels of SMAD 4 was decreased. The binding activity of AP-1,
which is known as an essential transcription factor for the induction of nitric

oxide/TGF-f dependent apoptosis, was not increased in hearts of tg-iNOS mice.

tg-iNOS cardiomyocytes show increased basal contractility demonstrating positive
inotropic effects. Additional doses of l-arginine resulted in a further decrease of
contractility in transgenic cardiomyocytes, but was still higher than in wildtype
cardiomyocytes. Intrinsic effects of l-arginine could be excluded by comparative
measurements on wildtype cardiomyocytes. tg-iNOS cardiomyocytes did not
respond to isoprenaline, but still exceeded the contractile parameters of wildtype
cardiomyocytes under adrenergic stimulation. The reduced beta-adrenergic
response could not be attributed to changes in the beta-receptors. The beta-
receptor expression was unchanged. Phospholamban expression was unaltered,
too. So, the significantly reduced expression of SERCA 2A seems to be a

compensatory mechanism against the positive inotropic effect of nitric oxide.

Additional administration of TGF-f leads to a pronounced reduction of contraction

parameters in transgenic cardiomyocytes. 3ng/ml TGF-f totally abolished
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contractile responses of tg-iNOS cardiomyocytes. Thus, simultaneous presence of
iNOS dependent nitric oxide and physiological levels of TGF-f leads to contractile
failure of cardiomyocytes. This finding shows that reduced TGF-f-levels must be
seen as an essential prerequisite for cardiomyocytes to survive under the presents

of high iNOS dependent nitric oxide levels.
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