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2. Einleitung

2.1 Herzinsuffizienz

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen die haufigste Todesursache in
Industrielandern dar. Laut Statistischem Bundesamt starben in Deutschland im Jahre
2010 von insgesamt 858.768 Personen 41,07 % an einer Erkrankung des Herz-
Kreislauf-Systems. Die Gesamtzahl der aufgrund einer Herzinsuffizienz verstorbenen

Menschen betrug insgesamt 5,63 %.

Eine Herzinsuffizienz ist eine durch verschiedene Ursachen induzierte myokardiale
Dysfunktion, durch die das Herz unfahig ist, eine den Anforderungen entsprechende
Forderleistung zu erbringen (Pschyrembel, 261. Auflage, 2012). Beim Menschen
kommen als haufige Ursachen fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz die
koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie, myokardiale Ischamie sowie
Kardiomyopathien in Frage. Auch in der Veterindrmedizin spielt das Krankheitsbild
der Herzinsuffizienz eine bedeutende Rolle. Beim Hund fallen bei der Entwicklung
einer Herzinsuffizienz vor allem die degenerative Atrioventrikular-Klappenerkrankung
sowie die dilatative Kardiomyopathie ins Gewicht. Eine hypertrophe Kardiomyopathie
ist bei Katzen als Hauptursache der Erkrankung zu nennen (Nelson und Couto,
2006).

Die Einteilung der Erkrankung erfolgt nach der Lokalisation (a) in eine Linksherz-,
Rechtsherz- oder eine Globalinsuffizienz. Klinisch (b) lasst sich eine Einteilung nach
dem Auftreten von Symptomen in eine kompensierte (asymptomatische) oder
dekompensierte (symptomatische) Insuffizienz, nach zeitlichem Verlauf in eine akute
oder chronische Erkrankung sowie nach dem Schweregrad in eine Belastungs- oder
Ruheinsuffizienz vornehmen. Pathophysiologisch (c) wird zwischen einer
systolischen Dysfunktion (verminderte Ejektionsfraktion) und einer diastolischen
Dysfunktion  (Unfahigkeit zur Aufnahme eines adaquaten Blutvolumens)
unterschieden. Pathophysiologisch werden im Zuge einer Herzinsuffizienz
neuroendokrine Regulationsmechanismen aktiviert. Es erfolgt eine Sympathikus-
Aktivierung sowie eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und
es werden Vasokonstriktoren, wie Endothelin, ausgeschuttet. Im Herzmuskel finden

morphologische Umbauprozesse (kardiales Remodelling, Myokardhypertrophie,
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Einleitung

Apoptose und Fibrose) und molekulare Veranderungen statt (Pschyrembel, 261.
Auflage, 2012)

2.2 Apoptose

Der Begriff ,Apoptose” stammt aus der griechischen Sprache. Er beschreibt das
Abfallen welker Blatter von einem Baum. Diese Metapher wurde im Jahre 1972 von
Wyllie et al. als eine Beschreibung des programmierten Zelltods eingefiihrt. Apoptose
ist der Vorgang des genetisch festgelegten Zelltods. Apoptose findet physiologisch
wahrend der Entwicklung und des Alterns eines Organismus, aber auch bei der
Elimination geschadigter Zellen statt (Norbury et al., 2001). Die wissenschaftliche
Untersuchung von Apoptose-Vorgangen geht auf die Erforschung des Nematoden
Caenorhabditis elegans zurick (Horvitz et al, 1999). Wahrend des
energieabhangigen Apoptose-Vorgangs kommt es zu einer Zellschrumpfung (Kerr at
al., 1972) und zu einer Chromatinkondensation (Elmore, 2007). Zellfragmente
werden in apoptotische, von intakter Zellmembran umgebene Kdorperchen (apoptotic
bodies), eingeschlossen. Die Zellkérperchen werden von Makrophagen phagozytiert
und in Phagolysosomen degradiert. Wahrend des Apoptose-Vorgangs findet keine
Entzindungsreaktion statt, da apoptotische Zellen keine zellularen Komponenten in
das interstitielle Gewebe entlassen. Die phagozytierenden Makrophagen produzieren
keine Zytokine (Kurosaka et al., 2003).

Im Gegensatz zur Apoptose wird bei dem alternativen Weg des Zelltods, der
Nekrose, keine Energie bendtigt. Wahrend des Vorgangs der Nekrose kommt es zu
Karyolyse und Zellschwellung. Es finden Entzindungsreaktionen statt, da die
Zellmembran der nekrotischen Zelle zerstort wird. Zellbruchsticke, die in den
interstitiellen Raum gelangen koénnen, locken Entziindungszellen an (Kerr et al.,
1972).
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2.2.1 Apotose-Mechanismen

An der Induktion und Signaltransduktion von Apoptose sind komplexe,
energieabhangige Kaskaden beteiligt (Elmore, 2007). Wie in Abbildung 1 zu sehen
ist, werden zwei Signalwege der Apoptose-Induktion unterschieden. Der extrinsische
(Death-Receptor-Pathway) und der intrisische (Mitochondrial-Pathway) Signalweg.

Der extrinsische Signalweg wird Uber transmembrane Rezeptor-Interaktionen
vermittelt. Zu den in Kardiomyozyten am besten erforschten Liganden dieser
Rezeptoren gehoren FasL und TNF-a (Ashkenazi et al., 1998). Die Bindung der
Liganden an den Rezeptor initiert die Bildung des Death-Inducing-Signaling-
Komplex. Dieser Komplex vermittelt die autokatalytische Aktivierung der Prokaspase
8 (Kischkel et al., 1995).

Der intrinsische Signalweg wird durch auliere Einflusse, wie Strahlung, Toxine oder
Hypoxie, gestartet. Es Offnet sich die Mitochondrial-Permeability-Transition-Pore in
den Mitochondrien. Die Offnung der Pore hat einen Ausfluss des pro-apoptotischen
Cytochrom C in das Zytoplasma zur Folge (Saelens et al., 2004). Cytochrom C

aktiviert im Zytoplasma die Prokaspase 9.

Sowohl der intrinsische als auch der extrinsische Signalweg resultieren in der
Aktivierung der sogenannten Kaspasen-Kaskade. Kaspasen kénnen sich durch ihre
Eigenschaft als Proteasen selbst aktivieren. Die Aktivierung der Kaspasen 3, 6 und 7
fuhrt zum Ubergang in die Effektorphase (siehe Abbildung 1), in der die fiir Apoptose
typischen morphologischen Veranderungen der Zelle ablaufen. Kaspasen sind hier
fur die Spaltung intrazellularer Proteine und die damit einhergehende Degradation
der Zelle verantwortlich. Der intrinsische und extrinsische Signalweg laufen nicht
vollig isoliert voneinander ab, sondern konnen sich durch die beteiligten Molekule
gegenseitig beeinflussen (Igney et al., 2002).
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Intrinsisch Extrinsisch
Strahlung, Hypoxie TNFa/FasL
l Rezeptor
Mitochon-
drium
Death-inducing
signal Komplex

Cytochrom C =====) Prokaspase 9 :

Kaspase 9

Prokaspase 8
Kaspase 8 ;
Kaspase 3

Kaspase 6
Kaspase 7

Effektorphase der Apoptose

Abbildung 1: Signalwege der Apoptose

2.2.2 Apoptose im Herzen

In Kardiomyozyten wurden bisher als Liganden transmembraner Rezeptoren FasL
und TNF-a am besten erforscht (Ashkenazi et al., 1998). Im Herzen spielen
aulRerdem sowohl NO (Schneiders et al., 2005) als auch das Zytokin TGF-4
(Transforming-Growth-Factor-B4) (Euler-Taimor & Heger, 2006) als Apoptose-

Induktoren eine wichtige Rolle.

TGF-B1 wird im Herzen nach einer myokardialen Infarzierung (Deten et al., 2001)
sowie im Verlauf von Kardiomyopathien (Hao et al., 1999) vermehrt gebildet.
Schneiders et al. beschrieben im Jahre 2005, dass eine Aktivierung des TGF-34 /
SMAD (Small Mother Against Decapentaplegic)-Signalweges in Herzmuskelzellen zu
Apoptose-Induktion fuhrt. Eine TGF-B4-Induktion fuhrt zu einer Translokation des
heterotrimeren Komplexes aus SMAD2 / SMAD3 und SMAD4 in den Nukleus. Der
heterotrimere SMAD-Komplex kann im Nukleus mit dem Transkriptionsfaktor AP-1

(Activator Protein-1) interagieren (Euler-Taimor & Heger, 20006).
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AP-1 besteht in seinem Aufbau als Dimer aus Mitgliedern der bZIP Protein-
Superfamilie. Jun-Proteine (c-Jun, JunB, JunD) kbnnen Homodimere bilden oder mit
Fos-Familienmitgliedern Heterodimere formen (Kaminska et al., 2000). Unter Gabe
des NO-Donors SNAP konnte eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 in
Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Schneiders et al., 2005). In seiner
apoptotischen  Funktion ist AP-1 aus JunB- und FosB-Untereinheiten
zusammengesetzt. Unter NO-Freisetzung wurde in Kardiomyozyten eine erhohte
Bindung von SMAD2, SMAD3 und SMAD4 gezeigt. SMAD-Proteine kdnnen mit Jun-
Proteinen direkt interagieren (Liberati et al., 1999), und somit die transkriptionale
Aktivitat von AP-1 steigern. Der Einsatz von AP-1-Decoy-Oligonukleotiden inhibierte
die durch NO induzierte Apoptose (Taimor et al.,, 2001). AP-1 vermittelt die
Transkription von TGF-B+-Zielgenen, wie zum Beispiel Kollagen (Zhang et al., 1998).
Eine gleichzeitige Aktivierung von AP-1 und SMAD-Proteinen nach einer
myokardialen Infarzierung konnte der Ausloser von Apoptose-Induktion im Herzen

sein.

2.23 TGF-B

Die TGF-B-Superfamilie besteht aus Uber 30 Zytokinen. Zu ihren Mitgliedern zahlen
TGF-B und BMP (Massague et al., 1998). BMP spielt eine Rolle in der Herz-
Entwicklung (Euler-Taimor et al., 2006). Seine anti-apoptotische Funktion im Herzen
wird uber SMAD1 vermittelt (Izumi et al., 2001). TGF-B ist ein multifunktionales
Protein: Es dient als Regulator der embryonalen Differenzierung, Homodostase,
Proliferation und induziert Apoptose (Massague et al., 2000). TGF-B wird von
aktivierten T- und B-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen und Herzmuskelzellen
gebildet. Gleichzeitig sind die genannten Zelltypen empfanglich far dessen
Wirkungen (Dennler et al., 2002).

2.2.4 TGF-B1/ SMAD-Signalkaskade im Herzen

TGF-B¢ vermittelt seine Wirkung Uber transmembrane Rezeptoren, die aus
heterotetrameren Komplexen von Typ |- und Typ |I-Rezeptoren bestehen (Massague
et al.,, 1998). Typ I- und lI-Rezeptoren bestehen jeweils aus einer extrazellularen
Cystein-reichen Domane, einer transmembranen und einer intrazellularen Domane

(Serin / Threonin Kinase-Domane). Die Typ Il Rezeptor-Kinase ist konstitutiv aktiv
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und phosphoryliert nach TGF-34-Bindung die Typ I-Kinase. Diese aktiviert fir TGF-B4
spezifische Signalmolekule, die SMAD-Proteine (Dennler at al.,, 2002). SMAD-
Proteine werden in drei Klassen eingeteilt: A] R-SMADs: Rezeptoraktivierte SMAD-
Proteine (SMAD1-3, SMAD5 und SMADS8); B] Co-SMADs: (SMAD 4); C] I-SMADS:
Inhibitorische SMAD-Proteine (SMAD6 und SMAD7). SMAD-Proteine sind aus MH1-
und MH2-Domanen aufgebaut, die unterschiedliche Funktionen vermitteln. Die MH1-
Domane interagiert mit DNA und Transkriptionsfaktoren, wahrend die MH2-Domane
an SMAD- sowie Rezeptor-Interaktionen beteiligt ist (Euler-Taimor & Heger, 2005).
Alle SMAD-Klassen konnten im Herzen nachgewiesen werden (Euler-Taimor &
Heger, 2006).

Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, bindet TGF-B4 im Herzen spezifisch an einen
Rezeptorkomplex aus Typ Il und ALK 5 (Typ I-Rezeptor) und vermittelt so die
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3, die Uber ihre MH2-Domane einen
heterotrimeren Komplex mit Co-SMAD4 bilden (Dennler et al., 2002). Dieser
Komplex wird in den Nukleus transloziert und beeinflusst dort die Transkription
(Euler-Taimor & Heger, 2006). Eine (gleichzeitige Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 bewirkt die Induktion pro-apoptotischer Faktoren. Das
inhibitorische SMAD7 wirkt am Herzen anti-apoptotisch. Es hemmt die
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 (Nakao et al., 1997).
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Abbildung 2: TGF-B4-Signalweg im Herzen
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2.3 Hypertrophie

Als Hypertrophie wird die Gréllenzunahme eines Organs oder eines Gewebes durch
ZellvergroRerung bezeichnet. Sie ist abzugrenzen von dem Vorgang der Hyperplasie,
bei der eine Groflenzunahme durch Zellteilung stattfindet. Im Herzen ist die
Hypertrophie als eine Verdickung der Herzwand infolge einer Dickenzunahme der
Herzmuskelfasern eines oder aller Herzabschnitte definiert (Pschyrembel, 261.
Auflage, 2012). Hypertrophie ist die ausschliel3liche VergroRerungsart des
Herzmuskels, da sich Kardiomyozyten physiologisch nicht teilen kdnnen. Die
Hypertrophie des Herzens lasst sich pathologisch-anatomisch einteilen in eine
konzentrische (verkleinertes ventrikulares Lumen) und eine exzentrische (dilatative)
Hypertrophie. Pathophysiologisch lasst sich eine Unterscheidung in Linksherz-,
Rechtsherz- oder biventrikulare Herzhypertrophie vornehmen. Eine Herzhypertrophie
tritt entweder (a) idiopathisch (primare Kardiomyopathie) oder (b) chronisch in Folge
einer Belastung des Herzens durch Erkrankungen wie Hypertonie,

Klappeninsuffizienzen oder nach ischamischen Prozessen auf.

2.3.1 Hypertrophie-Mechanismen im Herzen

Im Zuge einer erhdhten Nachlast kommt es zu einer Dehnung der ventrikularen
Herzwand. Dies flhrt in Kardiomyozyten zu einer erhdhten Proteinbiosynthese
(Baker et al., 1992). Unter mechanischem Stress werden fetale Gene reaktiviert
(Komuro et al, 1991) und sowohl Kardiomyozyten als auch Nicht-Kardiomyozyten,
wie Fibroblasten und Endothelzellen, produzieren pro-hypertrophe Faktoren. Eine
kardiale Vergroflerung wird durch eine Induktion von autokrinen und parakrinen
Mechanismen hervorgerufen (Hammond et al., 1979). Eine wichtige Rolle in der
Hypertrophie-Induktion im Herzen spielt das lokale Renin-Angiotensin-System (Baker
et al., 1992), Endothelin-1 (Ito et al., 1993) und Phenylephrin (Schluter et al., 1992).
Diese Faktoren induzieren intrazellulare Signaltransduktions-Kaskaden, die zu einer
veranderten Gen-Expression fuhren und eine gesteigerten Proteinbiosynthese
auslosen. Eine Sympathikus-Aktivierung fuhrt zu einer Freisetzung von endogenen
Katecholaminen wie Adrenalin und Noradrenalin. Halt die erhdhte Nachlast dauerhaft

an, geht die kompensierte Hypertrophie in eine progressive VergroRerung des
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Herzmuskels Uber. Dieser Vorgang hat eine erniedrigte myokardiale Durchblutung

und Fibrose zur Folge (Diwan et al., 2007).

2.3.2 Phenylephrin induzierte Hypertrophie im Herzen

Phenylephrin ist ein Katecholamin und a¢-Adrenozeptoragonist. Es flhrt in
Kardiomyozyten zur Hypertrophie-Entwicklung: Eine Stimulation mit Phenylephrin in
isolierten Kardiomyozyten der adulten Ratte fuhrt zu einer erhdhten
Proteinbiosynthese-Rate (Schlliter et al., 1992). Wie in Abbildung 3 zu sehen ist,
wirkt Phenylephrin an der Zellmembran uber adrenerge G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (Brodde et al., 2006). An Kardiomyozyten sind verschiedene Subtypen
des Adrenozeptors identifiziert worden: aia-, ais-, B1- und B2- Adrenozeptoren
(Schluter et al., 2007). Die pro-hypertrophe Wirkung von PE wird in Kardiomyozyten
uber as-Rezeptoren vermittelt. Eine Aktivierung von a¢-Rezeptoren fuhrt zu einer
Konformationsanderung des an den Rezeptor gekoppelten Gajpnaq/11-Proteins (Tsang
et al., 2010).
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Abbildung 3: Signalwege unter PE-und GDF-15-Stimulation im Herzen

G-Proteine sind aus drei Untereinheiten aufgebaut: Der a-, (- und der y-
Untereinheit. In der inaktiven Form sind die drei Untereinheiten der G-Proteine
aneinander gebunden und die a-Untereinheit enthalt Guanosindiphosphat (GDP).
Nach einer Aktivierung des G-Proteins wird GDP in der Gapna-Untereinheit gegen
Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht. Es findet eine Konformationsanderung
des G-Proteins statt, wobei die a-Untereinheit vom Heterodimer der (- und y-
Untereinheit dissoziiert. Dieser in Abbildung 3 dargestelle Vorgang bewirkt eine
Aktivierung von untergeordneten Effektor-Molekilen. Die Hydrolyse von GTP zu
GDP, die das G-Protein in seine ursprungliche Form dberfuhrt, wird durch
intrinsische GTPasen katalysiert (Hendriks-Balk et al., 2008).

Die beschriebene Anderung der Konformation im Zuge der Aktivierung des G-
Proteins kann durch das RGS2-Protein, einem Regulator des G-Protein

Signalweges, in Kardiomyozyten gehemmt werden. RGS-Proteine verringern die
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Signaltransduktion durch G-Proteine, indem sie als GTPase aktivierende Proteine
wirken und G-Proteine in ihre ursprungliche heterotrimere GDP-gebundene Form
Uberfuhren (Tsang et al., 2010). PE induziert eine 20-fache Erhdhung von RGS2 im
Myokard (Hao et al., 2006). Zhang et al. zeigten im Jahre 2006, dass eine
Uberexpression von RGS2 in Kardiomyozyten eine Gaphagi11 VErmittelte Hypertrophie
hemmt. Eine Blockade der RGS2-Expression durch eine Hemmung der RGS2-
Translation mittels RNAi fuhrte nach PE-Stimulation zu einer vermehrten
Hypertrophie in Kardiomyozyten (Zou et al., 2006). Eine selektiver Knock-down von
RGS2 in Mausen hatte eine Hypertrophie, kardiale Dysfunktion und verfriihten Tod
durch Bluthochdruck zur Folge (Takimoto et al., 2009).

Nach der Aktivierung des G-Proteins findet in adulten Kardiomyozyten eine
Aktivierung der PKC und des PI3-Kinase / Akt-Signaltransduktionsweges statt und
fuhrt zur gesteigerten Hypertrophie (Ponicke et al., 2001). Durch eine Hemmung der
P13-Kinase kommt es zu einer Verminderung der Myokardhypertrophie (Schltter et
al., 1998). Es wurde gezeigt, dass eine a-adrenerge Stimulation in Kardiomyozyten
der Ratte eine erhdhte AP-1-Bindungsaktivitat nach sich zieht (Best et al., 2006). AP-
1-kommt bei der a-adrenerg induzierten Hypertrophie in Kardiomyozyten eine
bedeutende Rolle zu (Taimor et al., 2004). Die Aktivierung von AP-1 wird uber MAPK
(Mitogen aktivierte Protein Kinasen)-Kaskaden gesteuert (Li et al., 2000). Unter
hypertrophen Stimuli ist AP-1 aus den Untereinheiten c-Jun, JunB, c-Fos und FosB
zusammengesetzt (Taimor et al., 2004). Nach seiner Aktivierung fungiert AP-1 als
Transkriptionsfaktor, der die Expression von an Hypertrophie beteiligten Genen
steuert.

Das Co-SMAD4-Protein hat im Herzen zusatzlich zu seiner pro-apoptotischen
Funktion (siehe 2.2.3) Einfluss auf die Hypertrophie-Entwicklung. In Mausen, deren
SMAD4-Proteine herzspezifisch deletiert sind, kommt es zu einer Herzhypertrophie
und Herzinsuffizienz (Wang et al., 2005). Eine Uberexpression von SMAD4 hemmt in

adulten Kardiomyozyten eine durch PE induzierte Hypertrophie (Heger et al., 2009).
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2.3.3 GDF-15 induzierte Hypertrophie im Herzen

GDF-15 (Growth-Differentiation-Factor-15) ist ein Zytokin, das zur TGF-3-
Superfamilie gehort. Es spielt in der Zellproliferation und in der Differenzierung eine
Rolle (Foley et al., 2009). GDF-15 wird als 40 kDa-Propeptid synthetisiert und als
dimeres aktives 30 kDa-Protein sezerniert (Bootcov et al., 1997).

GDF-15 wird physiologisch in hohen Konzentrationen von Prostata und Plazenta
produziert (Bootcov et al.,, 1997; Tan et al., 2000), ist jedoch im adulten, intakten
Herzen nicht zu finden (Xu et al., 2006). Unter pathologischen Bedingungen, wie
nach einer myokardialen Infarzierung, wird GDF-15 vermehrt von Kardiomyozyten
gebildet (Kempf et al, 2006). Wahrend einer hypertrophen und dilatativen
Kardiomyopathie ist GDF-15 vermehrt im Herzen nachweisbar (Xu et al., 2006). In
verschiedenen Studien wurde ein moglicher Einsatz von GDF-15 als Biomarker zur
Risikoeinschatzung der Mortalitat im Verlauf einer Herzinsuffizienz beschrieben
(Kempf et al, 2007; Wollert et al., 2007). Erkrankte Patienten zeigen deutlich hdhere
GDF-15-Plasmaspiegel als nichterkrankte Vergleichsgruppen. Kempf et al. zeigten
im Jahre 2006 einen durch GDF-15 vermittelten protektiven Effekt im Herzen, der
das kardiale Remodelling positiv beeinflusst. In dieser Studie wurde in GDF-15-

Knock-out-Mausen ein vergroRerter Infarkt und vermehrte Apoptose nachgewiesen.

In Kardiomyozyten der adulten Ratte wurde GDF-15 als ein pro-hypertropher Faktor
beschrieben, der zudem die TGF-3 induzierte Apoptose hemmt (Heger et al., 2010).
In Kardiomyozyten der adulten Ratte konnte mittels GDF-15 Hypertrophie induziert
werden. Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, wurde eine Aktivierung der PI3-Kinase und
der ERK unter GDF-15 nachgewiesen (Heger et al., 2010). Nach GDF-15-Induktion
sind SMAD-Proteine in Kardiomyozyten der adulten Ratte erstmals als pro-
hypertrophe Faktoren beschrieben. In diesen Zellen spielt im Besonderen die
Aktivierung von SMAD1 eine wichtige Rolle (Heger et al., 2010). Dies ist ein
wesentlicher Unterschied zur a-adrenerg induzierten Hypertrophie durch

Phenylephrin, bei der SMAD-Proteine keine Rolle spielen (Schneiders et al., 2005).
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2.4 Y-Box-Bindendes-Protein-1

Das YB-1-Protein gehdrt einer Familie von DNA- und RNA bindenden Faktoren an,
die als Cold-Shock-Proteinfamilie bezeichnet wird (Dooley et al., 2005). Der Name
des Proteins wurde erstmals von Didier et al. (1988) eingefuhrt, um einen
Transkriptionsfaktor zu benennen, dem eine Affinitat zur Y-Box von MHC-Klasse-II-
Promotoren eigen ist. Die Y-Box ist eine wahrend der Evolution hoch konservierte
Gen-Sequenz, die eine inverse CCAAT-Box enthalt. Wie Abbildung 4 zu entnehmen,
ist YB-1 ein multifunktionelles Protein, das an einer Vielzahl zellularer Funktionen
beteiligt ist (Kohno et al., 2003). YB-1 fungiert als Regulator von Transkription und
Translation (Dooley et al., 2005). YB-1 kann sowohl an doppel- als auch an

einzelstrangige Nukleinsauren binden (Homer et al., 2005).

Transkription + Splicing YB_1 Translation

A\ \
4/ \ //
\W
e Proteine

& e RNA
48
DNA-Replikation und -Reparatur Interaktion mit Proteinen,
RNA und DNA

Abbildung 4: YB-1-Wirkungen mit steigernden (+) und hemmenden (-) Funktionen

2.4.1 YB-1: Struktur

Das YB-1-Gen besteht aus acht Exons, die sich Uber 19 kb genomische DNA
erstrecken; diese liegen auf Chromosom 1 p 34. Die YB-1-mRNA ist 1.5 kb lang und
kodiert das 43 kDa grof3e YB-1-Protein, das aus 324 Aminosauren besteht. Das YB-
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1-Protein ist aus drei Domanen aufgebaut (siehe Abbildung 5): Die N-terminale
Domaéne, die zentrale Cold-Shock-Domane und die C-terminale Domane. Die N-
terminale Domane ist reich an Alanin und Prolin und dient der Transaktivierung
(Kohno et al., 2003). Die zentrale Cold-Shock-Domane ist eine flunfblattrige (-
Faltblatt-Struktur (Graumann et al., 1996) und dient der Bindung von Nukleinsauren.
Die C-terminale Domane besteht aus alternierenden basischen und sauren
Aminosaureabschnitten, die jeweils 30 Aminosauren umfassen. Sie hat die Aufgabe
der Protein-Protein-Interaktion (Wolffe et al., 1992) und wird deshalb auch als
Charged-Zipper-Domane  bezeichnet. Die Charged-Zipper-Domane  bindet
einzelstrangige DNA und RNA (Izumi et al., 2001).

1 51 129 324
Transaktivierungs- Cold-Shock-Doméne Charged-Zipper-Doméane
domaéne

Abbildung 5: Proteinstruktur des humanen YB-1

2.4.2 YB-1: Biologische Funktionen

YB-1 ist ubiquitdar in allen Geweben vorhanden und an vielfaltigen zellularen
Funktionen, wie Translation und Transkription (Kohno et al., 2003), Splicing (Stickeler
et al., 2001) und Interaktion mit Reparatur-Proteinen (Marenstein et al., 2001)
beteiligt (siehe Abbildung 4). YB-1 vermittelt wahrend des Wachstums im Herzen die
Expression der leichten Myosin-Kette (Zou et al, 1995). Im gesunden Gewebe des
adulten Herzens ist YB-1 kaum nachweisbar (Kamalov et al., 2005). Im Rattenmodell
kommt es drei bis zehn Tage nach einer myokardialen Infarzierung zu einer
Hochregulierung des Proteins im Infarkigebiet. YB-1 ist in diesem Zeitraum
hauptsachlich im Nukleus lokalisiert, wahrend es nach dem zehnten Tag im

Zytoplasma zu finden ist (Kamalov et al., 2005).

YB-1 findet eine grol’e Beachtung in der Krebsforschung, da es Apoptose in
proliferierenden Zellen hemmt. Eine vermehrte YB-1-Expression korreliert mit einer
schlechten Prognose (Jurchott et al., 2003). YB-1 wird in entartetem Gewebe von
Brustkrebspatienten vermehrt exprimiert (Xie et al., 2011) und férdert dort die
Expression des Multi-Drug-Resistance-1-Proteins (Bargou et al., 1997). YB-1 ist
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Uberexprimiert im humanem Osteosarkom (Oda et al., 1998), im malignem Melanom
(Hipfel et al., 2000) und im Nicht-Kleinzelligem Lungentumor (Shibahara et al., 2001).
Eine Suppression von YB-1 fuhrt in Melanomzellen zu einer erhdhten Apoptose-Rate
(Schittek et al., 2007). Dies macht eine Beteiligung von YB-1 an der Hemmung des

programmierten Zelltods wahrscheinlich.

YB-1 wirkt sich auch im gesunden Gewebe auf Apoptose-Vorgange aus: Es bindet
das Protein p53 und fuhrt so zu einer vermehrten Expression von dessen Target-
Genen, die anti-apoptotisch wirken (Okamoto et al., 2000). YB-1 reguliert in B-
Lymphozyten das pro-apoptotische Gen Fas herunter (Lasham et al., 2000) und wirkt

somit anti-apoptotisch.

2.4.3 YB-1: Wirkungen auf die Transkription

In nicht entarteten Zellen ist YB-1 hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert. Die
nukleare Translokation des Proteins kann durch UV-Strahlung (Koike et al., 1997),
Hyperthermie (Stein et al.,, 2001) sowie durch INF-y (Interferon-y) oder TGF-
(Higashi et al., 2003 a und b) hervorgerufen werden. In Tumorzellen weist die
nukleare Translokation von YB-1 auf eine schlechte Prognose hin (Bargou et al.,
1997; Oda et al., 1998; Shibahara et al., 2001). YB-1 kann im Nukleus als
Transkriptionsfaktor wirken und die Expression verschiedener Gene steigern oder
hemmen. YB-1 bindet zum einen direkt an die Y-Box, eine inverse CCAAT-Box, die
in der Promotorregion von vielen Wachstums-assoziierten Genen vorhanden ist
(Kohno et al., 2003). Ein solches Wachstums-assoziiertes Gen, an dessen Y-Box
YB-1 bindet, ist das MDR-1-Gen (Kohno et al., 1992). YB-1 kann zudem die
Transkription beeinflussen, indem es mit anderen Transkriptionsfaktoren interagiert.
Die gebundenen Transkriptionsfaktoren werden von YB-1 gehemmt oder aktiviert.
Der Transkriptionsfaktor AP-2 wird von YB-1 in Hepatom HepG2 Zellen (Mertens et
al.,, 1998) aktiviert. YB-1 hemmt den Transkriptionsfaktor SMAD3 in humanen
Hautfibroblasten und verhindert so die folgende Expression des COL1A2-Gens
(Higashi et al., 2003). YB-1 beeinflusst die Transkription auf einem weiteren Weg: Es
bindet einzelstrangige DNA in Regionen von Promotoren (Kohno et al., 2003) und
fordert, bzw. hemmt deren Aktivierung (Wilusz et al., 2001).
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2.4.4 YB-1: Wirkungen auf die Translation

YB-1 ist der Hauptbestandteil von zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-Komplexen
(mRNPs) (Evdokimova et al., 1995). In mRNPs wird die mRNA bis zur Translation im
Zytoplasma gespeichert. Die Speicherung von mRNA st ein wichtiger
Regulationsmechanismus der Translation. YB-1 destabilisiert in niedriger
Konzentration die Sekundarstruktur der mRNA, wodurch diese fur Ribosomen
leichter zugangig wird (Matsumoto et al., 1998), so dass YB-1 in niedriger
Konzentration die mRNA Translation steigert (Evdokimova et al., 1998). Bei einer
hohen zytoplasmatischen Konzentration von YB-1 wird die Translation durch eine
Maskierung der mRNA inhibiert (Evdokimova et al., 1998), indem YB-1 den
Translationsfaktor elF4G verdrangt (Nekrasov et al., 2003). Die Bindung von mRNA
geschieht sowohl sequenzabhangig als auch sequenzunabhangig (Kohno et al.,
2003). Beispielsweise bindet YB-1 die TGF-f-mRNA in proximalen Tubuluszellen an
zwei unterschiedliche Stellen und kann je nach Bindungsstelle die basale Translation

von TGF-[3 steigern oder hemmen (Fraser et al., 2007).

2.4.5 YB-1: Wechselwirkungen mit SMAD-Proteinen

SMAD-Proteine spielen sowohl in der TGF-B4 induzierten Apoptose (siehe 2.2.4) als
auch in der durch GDF-15 induzierten Hypertrophie (siehe 2.3.3) eine grof3e Rolle.
Interaktionen von YB-1 mit SMAD-Proteinen sind in verschiedenen Geweben
beschrieben worden. Higashi et al. zeigten im Jahre 2003, dass YB-1 in humanen
Hautfibroblasten und embryonalen Nierenzellen eine TGF-1 induzierte Expression
von Kollagen hemmt. YB-1 bindet an das Interferon-y-response Element (IgRE) und
verursacht eine durch Interferon-y vermittelte Hemmung der Transkription des
Kollagen-Gens COL1A2. Im Jahre 2006 beschrieben Higashi et al., dass YB-1 in
humanen Hautfibroblasten durch eine Interaktion mit SMAD3 sowie durch eine
Hemmung der Interaktion von SMAD3 mit p300 die Kollagen-Expression hemmt. Im
Mausmodell hemmt YB-1 in vivo die TGF-B1 vermittelte Expression des COL1A2-
Gens (Ilnagaki et al.,, 2005). In hepatischen Kupfer'schen Sternzellen wurde
nachgewiesen, dass YB-1 synergistisch mit IFN-y eine Expression des
inhibitorischen SMAD7-Molekuls auf mRNA- und Protein-Ebene steigert. In HEK293-

Zellen wirkt YB-1 bereits alleine steigernd auf eine SMAD7-Expression (Dooley et al.,
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2005). YB-1 wirkt also aulRerhalb des Herzens inhibitorisch auf die TGF-B1 / SMAD-
Signalkaskade.

Im adulten Kardiomyozyten der Ratte wirkt YB-1 inhibitorisch auf eine TGF-f34
induzierte Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von YB-1
in Kardiomyozyten der adulten Ratte eine TGF-B4 induzierte Apoptose hemmt
(Partsch, 2009). YB-1 hemmte sowohl frihe Apoptose-Vorgange, wie die
Translokation des Phosphatidylserins, als auch spate Apoptose-Vorgange wie die
Chromatinkondensation  unter TGF-B4-Stimulation.  Eine Inhibierung  der
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 durch YB-1 wurde von Partsch im Jahre
2009 ausgeschlossen.

Die Wirkung von YB-1 auf die GDF-15-Signalkaskade ist bislang unerforscht.

2.4.6 YB-1: Wechselwirkungen mit AP-1

In HeLa-Zellen ist gezeigt worden, dass YB-1 mit dem Transkriptionsfaktor AP-1
interagiert und diesen hemmt. Dies fihrt in HelLa-Zellen zu einer verminderten
Expression des AP-1-Ziel-Gens MMP-12 (Samuel et al., 2005). AP-1 spielt eine
wichtige Rolle in der Signal-Transduktion der durch PE induzierten Hypertrophie
(siehe 2.3.2).

Partsch zeigte im Jahre 2009 in Kardiomyozyten der adulten Ratte, dass eine 48-
stiindige Uberexpression des YB-1-Proteins eine Inhibierung der PE induzierten
Hypertrophie hervorruft. Dies wurde durch die Messung der Querschnittsflache und
der Proteinbiosynthese-Rate in Kardiomyozyten nach PE-Stimulation nachgewiesen.

Eine Beeinflussung von AP-1 durch YB-1 wurde bisher nicht untersucht.
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2.5 Fragestellung

Wahrend der Entwicklung einer Herzinsuffizienz kommt es im Herzen zum Ubergang
eines adaptiven, hypertrophen Wachstums zur Induktion von Apoptose-Vorgangen.
Diesem Prozess liegt unter Anderem eine vermehrte TGF-B1-Expression im Herzen
zu Grunde. Sowohl in der adaptiven Hypertrophie als auch in der Apoptose-Induktion
spielt der Transkriptionsfaktor AP-1 eine gro3e Rolle. AP-1 ist sowohl an der
adrenerg induzierten Hypertrophie-Entstehung als auch an der Apoptose-Induktion
durch TGF-B1 beteiligt. Wahrend AP-1 nach adrenergen Stimuli autark zu einer
Hypertrophie des Herzens fuhrt, ist fur eine Apoptose-Induktion eine Interaktion mit
SMAD-Proteinen notig. Als Transkriptionsfaktor hat YB-1 Einfluss auf die Expression
von an Apoptose- und Hypertrophie-Vorgangen beteiligten Genen. In vorangehenden
Studien konnte gezeigt werden, dass YB-1 einen hemmenden Effekt auf eine TGF-34
induzierte Apoptose und — in LangzeitUberexpression — auf eine PE induzierte

Hypertrophie in Kardiomyozyten der adulten Ratte ausubt.

Ziel dieser Arbeit war es mdgliche Signalwege, die der Hemmung der durch TGF-f4
induzierten Apoptose und der durch PE induzierten Hypertrophie zu Grunde liegen,
zu erforschen. Dabei sollte evaluiert werden, ob sich eine Uberexpression von YB-1
auf die Expression von SMAD-Molekulen und AP-1-Untereinheiten, und somit auf
eine Apoptose-Induktion, auswirkt. Weiterhin war es das Ziel dieser Arbeit, den
Einfluss der kurzzeitigen Uberexpression von YB-1 auf eine durch PE induzierte
Hypertrophie zu untersuchen und sowohl die Transkription als auch die Translation
von Signalmolekulen, die eine durch PE induzierte Hypertrophie beeinflussen, unter
dem Einfluss der adenoviralen Uberexpression von YB-1 zu ermitteln. Um
Erkenntnisse Uber die Spezifitdt der anti-hypertrophen Wirkung von YB-1 zu erhalten,
sollte der Einfluss der kurz- und langzeitigen Uberexpression von YB-1 auf einen
weiteren hypertrophen Stimulus, namlich auf eine durch GDF-15 induzierte
Hypertrophie, in Kardiomyozyten untersucht werden. Zielsetzend war aufl’erdem die
Etablierung von H9c2-Zellen fiir eine YB-1 Uberexpression, um damit weitergehende

Untersuchungen von Apoptose und Hypertrophie-Vorgangen zu ermoglichen.

Durch die Bearbeitung der genannten Fragestellungen sollten Kenntnisse gewonnen
werden, welche Zielgene von YB-1 in ihrer Expression verandert werden, die

spezifisch fur seine anti-apoptotische oder anti-hypertrophe Wirkung sind. Die
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Entwicklung einer Herzschwache basiert letztendlich auf pro-apoptotischen und pro-
hypertrophen Veranderungen, sodass YB-1 langfristig hier einen therapeutischen
Einsatz finden konnte.
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Material

3. Material

3.1 Versuchstiere und Zelllinien

3.1.1 Versuchstiere

Es wurden mannliche Wistar-Ratten verwendet (siehe 4.1.1).

3.1.2 HEK293-Zelllinie

Fir die Virusamplifikation wurde die Zelllinie HEK293a von Invitrogen verwendet.

3.1.3 H9c2-Zelllinie

Es wurde eine H9c2-Zelllinie von ECACC (No. 88092904, rat heart myoblast)
verwendet, die eine freundliche Gabe von Frau Prof. Dr. Rohrbach aus Giel3en war.
Es handelt sich hierbei um einen Subklon der originalen Zellklonlinie embryonalen
BDIX-Herzgewebes der Ratte.

3.2 Chemikalien

Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose Rockland, USA
6-Aminohexansaure Merck, Darmstadt
Ammoniumperoxisulfat Roth, Karlsruhe
Benzonase Merck, Darmstadt
Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Borsaure Roth, Karlsruhe

29



Bromphenolblau

BSA

Chloroform
Collagenase, Typ CLS II

Coomassie Brilliant Blue G 250

DMEM with high glucose

DMSO

DTT

EDTA-Natriumsalz

Ethanol

FCS

Folin-Ciocalteu’sches Phenolreagenz

Gentamycin
Glukose
Glutamin
Glycerin

B-Glycerophosphat

HCl
HEPES-Stammlosung
HOECHST Farbstoff 33253

Horse Serum
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AppliChem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe
AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

PAA, Colbe
AppliChem, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Biochrom AG, Berlin



Material

Isoflouran

[sopropanol

Kalziumchlorid (CaClz)
Kaliumchlorid (KCI)
di-Kaliumhydrogenphoshat (KzHPO4)
Karnitin

Kreatin

Kupfersulfat (CuSO4)

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgClz)
Magnesiumsulfat (MgS04 x 7 H20)
Medium 199 / Earl’s Salts

MEM with Glutamax
Mercaptopropandiol
B-Mercaptoethanol

Methanol

Mowiol

Natrium-Acetat
Natrium-Borohydrid
Natrium-Hydrogenphosphat

(NazHPO4 x 7H20)

Natrium-Carbonat (Na2C03)
Natrium-Chlorid (NaCl)

Natrium-Hydroxid (NaOH)

Baxter, Unterschleifdheim

Roth, Karlsruhe

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

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Riedel, Hannover
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Natrium-Kalium-Tartrat

Natrium-Phosphat monobasic

Natrium-Phosphat dibasic x 7 H20

Natrium-Pyruvat

Nonidet P-40

Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin Lésung
Pepstatin

Phenol

ortho-Phosphorsaure

PMSF

Ponceau-S-Losung
Propidiumiodid

L-[U-14C]-Phenylalanin

Saccharose
SDS (Natrium-Dodecylsulfat)
SuperSignalRWest Pico

Szintillationslésung Ultima-Gold

Taurin
TCA

TEMED

Trizol

Trypsin
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Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
PAA, Colbe

AppliChem, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

Amersham Biosciences Europe GmbH,

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Pierce Biotechnology, Rockfort, USA

PerkinElmer, Waltham, USA

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

peQLab, Erlangen

PAA, Colbe



Material

Triton x-100

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Die librigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe),

Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Calbiochem (Schwalbach) in der

hochsten erhdltlichen Qualitit bezogen. Alle verwendeten Chemikalien sind nach

Herstellerangaben aufbewahrt und gelést worden.

3.3 Substanzen und Antikérper

10 x PCR-Puffer (MgCl;)

dNTP’s

Taq-Polymerase

Reverse transcription-Kit

1% W1

Absolute QPCR SYBR Green Flourescein Mix
KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix

100 bp DNA-Marker

Cybr Safe

ProLong Gold antifade reagent with DAPI
TGF-B1 Porcine Plateletts

Phenylephrin

GDF-15

anti YB-1 rabbit # 2749

anti YB-1 rabbit # ab12148

anti P-SMAD2 rabbit # 3101

anti SMAD2/3 rabbit # 3103

anti SMAD2 mouse # 3103

anti P-SMAD3 rabbit # 600-401-919

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Surrey, UK
peQlab, Erlangen

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Calbiochem, Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen

R&D, Wiesbaden

Cell signaling, Danvers, USA

abcam, Cambridge, USA

Cell signaling, Danvers, USA

Cell signaling, Danvers, USA

Cell signaling, Danvers, USA

Rockland, Gilbertsville, USA

33



anti SMAD4 rabbit # 9515

anti Smad?7 rabbit # 42-0400

anti RGS2 rabbit # sc-9103

anti Vinculin mouse # V9131

anti Rabbit IgG, HRP-linked # 111-035-003
anti Mouse IgG, HRP-linked # 7076

anti Rabbit Cy2-linked

Adeno-X Rapid Titer-Kit

Dynabeads Protein G

RT2 SYBR® Green Flour-qPCR-Mastermix
Caspase-Glo® 3/7

Annexin V-FITC-Apoptosis-Detection-Kit

3.4 Primer fiir Real-Time-PCR

Cell signaling, Danvers, USA
Zymed, Invitrogen, Karlsruhe
Santa Cruz Biotechnology, USA
Sigma, Taufkirchen

Dianova, Hamburg

Cell signaling, Danvers, USA
Rockland, USA

Clontech, Mountain View, USA
Dynal Biotech ASA, Oslo, Norwegen
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Bender MedSystems, Vienna, Osterreich

Folgende Primer wurden in der Real-Time-PCR (Firma Invitrogen, Karlsruhe)

verwendet:
HPRT CCA GCG TCG TGA TTA GTG AT (fw-Primer)
CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC (rev-Primer)
B2M GCCGTCGTGCTTGCCATTC (fw-Primer)
CTG AGG TGG GTG GAA CTGAGA C (rev-Primer)
Aktin GAA GTG TGA CGT TGA CAT CCG (fw-Primer)
TGC TGA TCC ACA TCT GCT GGA (rev-Primer)
YB-1 TTC GCA GTG TAG GAG ATG GA (fw-Primer)
CTA CGA CGT GGA TAG CGT CT (rev-Primer)
JunB CGCTCAACCTGGCAGATC (fw-Primer)
CTGATCCCTGACCCGAAAAG (rev-Primer)
JunD GCAGCATGCTGAAGAAAGACG (fw-Primer)
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Material

ACTGGATGATCAGCCTTTCC
RGS2 AGC AAATAT GGG CTT GCT GCAT

GCCTCT TGGATATTT TGG GCA ATC
SMAD4 GTT GCA GAT AGCTTC AGG GC

TGC TGA AGA TGG CCG TTT TGG TG
SMAD7 AGAGGCTGTGTTGCTGTG

CATCGGGTATCTGGAGTAAGG

3.5 Puffer, Losungen und Medien

1 x TAE
Tris-Acetat

EDTA

4 x Lammli-Puffer

1 M Tris pH 6,8
Glycerin

SDS 20 %

DDT
Bromphenolblau

Aqua dest.

10 x PBS
KCI
KH2PO4
NaCl

Na;HPO4 x 7H20

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

(rev-Primer)

40 mmol/1

1 mmol/I

2,5 ml
2ml

4 ml
154 mg
1 mg

1,5 ml

2,68 mM
1,47 mM
137 mM

8,09 mM
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10 x TBS

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

Acrylamid 30 %

Acrylamid 29,2¢g
Bisacrylamid 08¢g
Aqua bidest Ad 100 ml

Anoden-Puffer B fiir Immunoblot

Tris, 25 mM 336¢g
Methanol, 20 %, pH 10,4

Aqua bidest Ad11

Anoden-Puffer C fiir Immunoblot

Tris, 25 mM 30,3 g
6-Aminohexansaure, 40 mM 525¢g
Methanol, 20 %, pH 9,4

Aqua bidest Ad1l

Ausplattier- und Waschmedium fiir isolierte Kardiomyozyten

CCT-Medium x ml
Penicillin / Streptomycin 2%
Gentamycin (fiir Zellkultur > 24 h) 0,1%
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Material

Agarosegel fiir PCR-Gel-Elektrophorese

Agarose
1xTAE

Cybr Safe

Blocklosung fiir Immunfluoreszenz

1 x PBS

BSA

Blocklosung fir Immunoprazipitation

0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer
Magermilchpulver

TWEENZ20

Bradford-Reagenz

Coomassie Brillant Blue G250
Methanol 96 %
Ortho-Phosphorsaure, 85 %

Aqua bidest

20g
Ad 100 ml

5,0 ul

15 ml

0,75g

0,1 % (wt / vol)
5, % (vol / vol)
10 % (vol / vol)

Ad11
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CCT-Kulturmedium

M199 / HEPES-Stammlosung
Kreatin

Karnitin

Taurin

Penicillin

Streptomycin

Cytosin-B-Arabinofuranosid

Dibasische Stocklgsung fiir Immunoprazipitation

Natrium-Phosphat dibasisch heptahydrat

Aqua bidest

EDTA-LOsung

NaCl

KCl

KH2PO4

MgS04 x / H20
HEPES
EDTA-Natriumsalz

Aqua bidest

Einfriermedium fir HEK293-Zellen

Medium fur HEK293-Zellen

DMSO
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5 mM
2 mM
5 mM
100 IU/ml
100 pg/ml

10 uM

53,65¢g

Ad11

36,55¢g
098¢
083¢g
145¢g
119¢g
093¢

Ad51

50 ml

2,5ml



Material

Einfriermedium fiir H9c2-Zellen

Medium fir H9c2-Zellen

DMSO

Erstantikérper-Losung fiir Immunoblot (BSA)

BSA

1 x TBS

Tween20

Erstantikorper-Losung fiir Immunoblot (Magermilch)

Magermilchpulver
1 x TBS

Tween20

Immunoblot-Sammelgel

Acrylamid, 30 %
H>0 Millipore
Tris 1 M, pH 6,8
SDS, 10 %

APS, 10 %

TEMED

50 ml

2,5ml

100 ml

500 ul

100 ml

500 ul

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

40 pl
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Immunoblot-Trenngel (10 %)

Acrylamid 30 % 6,6 ml
H>0 Millipore 8,4 ml
Tris 1,5M, pH 8,8 5 ml
SDS, 10 % 200 pl
APS, 10 % 50 ul
TEMED 40 pl

Immunoblot-Laufpuffer

Glycerin 144 g
Tris1 M 30g
SDS 10g
Aqua bidest Ad11
pH 8,2-8,5

Kathoden-Puffer A fiir Immunoblot

Tris, 25 mM 3,03 g
6-Aminohexansaure, 40 mM 525¢g
Methanol, 20 %, pH 9,4

Aqua bidest Ad1l

Lammli-DTT-Gemisch flir Immunoprazipitation

1 x Lammli 500 ul

DTT 15 pl

40



Material

Lowry-Loésung 1

1 M Natrium-Kalium-Tartrat

Aqua bidest

Lowry-Lésung 2

1 M Kupfersulfat

Aqua bidest

Lowry-Lésung 3

1 M Natrium-Carbonat

Aqua bidest

Lowry-Losung 4

NaOH, 1IN

Aqua bidest

Lowry-Losung 5

Folin-Ciocalteu’sches Phenolreagenz

Aqua bidest

Lowry-Reagenz A

Natrium-Kalium-Tatrat (Lowry-Losung 1)
CuzS04 (Lowry-Losung 2)

NazCO3 (Lowry-Losung 3)

33g

Ad 100 ml

1,25¢

Ad 100 ml

25¢g

Ad11

4g

Ad 100 ml

22,73 ml

Ad 100 ml

200 pl
200 pl

19,6 ml

41



Medium fir HEK293-Zellen

MEM with Glutamax
FCS

Penicillin / Streptomycin

Medium fiir H9¢c2-Zellen

DMEM with high glucose
Glutamin, 200 mM
Na-Pyruvat, 100 mM
Penicillin / Streptomycin

FCS

Monobasische Stockldsung fiir Immunopréizipitation

Natrium-Phosphat monobasisch

Aqua bidest

Mowiol Medium zur Einbettung von Coverslips

Mowiol

Glycerol

Aqua bidest.

0,2 M TRIS pH 8,5

HOECHST Farbstoff 33253
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450 ml
50 ml

5 ml

450 ml
5ml
5ml
5ml

50 ml

139¢g

Ad 500 ml



Material

M199 / HEPES-Stammldsung

M199
HEPES
Aqua bidest

pH 7,4

NaOH fiir Proteinbiosynthese-Rate-Bestimmung

NaOH
SDS, 10 %

Aqua bidest

Natrium-Phosphat-Puffer fiir Immunopraizipitation

Monobasische Stocklosung

Dibasische Stocklosung

pH 7,4

Paraformaldehyd (Fixierungslosung fiir Inmunfluoreszenz)

Paraformaldeyd

1 x PBS

PCR-Auftragspuffer

10 x TAE
Glycerin

Bromphenolblau

9,62 g/l
15,1 mM

Ad 101

40g
1ml

Ad11

57 ml

243 ml

4g

Ad 100 ml

5 ml
5 ml

05g
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PCR-Marker
100 bp DNA-Marker
Bromphenolblau

1 x TAE

Permeabilisierungslésung fiir Inmunfluoreszenz

1 x PBS

Triton x-100

Powell-Medium

NaCl
KCI
KH2PO4
NaHCOs3

Glukose

RIPA-Puffer
RIPA-Stocklosung
PMSF, 0,1 M
EDTA, 0,2 M

B-Glycerolphosphat, 1 M
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5ul
10 pl

85 ul

20 ml

20 ul

110,0 mM
2,6 mM
1,2 mM
25,0 mM

11,0 mM

945 pl
10 pl
5ul

40 pl



Material

RIPA-StocklGsung

Tris, pH 7,4
NaCl
Nonidect P40
Desoxycholat

SDS

Stripping-Solution

Tris pH 6,8
SDS

B-Mercaptopropandiol

Stripping-Waschpuffer

Tris pH 6,8
NacCl

TWEENZ20

TCA fiir Proteinbiosynthese-Rate-Bestimmung

TCA

Aqua bidest

Vorplattiermedium fiir Kardiomyozyten

CCT-Medium

FCS

Penicillin / Streptomycin

50 mM
150 mM
1%
0,5%

0,1%

62,5 mM
2%

100 mM

50 mM
150 mM

0,05 %

10 %

90 %

200 ml
8 ml

4 ml
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Waschlosung fiir Immunoblot

Tween20

1 x TBS

Waschlosung 1 fiir Immunoprazipitation

Natrium-Phosphat-Puffer

TWEENZ20

Waschlosung 2 fiir Immunoprizipitation

1x PBS

TWEENZ20

3.6 Gerate und Laborbedarf

3.6.1 Real-Time-PCR

iCycler
Thermo-Cycler

NanoDrop ND - 1000 UV / Spektro-

photometer
UV-Strata-Linker 2400
Pellet-Pestle-Motor
Pellet-Pestle

0,2 ml Thermo-Strip (Tubes & Cups)
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1ml

Ad11

20 ml

20 ul

50 ml

50 ul

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen
Techne LTD, UK

Nanodrop Technologies, USA

Stratagene, USA
Kimble Chase, USA
Kimble Chase, USA

Thermo Fisher, UK



Material

3.6.2 Immunoblot

Glasplatten

Spacer

Taschenkdmme (Slotkdmme)
Elektrophorese-Kammer
Elektroblot-Kammer
Laboflex-Silikon-Schlauch
Filterpapier

Hamilton-Spritze (50 pl)
Nitrocellulose-Transfermembran
Netzgerat (Typ Biometra)

Chemilumineszenz-Messgerat

3.6.3 Immunoprazipitation

Dynal MPC-S

Stuart-Rotator SB3

3.6.4 Immunfluoreszenz

Fluoreszenz-Mikroskop

3.6.5 Querschnittsflichen-Messung

Fluoreszenz-Digitalmikroskop

Hoefer, Amersham, USA

Hoefer, Amersham, USA

Hoefer, Amersham, USA

Hoefer, Amersham, USA

Hoefer, Amersham, USA

Kronlab, Dinslaken

Biotec. Fischer, Reiskirchen
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Whatman GmbH, Dassel
Biometrische Analytik, Gottingen

PeQLab GmbH, Erlangen

Dynal A.S., Oslo, Norwegen

Barloworld Scientific, UK

Olympus M081

KEYENCE, Essen
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3.6.6 Proteinsynthese-Rate-Messung

Liquid-Scintillation-Analyzer-Tricarb
2810 TR
Szinti-Vials

Vial-Sample-Holder-Kit

3.6.7 Sonstige Gerate

Aqua bidest-Anlage
Laborwaage
Magnet-Heizrihrer

pH-Meter

Pipetten

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

Zentrifugen

Vortexer

Sterilbank Lamin Air HBB 2472
Millipore-Anlage

Brutschrank BBD 6220
Vacusafe Comfort

Vacuboy

Pipetboy acu

Mikroskop Olympus CKX41
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PerkinElemer, USA

PerkinElemer, USA

PerkinElemer, USA

Heraeus-Schott GmbH, Hanau
Mettler Toledo, Schweiz

IKA Works Inc., USA

HANNA Instruments, Kehl am Rhein
Falcon Becton Dickinson Labware, USA
Techne AG, Burkhardtsdorf

GFL, Burgwedel

Heraeus Instruments, Hanau

IKA Works Inc., USA

Heraeus Instruments, Hanau
Millipore S.A.S., Frankreich

Heraeus Instruments, Hanau
Integra Biosciences, Schweiz
Integra Biosciences, Schweiz
Integra Biosciences, Schweiz

Olympus, Japan



Material

3.7 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen
Zellkulturschalen
Sterilfilter (Porengrofde 0,2 pm)
Parafilm
Reaktionsgefafe
Coverslips

Objekttrager

Nagellack

24- und 48-Well Platten
Falcons

Kryotubes

Zellschaber

Handschuhe

3.8 Software

Mirosoft Windows 2003
Microsoft Word 2003
Microsoft Office Excel 2003
BZ Analyser 2008

BZ Observation 2008
Quantity One 4.3.1
Magellan 6.6 2009

Analysis for Windows 2002

Sarstedt, Niirnbrecht

Falcon, Becton Dickinson Labware, USA
Millipore S.A.S., Frankreich
Pechiney Plastic Packaging, USA
Sarstedt, Niirnbrecht

Menzel, Braunschweig
Langenbrinck, Emmerdingen
Cosnova, Frankfurt a.M.

Falcon Becton Dickinson, USA
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Simport Plastics, Kanada

Falcon Becton Dickinson, USA

Ansell Healthcare, Belgien

Microsoft Corp., USA
Microsoft Corp., USA
Microsoft Corp., USA
KEYENCE, Essen
KEYENCE, Essen

Bio-Rad Laboratories, USA
Tecan, Crailsheim

Soft Imaging System GmbH, Miinster
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PASW Statistics 18.0 IBM Corp, USA
Quanta Smart 3.0 PerkinElemer, USA

Nanodrop ND-1000 3.5.1 Labview, USA
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Methoden

4, Methoden

4.1 Ventrikulire Kardiomyozyten in der Zellkultur

4.1.1 Versuchstiere

Es wurden ventrikulare Kardiomyozyten aus Herzen von drei bis vier Monate alten
mannlichen Wistar-Ratten prapariert. Die Tiere wiesen bei der Praparation ein
Lebendgewicht von 300-400 g auf und stammten aus der Zucht des Physiologischen
Institutes in GielRen. Die Tiere wurden im institutseigenen Tierstall herangezogen und

sowohl ad libitum geflttert (Altromin®) als auch mit Wasser getrankt.

4.1.2 Praparation der ventrikuldaren Kardiomyozyten

Die Praparation der Herzen und die Isolierung der Kardiomyozyten erfolgten nach
der Methode von Schllter et al. (2005). Powell-Medium wurde in einem Wasserbad
auf 37 °C erwarmt und zur Stabilisierung des pH-Wertes mit Carbogen begast. Die
Langendorff-Perfusionsanlage wurde mit Powell-Medium gespult und mit 80 ml
Powell-Medium luftblasenfrei geflllt. Die Ratten wurden in einen mit Isoflouran
geflllten Glastopf verbracht, bis nach ca. zwei Minuten die vollstandige Betaubung
erfolgte. Die Ratten wurden durch eine Uberstreckung des Riickenmarkes getotet
und der Thorax eroffnet. Das Herz und die Lunge wurde zusammenhangend
entnommen und in eine mit 0,9 %iger Kochsalzlésung geflllte Petrischale gelegt.
Das Herz wurde vom Lungengewebe isoliert und mit der danach frei praparierten
Aorta aszendenz an einen Glaskanulenaufsatz der Perfusionsanlage angehangt.
Nun wurde das Herz zum Herauswaschen des Blutes mit 40 ml Powell-Medium
perfundiert; danach wurden 10 ml Kollagenase zum Perfusionsmedium gegeben und
das Herz fur 30 Minuten bei 37 °C perfundiert (1 Tropfen / Sekunde). Nach dieser
Perfusionszeit wurden Aorta und die Atria vom Herz entfernt. Das aus den beiden
Ventrikeln bestehende Gewebe wurde auf einem Uhrglas mittig eingeschnitten und
mit einem Gewebehacker mit einer Schnittbreite von 0,7 mm zerkleinert. Das

entstandene Zellgemisch wurde mit 30 ml Powell-Medium und 10 ml Kollagenase
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aus der Perfusionsanlage in einem Reagiergefal® unter stdndigem Durchmischen
mittels einer Pipette im Wasserbad bei 37 °C mit Carbogen begast und nachverdaut,
bis eine Homogenisierung eintrat. Das Zellgemisch wurde nun durch eine Nylongase
(Porendurchmesser 200 um) filtriert und anschlieRend drei Minuten bei 400 UpM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die (brig gebliebenen Myozyten in
50 ml Powell-Medium und 100 pl CaCl, (100 mM) resuspendiert. Es folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 400 UpM fur zwei Minuten. Nach dem Absaugen
des Uberstands wurde den Myozyten 15 ml Powell-Medium und 500 pl CaCl, (100
mM) zugegeben. Nun wurden die Myozyten nochmals eine Minute bei 300 UpM
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Durch die genannten Praparationsschritte
wurde eine Zellpopulation mit 40-60 % stabchenformigen Kardiomyozyten

gewonnen.

Alle weiteren Arbeiten an intakten Kardiomyozyten wurden unter sterilen

Bedingungen durchgefuhrt.

4.1.3 Vorinkubation der Zellkulturschalen

Am Vortag der Praparation wurden Zellkulturschalen mit Vorplattiermedium bei 37 °C
im Brutschrank ohne CO,-Begasung vorinkubiert. Durch das im Vorplattiermedium
enthaltene FCS wurde eine optimale Anheftung der Kardiomyozyten an den
Schalenboden gewahrleistet. Funf Minuten bevor die Kardiomyozyten in die Schalen

verbracht wurden, wurde das Vorplattiermedium abgesaugt.

4.1.4 Ausplattieren der Kardiomyozyten

Die Kardiomyozyten wurden so schnell wie moglich vom Reagenzglas in ein
vorbereitetes Flaschchen mit 37 °C warmem Ausplattiermedium tberfuhrt und mit
diesem vorsichtig durch Pipettieren und Schwenken vermischt. Hierbei wurden die
Kardiomyozyten eines Herzens in 24 ml Medium aufgenommen. Die Kardiomyozyten
wurden nun durch vorsichtiges und langsames Pipettieren in die Zellkulturschalen

verbracht.
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4.1.5 Kultivierung der Kardiomyozyten

Die Zellkulturschalen wurden zwei Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, wobei
sich die intakten Kardiomyozyten am Schalenboden anhefteten. Nach dieser Zeit
wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, indem das in den Schalen vorhandene
Ausplattiermedium abgesaugt wurde und das auf 37 °C erwarmte Waschmedium in
die Schalen gegeben wurde. Nach leichtem Schwenken der Schalen wurde das
Waschmedium abgesaugt und neues Waschmedium in die Schalen gegeben. Durch
diesen Waschschritt wurden die nicht anhaftenden Zellen entfernt. Es waren nun ca.
90 % stabchenformige Kardiomyozyten vorhanden, die fur die nachfolgenden

Versuche eingesetzt wurden.

4.2 H9c2- und HEK293-Zellen in der Zellkultur

4.2.1 Ausplattieren der H9c2- und HEK293-Zellen

Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 25 ml Arbeitsvolumen wurden mit 20 ml
Medium fur H9c2-, bzw. HEK293-Zellen beflllt. Die in FlUssigstickstoff in Kryotubes
aufbewahrten H9c2-, bzw. HEK293-Zellen wurden in 20 ml Medium in einem Falcon
aufgenommen und bei 1000 Upm fiir drei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. Diese
Suspension wurde tropfenweise auf der vorbereiteten Zellkulturschale verteilt. Die
Schalen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; Begasung flr ca. zwei Tage

inkubiert, dann erfolgte ein Mediumwechsel.

4.2.2 Kultivierung der H9c2- und HEK293-Zellen

Nach mikroskopischer Betrachtung wurden die Schalen bei Erreichen des
erwunschten Vermehrungsgrades der Zellen zur weiteren Amplifikation oder
Behandlung gesplittet. Dies erfolgte bei H9c2-Zellen immer, bevor sie konfluent
wurden, da diese nach Konfluenz Myofibrillen ausbilden und sich in ihren

Eigenschaften verandern (siehe Abbildung 6).

53



Abbildung 6: H9c2-Zellen vereinzelt (links) und nach Myofibrillen-Bildung (rechts)

Bei HEK293-Zellen erfolgte das Splitten nach Erreichen eines einschichtigen
Zellrasens. Hierfur wurde das Medium abgesaugt und 15 ml EDTA-LOsung auf die
Schalen gegeben und wieder abgesaugt. Dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt um danach zwei ml Trypsin auf die Schalen zu geben und sie ca. funf
Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; Begasung zu inkubieren. Hierdurch
I6sten sich die Zellen sichtbar von der Schale ab. Der Vorgang des Trypsinisierens
wurde durch die Zugabe von 10 ml auf 37 °C erwarmten Mediums gestoppt. Dieses
Zell-Medium-Gemisch wurde in ein Falcon pipettiert und bei 1000 UpM fur drei
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 25 ml
Medium resuspendiert. In einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zellanzahl der
H9c2-Zellen bestimmt. Die Anzahl der Zellen in vier Quadraten, die wiederum aus 16

mittelgrof3en Quadraten bestanden, wurden ausgezahlt (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Neubauer-Zahlkammer zur Auszahlung der H9c2-Zellen

Von der Anzahl der in den vier Quadraten enthaltenen Zellen wurde der Mittelwert
gebildet. Diese Zahl entsprach einer Zellzahl von n x 10* Zellen / ml. Anhand dieser
Berechnung wurden 500.000 Zellen auf Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 25
ml Arbeitsvolumen, 350.000 Zellen auf Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 10 ml
Arbeitsvolumen, 75.000 Zellen auf Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit zwei ml
Arbeitsvolumen und 30.000 Zellen auf Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit einem
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ml Arbeitsvolumen ausplattiert und fur Versuche herangezogen. Alternativ wurden
500.000 Zellen in einem ml Gefriermedium aufgenommen und in Flussigstickstoff
gelagert. Die HEK293-Zellen wurden zur weiteren Vermehrung im Verhaltnis 1:5 auf
Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 25 ml Arbeitsvolumen verteilt, wenn diese
zur Amplifikation der Adenoviren (siehe 4.3.1) bendtigt wurden. Alternativ wurden
HEK293-Zellen in einem ml Gefriermedium aufgenommen und in Flussigstickstoff
gelagert.

4.3 Adenoviren in der Zellkultur

4.3.1 Amplifikation der Adenoviren

Alle Arbeiten mit Verwendung von Adenoviren wurden im S2-Labor unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Zur Amplifikation der Adenoviren wurden HEK293-Zellen
auf 25 Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 25 ml Arbeitsvolumen herangezogen,
bis nach mikroskopischer Kontrolle unregelmafige Zellkontakte entstanden waren.
Es wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt und die Schalen mit Adenovirus (AdYB-1
oder AdGFP) infiziert (siehe 4.3.4). Die Schalen wurden mehrmals taglich auf eine
beginnende Ablosung der Zellen von der Zellkulturschale kontrolliert und es wurde
entweder dann, bzw. spatestens nach 36 Stunden mit der Virusgewinnung

begonnen.

4.3.2 Gewinnung der Adenoviren

Bei beginnendem Ablosen der HEK293-Zellen wurde jeweils der Inhalt von zwei
Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit 25 ml Arbeitsvolumen in ein Falcon mit 50
ml Fassungsvolumen verbracht, wobei noch anhaftende Zellen zuvor mit Medium
von der Platte gespult wurden. Die Falcons wurden bei 1000 UpM fir 10 Minuten bei
4 °C zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgesaugt wurde, wurde in jedes Falcon
ein ml zuvor steril filtriertes 1 x PBS hinzugegeben. Das PBS-Zell-Gemisch wurde
mittels einer Pipette gut durchmischt und die Gesamtmenge auf vier grolde Falcons
aufgeteilt. Diese Falcons wurden nun einem Gefrier-Auftau-Zyklus unterworfen,
indem sie jeweils fur fUnf Minuten in Flussigstickstoff und in ein auf 37 °C erwarmtes

Wasserbad verbracht wurden. Dieser Zyklus wurde noch dreimal wiederholt, um die
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Zellwande der HEK293-Zellen zu zerstéren und das Virus freizusetzen. Der Inhalt der
Falcons wurde nun auf 1-ml-Aliquots aufgeteilt und bei 12000 UpM fir 10 Minuten
zentrifugiert. Die Uberstande wurden in einem Falcon zusammengefasst und als

Virusstamm-L6sung in Kryotubes aliquotiert.

4.3.3 Titer-Bestimmung der Adenovirus-Stammldsung

Fir die Titer-Bestimmung der Adenovirus-Stammldsung wurde das Adeno-X Rapid
Titer-Kit von Clontech verwendet. Auf einer Zellkulturschale vom Typ Cellstar® mit
25 ml Arbeitsvolumen wurde ein gleichmaliiger Zellrasen von HEK293-Zellen
kultiviert. Diese wurden, wie unter 4.2.2 beschrieben, gewaschen, trypisinisiert und
unter einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Eine 24-Well-Platte wurde daraufhin
mit 3 x 10° Zellen / Well bestiickt und in jedes Well 100 ul einer zuvor mit 1 x PBS
hergestellten Virus-Verdinnung der Virusstamm-Losung hinzugegeben (siehe
Abbildung 8).

Abbildung 8: 24-Well-Platte zur Titer-Bestimmung der Virusstamm-Lésung, 102 bis 10°

entspricht der Verdiinnung der Virusstamm-L&sung

Die 24-Well-Platte wurde fir 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO»-Begasung im
Brutschrank inkubiert. Dann wurde das Medium abgesaugt und die Platte funf
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Es wurden 500 pl eiskaltes Methanol in
jedes Well gegeben und die Platte fur 10 Minuten bei -20 °C inkubiert. Das Methanol
wurde abgesaugt und jedes Well dreimal mit 1 x PBS + 1 % BSA gewaschen. Es
wurden 250 pl einer 1:500 Verdinnung des virusspezifischen Mouse-Anti-Hexon-
Antikorpers hinzugegeben und eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung im
Brutschrank inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt und jedes Well dreimal mit 1 x

PBS gewaschen, bevor 250 ul einer 1:500 Verdinnung des Rat-Anti-Mouse-
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Antikorpers hinzugegeben und eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO,-Begasung im
Brutschrank inkubiert wurde. Die LOosung wurde abgesaugt und 250 pl DAB-
Arbeitslosung (10 x DAB-Konzentrat und 1 x Peroxidase-Puffer im Verhaltnis 1:10)
hinzugeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Arbeitsldsung wurde
abgesaugt und durch 1 x PBS ersetzt. Nun wurden mikroskopisch in flnf
Gesichtsfeldern der hochsten auszahlbaren Verdunnungsstufen mittels 20-fach
vergroRerndem Objektiv die gefarbten HEK293-Zellen ausgezahlt (siehe Abbildung
9) und der Titer (IFU / ml) durch folgende Formel berechnet:

IFU / mi= Infizierte Zellen / Gesichtsfeld x Felder / Schale
Virusvolumen x Verdiinnung

Vereinfachte Formel:

IEU / mi= Infizierte Zellen / Gesichtsfeld x 640

Verdiinnung

Abbildung 9: Durchlichtbilder einer 24-Well-Platte zur Virustiter-Bestimmung bei 100-facher
VergréfRerung. Durch das Virus infizierte HEK293-Zellen sind schwarz angefarbt. (A)
Negativkontrolle, hier finden sich keine gefarbten, bzw. infizierten Zellen. (B und C) 10% und 107
Verdiinnung: Ablésung der vollstandig infizierten HEK293-Zellen, diese wurden nicht zur Titer-
Bestimmung herangezogen. (D und E) Zur Titer-Bestimmung herangezogene
Verdiinnungsstufen: 10 und 10°. (F) Verdiinnung von 10 wurde nicht zur Titer-Bestimmung

verwendet.
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4.3.4 Infektion von Kardiomyozyten, H9c2- und HEK293-Zellen

Die verschiedenen Zelltypen wurden unter sterilen Bedingungen im S2-Bereich mit
jeweils 1000 MOI oder 500 MOI / ml Zellen infiziert, indem das Virus direkt in das
Medium gegeben wurde und die Schalen leicht geschwenkt wurden.

4.4 Bestimmung der Apotose- und Nekrose-Rate

4.4.1 Annexin V-FITC / Propidiumiodid / HOECHST 33258-Farbung

Wahrend der frUuhen Effektorphase der Apoptose findet eine Translokation des
Membranbausteins Phosphatidylserin von der inneren auf die aulere Seite der
intakten Zellmembran statt. Dies lasst sich durch das Phospholipid bindende Protein
Annexin V nachweisen. In der verwendeten Farbung ist Annexin V mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff, FITC (Fluoreszeinisothiozyanat), gekoppelt, der nach
Anregung im Fluoreszenz-Mikroskop bei 494-518 nm sichtbar wird. Annexin V ist
nicht in der Lage durch eine intakte Zellmembran zu diffundieren. Apoptotische
Zellen mit intakter Zellmembran erscheinen somit ausschlieBlich grinlich
fluoreszierend. Um nekrotische Zellen von diesen abzugrenzen, wird ein weiterer
Farbstoff, Propidiumiodid, eingesetzt. Propidiumiodid kann nur durch eine zerstorte
Zellmembran gelangen, eine nekrotische Zelle erscheint somit bei einer Wellenlange
von 494-518 nm grunlich und bei einer Wellenlange von 510-550 nm rétlich (siehe
Abbildung 10). Um eine Auszahlung der Gesamtzellanzahl mdglich zu machen, wird
HOECHST 33258 hinzugegeben. Dieser Farbstoff gelangt durch eine intakte
Membran und farbt Chromatin an. Um intakte, apoptotische und nekrotische H9c2-
Zellen zu differenzieren, wurden H9c2-Zellen auf Zellkulturschalen vom Typ
Cellstar® mit 1 ml Arbeitsvolumen kultiviert. Die Zellen wurden nach erfolgter
Stimulationszeit von vier Stunden mit jeweils funf pl Annexin V-FITC, Propidiumiodid
(20 pg / ml) und HOECHST 33258 (1 mg / ml) angefarbt und zehn Minuten bei 37 °C
inkubiert. Am Fluoreszenz-Mikroskop wurden von jeder Bedingung insgesamt 200
Zellen im HOECHST 33258 Filter (340-360 nm) ausgezahlt. Diese wurden nach den
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oben genannten Kriterien differenziert. Der prozentuale Anteil an apoptotischen und

nekrotischen Zellen wurde auf die Gesamtzahl bezogen.

Intakt + - -
Apoptose + - +
Nekrose + + +

Abbildung 10: Differenzierung apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels Annexin V-FITC /
Propidiumiodid / HOECHST 33258-Farbung. (+) Anfarbung. (-) Keine Anfarbung.

4.4.2 Kaspase-Assay

Die Aktivitatsbestimmung der Kaspasen 3 und 7 dient als Nachweis der frihen
Vorgange wahrend der Apoptose. Eine Apoptose-Induktion flhrt zu einer Aktivierung
verschiedener Kaspasen im Zytoplasma der apoptotischen Zelle. Die Aktivierung von
Kaspasen lasst sich mittels Chemilumineszenz-Messung bestimmen. H9c2-Zellen
wurden nach Zellauszahlung auf geschwarzten 24-Well-Platten mit durchsichtigem
Boden ausplattiert (30000 / Well) und bei 37 °C kultiviert, bis ein gleichmalliger
Zellrasen entstanden war. Es wurde Apoptose induziert und nach erfolgter
Stimulationszeit von sechs Stunden das sich auf den Zellen befindende Medium bis
auf 100 pl abgesaugt. Es wurden 100 pl des prolumineszenten Kaspase 3 / 7
Substrates in jedes Well gegeben und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Substrat enthalt eine Tetrapeptidsequenz (DEVD), die von aktivierten
Kaspasen gespalten wird. DEVD entlasst Aminoluziferin, dessen Spaltung durch
Luziferasen ein chemilumineszentes Signal erzeugt. Durch die Zugabe der Kaspase-
Glo 3 / 7-Reagenz werden die Zellen lysiert, und die im Vorgang von Apoptose
aktivierten Kaspasen 3 und 7 spalten DEVD. Das erzeugte lumineszente Signal,
wurde mittels eines Mikrotiterplatten-Photometers gemessen. Nach der Messung
wurde das Medium-Reagenz-Gemisch in 1,5 ml Reagiergefalde uberfuhrt, und jedes
Well mit 100 pl 1 x PBS befullt. Dieses wurde abgenommen und den Reagiergefal’en
hinzugegeben. Es folgte eine Protein-Bestimmung nach LOWRY (siehe 4.10.2). Die
gemessene Lumineszenz wurde auf die Protein-Gesamtmenge bezogen und die

Kaspase-Aktivitat berechnet.
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4.4.3 HOECHST 33258 / Propidiumiodid-Farbung

Wahrend der spaten Effektorphase der Apoptose findet eine Kondensation des
Chromatins statt. Dies lasst sich durch den das Chromatin anfarbenden Farbstoff
HOECHST 33258 nachweisen. Um intakte, apoptotische und nekrotische
Kardiomyozyten zu differenzieren, wurden Kardiomyozyten auf Zellkulturschalen vom
Typ Cellstar® mit einem ml Arbeitsvolumen kultiviert. Nach erfolgter Stimulationszeit
von 20 Stunden wurden pro Zellkulturschale funf yl HOECHST 33258 (1 mg / ml) und
funf pl Propidiumiodid (20 pg / ml) zugesetzt und nach 10-minutiger Inkubation unter
einem Fluoreszenz-Mikroskop  betrachtet. HOECHST 33258 ist ein
zellmembrangangiger Farbstoff, der das Chromatin der Zellkerne bei
Anregungswellen von 340-360 nm blau farbt. In intakten Kardiomyozyten sind somit
langliche, blau angefarbte Zellkerne zu erkennen, wohingegen in apoptotischen und
nekrotischen Kardiomyozyten abgerundete Kerne zu sehen sind (vergleiche
Abbildung 11). Propidiumiodid hingegen kann nur durch eine geschadigte, nicht mehr
intakte Zellmembran gelangen, farbt also ausschliellich die abgerundeten Kerne
nekrotischer Kardiomyozyten bei 510-550 nm rot an. Es wurden bei 200-facher
VergroRerung mehrere zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder betrachtet und hierbei
insgesamt 200 Kardiomyozyten im Durchlicht ausgezahlt. Diese wurden nach den
oben genannten Kriterien differenziert. Der prozentuale Anteil an apoptotischen und

nekrotischen Zellen wurde auf die Gesamtzahl bezogen.

Curchlicht HOECHST 33528 Propidiumiodid

Abbildung 11: Differenzierung von intakten, apoptotischen und nekrotischen Kardiomyozyten
mittels einer HOECHST 33528 / Propidiumiodid-Farbung.
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4.5 Bestimmung von Hypertrophie-Parametern

4.5.1 Querschnittsflichen-Messung

Die Bestimmung der Querschnittsflache (Cross Sectional Area) von Kardiomyozyten
diente der Erfassung von hypertrophem Zellwachstum. Kardiomyozyten wurden auf
Zellkulturschalen vom Typ Cellstar® mit einem ml Arbeitsvolumen kultiviert und mit
Adenoviren und verschiedenen pro-hypertrophen Stimuli inkubiert, wobei jeweils eine
Zellkulturschale eine Bedingung darstellte. Nach der gewunschten Stimulationszeit
wurden pro Schale 50 Kardiomyozyten mittels eines Digital-Mikroskops und der BZ
Observation-Software® bei 200-facher VergroRerung fotografiert. Jeder Kardiomyozyt
wurde mittels der BZ Analyser-Software® an dessen breitester Stelle vermessen
(siehe Abbildung 12). Die Querschnittsflache wurde mittels nachfolgender Formel

berechnet: Querschnittsflaiche = Radius? x T

Querschnittsflache = (Radius)? x

Abbildung 12: Vermessung der Querschnittsflache mittels eines Digital-Mikroskops.

4.5.2 Proteinbiosynthese-Rate-Messung

Die Proteinbiosynthese-Rate ist unter hypertrophem Wachstum erhoht. lhre
quantitative Bestimmung diente deshalb der Erfassung von hypertrophem
Wachstum. Kardiomyozyten wurden auf 6-Well-Platten mit einem ml Arbeitsvolumen
kultiviert und mit einer radioaktiv markierten Aminosaure, 14C—Phenylalanin, einem
hypertrophen Stimulus und dem Adenovirus inkubiert. Die zur Verfugung gestellte
Aminosaure wurde unter hypertrophem Wachstum in die neu entstehenden Proteine
eingebaut. Die Menge der radioaktiv markierten Aminosaure wurde mittels eines

Beta-Counters gemessen.
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Den Kardiomyozyten wurde im Dreifachansatz zuerst das Adenovirus fur die
gewiinschte Zeit und dann 0,1 pCi 'C-Phenylalanin zusammen mit dem
hypertrophen Stimulus zugegeben. Um einen Einbau der markierten Aminosaure zu
garantieren, wurden die Kardiomyozyten 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Das Medium wurde abgesaugt, um nicht eingebaute markierte Aminosauren zu
entfernen und die Wells zweimal mit jeweils einem ml eiskaltem 1 x PBS gewaschen,
bevor pro Well 1 ml 10 %ige Trichloressigsaure zugegeben wurde. Hierdurch wurde
eine Protein-Prazipitation erreicht. Die Platten wurden nun 24 h bei 4 °C inkubiert.
Vom Uberstand (CPMyperstana) Wurden nun aus jedem Well 500 pl in ein Vial
gegeben, das vorher mit vier ml Szintillationslosung befullt worden war. Die Vials
wurden verschlossen, geschwenkt und in die Recks des Beta-Counters gestellt. Die
Wells wurden zweimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen und mit 1 ml 1 N NaOH /
0,01 % SDS pro Well behandelt, um die Kardiomyozyten zu lysieren. Die Platten
wurden bei 37 °C fur zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Vom Lysat wurden nun
aus jedem Well 500 pl in ein Vial gegeben, das vorher mit vier ml Szintillationslésung
beflllt worden war. In diesem Lysat (CPMgzeen) befanden sich nun die radioaktiv
markierten Aminosauren, die zuvor in Proteine eingebaut worden waren. Die Vials
wurden verschlossen, geschwenkt und in die Recks des Beta-Counters gestellt und
die Messung aller Proben begonnen. Die Messung erfolgte in Counts per Minute
(CPM); hieraus liel3 sich die eingebaute Menge an radioaktiv markiertem

Phenylalanin ermitteln.

Mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brillant Blue G-250 wurde nun die Protein-
Gesamtmenge nach Bradford bestimmt (Noble et al, 2009). Die Farbintensitat dieses
Farbstoffes ist von der Protein-Konzentration abhangig, da dieser mit Proteinen
Komplexe bildet. 10 ul des Proben-Uberstandes wurden im Doppelansatz in eine 96-
Well Mikrotiterplatte pipettiert. Als Bezugswert diente eine Standard-
Verdunnungsreihe von BSA in 0,01 % SDS / 1 N NaOH (wt / vol) in den
Konzentrationen 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1 mg / ml. Hiervon wurden 10 ul in jeweils
ein Well pipettiert. Jedem Well wurden 200 ul Bradford-Reagenz zugegeben. Im
Mikrotiterplatten-Photometer wurde die Extinktion bei 595 nm photometrisch
bestimmt. Die Protein-Konzentrationen der Proben wurden nun mittels einer

Standardgerade errechnet.
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Die Proteinbiosynthese-Rate / ug Protein errechnete sich wie folgt:

(CPMgzejien / CPMijperstand ) / (Protein-Konzentration (ug / ml)).

4.6 Immunfluoreszenz

Durch das Verfahren der Immunfluoreszenz konnen Proteine mittels Antikorpern
sichtbar gemacht und ihr Vorkommen in verschiedenen Kompartimenten der Zelle
(Nukleus, Zytoplasma) bestimmt werden. Bei der hier angewandten indirekten
Immunfluoreszenz wurde H9c2-Zellen ein fur das gesuchte Protein spezifischer
Primarantikorper zugesetzt. Danach wurde ein gegen den Primarantikbrper
gerichteter Sekundarantikérper hinzugegeben. Der Sekundarantikdrper war mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt und konnte somit mittels Fluoreszenz-

Mikroskopie sichtbar gemacht werden.

H9c2-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen auf Glasplattchen (Coverslips)
ausplattiert und kultiviert. H9c2-Zellen wurden mit verschiedenen Stimuli behandelt
und mit Adenoviren infiziert. Nach beendeter Inkubationszeit wurden die Zellen
einmal mit je einem ml 1 x PBS gewaschen und mit je einem ml 4 %
Paraformaldehyd fur 30 Minuten inkubiert, um sie zu fixieren. Die Zellen wurden
dreimal mit 1 x PBS gewaschen und, um eine Permeabilisierung zu erreichen, mit je
einem ml 1 x PBS / 0,1% Triton x-100 fur 30 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 1 x PBS wurden die Zellen mit einer Blocklosung (1 x PBS / 5 % BSA)
fur eine Stunde inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die
Coverslips aus der Schale genommen und in den jeweiligen mit Parafilm ausgelegten
Deckel gelegt. Hierauf wurden 300 pl einer 1:100-Verdlinnung des Primarantikdrpers
gegeben und die Zellen eine Stunde inkubiert. Die Coverslips wurden in die Schalen
zuruck uberfuhrt und dreimal fir 15 Minuten mit 1 x PBS gewaschen. Die Coverslips
wurden wiederum in die mit Parafilm ausgekleideten Deckel gelegt und mit 300 pl
einer 1:1000-Verdinnung des Sekundarantikérpers fur 45 Minuten in Dunkelheit
inkubiert. Nach dreimaligem 15-minttigem Waschen mit 1 x PBS wurden die
Coverslips mit einem FOn getrocknet und mittels eines Einbett-Mediums auf
Objekttrager Uberfuhrt. Die Zellen wurden unter einem Fluoreszenz-Mikroskop
betrachtet und abfotografiert. Die quantitative Auswertung der Fluoreszenz in den

verschiedenen Zellkompartimenten erfolgte mittels der BZ Analyser®-Software.
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4.7 Quantitative Real-Time-PCR

4.7.1 RNA-Isolierung aus ventrikuldren Kardiomyozyten und H9c2-Zellen

Kardiomyozyten und H9c2-Zellen wurden nach erfolgter Stimulationszeit mit einem
sterilen Zellschaber von der Zellkulturschale geschabt und zusammen mit dem
Medium in ein Falcon uberfuhrt. Dieses wurde drei Minuten bei 3000 UpM
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in einem ml 1 x PBS
aufgenommen und mit diesem gemischt. Dieses Gemisch wurde in ein 1,5 ml
Reagiergefaly Uberfihrt, nochmals bei 3000 Upm fur drei Minuten zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde nun mit 500 pl Trizol mit einem
Pestler gemischt und fur drei Minuten gevortext, um die Zellen zu lysieren, RNAsen
zu inaktivieren und DNA und Proteine zu denaturieren. Nun wurden 100 pl
Chloroform hinzugegeben, um eine Extraktion der Nukleinsduren durch eine
Phasentrennung zu erreichen. Nach einer 15-minutigen Zentrifugation bei 12000
UpM und 4 °C enthielt die obere Phase nun vorwiegend RNA. Die obere Phase
wurde in ein neues zuvor UV bestrahltes 1,5 ml Reagiergefaly Uberfuhrt und die
gleiche Menge Isopropanol hinzugegeben, um die RNA zu prazipitieren. Um die
RNA-Praziptation zu férdern, wurden die Proben Uber Nacht bei -20 °C inkubiert.
Dann wurden die Proben bei 12000 UpM und 4 °C flar 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und nun 500 ul 70 %iges Ethanol in jedes Reagiergefaly
gegeben und nochmals bei 12000 UpM und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert um
weitere Salze herauszuldsen. Der Uberstand wurde verworfen und die
Reagiergefalle getrocknet. Das entstandene RNA-Pellet wurde in DEPC-Wasser

aufgenommen und eine Stunde auf Eis gelost.

4.7.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mittels des NanoDrop ND-1000 UV-
Spektrophotometers. Das Gerat wurde zu Beginn mit Aqua bidest. geeicht, bevor
jeweils 1,5 pl der Probe auf den Messpunkt gegeben wurde. Die errechnete Menge
entsprach n = x ng / yl. Hieraus konnte nun die bendtigte Menge zur cDNA-

Herstellung errechnet werden.
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4.7.3 Gel-Elektrophorese der RNA-Proben

Ribosomale RNA kann mittels einer Gel-Elektrophorese aufgetrennt werden. Bei
Vorliegen von intakter ribosomaler RNA erscheinen zwei deutliche Banden (28S- und
18S-rRNA-Bande)(siehe Abbildung 13). Um die Qualitat der erhaltenen RNA zu
beurteilen, wurden funf pg der geldosten RNA auf ein Agarosegel aufgetragen. Zur
Herstellung des Agarosegels wurden zwei g Agarose auf 100 ml 1 x TAE aufgefullt
und aufgekocht. Das Agarosegel wurde auf 80 °C abgekiihlt und fiinf pl SYBRsafe®
hinzugegeben. Das Gel wurde nun in eine Vorlage gegossen und ein Kamm
eingesteckt. Nachdem das Gel fest war wurde der Kamm aus dem Agarosegel
herausgezogen. Das Gel wurde in der Vorlage in eine Elektrophorese-Kammer
gestellt und diese mit 1 x TAE aufgeflllt. Die RNA-Proben wurden mit jeweils 1,5 ul
Auftrags-Puffer gemischt und dann in die entstandenen Gel-Taschen gefullt. In die
erste Gel-Tasche wurde ein 100 bp DNA-Marker gefullt. Um eine Auftrennung der
Proben nach Grdle in Basenpaaren zu erreichen, wurde die Kammer nun fir 30
Minuten an 90 Volt angeschlossen. Das Gel mit den aufgetrennten RNA-Fragmenten
wurde nun unter UV-Licht (A = 320nm) zur Fluoreszenz gebracht und fotografiert. Die
Fluoreszenzmaxima des verwendeten Fluoreszenzmittels (SYBRsafe®) liegen bei
280 und 502 nm.

1500bp- 0 -28s
1000bp- L &

s00bp- £ 8

-18s

Abbildung 13: Ergebnis der Gel-Elektrophorese isolierter RNA. Links: 100 bp Marker, Mitte:
Intakte RNA (28S- und 18S-rRNA-Banden), Rechts: RNA-Bruchstlicke (unten)

4.7.4 DNAse-Behandlung und Erstellung von cDNA

Um Rest-DNA zu entfernen und die RNA in cDNA umzuschreiben, wurde das Quanti

Tect Reverse-Transcription-Kit® verwendet. Hierfiir wurde fiir jede Probe ein neues
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1,5 ml Reagiergefald im UV-Stratalinker bestrahlt und je zwei yl gDNA-Wipout-Buffer
hinzu gegeben. Hinzu kam jeweils ein ug der Probe (x ul) und Aqua bidest (12-x).
Dieses wurde 5 Minuten bei 42 °C im Thermo-Cycler inkubiert. Nun wurden zu
jeder Probe jeweils 1 yl Reverse Transkriptase, vier yl 5 x RT-Buffer und ein pl RT-
Primer-Mix gegeben, so dass in jedem Reagiergefall ein Gesamtvolumen von 20 pl
zugegen war. Die Proben wurden bei 42 °C fur 15 Minuten und anschliel3end bei 95

°C flr drei Minuten im Thermo-Cycler inkubiert und bei -80 °C eingefroren.

4.7.5 Aktin-PCR und Gel-Elektrophorese

Um zu Uberprufen, ob die vorangegangene DNAse-Behandlung und cDNA-
Herstellung erfolgreich und somit keine genomische DNA in den Proben
zuruckgeblieben war, wurde eine Polymerase-Kettenreaktion mit dem Housekeeping-
Gen Aktin durchgefuhrt. Es wurden Primer verwendet, die in zwei durch ein Intron
getrennten Exons lagen. Die reine RNA ergibt nach cDNA-Synthese ein DNA-
Fragment, das nur aus den beiden Exon-Sequenzen besteht. Liegt auch genomische
DNA vor, wird das Intron mit umgeschrieben. Dies ergibt in der PCR ein zweites,
groleres Fragment (siehe Abbildung 14).

Es wurden jeweils 1,5 yl der synthetisierten cDNA in ein zuvor UV-bestrahltes

Reagiergefall gegeben und jeweils folgende Substanzen zugesetzt:
10 x PCR-Buffer 1 ul
Aqua bidest. 5,8 ul

Aktin-Primer (100 umolar) 0,3 ul

dNTPs (10 umolar) 0,4 ul
MgCl, (50 mmolar) 0,3 ul
1 % WA1 0,5 ul
Taqg-Polymerase 0,2 ul

Die Proben wurden abzentrifugiert und eine Aktin-PCR mit folgenden Zyklen

gestartet:
1.93°C 5 Minuten
2.60 °C 3 Minuten
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3.72°C 3 Minuten
4.93 °C 1 Minute
5.60 °C 1 Minute
6.72°C 3 Minuten

Wiederholung von Zyklus 4., 5. und 6.: 20 x
7.72°C 15 Minuten

Die Proben wurden wie unter 4.7.2 beschrieben auf ein Agarosegel aufgetragen und

nach einer Aufnahme unter UV-Licht beurteilt.

1000 bp -

500 bp -
400 bp -

300 bp -

200 bp - - 289 bp Rat-Aktin

Abbildung 14: Ergebnis der Aktin-Gel-Elektrophorese. Links: 100bp Marker, Mitte: Probe ohne
Aktin, Rechts: Probe mit Aktin-Bande

4.7.6 Real-Time-PCR

Bei der hier verwendeten Real-Time-PCR wird mit Hilfe einer DNA-Polymerase ein
gewunschter DNA-Abschnitt der zuvor hergestellten cDNA exponentiell amplifiziert.
Das Prinzip der Real-Time-PCR basiert auf sich wiederholenden Zyklen bestehend
aus Denaturierung, Annealing und Elongation. Die Denaturierung erfolgt durch das
Erhitzen auf 95°C; danach wird die Temperatur auf die fir den Primer spezifische
Annealingtemperatur gesenkt, so dass sich die Primer an die cDNA anlagern. Durch
das folgende Erhitzen auf 72 °C wird nun die Primer-Sequenz verlangert
(Elongation), bis ein Duplikat entstanden ist. Es kommt nach jedem Zyklus zu einer
Verdoppelung der Produktmenge (exponentielle Vermehrung), bevor es nach einer
bestimmten Zyklenzahl zu einer Verlangsamung der Reaktion und somit zum
sogenannten Plateau-Effekt kommt (vergleiche Abbildung 15). Die Menge des

entstandenen Produktes lasst sich bestimmen, da der Proben-DNA der Cyanin-
67



Farbstoff SYBR FAST gPCR Master-Mix® zugesetzt wurde. Dieser Farbstoff
fluoresziert, wenn er sich in doppelstrangige DNA einlagert; dies wird nach jedem
Zyklus gemessen. Um eine genaue Differenzierung zwischen gesuchten Produkten
und anderen unspezifischen Produkten zu erreichen, wurde am Ende der PCR die
Probentemperatur schrittweise um 1 °C bis auf 90 °C erhoht und die Fluoreszenz
gemessen. Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, denaturiert die gesuchte DNA bei
einer spezifischen Temperatur (Schmelztemperatur), wobei sie ihren gesamten
Fluoreszenz-Farbstoff frei gibt. Dies fuhrt zu einem abrupten Abfall des gemessenen
Signals. Die Schmelztemperatur ist von der Produktlange und der
Basenzusammensetzung abhangig, wodurch sich das gesuchte Produkt von

Primerdimeren oder unspezifischen Produkten abgrenzen lasst.
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Abbildung 15: Schmelzkurve von acht Proben (Doppelansatz), bei denen dasselbe Produkt (hier
YB-1-cDNA) gebildet wurde. Der Peak liegt bei allen Proben bei 83 °C.

4.7.6.1 PCR-Ansatz fur Real-Time-PCR

Die hergestellte cDNA wurde mit Aqua bidest 1:10 verdlnnt eingesetzt und von jeder
Probe eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Hierfir wurden zwei ul cDNA mit 18 ul
PCR-Mix versehen, der sich wie folgt zusammensetzte:
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PCR-Mix pro Ansatz: KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix 10 pl
Forward-Primer 0,6 pl
Reverse-Primer 0,6 pl
Aqua bidest 6,8 ul

4.7.6.2 Real-Time-PCR-Laufprogramme

Die Real-Time-PCR wurde in einem lcycler® (Fa. BioRad®) durchgefiihrt.
Zyklus 1: (1 x)
95 °C fir 3 Minuten

Zyklus 2: (45 x)

95 °C fur 30 sek (Denaturierung)
x °C fur 30 sek (Annealing)
72 °C fur 30 sek (Amplifikation)

Zyklus 3: (100 x)

50 °C-100 °C je 10 sek  (Schmelzkurve)

4.7.6.3 Auswertung der Real-Time-PCR

Die erhaltenen Daten wurden nach der Methode von Pfaffl et al. (2001) quantifiziert.
Die relative Expression eines Gens wird mit der Expression eines Referenz-Gens
(Housekeeping-Gen) verglichen. Ein Housekeeping-Gen muss in den untersuchten
Zellen vorliegen und darf unter den Versuchsbedingungen nicht reguliert werden. Bei
Kardiomyozyten diente hierfur B2M, bei H9c2-Zellen HPRT, da B2M in H9c2-Zellen
nicht exprimiert wird. Das Fluoreszenz-Signal muss einen Schwellenwert (Threshold)
Ubertreffen, um vom Hintergrund differenziert werden zu kdnnen. Erst nach einigen
Amplifikationszyklen ist die DNA-Konzentration so hoch, dass das entstehende
Fluoreszenz-Signal detektiert werden kann. Der Schwellenwert wird so festgelegt,
dass der Schnittpunkt des Thresholds mit der Kurve moglichst im Bereich der
exponentiellen DNA-Verdopplung liegt (siehe Abbildung 16). Dieser Schnittpunkt wird
Ct-Wert genannt und gibt die Zyklenanzahl wieder, bei der der Schwellenwert
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erreicht wurde. Je kleiner der Ct-Wert, desto mehr DNA war zu Beginn der Reaktion

vorhanden.

Amplification Chart
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Abbildung 16: Fluoreszenz-Verlauf einer Probe wahrend der Real-Time-PCR. Der Schnittpunkt
des Schwellenwerts (hier: 146,74) mit der Kurve ergibt den Ct-Wert (hier: 23,8) der Probe.

Von der Doppelbestimmung jeder Probe wurde der Mittelwert der Ct-Werte errechnet
und dieser dann in Beziehung zum Mittelwert der Ct-Werte des Housekeeping-Gens

gesetzt und die relative Expression berechnet:
A Ct (Ziel-Gen) = Ct (Ziel-Gen) — Ct (Housekeeping-Gen)

Relative Expression (Ziel-Gen) = 2 - A Ct (Ziel-Gen)

4.8 Immunoprazipitation

Mittels der Methode der Immunoprazipitation wird ein bestimmtes Protein mitsamt
seinen Interaktionspartnern aus einem Protein-Gemisch prazipitiert. Der Vorgang ist
in Abbildung 18 schematisch dargestellt.

Hierfar wurden H9c2-Zellen kultiviert und mittels RIPA-Puffer geernet (siehe 4.10.1).
Die Protein-Menge wurde nach LOWRY (siehe 4.10.2) bestimmt und jede Proben auf
drei Fraktionen mit jeweils 450 pg Protein-Gehalt aufgeteilt. Fur jede zu
untersuchende Probe wurden sechs pl mit IgG beschichtete Dynabeads (metallische
Mikropartikel) in ein Reagiergefald gegeben. Die Reagiergefalle wurden nun in einen
magnetischen Stander (Dynal) verbracht, wodurch sich die Dynabeads an der zum
Stander gerichteten Wand des Reagiergefalles anlagerten. Nun konnte die

Flussigkeit abpipettiert und verworfen werden. Pro Reagiergefal® wurden 500 pl
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Natrium-Phosphat-Puffer hinzugegeben und die Dynabeads nun drei Minuten bei 20
UpM auf einem Stuart-Rotator gewaschen. Die Reagiergefalle wurden in den
Magnetstander gestellt und der Puffer abpipettiert, wobei die Dynabeads im
Reagiergefald zurtick blieben. Dieser Vorgang wurde noch dreimal wiederholt. Nun
wurde der Antikdrper flir das gesuchte Protein, bzw. unspezifisches IgG, in einer
1:50-Verdunnung zu den Dynabeads gegeben und mit Natrium-Phosphat-Puffer auf
150 pl aufgefullt. Die Proben, die als Kontrolle dienten, wurden ohne Antikorper und
IgG inkubiert. Sie wurden mit 150 pl Natrium-Phosphat-Puffer aufgeflllt. Eine
Ubersicht Uiber die Proben-Behandlung gibt Abbildung 17.

Kontrolle Kontrolle | Kontrolle | TGF-B, | TGF-B, | TGF-B,
: - + - - +

Antikorper
IgG - + - - + -
Dynabeads + + + + + +

Abbildung 17: Pipettierschema flur die Durchfiihrung einer Immunoprazipitation. Die Proben
wurden jeweils auf drei Fraktionen mit 450 ug Protein-Gehalt aufgeteilt und wie dargestellt
behandelt.

Die Reagiergefal’e wurden fur 110 Minuten auf den Stuart-Rotator verbracht und die
Proben dort drehend mit der Antikorper- / 1IgG-Losung bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Antikorper- / 1gG-Lésung, bzw. der Natrium-Phosphat-Puffer wurde auf dem
Magnetstander abpipettiert und verworfen. Alle Reagiergefalle wurden mit 150 pl
Blocklosung fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Stuart-Rotator drehend
inkubiert. Die Blocklosung wurde auf dem Magnetstander abpipettiert und jedes
Reagiergefaly insgesamt viermal mit der Waschlésung 1 fur jeweils drei Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Stuart-Rotator drehend inkubiert und die Waschlésung
abpipettiert. Es wurde nun die vorher nach LOWRY bestimmte Protein-Menge in die
Reagiergefalie gegeben und diese dann mit Natrium-Phosphat-Puffer auf jeweils 500
pl aufgefullt. Zu jeder Probe wurden zwei yl PMSF (0,1 M) gegeben. Die Proben

wurden bei vier °C Uber Nacht auf dem Stuart-Rotator drehend inkubiert.

Der Uberstand wurde auf dem Magnetstdnder abpipettiert und als
Uberstandskontrolle weggefroren. Die Proben wurden viermal mit der Waschlésung 2
fur drei Minuten bei Raumtemperatur auf dem Stuart-Rotator drehend gewaschen

und die Waschlésung auf dem Magnetstander abpipettiert. Nun wurden 45 yl Lammli
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+ 1,5 yl DTT (0,5 M) in jedes Eppi gegeben und 10 Minuten auf 95 °C erhitzt. Der
Uberstand wurde auf dem Magnetstander abpipettiert und weggefroren. Dieser
Vorgang wurde noch einmal wiederholt, so dass eine Proben-Menge von insgesamt

90 pl erhalten wurde.

Die Proben wurden auf ein 10 %iges SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen (siehe
4.10.3) und ein Immunoblot durchgefuhrt (siehe 4.10), wobei ein gegen den
gesuchten Interaktionspartner gerichteter AntikGrper verwendet wurde.

Protein

Antikérper

IgG

Dynabead
Interaktionspartner

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Vorgange wahrend einer Immunoprazipitation: Das
metallische Partikel (Dynabead) ist mit IgG-Molekilen beschichtet, die die Fc-Region des
Antikorpers erkennen und diese binden. Der fir das gesuchte Protein spezifische Antikdrper
bindet das gesuchte Protein (z. B. SMAD2) und gleichzeitig gebundene Interaktionspartner (z.B.

P-SMAD3), die im Immunoblot detektiert werden kénnen.

4.9 Immunoblot

4.9.1 Isolierung von Gesamtprotein mittels RIPA-Puffer

Nach Kultivierung und Stimulation der Kardiomyozyten, bzw. H9c2-Zellen wurden
selbige zweimal mit eiskaltem 1 x PBS gewaschen. Nach dem Absaugen des 1 x
PBS wurden in jede Schale 150 upl RIPA-Puffer gegeben und die Schalen auf Eis
gestellt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgeschabt und das entstandene
RIPA-Zell-Gemisch in jeweils ein 1,5 ml Reagiergefal® gegeben. Die Proben wurden
nun fur 30 Minuten auf Eis inkubiert, um danach bei 12000 UpM bei 4 °C fur 30
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Minuten zentrifugiert zu werden. Der Uberstand wurde jeweils in ein frisches 1,5 ml

Reagiergefaly Uberfuhrt und das entstandene Zellpellet verworfen.

49.2 Protein-Mengen-Bestimmung nach LOWRY

Um die Protein-Menge jeder einzelnen Probe zu bestimmen, wurde ein LOWRY-
Assay durchgefuhrt (Noble et al, 2009). Zunachst wurde eine Standard-
Verdunnungsreihe aus BSA in Aqua bidest hergestellt (0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1;

0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg / ml). Darauf wurde in neue Reagiergefalle jeweils zusammen

gegeben:

Standardreihe: 10 pl Proben-Puffer (z.B. RIPA)
50 ul Standard-Verdinnungsreihe
50 ul Lésung 4
500 pl Reagenz A

Proben-Bestimmung: 10 pl Probe

50 pl Aqua bidest
50 ul Lésung 4
500 pl Reagenz A

Die Reagiergefalle wurden 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde
allen Reagiergefalen 100 pl Losung 5 zugegeben und die Reagiergefalle bei 37 °C
fur 30 Minuten inkubiert. Hierauf folgte ein 30-minutiger Zentrifugationsschritt bei
13000 UpM. Aus jedem Reagiergefal® wurden 200 pl in eine 96-Well-Platte gegeben
(Doppelansatz) und die Protein-Konzentration im Mikrotiterplatten-Photometer bei
578 nm photometrisch gemessen. Mit Hilfe der Standardreihe liel3 sich eine
Standardgerade ermitteln, mit der die einzelnen Protein-Konzentrationen berechnet

wurden:

MW (Absorption der Proben) — Achsenabschnitt (Standardgerade)
Steigung (Standardgerade) x 5 (Verdinnungsfaktor)

Protein-Menge (mg/ ml) =
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4.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Durch die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese ist es mdglich, Proteine mittels
eines elektrischen Feldes entsprechend ihrer Grélke aufzutrennen. Hierfir wurden
die Proben durch Verdunnung mit RIPA-Puffer auf dieselbe Protein-Konzentration
eingestellt. Es wurden jeweils 45 pl der Proben mit 15 yl 4 x Lammli-Puffer und 1,5 pl
DTT (0,5 M) gemischt und bei 95 °C 10 Minuten aufgekocht. DTT wird zur Reduktion
mdglicher Disulfidbricken zu Sulfhydrylgruppen zugegeben. Das im Gel enthaltene
SDS (Sodiumdodecylsulfat) zerstort die Tertiarstruktur der Proteine und bindet die
Hauptketten des Proteins, so dass ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein
entsteht. Dieser ist stark negativ geladen und wandert im elektrischen Feld in
Richtung Anode, die positiv geladen ist. Die negative Ladung ist hierbei der Masse
des Proteins proportional. Fur die Gel-Elektrophorese wurde die diskontinuierliche
Methode nach Lammli angewendet, wobei das verwendete Polyacrylamid-Gel aus
zwei Gelen, dem Trenn- und dem Sammelgel, unterschiedlicher Zusammensetzung
besteht. Um das Gel in eine Form zu bringen, wurde, wie in Abbildung 19 dargestellt
ist, zunachst aus zwei Glasplatten, zwei Plastikspacern, einem Gummischlauch und
mehreren Klammern eine Glasvorlage zusammengebaut, in die die Gele gegossen
wurden (Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels siehe 3.5). Zunachst wurde
das Trenngel in die Glasvorlage gegossen und mit Wasser uberschichtet. Das
Trenngel polymerisierte nach 30 Minuten aus. Das Wasser wurde abgegossen und
das Sammelgel in die Glasvorlage gegeben und sofort luftblasenfrei der Gelkamm

eingesteckt.

INERR Gelkamm
Sammelgel Glasplatten
Gummischlauch
Plastikspacer
Trenngel

Klemmen

I

Abbildung 19: Zusammenbau der Glasvorlage fir SDS-Page
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Das Sammelgel war nach 20-minutiger Auspolymerisationszeit fest und so konnte die
Glasvorlage mit dem Gel nach Entfernung des Gummischlauchs in die
Elektrophorese-Kammer gestellt werden. Diese wurde mit 1 x Laufpuffer befullt und
der Gelkamm entfernt. Die entstandenen Gel-Taschen wurden nun mittels einer
Hamilton-Spritze mit 1 x Laufpuffer gespult und danach die Proben eingeflllt, wobei
in die erste Tasche 20 pl eines Molekulargewichtsmarkers gefullt wurde. Durch die
Anlegung einer Spannung von 200 Volt wurde nun ein elektrisches Feld erzeugt. Das
Sammelgel besitzt grolere Poren, wodurch die Molekile ohne Auftrennung
gleichmalig bis zum Trenngel wanderten, in dem nun die elektrophoretische

Auftrennung nach Molekul-GroR3e erfolgte.

49.4 Blot-Verfahren

Mit der Immunoblot-Technik kdonnen Proteine von einem Polyacrylamid-Gel auf eine
Membran Ubertragen werden. Dieses wurde im Semi-Dry-Verfahren durchgefuhrt.
Hierfir wurden Filterpapiere zurecht geschnitten, mit den verschiedenen Puffern
getrankt und in der befeuchteten Blot-Kammer sandwichartig mit der Nitrocellulose-
Membran und dem Acrylamid-Gel geschichtet (siehe Abbildung 20). Bei der
Schichtung wurde darauf geachtet, dass alle Luftblasen entfernt wurden, da diese die
elektrische Ubertragung stéren. Die Blot-Kammer wurde fiir zwei Stunden an eine

Stromstarke von 1,5 mA / cm? angeschlossen.

I Kathode

Kathoden-Puffer A

————————————————————————— Acrylamid-Gel
——————————————————————— Nitrocellulose-Membran

Anoden-Puffer B
Anoden-Puffer C
I Anode

Abbildung 20: Blot-Kammer-Aufbau im Semi-Dry-Verfahren

Nach der erfolgten Ubertragung wurde die Membran entnommen. Nun wurden die
verschiedenen Marker-Banden nach Herstellerangabe beschriftet. Die Membran
wurde mit Ponceaurot-Lésung angefarbt, deren Farbstoff sich unspezifisch an
Proteine anlagert. Die Membran wurde mit Millipore-Wasser gewaschen und die
erscheinenden Protein-Banden wurden als Lichtbild abfotografiert. Dies diente als

Kontrolle fiir die erfolgreiche Ubertragung des Blot-Verfahrens.
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Die Membran wurde dreimal fur 10 Minuten mit 1 x TBS gewaschen, um den
restlichen Farbstoff zu entfernen. Die Membran wurde fur eine Stunde mit
Magermilchpulver in 1 x TBS / TWEENZ20 (siehe 3.5) als Blocklosung abgesattigt, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die Membran wurde dreimal fur 10
Minuten mit Waschloésung (siehe 3.5) gewaschen, der Erstantikbrper in

Erstantikorperlosung auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Die Membran wurde dreimal fur 10 Minuten mit Waschlosung gewaschen und mit
einer Zweitantikdrper-Verdunnung fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Membran wurde danach dreimal jeweils 10 Minuten mit 1 x TBS / TWEEN20
gewaschen.

49.5 ChemiDoc-System

Durch das ChemiDoc-System ist es maoglich, die Starke der Chemilumineszenz zu
messen. Das Prinzip der Immunfarbung des Immunoblots beruht auf der Bindung
eines fur das gesuchte Protein (Antigen) spezifischen Antikorpers, der seinerseits
wiederum das Antigen fur den Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten
Zweitantikorper darstellt. Somit kann der Erstantikorper indirekt sichtbar gemacht
werden, da eine Reaktion mit dem am Zweitantikorper haftenden HRP mit dem in der
ECL-Lésung enthaltenen Luminol stattfindet (siehe Abbildung 21). Luminol wird
hierbei oxidiert, wobei Licht emmitiert wird. Diese Lichtemission (Chemilumineszenz)
wird als Licht-Bande erkennbar und kann im ChemiDoc-System mittels einer Kamera
detektiert werden.

Zur Detektion des gesuchten Proteins wurde die Membran fur eine Minute bei
Dunkelheit in ECL (Enhanced Chemiluminescence)-Losung inkubiert und auf eine

Glasplatte gelegt und die Chemilumineszenz im ChemiDoc-System gemessen.
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Luminol
(ECL-Reagenz)

Meerrettichperoxidase——

HRP

Zweitantikérper—— Oxi-Luminol
(Chemilumineszenz)

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Proteindetektion durch das Enhanced-
Chemiluminescence-Verfahren

Zur Auswertung wurde die Starke der Chemilumineszenz des gesuchten Proteins mit
dem Programm Quantity®One ausgemessen. Die MolekiilgroRe wurde anhand des
verwendeten Markers bestimmt und die Protein-Expression in ein relatives Verhaltnis

zu einem nicht regulierten Protein gesetzt (Beispiel: Vinkulin).

4.9.6 Strippen von Membranen

Das Strippen von Nitrocellulose-Membranen dient der Entfernung von Primar- und
Sekundarantikdrpern. Hierfur wurde Stripping-Solution (siehe 3.5) in einer
verschlossenen Schale auf 70 °C in einem Wasserbad erhitzt und die Membran darin
fur fanf Minuten schwenkend inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal far
jeweils 15 Minuten mit Stripping-Waschpuffer (siehe 3.5) gewaschen. Nach 10-
minutigem Waschen mit 1 x TBS wurde die Membran fur eine Stunde in
Magermilchpulver in 1 x TBS + TWEEN20 (siehe 3.5) zum Blocken bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach konnte wie unter 4.9.4 beschrieben mit der

Inkubation des Primarantikorpers fortgefahren werden.
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4.10 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte * Standartfehler des Mittelwertes aus n
verschiedenen Kardiomyozyten-Praparationen bzw. H9c2-Zellpassagen dargestellt.
Eine Anzahl von n < 20 wurde durch eine ANOVA (One-Way Analysis of Variance)
mit anschlielendem Mann-Whitney-Test analysiert. Eine Anzahl > 20 wurde durch
einen T-Test analysiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1 Funktionalitat der H9c2-Zellen

Bei H9c2-Zellen handelt es sich um Subklone einer Zelllinie aus dem Herzgewebe
embryonaler BDIX-Ratten. H9c2-Zellen sind im Gegensatz zu Kardiomyozyten in der
Lage, sich zu teilen, so dass aus den adharent wachsenden Myoblasten von
polygonaler Form nach Konfluenz-Bildung mehrkernige tubulare Strukturen
entstehen (vergleiche Abbildung 7). H9c2-Zellen zeigen Charakteristika adulter
Kardiomyozyten, zum Beispiel die Expression des Ryanodin-Rezeptors sowie eine

Signaltransduktion Uber membranstandige G-Proteine (Hescheler et al., 1991).

Ein Teil der Experimente dieser Dissertation wurde mit H9c2-Zellen durchgefuhrt, da
hierdurch zum einen der Tier-Verbrauch gesenkt und zum anderen eine hdhere
Zellzahl und Protein-Menge fur bestimmte Methoden, wie der Analyse von Protein-
Interaktionen, erreicht werden konnte. Um die mittels H9c2-Zelllinie gewonnenen
Ergebnisse mit Ergebnissen aus Versuchen mit adulten Kardiomyozyten vergleichen
zu  koénnen, wurden zunachst H9c2-Zellen bezuglich ihrer AdYB-1-

Infektionsmoglichkeit und TGF-B4-Ansprechbarkeit naher charakterisiert.

5.1.1 AdYB-1 erhoht die relative YB-1-mRNA-Expression in H9c2-Zellen

Um eine vergleichbare YB-1-Expression in Kardiomyozyten als auch in H9c2-Zellen
zu erreichen, war es zu Beginn das Ziel, die HOhe der relativen YB-1-mRNA-
Expression nach einer Infektion mit AdYB-1 in Kardiomyozyten zu bestimmen. Die
Hohe der relativen YB-1-mRNA-Expression sollte in anschlieRenden Experimenten
mit der in H9c2-Zellen verglichen werden. Zum Nachweis der Transkription der viral
eingebrachten DNA-Sequenz wurden Kardiomyozyten fur 24 Stunden mit 1000 MOI
AdYB-1 infiziert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach der
entsprechenden Zeit wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Es folgte eine Real-Time-PCR mit YB-1-Primern zum Nachweis der

relativen YB-1-mRNA-Menge. B2M wurde als Referenz-Gen herangezogen.
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Abbildung 22: Quantitative Real-Time-PCR. Relative YB-1-mRNA-Expression in Kardiomyozyten.
Infektion adulter Kardiomyozyten mit 1000 MOI AdYB-1 fir 24 Stunden. Real-Time-PCR ist
normiert auf B2M. Dargestellt sind der Mittelwert aus acht Kardiomyozyten-Praparationen und der

zugehdrige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test (*) p = 0,001.

Wie in Abbildung 22 zu erkennen ist, zeigte sich eine signifikante Steigerung der
relativen YB-1-mRNA-Expression in den mit AdYB-1 infizierten adulten
Kardiomyozyten von 100 + 13,26 % (Kontrolle) auf 350,82 + 11,34 % (AdYB-1).

Um die Hohe der Transkription der viral eingebrachten DNA-Sequenz nun in H9c2-
Zellen zu bestimmen, wurden diese fur 24 Stunden mit 500 MOl AdYB-1-Virus
infiziert. Diese Dosis wurde gewahlt, da hier eine signifikante Steigerung der YB-1-
Protein-Expression auftritt (vergleiche Abbildung 24). Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen. Nach der entsprechenden Zeit wurde die Gesamt-RNA aus den
Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Es folgte eine quantitative Real-Time-
PCR mit YB-1-Primern zum Nachweis der relativen YB-1-mRNA-Menge. HPRT

wurde als Referenz-Gen herangezogen.
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Abbildung 23: Quantitative Real-Time-PCR. Relative YB-1-mRNA-Expression in H9c2-Zellen.
Infektion von H9c2-Zellen mit 500 MOI AdYB-1 fur 24 Stunden. Real-Time-PCR ist normiert auf
HPRT. Dargestellt sind der Mittelwert aus flinf Zellpassagen und der zugehdérige Standardfehler.
Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test (*) p = 0,009.

Wie in Abbildung 23 zu erkennen ist, zeigte sich eine signifikante Steigerung der
relativen YB-1-mRNA-Expression in den mit AdYB-1 infizierten H9c2-Zellen von 100
+ 12,88 % (Kontrolle) auf 328, 84 + 22,06 % (AdYB-1).

Die Hohe der relativen YB-1-mRNA-Expression nach Infektion mit AdYB-1 ist

demzufolge in H9c2-Zellen und in adulten Kardiomyozyten vergleichbar.

5.1.2 AdYB-1 erhoht die relative YB-1-Protein-Expression in H9c2-Zellen

Partsch zeigte im Jahre 2009, dass eine Infektion von adulten Kardiomyozyten mit
AdYB-1 zu einer erhohten relativen YB-1-Protein-Expression fuhrt. Zum Nachweis
der Translation der viral eingebrachten DNA-Sequenz in H9c2-Zellen wurden diese
fur 12 Stunden, 24 Stunden, 36 Stunden und 48 Stunden mit 500 MOl AdYB-1
(vergleiche Abbildung 25), bzw. fir 24 Stunden mit 10 MOI, 50 MOI, 100 MOI, 250
MOI oder 500 MOI AdYB-1 (vergleiche Abbildung 24) infiziert. Als Kontrolle dienten
Zellen, die 24 Stunden mit 500 MOI des Kontrollvirus AAGFP infiziert wurden (siehe
Abbildung 24), sowie unbehandelte Zellen (siehe Abbildungen 24 und 25). Nach der
entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein extrahiert, eine Protein-Bestimmung
nach LOWRY und ein Immunoblot mit YB-1-Antikorpern durchgefihrt. Als Referenz-
Protein diente Vinkulin.
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Abbildung 24: Relative YB-1-Expression in H9c2-Zellen nach 24-stindiger Infektion mit 10 MO,
50 MOI, 100 MOI, 250 MOI und 500 MOI AdYB-1 oder 500 MOI AdGFP. Immunoblot aus 83 ug
Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben: Reprasentativer Blot, unten: Quantitative
Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus vier Zellpassagen und der zugehdrige
Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen sind mit unterschiedlichen
Buchstaben bezeichnet (p < 0,05).

Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, zeigte sich im Immunoblot eine Steigerung der
relativen YB-1-Protein-Expression im Verlauf der Infektionsdosis. Wahrend bei 10
MOI mit 114,55 + 20,96 %, bei 50 MOI mit 99,46 + 21,02 %, bei 100 MOI mit 143,58
+ 25,67 % und bei 250 MOI mit 176,57 + 26,17 % noch kein signifikanter Unterschied
zu der unbehandelten Kontrolle (100 + 21,50 %) festgestellt werden konnte, zeigte
sich bei einer Infektionsdosis von 500 MOI ein signifikanter Anstieg auf 274,58 +
21,79 %. Eine Infektion mit 500 MOI AdGFP fuhrte nach 24 Stunden zu keiner
Erhohung der YB-1-Protein-Expression (111,05 £ 19,89 %).
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Abbildung 25: Relative YB-1-Expression nach 12-, 24-, 36- und 48-stlindiger Infektion mit 500
MOI AdYB-1. Immunoblot aus 80 ug Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben: Reprasentativer
Blot, unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus drei Zellpassagen und
der zugehorige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen sind mit
unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet (p < 0,05). Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test bei Kontrolle vs. 24 h AdYB-1 p = 0,05.

Wie der Abbildung 25 zu entnehmen ist, zeigte sich im Immunoblot auch eine
Steigerung der relativen YB-1-Protein-Expression im Zeitverlauf der Infektion.
Wahrend nach 12 Stunden mit 112,08 + 13,74 % noch kein signifikanter Unterschied
zu der unbehandelten Kontrolle (100 = 9,03 %) festgestellt werden konnte, zeigte
sich nach 24 Stunden mit 256,52 + 15,08 %, nach 36 Stunden mit 1036,88 + 14,14
und nach 48 Stunden mit 2168, 77 + 15,74 % ein signifikanter Anstieg der relativen
YB-1 Protein-Expression. Dabei ahneln sich die 24 Stunden-YB-1-Expressionsswerte
(500 MOI) der Abbildungen 24 und 25.

Somit wird die relative YB-1-Protein-Expression nach Einbringen der viralen DNA-
Sequenz in HI9c2-Zellen signifikant gesteigert. Dies entspricht den von Partsch im
Jahre 2009 gewonnenen Erkenntnissen aus Kardiomyozyten. In H9c2-Zellen ist

jedoch eine niedrigere Infektionsdosis von 500 MOI n6tig, um die vergleichbare YB-
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1-Uberexpression zu erhalten. In Kardiomyozyten wurden hingegen 1000 MOI
eingesetzt (Partsch, 2009).

5.1.3 TGF-B1 induziert Apoptose in Kardiomyozyten und H9c2-Zellen

Es ist bekannt, dass TGF-1 in isolierten adulten Kardiomyozyten Apoptose auslost
(Schneiders et al., 2005). Um die Apoptose-Rate in adulten Kardiomyozyten mit der
in H9c2-Zellen zu vergleichen, wurde eine HOECHST 33258 / Propidiumiodid-
Farbung zur Detektion von spaten Apoptose-Vorgangen (Chromatinkondensation) in
adulten Kardiomyozyten durchgefuhrt. Eine Schale mit adulten Herzmuskelzellen
wurde fur 20 Stunden mit TGF-B4 (1 ng / ml) stimuliert. Eine weitere Schale diente als
nicht behandelte Kontrolle. Nach erfolgter Stimulationszeit wurden die Zellen mit
HOECHST 33258 (1 mg / ml) und Propidiumiodid (20 ug / ml) angefarbt und 10
Minuten inkubiert. Es wurden insgesamt 200 adulte Kardiomyozyten im Durchlicht
ausgezahlt und mittels der genannten Farbungen in intakte und apoptotische Zellen
differenziert (vergleiche 4.4.3). Die Zahl apoptotischer Zellen wurde auf die

Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen und prozentual auf die Kontrolle bezogen.

180 &

160 - T

140 1

120

100 4 1
80
60 |

40 -

Apoptotische Zellen (% der Kontrolle)

20 A

Kontrolle TGF-p,4

Abbildung 26: Prozentualer Anteil apoptotischer adulter Kardiomyozyten nach 20-stlindiger TGF-
B4-Stimulation (1 ng / ml). Auszahlung und Differenzierung mittels HOECHST / Propidiumiodid-
Farbung. Dargestellt sind der Mittelwert aus 21 Kardiomyozyten-Praparationen und der
zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach T-Test (*) p = 0,0006.
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Wie in Abbildung 26 zu sehen ist, zeigte sich nach Auszahlung der adulten
Kardiomyozyten ein signifikanter Anstieg der relativen Apoptose-Rate von 100,00 +
5,77 % (Kontrolle) auf 153,80 + 5,90 % (TGF-f4).

Ein pro-apoptotischer Effekt von TGF-B4 in H9c2-Zellen ist bisher in der Literatur
nicht beschrieben worden. Die Detektion einer Chromatinkondensation war in H9c2-
Zellen nicht moglich, da sich teilende H9c2-Zellen nicht von apoptotischen H9c2-

Zellen unterscheidbar sind.

Um zu analysieren, inwieweit H9c2-Zellen auf eine TGF-f+-Induktion reagieren und
um die resultierende Apoptose-Rate mit der in adulten Kardiomyozyten vergleichen
zu konnen, wurde die in der frihen Phase der Apoptose stattfindende Translokation
des Phosphatidyserins nach TGF-B+-Stimulation in H9c2-Zellen untersucht. Es wurde
eine Schale mit H9c2-Zellen flr vier Stunden mit TGF-B1 (1 ng / ml) stimuliert. Eine
weitere Schale diente als nicht behandelte Kontrolle. Nach erfolgter Stimulationszeit
wurden die Zellen mit HOECHST 33258 (1 mg / ml), Propidiumiodid (20 pg / ml) und
Annexin V-FITC angefarbt und 10 Minuten inkubiert. Es wurden insgesamt 200
H9c2-Zellen mittels HOECHST 33258-Farbung ausgezahlt und in intakte und
apoptotische Zellen differenziert (vergleiche Abbildung 10). Die Anzahl apoptotischer
Zellen wurde auf die Gesamtzahl der ausgezahlten Zellen und prozentual auf die

Kontrolle bezogen.
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Abbildung 27: Prozentualer Anteil apoptotischer H9c2-Zellen nach vierstiindiger TGF-B;-
Stimulation (1 ng / ml). Auszahlung und Differenzierung mittels HOECHST 33258 /
Propidiumiodid / Annexin V-FITC-Farbung. Dargestellt sind der Mittelwert aus sechs
Zellpassagen und der zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test (*) p = 0,006.

Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, zeigte sich nach Auszahlung der H9c2-Zellen ein
signifikanter Anstieg der relativen Apoptose-Rate von 100,00 + 67,51 % (Kontrolle)

auf 704,44 + 11,80 % (TGF-B»).

TGF-B induziert in H9c2-Zellen nach vierstindiger Stimulationszeit eine
Translokation des Phosphatidylserins auf die Aulenseite der Zellmembran. In
Kardiomyozyten findet dieser Vorgang unter TGF-B4-Stimulation ebenfalls statt.
Partsch zeigte im Jahre 2009 eine Steigerung der Apoptose-Rate nach vierstiindiger
TGF-B+-Stimulation von 100 £ 9,31 % (Kontrolle) auf 146,76 £ 9,72 % (TGF-B4).

Als weiterer Apoptose-Nachweis wurde eine Aktivierung der Kaspasen 3 und 7 in
H9c2-Zellen bestimmt. Um nach einer 6-stundigen TGF-B4-Stimulation die
Aktivierung von Kaspasen in H9c2-Zellen nachzuweisen, wurden H9c2-Zellen in
gleicher Anzahl (30000 Zellen / Well) auf eine geschwarzte 24-Well-Platte mit
durchsichtigem Boden ausplattiert. Die Platten wurden inkubiert, bis ein
gleichmaliger Zellrasen entstanden war. Es wurden jeweils ein Well mit TGF-1 (1

ng / ml) stimuliert, ein Well diente als unbehandelte Kontrolle. Nach erfolgter
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Inkubationszeit wurde das Medium bis auf 100 pl abgesaugt und 100 ul der
Caspase-Glo® 3 / 7-Reagenz hinzugegeben. Die 24-Well-Platte wurde zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert und die Lumineszenz mittels eines Mikrotiterplatten-

Photometers bestimmt.
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Abbildung 28: Aktivitat der Kaspasen 3 und 7 nach sechstiindiger Stimulation mit TGF-4 (1 ng /
ml) in H9c2-Zellen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Kontrolle. Die Messung der
Lumineszenz erfolgte mittels Mikrotiter-Photometer. Dargestellt sind der Mittelwert aus 11
Zellpassagen und der zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test (*) p < 0,001.

Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, zeigte sich nach erfolgter Lumineszenz-Messung
ein signifikanter Anstieg der Kaspase 3- und 7-Aktivitat auf 110,00 + 2,24 % (TGF-34)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Eine im Verhaltnis geringe Steigerung der
Kaspase-Aktivitat scheint in H9c2-Zellen bereits einen starken Einfluss auf die durch

frihe Apoptose-Vorgange hervorgerufene Erhohung der Apoptose-Rate zu haben
(vergleiche Abbildung 27 und Abbildung 28).

Der in Herzmuskelzellen schon beschriebene pro-apoptotische Effekt von TGF-f34
konnte in H9c2-Zellen durch verschiedene Apoptose-Nachweisverfahren bestatigt
werden. TGF-B1 hat in der eingesetzten Konzentration (1 ng / ml) einen deutlich
starkeren pro-apoptotischen Effekt auf H9c2-Zellen als auf isolierte adulte

Kardiomyozyten.
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5.1.4 TGF-B1induziert eine SMAD2-Phosphorylierung in H9c2-Zellen

Die TGF-B4-Signalkaskade ist in H9c2-Zellen bislang weitgehend unbeschrieben.
Eine TGF-B4-Stimulation fihrt in H9c2-Zellen zu einer SMAD3-Phosphorylierung
(Yang et al.,, 2009). Um sichere Ruckschlisse aus der H9c2-Zelllinie auf adulte
Kardiomyozyten ziehen zu kdnnen, war es notwendig die TGF-3+-Signalkaskade in
H9c2-Zellen vertiefend zu untersuchen. H9c2-Zellen wurden fur 0,5 Stunden, eine
Stunde und zwei Stunden mit TGF-B1 (1 ng / ml) stimuliert. Nach der entsprechenden
Zeit wurde das Gesamtprotein aus den Zellen extrahiert. Nach einer Protein-
Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit P-SMAD2-Antikérpern und ein
Immunoblot derselben Proben mit SMAD2 / 3-Antikérpern durchgefuhrt.
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Abbildung 29: Relative P-SMAD2-Expression nach 0,5-, 1-, und 2-stiindiger Stimulation mit TGF-
B+ (1 ng / ml) in H9c2-Zellen. Immunoblot aus 90 pg Gesamtprotein normiert auf SMAD2. Oben:
Reprasentativer Blot, unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus drei
Zellpassagen und der zugehérige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche

Gruppen sind mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet (p < 0,05).

Wie Abbildung 29 zu entnehmen ist, zeigte sich im Immunoblot unter TGF-34-
Induktion eine Steigerung der relativen P-SMAD2-Protein-Expression. Bereits nach
0,5 Stunden (2973,20 + 1,19 %), sowie nach einer Stunde (1520,21 + 21,02 %)
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konnte ein signifikanter Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle (100 + 22,40 %)
festgestellt werden. Nach zwei Stunden (881,47 + 34,80 %) war dieser Effekt
ruckgangig.

Das Ergebnis zeigt, dass eine TGF-B¢-Stimulation in H9c2-Zellen zu einer
Phosphorylierung von SMAD2 fuhrt. Diese Induktion findet man auch in
Kardiomyozyten. Es besteht jedoch ein Unterschied im zeitlichen Verlauf der
Phosphorylierung von SMAD2. In Kardiomyozyten ist, im Gegensatz zu H9c2-Zellen,
erst nach 90 Minuten ein signifikanter Anstieg der SMAD2-Phosphorylierung zu

verzeichnen (Heger et al., 2011).

5.1.5 TGF-B1 erhoht die relative SMAD7-Protein-Expression in H9c2-Zellen

SMAD7 wird in der TGF-Bs-Signaltransduktion als negatives Feedback vermehrt
exprimiert, um eine langfristige TGF-B4-Antwort zu inhibieren. SMAD7 hemmt die
Phosphorylierung von R-SMAD-Proteinen (Nakao et al., 1997). Um zu untersuchen,
ob die SMAD7-Protein-Expression in H9c2-Zellen nach TGF-+-Stimulation verandert
ist, wurden diese fur 24 Stunden mit TGF-B4 (1ng / ml) stimuliert. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle. Nach der entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein
extrahiert. Nach einer Protein-Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit

SMAD7-Antikérpern durchgefuhrt. Vinkulin diente als Referenz-Protein.
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Abbildung 30: Relative SMAD7-Protein-Expression in H9c2-Zellen nach 24-stiindiger Stimulation
mit TGF-B; (1 ng / ml). Immunoblot aus 60 pg Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben:
Reprasentativer Blot, unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus acht
Zellpassagen und der zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test (*) p = 0,005.

Wie Abbildung 30 darstellt, zeigte sich im Immunoblot nach 24-stiindiger Stimulation
mit TGF-B1 eine signifikante Steigerung der relativen SMAD7-Protein-Expression

(148,24 + 0,03 %) im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle.

Unter TGF-B¢-Einfluss wird SMAD7 in H9c2-Zellen vermehrt auf Protein-Ebene
exprimiert. Dies konnte als Schutz vor einer langfristigen Apoptose-Induktion durch
TGF-B4 dienen.

5.1.6 TGF-B1induziert eine Bindung von P-SMAD2 an P-SMAD3 in H9c2-Zellen

Es ist bekannt, dass im Rahmen der TGF-B / SMAD-Signalkaskade eine Bindung
von SMAD2 an SMADS stattfindet (Wu et al., 2001). Um diesen Teil des Signalwegs
in H9c2-Zellen zu analysieren, wurden diese fur eine Stunde mit TGF-B4 (1 ng / ml)
stimuliert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach der entsprechenden Zeit
wurde das Gesamtprotein mittels RIPA-Puffer extrahiert. Nach einer Protein-

Bestimmung nach LOWRY wurde eine Immunoprazipitation mittels Dynabeads und
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SMAD2-Mouse-Antikérpern, bzw. IgG-Mouse durchgeflhrt (vergleiche Abbildung
31). 1gG-Mouse wurde als Kontrolle des moglichen Nachweises des
tierartspezifischen IgGs verwendet. AnschlieBend wurde ein Immunoblot mit P-
SMAD2-Rabbit- und P-SMAD3-Rabbit-Antikdrpern durchgefuhrt. Vinkulin diente als

Referenz-Protein.
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Abbildung 31: Immunpraziptation des SMAD2-Proteins mittels Dynabeads und SMAD2-Mouse-
Antikorpern aus 400 pg Gesamtprotein von H9c2-Zellen (400 pg / Probe). Einstiindige
Stimulation mit TGF-4 (1 ng / ml). Nichtbehandelte H9c2-Zellen dienten als Kontrolle.
Immunoblot des Uberstandes und des immunoprazipitierten SMAD2-Proteins mit P-SMAD2-
Rabbit- und P-SMAD3-Rabbit-Antikérpern. Als Referenz-Protein diente Vinkulin.

Wie in Abbildung 31 zu sehen ist, zeigte sich im Immunoblot eine erfolgreiche
Immunoprazipitation von P-SMAD2. Gleichzeitig wurde P-SMAD3 immunoprazipitiert,
was eine Bindung von P-SMAD3 an das isolierte P-SMAD2-Protein nachweist. Ein
Nachweis von tierartspezifischem IgG konnte durch Verwendung eines IgG-Mouse-
Antikorpers ausgeschlossen werden. Das Referenz-Protein  Vinkulin  war
ausschlieBlich im Uberstand zu sehen, was eine Verunreinigung der isolierten
SMAD2-Proteinfraktion ausschliel3t. Unter TGF-B+-Stimulation war eine deutliche
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 zu sehen.

Unter TGF-B4-Stimulation findet in H9c2-Zellen eine Phosphorylierung von SMAD2
und SMAD3 statt. Zudem bindet P-SMAD2 an P-SMAD3 nach TGF-f+-Induktion.

Dies entspricht dem von Wu et al. im Jahre 2001 beschriebenen Ablauf dieses Teils
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der TGF-B4 / SMAD Signalkaskade. Dies ist der erste Nachweis einer SMAD-Protein-
Interaktion in H9c2-Zellen und legt den Grundstein der Vergleichbarkeit von H9c2-
Zellen mit Kardiomyozyten nach TGF-f4-Stimulation.

5.1.7 TGF-B1 verhindert die YB-1-Translokation in den Nukleus in H9c2-Zellen

Es wurde gezeigt, dass die Uberexpression von YB-1 in Kardiomyozyten eine
zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 zur Folge hat (Partsch, 2009). Um den
Einfluss von TGF-B4 auf die Verteilung von YB-1 in verschiedenen
Zellkompartimenten von H9c2-Zellen zu beurteilen, wurden diese fur 24 Stunden mit
500 MOI AdYB-1 infiziert und fur eine Stunde mit TGF-B1 (1 ng / ml) stimuliert. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und Zellen, die nur mit dem
Sekundarantikorper inkubiert wurden. Danach wurde eine Immunfluoreszenz mit
Primarantikorpern gegen YB-1 und Cy2-gekoppelten Sekundarantikdrpern
durchgefuhrt. Die Fluoreszenz wurde mittels eines digitalen Fluoreszenz-Mikroskops
und der BZ Analyzer®-Software gemessen. Die Fluoreszenz des Zytoplasmas wurde

auf 100 % gesetzt und auf die Fluoreszenz des Nukleus bezogen.
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Abbildung 32: Quantitative Auswertung der Fluoreszenz in Zytoplasma und Nukleus von H9c2-
Zellen nach 24-stiindiger Infektion mit 500 MOI AdYB-1 und / oder einstindiger Inkubation mit
TGF-By (1 ng / ml). Inkubation mit YB-1 Primarantikérper und Cy2-gekoppeltem

Fluoreszenz (Pixel; % des Zytoplasmas)

Zytoplasma‘ Nukleus Zytoplasma‘ Nukleus Zytoplasma‘ Nukleus

Kontrolle Negativ-Kontrolle TGFB;4 AdYB-1

Sekundarantikérper. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und nur mit Sekundarantikérper
inkubierte Zellen. Aufnahme bei 549-563 nm. Oben: Reprasentative Zellen, unten: Quantitative
Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus verschiedenen Anzahlen von H9c2-Zellen
(Kontrolle: n = 35; Negativ-Kontrolle: n = 34; TGF-4: n = 30; AdYB-1: n = 35; AdYB-1 + TGF-B4:
n = 28) und der zugehdrige Standardfehler. Nach T-Test signifikant unterschiedliche Gruppen (p

< 0,05 vs. Zytoplasma) sind mit * gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 32 zu sehen ist, zeigte sich in der Kontrolle eine mittelstarke
Fluoreszenz im Zytoplasma (100 + 3,33 %) und eine im Verhaltnis signifikant hohere
Fluoreszenz im Nukleus der Zellen (170,44 + 2,58 %). YB-1 liegt demzufolge in
unbehandelten H9c2-Zellen in erhohter Konzentration im Nukleus als im Zytoplasma
vor. In der Negativkontrolle war hingegen eine kaum sichtbare Fluoreszenz zu
erkennen (Zytoplasma: 100 + 3,59 %, Nukleus 92,30 + 2,45 %). In den mit TGF-$34
stimulierten Zellen war eine ahnliche Verteilung von YB-1 wie in den Kontrollzellen zu
sehen (Zytoplasma: 100 + 3,74 %, Nukleus: 163,63 + 3,70 %). Nach 24-stundiger
Infektion mit 500 MOI AdYB-1 ist ebenso eine signifikant héhere Fluoreszenz im
Nukleus (126,92 + 6,48 %) als im Zytoplasma (100 = 6,70 %) zu erkennen. Diese
erscheint im Verhaltnis zur Kontrolle etwas schwacher, da durch die Infektion mehr
YB-1 im Zytoplasma der Zellen zu finden ist. In den fur 24 Stunden mit 500 MOI
AdYB-1 infizierten und fur eine Stunde mit TGF-34 stimulierten Zellen zeigte sich eine
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Umkehr der Fluoreszenz-Verhéltnisse: Es ist eine deutliche Uberexpression von YB-
1 im Zytoplasma (100 £ 5,13 %) zu erkennen, wobei diese im Nukleus signifikant
abnimmt (83,0 = 5,61 %).

In HO9c2-Zellen wird YB-1 bereits ohne zusatzlichen Stimulus, aber auch nach
alleiniger Uberexpression von YB-1 oder TGF-B+-Stimluation in den Kern transloziert.
Im Gegensatz dazu, liegt YB-1 in Kardiomyozyten unter den genannten Einflissen
hauptsachlich im Zytoplasma vor (Partsch, 2009). Eine TGF-4-Stimulation verhindert
in Kombination mit einer Uberexpression von YB-1 in H9c2-Zellen die schon in der
Kontrolle beobachtete Translokation von YB-1 in den Nukleus. Als Ursache fur die
fehlende Translokation ist eine Interaktion von YB-1 mit zytoplasmatischen Faktoren
denkbar.

5.1.8 PE hat keinen Einfluss auf die YB-1-Translokation in den Nukleus in H9c2-
Zellen

Auf eine Phenylephrin-Induktion reagieren H9c2-Zellen ahnlich wie Kardiomyozyten
mit hypertrophem Wachstum. Jeong et al. zeigten im Jahre 2008 eine 2,3-fache

vergrol3erte Zellquerschnittsflache von H9c2-Zellen nach PE-Stimulation.

Um die Verteilung von YB-1 in verschiedenen Zellkompartimenten der H9c2-Zellen
unter PE-Induktion zu beurteilen, wurden diese fur 24 Stunden mit 500 MOI AdYB-1
infiziert und flr eine Stunde mit PE (1 uM) stimuliert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen und Zellen, die nur mit dem Sekundarantikorper inkubiert
wurden. Danach wurde eine Immunfluoreszenz mit Primarantikorpern gegen YB-1
und Cy2-gekoppelten Sekundarantikdrpern durchgefuhrt. Die Fluoreszenz wurde
mittels eines digitalen Fluoreszenz-Mikroskops und der BZ Analyzer®-Software
gemessen. Die Fluoreszenz des Zytoplasmas wurde auf 100 % gesetzt und auf die
Fluoreszenz des Nukleus bezogen.
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Abbildung 33: Quantitative Auswertung der Fluoreszenz im Zytoplasma und im Nukleus von
H9c2-Zellen nach 24-stiindiger Infektion mit 500 MOI AdYB-1 und / oder einstlindiger Inkubation
mit PE (1 pM). Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und nur mit Sekundarantikdrper
inkubierte  Zellen.  Inkubation mit YB-1  Primarantikérper und Cy2-gekoppeltem
Sekundarantikérper. Aufnahme bei 549-563 nm. Dargestellt sind der Mittelwert aus
verschiedenen Anzahlen von Zellen (Kontrolle: n = 35; Negativ-Kontrolle: n = 34; PE: n = 14;
AdYB-1: n = 35; AdYB-1 + PE: n = 14) und der zugehorige Standardfehler. Oben: Reprasentative
Zellen, unten: Quantitative Auswertung. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test:
Kontrolle: Zytoplasma vs. Nukleus p < 0,001. PE: Zytoplasma vs. Nukleus p < 0,001. AdYB-1
Zytoplasma vs. Nukleus p = 0,014. AdYB-1 + PE: Zytoplasma vs. Nukleus 0,002.

Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, zeigte sich in der Kontrolle eine mittelstarke
Fluoreszenz im Zytoplasma (100 + 3,33 %) und eine im Verhaltnis signifikant hohere
Fluoreszenz im Nukleus der Zellen (170,44 + 2,58 %). YB-1 ist demzufolge, wie
bereits schon in Abbildung 32 gezeigt, in unbehandelten H9c2-Zellen in erhdhter
Konzentration im Nukleus vorhanden. In der Negativkontrolle war hingegen eine
kaum sichtbare Fluoreszenz zu erkennen (Zytoplasma: 100 + 3,59 %, Nukleus 92,30
t 2,45 %). In den mit PE stimulierten Zellen war eine ahnliche Verteilung von YB-1
wie in den Kontrollzellen zu sehen (Zytoplasma: 100 + 5,73 %, Nukleus: 159,49 +
5,56 %). Nach 24-stundiger Infektion mit 500 MOI AdYB-1 ist ebenso eine signifikant
hohere Fluoreszenz im Nukleus (126,92 + 6,48 %) als im Zytoplasma (100 £ 6,70 %)
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zu erkennen. Diese erscheint im Verhaltnis zur Kontrolle etwas schwacher, da durch
die Infektion mehr YB-1 im Zytoplasma der Zellen zu finden ist. In den fur 24 Stunden
mit 500 MOI AdYB-1 infizierten und fur eine Stunde mit PE stimulierten Zellen
bleiben die Verhaltnisse bestehen: Es zeigt sich keine Umkehr der
Fluoreszenzverhéltnisse. Es ist eine Uberexpression von YB-1 im Zytoplasma (100 *
8,71 %) zu erkennen, diese ist jedoch im Nukleus signifikant starker ausgepragt
(163,11 £ 7,14 %).

Eine Uberexpression von YB-1 in Kombination mit einer PE-Stimulation hat keinen
Einfluss auf die Lokalisation von YB-1 in H9c2-Zellen. Im Gegensatz zu einer
kombinierten Uberexpression von YB-1 und einer TGF-B;-Stimulation (vergleiche
Abbildung 32) findet unter einer kombinierten Uberexpression von YB-1 und einer
PE-Stimulation keine Translokation von YB-1 aus dem Nukleus in das Zytoplasma
statt.

5.2 Der Einfluss von YB-1 auf eine TGF-f31 induzierte Apoptose

5.2.1 Kardiomyozyten

5.2.1.1 YB-1 beeinflusst die relative SMAD4-, SMAD7-, JunB- und JunD-mRNA-Expression

in Kardiomyozyten

Partsch zeigte in seinen Untersuchungen im Jahre 2009 den inhibitorischen Effekt
einer YB-1 Uberexpression auf eine durch TGF-B; induzierte Apoptose. Es sollte
untersucht werden, ob die genannte anti-apoptotische Wirkung von YB-1 durch eine
verminderte, bzw. erhdohte Expression von SMAD-Proteinen oder AP-1-

Untereinheiten ausgeldst sein kann (vergleiche 2.2.4).

Adulte Herzmuskelzellen wurden fur 19 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 Virus infiziert
und fur 12 Stunden mit TGF-B1 (1 ng / ml) stimuliert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Kardiomyozyten. Nach der entsprechenden Zeit wurde die Gesamt-
RNA isoliert und nach DNAse-Verdau in cDNA umgeschrieben. Danach folgte eine
Real-Time-PCR mit den Primern fur SMAD4, SMAD7, JunB, und JunD zum
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Nachweis der relativen SMAD4-, SMAD7-, JunB- und JunD-mRNA-Menge. B2M
diente als Referenz-Gen.
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Abbildung 34: Quantitative Real-Time-PCR. Relative SMAD4-mRNA-Expression in
Kardiomyozyten. Infektion der Kardiomyozyten fir 19 Stunden mit 1000 MOl AdYB-1 und
Stimulation mit TGF-B; (1 ng / ml) fir 12 Stunden. Die Real-Time-PCR ist normiert auf B2M.
Dargestellt sind der Mittelwert aus verschiedenen Anzahlen aus Kardiomyozyten-Praparationen
(Kontrolle: n = 4; TGF-B4: n = 8; AdYB-1: n = 8; AdYB-1 + TGF-B4: n = 9) und der zugehdorige
Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test bei TGF- vs. Kontrolle
(*) p = 0,017 und bei TGF-B; vs. AdYB-1 + TGF-B; (*) p = 0,021.

Wie Abbildung 34 zeigt, erhdhte sich die relative SMAD4-mRNA-Expression nach
einer 12-stindigen Stimulation mit TGF-B1 (1 ng / ml) signifikant von 100 + 15,73 %
(Kontrolle) auf 303,48 + 17,56 % (TGF-B4). Nach einer 19-stundigen Infektion mit
1000 MOI AdYB-1 lag die relative SMAD4-mRNA-Expression bei 260,95 + 28,63 %
(AdYB-1). Nach kombinierter 12-stiindiger Stimulation mit TGF-B1 (1 ng / ml) und 19-
stiindiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 erniedrigte sich die relative SMAD4-mRNA

Expression signifikant auf 131,63 + 22,91 (AdYB-1 + TGF-31).

Eine alleinige Stimulation mit TGF-B, fuhrt in Kardiomyozyten zu einer signifikant
erhohten SMAD4-mRNA-Expression. Das Co-SMADA4-Protein spielt eine wichtige
pro-apoptotische Rolle in der TGF-f induzierten Apoptose (vergleiche Abbildung 2).

Eine Uberexpression von YB-1 hat in Kombination mit TGF-B; einen hemmenden
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Einfluss auf die relative SMAD4-mRNA-Expression in Herzmuskelzellen. Dies kdnnte

die anti-apoptotische Wirkung der YB-1-Uberexpression erklaren.
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Abbildung 35: Quantitative Real-Time-PCR. Relative SMAD7-mRNA-Expression in
Kardiomyozyten. Infektion der Kardiomyozyten fir 19 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 und
Stimulation mit TGF-B1 (1 ng / ml) fir 12 Stunden. Die Real-Time-PCR ist normiert auf B2M.
Dargestellt sind der Mittelwert aus sieben Kardiomyozyten-Praparationen und der zugehdrige
Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test bei TGF- vs. Kontrolle
(*) p = 0,004, bei AdYB-1 vs. Kontrolle (*) p = 0,048 und bei AdYB-1 + TGF- vs. Kontrolle (*) p =
0,12.

Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, erhohte sich nach einer 12-stindigen Stimulation
mit TGF-B1 (1 ng / ml) die relative SMAD7-mRNA-Expression signifikant von 100 +
27,62 % (Kontrolle) auf 653,69 + 31,05 % (TGF-B4). Nach einer 19-stindigen
Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 lag die relative SMAD7-mRNA-Expression bei 228,18
+ 33,98 % (AdYB-1). Nach kombinierter 12-stundiger Stimulation mit TGF-34 (1 ng /
ml) und 19-stundiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 erhohte sich die relative
SMAD7-mRNA Expression signifikant auf 450,35 + 33,10 (AdYB-1 + TGF-£31).

Die alleinige Stimulation mit TGF-B4 fuhrt in Kardiomyozyten zu einer signifikant
erhdhten SMAD7-mRNA-Expression. Das I-SMAD7-Protein spielt eine wichtige anti-
apoptotische Rolle in der TGF-f induzierten Apoptose (vergleiche Abbildung 2). Eine
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Uberexpression von YB-1 hat sowohl alleine als auch in Kombination mit TGF-B1
eine Steigerung der relativen SMAD7-mRNA-Expression in Herzmuskelzellen zur
Folge. Dies konnte die anti-apoptotische Wirkung der YB-1-Uberexpression erklaren.
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Abbildung 36: Quantitative Real-Time-PCR. Relative JunB-mRNA-Expression in Kardiomyozyten.
Infektion der Kardiomyozyten fir 19 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 und Stimulation mit TGF-f34
(1 ng / ml) fir 12 Stunden. Die Real-Time-PCR ist normiert auf B2M. Dargestellt sind der
Mittelwert aus verschiedenen Anzahlen aus Kardiomyozyten-Praparationen (Kontrolle: n = 5;
TGF-B4: n =7; AdYB-1: n = 6; AdYB-1 + TGF-4: n = 9) und der zugehorige Standardfehler. Das
Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test bei TGF-B4 vs. Kontrolle (*) p = 0,007, bei
AdYB-1 vs. Kontrolle (*) p = 0,011 und bei TGF-B; vs. AdYB-1 + TGF-B; (*) p = 0,014.

Wie in Abbildung 36 zu sehen ist, erhohte sich nach einer 12-stindigen Stimulation
mit TGF-B1 (1 ng / ml) die relative JunB-mRNA-Expression signifikant von 100 +
27,77 % (Kontrolle) auf 286,30 + 9,85 % (TGF-B4). Nach 19-stundiger Infektion mit
1000 MOI AdYB-1 lag die relative JunB-mRNA-Expression bei 317,70 £ 20,45 %
(AdYB-1). Nach kombinierter 12-stundiger Stimulation mit TGF-B4 (1 ng / ml) und 19-
stiindiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 erniedrigte sich die relative JunB-mRNA-
Expression signifikant auf 139,68 + 17,52 (AdYB-1 + TGF-(3).
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Die alleinige Stimulation mit TGF-B4 fuhrt in Kardiomyozyten zu einer signifikant
erhohten JunB-mRNA-Expression. Die AP-1-Untereinheit JunB spielt eine wichtige
pro-apoptotische Rolle in der TGF-§ induzierten Apoptose (vergleiche 2.2.4). Eine
Uberexpression von YB-1 hat in Kombination mit TGF-B1 einen hemmenden Einfluss
auf die relative JunB-mRNA-Expression in Herzmuskelzellen. Dies kdnnte die anti-
apoptotische  Wirkung der YB-1-Uberexpression erklaren. Eine alleinige
Uberexpression von YB-1 erhéht hingegen die relative JunB-mRNA-Expression in

Kardiomyozyten.
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Abbildung 37: Quantitative Real-Time-PCR. Relative JunD-mRNA-Expression in Kardiomyozyten.
Infektion der Kardiomyozyten fiir 19 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 und Stimulation mit TGF-3,
(1 ng / ml) fur 12 Stunden. Die Real-Time-PCR ist normiert auf B2M. Dargestellt sind der
Mittelwert aus verschiedenen Anzahlen aus Kardiomyozyten-Praparationen (Kontrolle: n = 5;
TGF-B4: n =7; AdYB-1: n = 6; AdYB-1 + TGF-B4: n = 8) und der zugehorige Standardfehler. Das
Signifikanzniveau betragt nach Mann-Whitney-Test bei TGF- vs. Kontrolle (*) p = 0,012, bei
AdYB-1 vs. Kontrolle (*) p = 0,011 und bei TGF-B vs. AdYB-1 + TGF-B (*) p = 0,025.

Wie in Abbildung 37 zu sehen ist, erhohte sich nach einer 12-stindigen Stimulation
mit TGF-B1 (1 ng / ml) die relative JunD-mRNA-Expression signifikant von 100 +
32,52 % (Kontrolle) auf 338,47 + 15,70 % (TGF-B4). Nach 19 Stunden Infektion mit
1000 MOI AdYB-1 lag die relative JunD-mRNA-Expression bei 382,47 + 16,40 %
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(AdYB-1). Nach kombinierter 12-stiindiger Stimulation mit TGF-B1 (1 ng / ml) und 19-
stundiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 erniedrigte sich die relative JunD-mRNA-
Expression signifikant auf 148,88 + 13,25 (AdYB-1 + TGF-31).

Die alleinige Stimulation mit TGF-B4 fuhrt in Kardiomyozyten zu einer signifikant
erhdhten JunD-mRNA-Expression. Die AP-1-Untereinheit JunD spielt eine wichtige
pro-apoptotische Rolle in der TGF-B induzierten Apoptose (vergleiche 2.2.4). Eine
Uberexpression von YB-1 hat in Kombination mit TGF-B1 einen hemmenden Einfluss
auf die relative JunD-mRNA-Expression in Herzmuskelzellen. Dies konnte die anti-
apoptotische Wirkung der YB-1-Uberexpression erkldren. Eine alleinige
Uberexpression von YB-1 erhéht hingegen die relative JunD-mRNA-Expression in

Kardiomyozyten.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von YB-1 in Kombination mit
TGF-B1 einen hemmenden Einfluss auf die relative SMADA4-, JunB- und JunD-mRNA-
Expression in Kardiomyozyten hat. Die genannten Faktoren spielen eine wichtige
pro-apoptotische Rolle in der Apoptose-Induktion durch TGF-B1 (vergleiche
Abbildung 2). Dies kénnte die anti-apoptotische Wirkung der YB-1-Uberexpression

erklaren.

5.2.1.2 YB-1 erhoht die relative SMAD7-Protein-Expression in Kardiomyozyten

Die in Kardiomyozyten nachgewiesene Erhéhung der relativen SMAD7-mRNA-
Expression durch eine Uberexpression von YB-1 (siehe Abbildung 35) sollte in
Kardiomyozyten auf Protein-Ebene analysiert werden. Kardiomyozyten wurden 27
Stunden mit AdYB-1 (1000 MOI) infiziert und 20 Stunden mit TGF-B4 (1 ng / ml)
stimuliert. Nach der entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein extrahiert. Nach
einer Protein-Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit SMAD7-
Antikorpern durchgefuhrt. Vinkulin diente als Referenz-Protein.
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Abbildung 38: Relative SMAD7-Protein-Expression in Kardiomyozyten nach 27-stiindiger
Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 und 20-stiindiger Stimulation mit TGF-4 (1 ng / ml). Immunoblot
aus 55 ug Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben: Reprasentativer Blot, unten: Quantitative
Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus drei Kardiomyozyten-Praparationen und der
zugehorige Standardfehler.

Wie in Abbildung 38 zu sehen ist, zeigte sich im Immunoblot eine tendenzielle
Steigerung der relativen SMAD7-Protein-Expression unter TGF-B4 (176,39 + 31,86
%) verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (100 + 0,00 %). Eine alleinige
Uberexpression von YB-1 zeigte eine tendenzielle Erhéhung der relativen SMAD7-
Protein-Expression auf 191,93 + 32,14 %. Nach kombinierter Uberexpression von
YB-1 und Gabe von TGF-B4 konnte ein Anstieg der relativen SMAD7-Protein-
Expression auf 175,59 + 17,73 % festgestellt werden.

Das I-SMAD7-Protein spielt eine wichtige anti-apoptotische Rolle in der TGF-34
induzierten Apoptose (vergleiche Abbildung 2). Wie in Abbildung 38 zu erkennen,
fuhrte die alleinige Stimulation mit TGF-B1 in Kardiomyozyten zu einer tendenziell
erhdhten SMAD7-Protein-Expression. Eine Uberexpression von YB-1 hat sowohl
alleine als auch in Kombination mit TGF-B; eine Steigerung der relativen SMAD7-

Protein-Expression in Herzmuskelzellen zur Folge.
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5.3 Der Einfluss von YB-1 auf eine durch PE induzierte
Hypertrophie

Wahrend die durch TGF-B1 induzierte Apoptose sowohl AP-1- als auch SMAD-
abhangig ist (Euler-Taimor & Heger, 2006), kommt den SMAD-Proteinen in einer PE
induzierten Hypertrophie keine besondere Rolle zu. In der a-adrenerg induzierten
Hypertrophie durch PE spielt AP-1 alleine eine grof3e Rolle (Taimor et al., 2004). Da
YB-1 sowohl mit AP-1 (Samuel et al, 2005) als auch mit SMAD-Proteinen (Higashi,
2006) interagiert, sollte der Einfluss einer YB-1-Uberexpression auf eine durch PE

induzierte Hypertrophie untersucht werden.

5.3.1 Kardiomyozyten

5.3.1.1 YB-1 hemmt eine durch PE induzierte Hypertrophie in Kardiomyozyten

Es ist beschrieben, dass YB-1 einen inhibitorischen Effekt auf AP-1 hat (Samuel et
al., 2005). Da AP-1 eine Rolle in der Phenylephrin induzierten Hypertrophie spielt
(Taimor et al., 2004), wurde von Partsch im Jahre 2009 im Langzeitversuch die
Wirkung einer Uberexpression von YB-1 auf eine Hypertrophie-Induktion durch PE
untersucht. Es wurde gezeigt, dass eine sehr hohe Uberexpression von YB-1 nach
einer 48-stindigen Infektion die PE induzierte Hypertrophie hemmt. Um die
Auswirkung einer kurzzeitigen und somit schwachen YB-1-Uberexpression auf die
PE induzierte Hypertrophie zu untersuchen, wurden zwei Schalen mit
Herzmuskelzellen mit 1000 MOI AdYB-1 und zwei weitere Schalen mit 1000 MOI des
Kontrollvirus AAGFP infiziert. Zwei Schalen dienten als nicht infizierte Kontrolle. Nach
siebenstundiger Infektion wurde jeweils eine Schale von jeder Gruppe mit 10 uM PE
inkubiert. Weitere 24 Stunden spater wurde eine Zellquerschnittsmessung mittels BZ

Observation®/ Analyzer®-Software durchgefiihrt.
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Abbildung 39: Quantitative Darstellung der Zellquerschnittsflache von Kardiomyozyten nach 31-
stlindiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 oder AAGFP und 24-stiindiger Stimulation mit PE (10
puM). Dargestellt sind der Mittelwert von 14 Kardiomyozyten-Praparationen und der zugehdrige
Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit

unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Wie Abbildung 39 zeigt, kam es in der Kontrollgruppe nach Hypertrophie-Induktion
mit PE zu einer signifikanten Vergro3erung der Zellquerschnittsflache von 100 + 2,34
% (Kontrolle) auf 108,20 + 2,30 % (PE). Auch in der mit 1000 MOI AdGFP infizierten
Gruppe kam es nach Induktion durch PE zur signifikanten Vergrof3erung der
Zellquerschnittsflache von 98,31 + 2,25 % (AdGFP) auf 111,29 + 2,30 (AdGFP +
PE). Dagegen kam es in der mit 1000 MOI AdYB-1 infizierten Gruppe auch nach
Inkubation mit PE nicht zu einer Vergro3erung der Zellquerschnittsflache (100,57 +
2,62 % ohne PE. 101,42 + 2,34 % mit PE).

Dieser Versuch zeigt, dass YB-1 auch im Kurzzeitversuch, also bei geringer YB-1-
Expression, die durch Phenylephrin induzierte Hypertrophie hemmt. Es ist zu sehen,
dass die Zellquerschnittsflache unter AdYB-1 + PE auf Kontroll-Niveau bleibt.

Als weiterer Parameter einer Hypertrophie-Entwicklung unter PE wurde die
Proteinbiosynthese-Rate nach 31-stiindiger Uberexpression von YB-1 ermittelt. Zur
Untersuchung der Proteinbiosynthese-Rate wurden sechs Schalen mit 1000 MOI
AdYB-1 und weitere sechs Schalen mit 1000 MOI des Kontrollvirus AAGFP infiziert.
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Weitere sechs Schalen dienten als unbehandelte Kontrolle. Nach sieben Stunden
Infektion wurde allen Schalen radioaktiv-markiertes Phenylalanin zugegeben und bei
jeweils drei Schalen wurde die Hypertrophie mit PE (10 yM) stimuliert. 24 Stunden

spater wurde die Proteinbiosynthese-Rate bestimmt.
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Abbildung 40: Quantitative Darstellung der relativen Proteinbiosynthese-Rate nach 31 Stunden
Infektion mit 1000 MOI AdYB-1, bzw. AdGFP. Stimulation mit PE (10 uM) fir 24 Stunden.
Gemessen wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem Phenylalanin. Dargestellt sind der
Mittelwert verschiedener Anzahlen von Kardiomyozyten-Praparationen (Kontrolle: n = 13; PE: n =
13; AdGFP: n= 10; AdGFP + PE: n = 11; AdYB-1: n = 11; AdYB-1 + PE: n = 10) und zugehdriger
Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit

unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Wie Abbildung 40 zeigt, kam es in der Kontrollgruppe nach Hypertrophie-Induktion
durch PE zu einer signifikanten Erhohung der relativen Proteinbiosynthese-Rate von
100 + 2,54 % (Kontrolle) auf 126,35 + 8,25 % (PE). Auch nach Infektion mit 1000
MOI AdGFP kam es nach Induktion durch PE zur signifikanten Erhohung der
relativen Proteinbiosynthese-Rate von 92,63 + 2,71 % (AdGFP) auf 117,45 + 3,32 %
(AdGFP + PE). Im Gegensatz dazu blieb nach Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 die
durch PE ausgeloste Hypertrophie aus (89,36 + 9,38 ohne PE. 100,27 + 5,44 mit PE).
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Dieser Versuch zeigt, dass YB-1 auch im Kurzzeitversuch, also bei geringer YB-1-
Expression, die durch Phenylephrin induzierte Hypertrophie hemmt. Es ist zu sehen,
dass die Proteinbiosynthese-Rate unter AdYB-1 + PE auf Kontroll-Niveau bleibt.

Der hemmende Effekt von YB-1 auf die Phenylephrin induzierte Hypertrophie konnte
auch im Kurzzeitversuch, also bei niedriger YB-1-Expression, durch Messung der

Proteinbiosynthese-Rate und der Zellquerschnittsflache nachgewiesen werden.

5.3.1.2 YB-1 erhoht die relative RGS2-mRNA-Expression in Kardiomyozten

Es wurde untersucht, ob die hemmende Wirkung von YB-1 auf eine PE induzierte
Hypertrophie durch eine Beeinflussung der Expression der an den Hypertrophie-
Vorgangen beteiligten Signalmolekulen ausgelost wird. RGS2 ist ein bekannter
Inhibitor der PE induzierten Hypertrophie in Kardiomyozyten (Zou et al., 2006).
Herzmuskelzellen wurden fur 31 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 infiziert und fur 24
Stunden mit PE (1 uM) stimuliert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach
der entsprechenden Zeit wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und nach
DNAse-Verdau in cDNA umgeschrieben. Danach folgte eine quantitative Real-Time-
PCR mit Primern fur RGS2 zum Nachweis der relativen RGS2-mRNA-Menge. B2M

diente als Referenz-Gen.
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Abbildung 41: Relative RGS2-mRNA-Expression in einer quantitativen Real-Time-PCR. Infektion
der Kardiomyozyten flr 31 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 und Stimulation mit PE (1 uM) fur 24
Stunden. Dargestellt sind der Mittelwert aus sechs Kardiomyozyten-Praparationen und der
zugehdrige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit
unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Wie Abbildung 41 zeigt, erhdhte sich nach einer 24-stiindigen Stimulation mit PE (1
MM) die relative RGS2-mRNA-Expression tendenziell von 100 + 11,40 % (Kontrolle)
auf 650,89 + 18,79 % (PE). Nach 31 Stunden Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 lag die
relative Expression von RGS2 bei 174,48 + 20,54 % (AdYB-1). Nach kombinierter
24-stindiger Stimulation mit PE (1 yuM) und 31-stlindiger Infektion mit 1000 MOI
AdYB-1 erhdhte sich die relative RGS2-mRNA-Expression auf 2541,03 + 14,41 %
(AdYB-1 + PE).

Eine Uberexpression von YB-1 steigert in Kombination mit PE in Herzmuskelzellen
die relative Expression des Hypertrophie-Inhibitors RGS2. Dies kommt als eine
mdgliche Ursache des anti-hypertrophen Effekts von YB-1 auf eine PE induzierte

Hypertrophie in Frage.

107



5.3.1.3 YB-1 erhoht die relative SMAD4-Protein-Expression in Kardiomyozyten

SMAD4 ruft eine Hemmung der PE induzierten Hypertrophie in Kardiomyozyten
hervor (Heger et al., 2010). Um zu Uberpriifen, ob eine Uberexpression von YB-1 auf
die relative SMADA4-Protein-Expression in Kardiomyozyten Einfluss nimmt, wurden
Kardiomyozyten fur 48 Stunden mit AdYB-1 infiziert (1000 MOI). Nach der
entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein extrahiert. Nach einer Protein-
Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit SMAD4-Antikorpern
durchgefuhrt. Vinkulin diente als Referenz-Protein.
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Abbildung 42: Relative SMAD4-Protein-Expression nach 48-stiindiger Infektion mit AdYB-1 (1000
MOI). Immunoblot aus 55 ug Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben: Reprasentativer Blot,
unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus finf Kardiomyozyten-
Praparationen und der zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test bei AdYB-1 vs. Kontrolle (*) p = 0,014.

In Abbildung 42 ist zu sehen, dass sich im Immunoblot eine Steigerung der relativen
SMADA4-Protein-Expression unter AdYB-1 ergab. Nach 48 Stunden konnte mit

161,34 + 25,73 % (AdYB-1) ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle (100 + 0,00 %) festgestellt werden.
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Eine YB-1-Uberexpression steigert somit die relative Protein-Expression des
Hypertrophie-Inhibitors SMAD4 in Kardiomyozyten. Dies kommt als eine mogliche
Ursache des anti-hypertrophen Effekts von YB-1 auf eine PE induzierte Hypertrophie

in Frage.

5.3.2 H9c2-Zellen

Auf eine Phenylephrin-Induktion reagieren H9c2-Zellen ahnlich wie Kardiomyozyten
mit hypertrophem Wachstum. Jeong et al. zeigten im Jahre 2008 eine 2,3-fache

vergrol3erte Zellquerschnittsflache von H9c2-Zellen nach PE-Stimulation.

5.3.2.1 YB-1 erhoht die relative RGS2-Protein-Expression in H9c2-Zellen

Die in Kardiomyozyten (vergleiche Abbildung 41) nachgewiesene Erhohung der
relativen RGS2-mRNA-Expression durch eine kombinierte Gabe von AdYB-1 und
Phenylephrin sollte nun in H9c2-Zellen untersucht werden. H9c2-Zellen wurden 24
Stunden mit PE (1 pM) stimuliert und 48 Stunden mit AdYB-1 (500 MOI) infiziert.
Nach der entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein extrahiert. Nach einer
Protein-Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit RGS2-Antikérpern

durchgefuhrt. Vinkulin diente als Referenz-Protein.
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Abbildung 43: Relative RGS2-Protein-Expression nach 24-stiindiger Stimulation mit PE (1 yM)
und 48-stlindiger Infektion mit AdYB-1 (500 MOI) in H9c2-Zellen. Immunoblot aus 60 ug
Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben: Reprasentativer Blot, unten: Quantitative
Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert einer verschiedenen Anzahl von Zellpassagen
(Kontrolle: n = 5; PE: n = 5; AdYB-1: n = 5; AdYB-1 + PE: n = 3) und der zugehorige
Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit

unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Abbildung 43 zeigt eine Steigerung der relativen RGS2-Protein-Expression unter
kombinierter Gabe von AdYB-1 und PE auf 121,58 + 2,50 % (AdYB-1 + PE).
Phenylephrin und AdYB-1 hatten einzeln keinen Einfluss auf die relative RGS2-
Protein-Expression (105,30 + 2,39 % PE; 103,78 + 13,82 % AdYB-1).

Der Hypertrophie-Inhibitor RGS2 wird somit in H9c2-Zellen auf Protein-Ebene unter
Stimulation mit PE und gleichzeitiger YB-1 Uberexpression vermehrt exprimiert. Dies
kommt als eine mdgliche Ursache des anti-hypertrophen Effekts von YB-1 auf eine

PE induzierte Hypertrophie in Frage.

5.3.2.2 YB-1 erhoht die relative SMAD4-Protein-Expression in H9c2-Zellen

Eine Uberexpression von YB-1 fiihrt in Kardiomyozyten zu einer erhdhten relativen
SMAD4-Protein-Expression (siehe Abbildung 42). Um dieses in H9c2-Zellen zu

Uberprufen, wurden diese fur 48 Stunden mit AdYB-1 infiziert (500 MOI). Nach der

entsprechenden Zeit wurde das Gesamtprotein extrahiert. Nach einer Protein-
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Bestimmung nach LOWRY wurde ein Immunoblot mit SMAD4-Antikérpern
durchgefuhrt. Vinkulin diente als Referenz-Protein.
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Abbildung 44: Relative SMAD4-Protein-Expression nach 48-stlindiger Infektion mit AdYB-1 (500
MOI) in H9c2-Zellen. Immunoblot aus 60 pg Gesamtprotein normiert auf Vinkulin. Oben:
Reprasentativer Blot, unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt sind der Mittelwert aus sechs
Zellpassagen und der zugehorige Standardfehler. Das Signifikanzniveau betragt nach Mann-
Whitney-Test bei AdYB-1 vs. Kontrolle (*) p = 0,018.

Wie in Abbildung 44 zu sehen ist, zeigte sich im Immunoblot eine Steigerung der
relativen SMAD4-Protein-Expression unter AdYB-1. Nach 48 Stunden mit 194,44 +
5,41 % konnte ein signifikanter Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle (100 +
27,73 %) festgestellt werden.

Die relative SMADA4-Protein-Expression steigt auch in H9c2-Zellen unter YB-1
Uberexpression. Dies kommt als eine mdgliche Ursache des anti-hypertrophen
Effekts von YB-1 auf eine PE induzierte Hypertrophie in Frage.

111



5.4 Der Einfluss von YB-1 auf eine durch GDF-15 induzierte
Hypertrophie

5.4.1 Kardiomyozyten

5.4.1.1 YB-1 hat keinen Einfluss auf eine durch GDF-15 induzierte Hypertrophie in

Kardiomyozyten

Es ist bekannt, dass GDF-15 in Kardiomyozyten Hypertrophie auslost (Heger et al.,
2010). Diese Hypertrophie wird im Gegensatz zu PE unter anderem uber SMAD-
Proteine vermittelt. Um die Auswirkung einer 31-stindigen und somit relativ
schwachen Uberexpression von YB-1 auf die durch GDF-15 induzierte Hypertrophie
zu untersuchen, wurden zwei Schalen mit Herzmuskelzellen mit 1000 MOl AdYB-1
und zwei weitere Schalen mit 1000 MOI des Kontrollvirus AdGFP infiziert. Zwei
Schalen dienten als nicht infizierte Kontrolle. Nach siebenstindiger Infektion wurde
jeweils eine Schale von jeder Gruppe mit GDF-15 (3 ng / ml) inkubiert. Weitere 24
Stunden spater wurde die Zellquerschnittsmessung mittels BZ Observation® /

Analyzer®-Software durchgefiihrt.

112



Ergebnisse

140 - C
) T
> 120 B
= A z
o g
< 4060
@
&
S 80
@
=
Q
S 60
[4)]
=
£
S 40+
@
2
O 20 -
D T T T 1
Kontrolle GDF-15 AdGFP AdGFP AdYB1 AdYB1
+GDF-15 +GDF-15

Abbildung 45: Quantitative Darstellung der Zellquerschnittsflache von Kardiomyozyten nach 31-
stlindiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 oder AAGFP und 24-stiindiger Stimulation mit GDF-15
(3 ng / ml). Dargestellt sind der Mittelwert aus 11 Kardiomyozyten-Praparationen und der
zugehdrige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit

unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Wie die Abbildung 45 zeigt, kam es bei der Kontrollgruppe nach Hypertrophie-
Induktion mit GDF-15 zu einer signifikanten Vergrof3erung der Zellquerschnittsflache
von 100 £ 1,94 % (Kontrolle) auf 123,40 + 2,22 % (GDF-15). Auch in der mit 1000
MOI des Kontrollvirus AdGFP infizierten Gruppe kam es nach Induktion durch GDF-
15 zur signifikanten VergrofRerung der Zellquerschnittsflache von 102,45 + 2,14 %
(AdGFP) auf 113,50 + 2,06 (AdGFP + GDF-15). In der mit 1000 MOI AdYB-1
infizierten Gruppe kam es nach Inkubation mit GDF-15 ebenfalls zu einer
VergroRerung der Zellquerschnittsflache (102,24 + 2,23 % ohne GDF-15. 112,97 +
2,34 % mit GDF-15).

Eine 31-stiindige Uberexpression von YB-1 hat keinen Einfluss auf die durch GDF-15
induzierte Hypertrophie in Kardiomyozyten, hier dargestellt in Form der
Zellquerschnittsflache. Eine Groflenzunahme der Kardiomyozyten findet also auch
unter YB-1-Uberexpression statt.
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Als  weiterer  Parameter einer  Hypertrophie-Entwicklung  wurde  die
Proteinbiosynthese-Rate nach 31-stiindiger Uberexpression von YB-1 ermittelt. Es
wurden sechs Schalen Kardiomyozyten mit 1000 MOl AdYB-1 und weitere sechs
Schalen mit 1000 MOI des Kontrollvirus AdGFP infiziert. Weitere sechs Schalen
dienten als unbehandelte Kontrolle. Nach sieben Stunden Infektion wurde allen
Schalen radioaktiv markiertes Phenylalanin zugegeben und bei jeweils drei Schalen
wurde zusatzlich die Hypertrophie mit GDF-15 (3 ng / ml) stimuliert. 24 Stunden

spater wurde die Proteinbiosynthese-Rate bestimmt.
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Abbildung 46: Quantitative Darstellung der relativen Proteinbiosynthese-Rate nach 31 Stunden
Infektion mit 1000 MOI AdYB-1, bzw. AdGFP. Stimulation mit GDF-15 (3 ng / ml) fir 24 Stunden.
Dargestellt sind der Mittelwert verschiedener Anzahlen von Kardiomyozyten-Praparationen
(Kontrolle: n = 14; GDF-15: n = 14; AdGFP: n= 16; AdGFP + GDF-15: n = 16; AdYB-1: n = 16;
AdYB-1 + GDF-15: n = 16) und der zugehdrige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant

unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.
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Wie Abbildung 46 zeigt, kam es in der Kontrollgruppe nach Hypertrophie-Induktion
mit GDF-15 zu einer signifikanten Erhohung der relativen Proteinbiosynthese-Rate
von 100 £ 1,37 % (Kontrolle) auf 111,05 + 4,27 % (GDF-15). Auch nach Infektion mit
1000 MOI des Kontrollvirus AdGFP kam es nach Induktion durch GDF-15 zur
signifikanten Erhohung der relativen Proteinbiosynthese-Rate von 104,17 + 6,39 %
(AdGFP) auf 121,87 = 4,86 % (AdGFP + GDF-15). Im Gegensatz zu einer
Hypertrophie-Reduktion durch YB-1-Uberexpression unter PE-Stimulation fand man
nach Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 keine Reduktion der Hypertrophie unter GDF-15
(93,18 £ 7,24 ohne GDF-15.116,25 + 4,56 mit GDF-15).

Auch die Messung der Proteinbiosynthese-Rate ergab, dass kein Einfluss einer 31-
stiindigen YB-1-Uberexpression auf eine GDF-15 induzierte Hypertrophie in

Kardiomyozyten nachgewiesen werden konnte.

Um den Langzeiteffekt und den Einfluss einer hohen Uberexpression von YB-1 auf
eine GDF-15 induzierte Hypertrophie in Herzmuskelzellen zu untersuchen, wurden
zwei Schalen mit Herzmuskelzellen fur 48 Stunden mit 1000 MOI AdYB-1 und zwei
weitere Schalen mit 1000 MOI des Kontrollvirus AdGFP infiziert. Zwei Schalen
dienten als nicht infizierte Kontrolle. Nach 24-stiindiger Infektion wurde jeweils eine
Schale von jeder Gruppe mit GDF-15 (3 ng / ml) inkubiert. Weitere 24 Stunden spater
wurde eine Zellquerschnittsmessung mittels BZ Observation® / Analyzer®-Software
durchgefuhrt.
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Abbildung 47: Quantitative Darstellung der Zellquerschnittsflache von Kardiomyozyten nach 48-
stiindiger Infektion mit 1000 MOI AdYB-1 oder AAGFP und 24-stiindiger Stimulation mit GDF-15
(3 ng / ml). Dargestellt sind der Mittelwert aus neun Kardiomyozyten-Praparationen und der
zugehdrige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit
unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Abbildung 47 zeigt, dass es in der Kontrollgruppe nach Induktion mit GDF-15 zu einer
signifikanten VergroRerung der Zellquerschnittsflache von 100 + 2,57 % (Kontrolle)
auf 110,16 + 2,64 % (GDF-15) kam. Auch in der mit 1000 MOI des Kontrollvirus
AdGFP infizierten Gruppe kam es nach Induktion durch GDF-15 zur signifikanten
VergroRerung der Zellquerschnittsflache von 95,00 + 2,79 % (AdGFP) auf 111,13 +
2,65 (AdGFP + GDF-15). In der mit 1000 MOI AdYB-1 infizierten Gruppe kam es
nach Inkubation mit GDF-15 ebenfalls 2zu einer VergroRerung der
Zellquerschnittsflache (97,13 + 2,53 % ohne GDF-15.109,03 £ 2,70 % mit GDF-15).

Der Langzeitversuch zeigt, dass eine 48-stiindige Uberexpression von YB-1 keinen
Einfluss auf die durch GDF-15 induzierte Hypertrophie hat. Die Zellquerschnittsflache

erhdhte sich in allen mit GDF-15 stimulierten Versuchsgruppen signifikant.
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Als weiterer Parameter einer Hypertrophie-Entwicklung unter GDF-15 wurde die
Proteinbiosynthese-Rate nach 48-stiindiger Uberexpression von YB-1 ermittelt. Es
wurden sechs Schalen Kardiomyozyten mit 1000 MOl AdYB-1 und weitere sechs
Schalen mit 1000 MOI des Kontrollvirus AdGFP infiziert. Weitere sechs Schalen
dienten als unbehandelte Kontrolle. Nach 24 Stunden Infektion wurde allen Schalen
radioaktiv markiertes Phenylalanin zugegeben und bei jeweils drei Schalen wurde
zusatzlich die Hypertrophie mit GDF-15 (3 ng / ml) stimuliert. 24 Stunden spater

wurde die Proteinbiosynthese-Rate bestimmt.
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Abbildung 48: Quantitative Darstellung der relativen Proteinbiosynthese-Rate nach 48 Stunden
Infektion mit 1000 MOI AdYB-1, bzw. AdGFP. Stimulation mit GDF-15 (3 ng / ml) fir 24 Stunden.
Dargestellt sind der Mittelwert verschiedener Anzahlen von Kardiomyozyten-Praparationen
(Kontrolle: n = 17; GDF-15: n = 10; AdGFP: n= 16; AdGFP + GDF-15: n = 10; AdYB-1: n = 17;
AdYB-1 + GDF-15: n = 10) und der zugehorige Standardfehler. Nach ANOVA signifikant

unterschiedliche Gruppen (p < 0,05) sind mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnet.

Abbildung 48 zeigt, dass es in der Kontrollgruppe nach Hypertrophie-Induktion mit
GDF-15 zu einer signifikanten Erhohung der relativen Proteinbiosynthese-Rate von
100 + 0,00 % (Kontrolle) auf 129,99 + 6,21 % (GDF-15) kam. Auch nach Infektion mit
1000 MOI des Kontrollvirus AdJGFP kam es nach Induktion durch GDF-15 zur

signifikanten Erhohung der relativen Proteinbiosynthese-Rate von 118,42 + 5,17 %
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(AdGFP) auf 145,35 + 7,87% (AdGFP + GDF-15). Nach Infektion mit 1000 MOI
AdYB-1 fand man ebenfalls diese durch GDF-15 ausgeloste Hypertrophie (105,78 +
6,24 % ohne GDF-15; 137,35 + 10,63 % mit GDF-15).

Auch die Messung der Proteinbiosynthese-Rate zeigt, dass eine 48-stundige YB-1-
Uberexpression keinen Einfluss auf eine GDF-15 induzierte Hypertrophie in

Kardiomyozyten hat.

Eine Uberexpression von YB-1 in Kardiomyozyten hat sowohl im Kurzzeit- als auch

im Langzeitversuch keinen Einfluss auf eine GDF-15 induzierte Hypertrophie.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden mdgliche YB-1-Signalwege zur Hemmung einer
durch TGF-B4 induzierten Apoptose und einer durch PE induzierten Hypertrophie
aufgezeigt. Die Beeinflussung einer Hypertrophie durch YB-1, die durch GDF-15
induziert wurde, konnte in Kardiomyozyten der adulten Ratte ausgeschlossen
werden. Daruber hinaus wurde der Einsatz von H9c2-Zellen als Modell fur eine
adenovirale Uberexpression des YB-1-Proteins etabliert sowie ihre Ansprechbarkeit
auf TGF-B gezeigt.

6.1 H9c2-Zelllinie erganzt Kardiomyozyten-Modell zur
Untersuchung von YB-1 und TGF-f31

6.1.1 H9c2-Zellmodell

Um Untersuchungen durchfihren zu konnen, die eine gro3e Anzahl an Zellen
voraussetzen, wurde eine Zelllinie gesucht, die mdglichst viele Ahnlichkeiten mit
adulten Kardiomyozyten aufweist. Die Wahl fiel hierbei auf die H9c2-Zelllinie, einen
Subklon der klonalen Zelllinie des Herzgewebes embryonaler BDIX-Ratten, da diese
viele ausgepragte kardiale Eigenschaften besitzt, wie zum Beispiel die Expression
nikotinerger Rezeptoren und die Synthese einer muskelspezifischen Kreatin-
Phosphokinase (Kimes und Brandt, 1978). Hescheler et al. bewiesen im Jahre 1991,
dass H9c2-Zellen kardial spezifische G-Proteine sowie spannungsabhangige
Kalzium-Kanale besitzen. Weiterhin ist die Oberflachenstruktur von H9c2-Zellen und
Kardiomyozyten sehr ahnlich, denn beide Zellarten zeigen eine deutliche Mikrovilli-
Ausbildung auf der Zelloberflache (Hescheler et al., 1991). Weiterhin bilden H9c2-
Zellen nach Konfluenz sogenannte Myofibrillen aus. Dieser Vorgang markiert den
phanotypischen Ubergang von kardialen zu skelettalen Muskelzellen (Menard et al.,
1999).
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6.1.2 TGF-B1-Ansprechbarkeit von H9c2-Zellen

In der vorliegenden Studie konnte eine weitere Ubereinstimmung zwischen H9c2-
Zellen und adulten Kardiomyozyten gezeigt werden. H9c2-Zellen sprechen auf eine
TGF-B4-Stimulation (1 ng / ml) an, die bisher nur unzureichend in dieser Zelllinie
untersucht worden ist. Es wurde gezeigt, dass TGF-B1 in H9c2-Zellen eine SMAD2-
Phosphorylierung hervorruft. Diese Phosphorylierung von SMAD-Proteinen in H9c2-
Zellen entspricht der in adulten Kardiomyozyten beschriebenen Signalkaskade unter
TGF-B1 (Heger et al., 2011). Jedoch unterscheidet sich die Dauer der
Phosphorylierung von SMAD2 in H9c2-Zellen und adulten Kardiomyozyten. In den
hier durchgeflihrten Analysen zeigte sich, dass in H9c2-Zellen bereits nach 30
Minuten eine starke Phosphorylierung von SMAD2 stattfindet. Diese schwacht
bereits nach 90 Minuten deutlich ab. In adulten Kardiomyozyten hingegen erreicht
die SMAD2-Phosphorylierung ihren Hohepunkt erst nach 90 Minuten (Heger et al.,
2011). Die hier gezeigte fruhere Phosphorylierung von SMAD2 in H9c2-Zellen
entspricht den Befunden von van Geest et al. im Jahre 2009 in Endothelzellen. Hier
war bereits nach 30 Minuten ein starker Anstieg der SMAD2-Phosphorylierung zu
erkennen. Dies konnte daran liegen, dass H9c2-Zellen wie auch Endothelzellen
teilungsaktiv sind. Weiterhin lassen sich H9c2-Zellen und adulte Kardiomyozyten
auch morphologisch unterscheiden. Adulte Kardiomyozyten sind mehrkernige,
stabchenformige Zellen, kdnnen sich physiologisch nicht teilen (Auclair et al., 1980),
und runden sich bereits nach wenigen Tagen in Zellkultur ab. H9c2-Zellen besitzen
dagegen nur einen Kern, sind teilungsfahige und kubisch-geformte Zellen, die
Auslaufer bilden und sich Uber eine langere Zeitspanne als Kardiomyozyten in
Zellkultur verwenden lassen. Sie sind somit passagierbar, so dass eine hohe Anzahl
von Zellen generiert werden kann. Hierdurch konnte eine hohere Protein-Ausbeute
erzielt werden, als sie mit adulten Kardiomyozyten praparationsbedingt zu erreichen

war.

In H9c2-Zellen ist bislang nur eine SMADS3-Phosphorylierung unter TGF-B4-
Stimulation beschrieben worden (Yang et al., 2009). In den hier durchgefuhrten
Experimenten zeigte sich sowohl eine Phosphorylierung von SMAD2 als auch von
SMAD3 nach einstindiger TGF-B¢-Stimulation. Flr Fibroblasten und Epithelzellen
konnte gezeigt werden, dass unter TGF-B¢-Stimulation nach erfolgter
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 eine Komplexbildung mit dem Co-
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SMAD4-Molekul stattfindet (Liu et al., 1997 und Lagna et al., 1996). Dieser
heterotrimere Komplex wird in den Nukleus transloziert und fungiert dort als
Transkriptionsfaktor (Euler-Taimor & Heger, 2006). In dieser Arbeit wurde nun
erstmals eine Komplexbildung von P-SMAD2 und P-SMAD3 in H9c2-Zellen
nachgewiesen. Dies stellt den ersten Nachweis dieser Interaktion von TGF-34-
Signalmolekulen in einer kardialen Zelllinie dar und ist somit ein wichtiger Beitrag
zum Verstandnis des TGF-B+-Signalwegs in H9c2-Zellen.

In der hier durchgefuhrten Studie konnte zudem eine vermehrte SMAD7-Protein-
Expression nach 24-stindiger TGF-B4-Stimulation in H9c2-Zellen nachgewiesen
werden. Dies spricht dafur, dass durch Bindung der phosphorylierten SMAD2- und
SMAD3-Proteine eine Aktivierung des SMAD7-Promotors erfolgt, die zur
Transkription als auch zur Translation von SMAD7 fuhrt. Es ist gezeigt worden, dass
SMAD7 ein TGF-B-Ziel-Gen darstellt, dessen Promotor SMAD-Bindungsstellen
enthalt (Denissova et al., 2000) und dessen Expression durch die Bindung von
SMAD4 und SMADS induziert wird (Nagarajan et al., 1999). Es wurde auch von
Nakao et al. im Jahre 1997 gezeigt, dass das inhibitorische SMAD7-Molekul unter
TGF-B4-Stimulation vermehrt gebildet wird. SMAD7 hemmt die Phosphorylierung von
R-SMAD-Proteinen (Nakao et al., 1997). Da die Phosphorylierung von R-SMAD-
Proteinen bereits nach wenigen Stunden stattfindet, ist eine erhohte SMAD7-Protein-

Expression als Langzeit-Regulator der TGF-f31-Antwort zu bewerten.

In adulten Kardiomyozyten konnte mit Hilfe der Detektion von spaten Apoptose-
Vorgangen wie der Chromatinkondensation oder dem Nachweis von DNA-Leitern ein
signifikanter Anstieg der Apoptose-Rate unter TGF-B1 gezeigt werden (Partsch,
2009; Schneiders et al., 2005). Ein direkter pro-apoptotischer Effekt von TGF-f31 ist in
H9c2-Zellen in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Jedoch fuhrt eine TGF-
Bi-Stimulation in  H9c2-Zellen zu einer Erhohung einer durch den ay-
Adrenozeptorblocker Doxazosin induzierten Apoptose-Rate (Yang et al., 2009). Die
Durchfuhrung einer Chromatinkondensation-Detektion war in H9c2-Zellen nicht
mdglich, da sich in Teilung befindliche H9c2-Zellen nicht von apoptotischen Zellen
unterscheiden lassen. Es wurden somit alternative Apoptose-Nachweise, wie die
Detektion einer Kaspase-Aktivierung oder der Umbau der Plasmamembran
verwendet. Diese zeigten eindeutig, dass TGF-B1 in H9c2-Zellen pro-apoptotisch
wirkt. Die Apoptose-Induktion durch TGF-B4 hatte einen starken Einfluss auf die
Translokation des Phosphatidylserins. Die Detektion der Translokation des
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Phosphatidylserins als Nachweis von friihen Apoptose-Vorgangen ist in H9c2-Zellen
bereits von Rajamani et al. im Jahre 2010 angewandt worden, wo Apoptose durch
einen hohen Glukose-Anstieg ausgelost wurde. In den hier durchgefuhrten Analysen
hatte eine TGF-B+-Induktion eine relativ geringe Erhdhung der Kaspasen 3 / 7-
Aktivitat zur Folge. Auch Rajamani wandte erfolgreich die Messung der Aktivitat der
Kaspasen 3 / 7 in H9c2-Zellen an und fand eine im Verhaltnis geringere Erhéhung
der Kaspasen-Aktivitat als eine Translokation des Phosphatidylserins. Auch Yang et
al. wiesen im Jahre 2009 eine erhohte Aktivitat der Kaspase 3 in H9c2-Zellen nach
Doxazosin-Stimulation nach. In den hier durchgefuhrten Analysen hatte eine TGF-f31-
Induktion eine relativ geringe Erhohung der Kaspasen 3 / 7-Aktivitat zur Folge. Die
geringe Erhohung ist in H9c2-Zellen jedoch ausreichend, um Apoptose-Prozesse
einzuleiten, da der Umbau der Membran bereits stattgefunden hat. In der
vorliegenden  Arbeit konnte  mittels zweier unabhangiger  Apoptose-
Nachweisverfahren ein direkter TGF-B¢-Einfluss auf die Apoptose-Induktion in H9c2-

Zellen nachgewiesen werden.

6.1.3 Funktionalitit von AdYB-1 in H9c2-Zellen

Um die Funktionalitat des in dieser Studie eingesetzten rekombinanten Adenovirus in
H9c2-Zellen zu untersuchen, wurden H9c2-Zellen mit AdYB-1 infiziert. Auf mRNA-
Ebene entsprachen sich die jeweiligen YB-1-mRNA-Expressionen nach 24 Stunden
in H9c2-Zellen (ca. 330 %) und in adulten Kardiomyozyten (ca. 350 %). Auf Protein-
Ebene war die beobachtete YB-1-Protein-Expression nach 24 Stunden in H9c2-
Zellen (ca. 274 %) jedoch geringer als die von Stefan Partsch im Jahre 2009
analysierten YB-1-Protein-Expression in Kardiomyozyten (ca. 400 %). Dies kdnnte
daran liegen, dass sich H9c2-Zellen teilen und damit die Proteinmenge nach
Infektion noch etwas zunimmt, wahrend sie bei adulten Kardiomyozyten gleichbleibt.

Die Menge von YB-1 am Gesamtprotein variiert somit.

In H9c2-Zellen wurde eine Infektionsdosis von 500 MOI AdYB-1 eingesetzt, um die
gewunschte YB-1-Expressionssteigerung zu erlangen. In adulten Kardiomyozyten
wurden 1000 MOI AdYB-1 eingesetzt. Die schon beschriebenen morphologischen
Unterschiede zwischen H9c2-Zellen und adulten Kardiomyozyten konnten fur die
unterschiedliche Infektionsdosis ursachlich sein. In anderen sich teilenden Zelltypen

ist jedoch eine wesentlich geringere AdYB-1-Infektionsdosis beschrieben, wie in
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A549-Zellen, in denen eine Infektionsdosis von 10-50 MOI eingesetzt wird (Glockzin
et al.,, 2006). Fur andere rekombinante Adenoviren wie dem AdEGFP (Lee at al.,
2006) und dem AdHCMV-TK (Bengel et al., 2000) ist zudem in H9c2-Zellen eine
wesentlich niedrigere Infektionsdosis von 10 MOI beschrieben. Eine Ursache fur die
in H9c2-Zellen hohere AdYB-1-Infektionsdosis konnte eine schlechtere Ablesbarkeit
der YB-1-mRNA in der H9c2-Zelllinie sein.

Die subzellulare Verteilung von YB-1 in H9c2-Zellen ist bislang in der Literatur noch
nicht beschrieben worden. Ein gehauftes Vorkommen von YB-1 innerhalb von
bestimmten Zellkompartimenten kann einen Hinweis auf seine Funktionen in der
Zelle geben. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass YB-1 in unbehandelten H9c2-
Zellen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus vorhanden war. Es war im
Verhaltnis zum Zytoplasma eine groRere Menge an YB-1 im Nukleus zu finden. YB-1
ist sowohl ein wichtiger Faktor der Transkription Wachstums-assoziierter Gene
(Kohno et al., 2003) als auch der Regulation der Translation (Evdokimova et al.,
1995). Y-Box-Proteine werden vermehrt unter proliferativen Bedingungen, wie in
embryonalen Geweben und in der fetalen Leber, exprimiert (Ladomery et al., 1995).
Dies kéonnte der Grund fur die H9c2 zellspezifische Verteilung von YB-1 zwischen
Nukleus und Zytoplasma sein. Zudem beschrieben Miwa et al. im Jahre 2006 einen
altersabhangigen Abfall der YB-1-Expression in Herzen von Mausen. Bei H9c2-
Zellen handelt es sich um eine Zelllinie embryonalen Gewebes. YB-1 vermittelt
wahrend des Wachstums im Herzen die Expression der leichten Myosin-Kette (Zou
et al, 1995). Die hohe transkriptionale Aktivitat konnte zu einer vermehrten nuklearen
Lokalisation von YB-1 in unbehandelten H9c2-Zellen beitragen. Auch in
Endothelzellen wurde vermehrt YB-1 im Nukleus gefunden. Eine Stimulation mit
Thrombin, einem bekannten Induktor von Gen-Expression, fuhrt zu einer
Translokation von YB-1 aus dem Zytoplasma in den Nukleus (Stenina et al., 2000).
Auch eine Hyperthermie fuhrte zur Translokation von YB-1 aus dem Zytoplasma in
den Nukleus und hier zu einer vermehrten Expression des MDR-verwandten ABC-

Reporters in Kolon-Karzinom-Zellen (Stein et al., 2001).

Die Kombination der TGF-B+-Induktion mit einer AdYB-1-Infektion fuhrte jedoch zu
einer Anderung der Lokalisation von YB-1 in H9c2-Zellen: Es fand eine Umkehr der
Verhaltnisse statt. YB-1 war unter TGF-B4-Stimulation und gleichzeitiger YB-1-
Uberexpression hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert. Eine Umkehr der

Verhéltnisse unter gleichzeitiger TGF-Bi-Stimulation und YB-1-Uberexpression
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spricht fir eine eventuelle Interaktion von YB-1 mit TGF-B-Signalmolekilen im
Zytoplasma von H9c2-Zellen. Das vermehrte Vorkommen von YB-1 im Zytoplasma
unter gleichzeitiger TGF-B4-Stimulation und YB-1-Uberexpression kann jedoch
ebenso fur eine starkere Einbindung von YB-1 in zytoplasmatische
Ribonukleoprotein-Komplexe (mRNPs) sprechen. Im Zytoplasma ist YB-1 der
Hauptbestandteil von mRNPs und beeinflusst somit die Translation von mRNA
(Evdokimova et al., 1995). In proximalen Tubuluszellen wurde von Zhang et al. im
Jahre 2006 gezeigt, dass eine TGF-B{-Gabe zu einem erhohten TGF-B1-mRNA-
Gehalt und einer erhdhten TGF-B1-De-Novo-Protein-Synthese fuhrt. Jenkins et al.
(2010) zeigten in HK (Human Kidney)-Zellen eine Interaktion von YB-1 mit der UTR
(Untranslated Region) der TGF-B1-mRNA. Diese Interaktion fuhrte zu einer
verminderten Aktivierung der TGF-B1-mRNA-Translation. Eine Aktivierung der TGF-
B1-mRNA-Translation ist assoziiert mit einer erniedrigten Bindung von YB-1 an die
TGF-B1-mRNA (Fraser et al., 2008). Das vermehrte zytoplasmatische Vorkommen
von YB-1 unter gleichzeitiger TGF-B4-Stimulation und YB-1-Uberexpression ist ein
Hinweis auf eine gesteigerte Hemmung der TGF-B4-mRNA-Translation durch die
Bindung von YB-1 an die UTR der TGF-B1-mRNA. Dies ware ein Mechanismus, der
den TGF-B4-Signalweg direkt zu Beginn hemmen wurde. Wie bei SMAD?7 stellt dies
eher eine langfristige Kontrolle dar. An dieser Stelle kann deshalb nur spekuliert

werden, welche Funktion YB-1 bei der Translokation in das Zytoplasma ubernimmt.

H9c2-Zellen sind somit aufgrund vieler ausgepragter kardialer Eigenschaften,
vorhandener TGF-Bs-Ansprechbarkeit und einer erfolgreichen YB-1-Uberexpression
im Kontext dieser Arbeit fur Experimente einsetzbar, insbesondere in Bereichen, in
denen fur Untersuchungen hohe Protein-Mengen bendtigt wurden. H9c2-Zellen sind
jedoch aufgrund einer abweichenden Morphologie nicht mit adulten Kardiomyozyten
gleichzusetzen und sollten somit lediglich als Erganzung zu adulten Kardiomyozyten

gesehen werden.
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6.2 YB-1 als anti-apoptotisches Molekiil unter TGF-f1: Mogliche
Signalwege

6.2.1 Beeinflussung von SMAD4 durch YB-1

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass TGF-B; die Expression des SMAD4-Proteins
erhoht. In adulten Kardiomyozyten der Ratte wurde bislang in DNA-Protein-
Bindungsstudien bewiesen, dass TGF-B1 zu einer Aktivierung von SMAD-
Transkriptionsfaktoren fuhrt, die essentiell fur die Apoptose-Induktion sind
(Schneiders et al., 2005). Weiterhin zeigten die Autoren, dass eine Suppression der
SMAD4-Synthese durch eine Transformation der Kardiomyozyten mit Antisense-
Oligonukleotiden eine NO induzierte Apoptose hemmt. SMAD4 spielt auch fir die
Apoptose-Induktion unter TGF-31 eine wichtige Rolle. Mit Antisense-Oligonukleotiden
konnte nach 28 Stunden die Protein-Expression von SMAD4 auf 34 % reduziert
werden. Dies geht einher mit einer Abnahme der Apoptose-Rate (Heger et al., 2009).

Die Proteinmenge von SMAD4 ist somit entscheidend fur die Induktion der Apoptose.

YB-1 hemmt die frihen und spaten Apoptose-Vorgange in der durch TGF-f4
induzierten Apoptose in adulten Kardiomyozyten (Partsch, 2009). In dieser Arbeit
konnte jetzt demonstriert werden, dass YB-1 einen Einfluss auf die SMAD4-mRNA-
Expression in Kardiomyozyten hat. AdYB-1 allein fuhrt - wie eine alleinige Stimulation
mit TGF-B1 - zu einer starken SMAD4-mRNA-Expressionssteigerung. Die
Kombination einer YB-1-Uberexpression mit einer TGF-B4-Stimulation verringerte
hingegen die relative SMAD4-mRNA-Expression. AdYB-1 hat jedoch, wie schon
gezeigt wurde (Partsch et al., 2009), trotz erhohter SMAD4-Expression keinen
Einfluss auf die Apoptose-Induktion in Kardiomyozyten. Weiterhin konnten Heger et
al. (2009) zeigen, dass selbst eine adenovirale Uberexpression von SMAD4 nicht zur
Apoptose flhrt. Das liegt daran, dass fiur eine Apoptose-Induktion unter TGF-f31 nicht
nur SMAD-Molekule, sondern auch AP-1 bend6tigt werden (Schneiders et al., 2005).
Erst durch die Aktivierung von AP-1 nach einer PE-Stimulation in Kombination mit
einer SMAD4-Uberexpression, wird in Kardiomyozyten Apoptose ausgeldst (Heger et
al., 2009). Eine Uberexpression von AdYB-1 hat somit eine &hnliche Wirkung wie der
Einsatz von SMAD4-Antisense-Oligonukleotiden, die beide bei einer TGF-B;-
Stimulation zur Verringerung der SMAD4-Expression und somit zur Hemmung der
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Apoptose fuhren. Die hier gezeigte Hemmung der SMAD4-Transkription unter TGF-
B+-Stimulation und YB-1-Uberexpression kénnte einen Teil der anti-apoptotischen

Funktion von YB-1 ausmachen.

6.2.2 Beeinflussung von AP-1-Untereinheiten durch YB-1

Eine Interaktion von SMAD4 mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie AP-1, spielt fur
die pro-apoptotische Funktionsweise von SMAD4 eine groRe Rolle. Der Komplex aus
P-SMAD2, P-SMAD3 und SMAD4 kann im Nukleus mit dem Transkriptionsfaktor AP-
1 interagieren (Euler-Taimor & Heger, 2006), da SMAD-Proteine Jun-Proteine direkt
binden. Es ist beschrieben worden, dass sowohl SMAD3 als auch SMAD4 JunD
binden kénnen (Liberati et al., 1999). Weiterhin ist eine Interaktion von YB-1 mit
SMAD3 (Higashi et al., 2003) und mit AP-1 (Samuel et al, 2005) beschrieben
worden. Durch die Bindung von SMADs an AP-1 wird die transkriptionale Aktivitat
von AP-1 gesteigert (Liberati et al., 1999, Yamamura et al., 2000). Auch in
Kardiomyozyten ist AP-1 unter NO-Gabe in seiner pro-apoptotischen Funktion aus c-
Jun, JunB- und FosB-Untereinheiten zusammengesetzt (Schneiders et al., 2005).
Dies legte die Vermutung nahe, dass auch die Hemmung von AP-1 zu einer
Inhibition der TGF-B4 induzierten Apoptose fuhren kann. Und tatsachlich, in den hier
durchgefuhrten Versuchen waren sowohl die JunB- als auch die JunD-mRNA-
Expression unter TGF-B+-Induktion stark gesteigert. Die kombinierte YB-1-
Uberexpression mit einer TGF-Bi-Induktion hob die JunB- und JunD-
Expressionssteigerung auf. Also wirkt YB-1 nach einer TGF-B4-Stimulation, wie auch
bei SMAD4, hemmend auf die Transkription. Dass die JunD-Isoform maf3geblich zum
TGF-B4-Signalweg beitragt, wurde auch schon fir andere Zellen gezeigt wie in
Mauskeratinozyten (Virolle et al., 1998), in humanen KMST Fibroblasten (Virolle et al,
1998) und in intestinalen Epithelzellen (Yue and Mulder, 2000). In
Lungenfibroblasten wird nach TGF-B4-Stimulation ein JunD-Homodimer aktiviert.
Antisense-Oligonukleotide, die gegen JunD aber nicht gegen c-Jun oder c-Fos
gerichtet waren, konnten die TGF-34 induzierte Kollagen-Ablagerung inhibieren. Aber
auch fur JunB ist eine Aktivierung bei Apoptose-Prozessen gemessen worden. So
spielt JunB neben FosB als Bestandteil von AP-1 auch fur die Apoptose-Induktion

unter NO eine wichtige Rolle (Schneiders et al., 2005).
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Ein direkter Zusammenhang zwischen einer Aktivierung von JunD und einer
Apoptose-Induktion konnte in Hepatoma-Zellen gezeigt werden. Hier fuhrt die
Stimulation mit TGF-4 Uber die Aktivierung von TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing Ligand) zur Apoptose. Die Expression und damit die Apoptose-
Induktion sind abhangig von AP-1, das hier aus JunD und FosB zusammengesetzt ist
(Herzer et al., 2008). Interessanterweise ist auch hier das Zusammenspiel von
SMAD4 und AP-1 ausschlaggebend, denn der Knock-down von JunD, FosB und
SMAD4 mit siRNA konnte die Expression von TRAIL als auch die Apoptose
hemmen. Somit konnte die Hemmung der JunB-, JunD- und SMAD4-Transkription

einen wesentlichen Beitrag zur anti-apoptotischen Funktion von YB-1 leisten.

6.2.3 Beeinflussung von SMAD7 durch YB-1

Weiterhin wurde ein Anstieg der SMAD7-mRNA-Expression nach 24-stundiger TGF-
B4-Stimulation gezeigt. Dieser Effekt ist in der Literatur bereits als autoinhibitorisches
Feedback des TGF-B4 / SMAD-Signalwegs beschrieben worden (Park, 2005). Die
kombinierte Gabe von TGF-B; und AdYB-1 flihrte in diesem Fall nicht zu einer
Hemmung von Transkriptionsfaktoren, sondern zu einer signifikanten SMAD?7-
MRNA-Expressionsteigerung in Kardiomyozyten. SMAD7 hemmt  die
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 (Nakao et al., 1997) und bedarf zu seiner
Aktivierung keiner Phosphorylierung (Park, 2005). Eine Expressionssteigerung von
SMAD7 nach 24 Stunden hatte somit in Kardiomyozyten eine direkte anti-
apoptotische Wirkung zur Folge. Diese Steigerung der SMAD7-Transkription durch
YB-1 kénnte ein weiterer Teil der anti-apoptotischen Funktion von YB-1 ausmachen.
Partsch zeigte im Jahre 2009, dass eine YB-1-Uberexpression keinen negativen
Einfluss auf die Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 ausubt. Da dies jedoch
nach zwei Stunden von Partsch detektiert wurde, konnte eine SMAD7-
Expressionssteigerung nach 24 Stunden eher einen langfristigen direkten Einfluss
einer YB-1-Uberexpression auf die Phosphorylierung von R-SMAD-Proteinen
darstellen. Ahnliche Befunde zeigten Dooley et al (2006). Sie zeigten, dass YB-1 ein
wichtiger Mediator von Interferon-y in hamatopoetischen Stammzellen ist. Interferon-
y induziert eine SMAD7-Transkription und somit eine Inhibition des TGF-f-
Signalwegs (Ulloa et al., 1999). Die Expressionsteigerung von SMAD?7 ist somit ein

genereller Mechanismus, um den TGF-B4-Signalweg zu blockieren.
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6.2.4 Weitere anti-apoptotische YB-1-Funktionen

Die anti-apoptotische Wirkung von YB-1 beschrankt sich jedoch nicht nur auf eine
TGF-B-Stimulation. In HelLa-Zellen inhibiert YB-1 die Transkription des pro-
apoptotischen Proteins p53 und wirkt somit anti-apoptotisch (Lasham et al., 2003).
Der Transkriptionsfaktor Twist1, dessen Ziel-Gen YB-1 ist, interagiert in humanen
Prostata-Krebs-Zellen mit dem pro-apoptotischen Protein p53 und hemmt dessen
Wirkung (Shiota et al., 2008 und 2009). In B-Lymphozyten wurde wiederum
beschrieben, dass YB-1 das pro-apoptotische Gen Fas herunterreguliert (Lasham et
al., 2000). YB-1 spielt folglich in verschiedenen Zellarten eine Rolle in der Hemmung
von Apoptose-Prozessen. Die genaue anti-apoptotische Wirkungsweise von YB-1
unter TGF-B+-Stimulation in Kardiomyozyten bedarf also weiterer Studien, wie der

Expressionsanalyse von YB-1-Ziel-Genen wie p53 oder Fas.

6.3 YB-1 als anti-hypertrophes Molekiil unter Phenylephrin:
Mogliche Signalwege und Abgrenzung zu GDF-15

Partsch zeigte im Jahre 2009 einen anti-hypertrophen Effekt der Langzeit-YB-1-
Uberexpression auf die durch PE induzierte Hypertrophie in Kardiomyozyten. In
dieser Arbeit wurde nun auch ein anti-hypertropher Effekt nach einer kurzzeitigen
Infektion mit AdYB-1 nachgewiesen. YB-1 hat demzufolge auch in einer schwachen
Uberexpression, einen hemmenden Einfluss auf die durch PE induzierte
Hypertrophie in Kardiomyozyten. In der hier durchgefihrten Studie konnte jetzt
gezeigt werden, dass eine YB-1-Uberexpression die durch PE stimulierte RGS2-
MRNA-Expression in Kardiomyozyten steigert. Dies konnte auch in H9c2-Zellen auf

Protein-Ebene nachgewiesen werden.

6.3.1 Beeinflussung von RGS2 und SMAD-Proteinen durch YB-1

Phenylephrin vermittelt seinen pro-hypertrophen Effekt in Kardiomyozyten Uber G-
Protein  gekoppelte as-Adrenozeptoren  (Schliter et al.,, 1992). Die
Konformationsanderung der G-Proteine im Zuge der Aktivierung des Rezeptors kann
in Kardiomyozyten durch die GTPase RGS2 gehemmt werden (Tsang et al., 2010).
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YB-1 hemmt somit Gber Heraufregulation der GTPase RGS2 die durch PE induzierte
Signalkaskade und konnte somit zur anti-hypertrophen Wirkung von YB-1 beitragen.
Diese Annahme wird durch weitere Studien unterstrichen. In MDCK (Madin Darby
Canine Kidney)-Zellen konnte eine Interaktion zwischen dem Y-Box-
Tanskriptionsfaktor ZONAB und einer kleinen GTPase (RalA) nachgewiesen werden
(Frankel et al., 2005). Ral Proteine aktivieren unter anderem die AP-1-Untereinheit c-
Jun (de Ruiter et al., 2000). Es ware denkbar, dass auch YB-1 mit der GTPase RGS2
interagiert und somit deren Aktivitat steigern konnte. Eine Interaktion von YB-1 mit
RGS2 koénnte zudem die pro-hypertrophen Funktionen von AP-1 negativ

beeinflussen.

Im Gegensatz zu der anti-hypertrophen Wirkung von YB-1 auf eine durch PE
induzierte Hypertrophie konnte durch die in dieser Arbeit angefertigten Analysen in
isolierten Kardiomyozyten sowohl in Kurzzeit- als auch in Langzeit-YB-1-
Uberexpression kein anti-hypertropher Effekt auf eine durch GDF-15 induzierte
Hypertrophie in Kardiomyozyten gezeigt werden. Im Gegensatz zu PE wirkt GDF-15
als Mitglied der TGF-B-Superfamilie nicht Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren,
sondern uber Serin / Threonin-Kinasen (Ago et al., 2006). Es ist wahrscheinlich, dass
GDF-15 uber ALK 1 /2 / 3 / 6 wirkt, da diese Typ I-Kinasen SMAD1 aktivieren. Eine
Aktivierung von SMAD1 durch GDF-15 wurde in Kardiomyozyten von Heger et al. im
Jahre 2010 gezeigt. SMAD2 und SMAD3 spielen unter GDF-15 keine Rolle (Heger et
al., 2010). Eine Inhibierung der Konformationsanderung von G-Proteinen durch eine
vermehrte Expression von RGS2 durch YB-1 kann im GDF-15-Signalweg also keine
Rolle spielen. Dies kdonnte das Fehlen eines anti-hypertrophen Effektes einer YB-1-
Uberexpression auf die durch GDF-15 induzierte Hypertrophie erklaren. Zudem
inhibiert RGS2 die Phospholipase B (Takimoto et al., 2009), deren Aktivierung unter
GDF-15 bislang nicht beschrieben wurde. Dies konnte aul3erdem die selektive anti-
hypertrophe Wirkung einer YB-1-Uberexpression auf eine durch PE induzierte
Hypertrophie erklaren.

Die Aktivierung von SMAD1 spielt unter GDF-15-Induktion eine wichtige Rolle (Heger
et al., 2010). Dies ist ein weiterer Unterschied zur a-adrenerg induzierten
Hypertrophie durch Phenylephrin, bei der pro-hypertrophe SMAD-Proteine keine
Rolle spielen (Schneiders et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte eine
Expressionssteigerung der RNA und des Proteins von SMAD4 gezeigt werden. Auch

in H9c2-Zellen kam es nach YB-1-Uberexpression zu einer erhdhten SMADA4-
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Protein-Expression. Die Wirkung von SMAD4 auf das Wachstum der Kardiomyozyten
wurde schon von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. In Mausen, deren SMADA4-
Proteine herzspezifisch deletiert sind, kommt es zu einer Herzhypertrophie und
Herzinsuffizienz (Wang et al., 2005). Wahrend eine Reduktion von SMAD4 zur
Hypertrophie fiihrt, hemmt eine Uberexpression von SMAD4 das Zellwachstum. So
nimmt SMAD4 auch einen negativen Einfluss auf die durch PE induzierte
Hypertrophie in Kardiomyozyten. Heger et al. zeigten im Jahre 2009, dass eine
Uberexpression von SMAD4 in adulten Kardiomyozyten eine durch PE induzierte
Hypertrophie hemmt. Die vermehrte SMAD4-Expression unter AdYB-1 stellt somit
einen weiteren moglichen Einflussfaktor von YB-1 auf Hypertrophie-Vorgange im
Herzen dar. Es sind weitere Untersuchungen der SMAD4-Expression unter AdYB-1
notig, um die Expressionsverhaltnisse unter PE-Stimulation zu analysieren. Es ist
bislang nicht beschrieben, dass SMAD4 unter GDF-15-Stimulation eine Rolle spielt.
Da es sich bei SMAD4 jedoch um ein Co-SMAD-Protein handelt, und dieses auch mit
SMAD1 interagieren kann, ist eine Beteiligung von SMAD4 am GDF-15-Signalweg
nicht auszuschlieen. Es ist davon auszugehen, dass SMAD4 allein unter GDF15
nicht entscheidend ist und mit weiteren Transkriptionsfaktoren, jedoch nicht mit AP-1,

interagiert.

6.3.2 Beeinflussung von AP-1-Untereinheiten durch YB-1

Die pro-hypertrophe Wirkung von PE wird auch Uber den Transkriptionsfaktor AP-1
vermittelt (Taimor et al., 2004). Eine Beteiligung von AP-1 an der durch GDF-15
induzierten Hypertrophie ist bislang nicht beschrieben worden. Moéglicherweise ist es
der fehlende AP-1-Stimulus, durch den die anti-apoptotische Wirkung von YB-1 in
einer durch GDF-15 induzierten Hypertrophie ausbleibt. Es wurde gezeigt, dass eine
YB-1-Uberexpression zu einer starken Erhéhung der JunD-mRNA-Expression fiihrt.
In seiner pro-hypertrophen Funktion ist AP-1 aus den Untereinheiten c-Jun, JunB, c-
Fos und FosB zusammengesetzt (Taimor et al., 2004). Die AP-1-Untereinheit JunD
inhibiert eine durch PE induzierte Hypertrophie in neonatalen Kardiomyozyten, indem
JunD die transkriptionelle Aktivitat von AP-1 herunterreguliert (Hilfiker-Kleiner et al.,
2005). Die durch AdYB-1 induzierte erhohte JunD-mRNA-Expression konnte somit
einen Anteil an der anti-hypertrophen Wirkung von YB-1 besitzen. Es sollten weitere

Analysen dieses Moleklls auf Protein-Ebene sowie unter PE-Induktion erfolgen.

130



Diskussion

6.3.3 Subzellulare Lokalisation von YB-1 unter Phenylephrin

YB-1 war in der vorliegenden Studie unter PE-Induktion in H9c2-Zellen sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus vorhanden. Es war eine im Verhaltnis zum
Zytoplasma groRere Menge an YB-1 im Nukleus zu finden. Es bestand kein
Unterschied in der Verteilung von YB-1 zur unbehandelten Kontrolle, im Gegensatz
zu TGF-B Stimulation, wo YB-1 vom Kern in das Zytoplasma translozierte. Hier
besteht somit ein Unterschied, der die spezifische Interaktion von YB-1 bei Apoptose-
Prozessen und bei Hypertrophie erklaren konnte. Shen et al. zeigten im Jahre 2011,
dass eine Aktivierung des MAPK / ERK-Signalweges in Daudi-Zellen (Burkitt
Lymphom-Zelllinie) zu einer Translokation von YB-1 in den Nukleus fuhrt. Eine
Inhibierung der MAPK-Kaskade fiuhrte in diesen Zellen zu einer Inhibition der
Translokation von YB-1 in den Nukleus. Auch unter PE-Induktion wird die MAPK-
Kaskade aktiviert. Die ERK ist ein Bestandteil der MAPK-Kaskade und kann sowohl
AP-1 als auch YB-1 phosphorylieren (Coles et al., 2005). Es ist denkbar, dass YB-1
nach einer Aktivierung durch die ERK in den Nukleus transloziert, um dort die
Transkription anti-hypertropher Gene zu fordern, bzw. die Transkription pro-

hypertropher Gene zu inhibieren.

Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen konnte
erstmals gezeigt werden, dass YB-1 kein generelles anti-hypertrophes Molekul in
Kardiomyozyten der Ratte ist. Es hemmt gezielt eine a-adrenerg induzierte
Hypertrophie, hat jedoch keinen Einfluss auf eine durch GDF-15 induzierte
Hypertrophie in Kardiomyozyten. Die anti-hypertrophe Wirkung von YB-1 konnte Uber
eine Heraufregulation von RGS2 vermittelt werden. Es sind jedoch weitere
Untersuchungen nétig, um die genauen Wirkmechanismen von YB-1 unter PE-

Induktion zu analysieren.
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6.4 YB-1: Therapeutischer Nutzen

Das Protein YB-1 findet in wissenschaftlichen Untersuchungen bisher seine grofte
Beachtung in der Krebsforschung. YB-1 hemmt die durch TGF-B1 induzierte
Apoptose in adulten Kardiomyozyten. Die vermehrte Expression von YB-1 hemmt
auch in stark proliferierenden Zellen Apoptose-Vorgange und korreliert mit einer
schlechten Prognose bei Krebs-Erkrankungen (Jurchott et al., 2003). Dagegen fuhrt
eine Suppression von YB-1 in Melanom-Zellen zu einer erhdhten Apoptose-Rate
(Schittek et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte nun fur YB-1 eine anti-

apoptotische Wirkung in adulten Kardiomyozyten gezeigt werden.

Eine vermehrte Expression von YB-1 ist flur viele Krebszellarten beschrieben worden
(Humanes Osteosarkom (Oda et al., 1998), malignes Melanom (Hipfel et al., 2000),
Nicht-Kleinzelliger Lungentumor (Shibahara et al., 2001). YB-1 wird auch in
entartetem Gewebe von Brustkrebspatienten vermehrt exprimiert (Xie et al., 2011)
und foérdert dort bei nuklearer Lokalisation die Expression des Multi-Drug-Resistance-
1-Proteins (Bargou et al., 1997). YB-1 ist deshalb ein vielversprechendes Molekul zur
Friheinschatzung von Resistenzen gegen Chemotherapeutika (Matsumoto et al.,

2005). YB-1 spielt jedoch als Marker-Protein in Kardiomyozyten bislang keine Rolle.

Zusatzlich zu seiner anti-apoptotischen Funktion in stark proliferierenden Zellen, ist
YB-1 in der Literatur als Vermittler von anti-fibrotischen Effekten beschrieben worden.
Inagaki et al. (2005) zeigten, dass eine in der Leber selektive YB-1-Expression die
Progression einer hepatischen Fibrose unterdrickt. Zudem ist YB-1 ein wichtiger
Mediator des antifibrotischen Interferon-y-Effekts in hamatopoetischen Stammzellen
(Dooley et al.,, 2006). YB-1 Uberexprimierende hamatopoetische Stammzellen
koénnten in fibrotischen Veranderungen in Geweben, wie zum Beispiel in der Leber,
eingesetzt werden, um anti-fibrotische Effekte zu vermitteln. Auch im Herzen ware
ein Einsatz dieser Zellen denkbar, um eine langfristige Inhibition des TGF-f4-

Signalwegs zu erreichen und fibrotische Vorgange zu unterdriicken.

Es besteht also je nach Therapieansatz das Bestreben, YB-1 in bestimmen Geweben
zu hemmen oder vermehrt zu exprimieren. Um einen Nutzen fur das Herz zu
erreichen, sollte YB-1 im Herzen vermehrt exprimiert werden. Im gesunden Gewebe
des adulten Herzens ist YB-1 kaum nachweisbar (Kamalov et al., 2005). YB-1 zeigt

in Uberexpression eine anti-apoptotische Funktion unter TGF-f+-Stimulation und eine
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anti-hypertrophe Eigenschaft unter Phenylephrin. Um diese Funktionen von YB-1 im
Herzen therapeutisch nutzen zu konnen, muss ein Weg gefunden werden, um YB-1
ausschlieBlich in Herzmuskelzellen zu exprimieren. Der Nachteil des in der
vorliegenden Arbeit genutzten Adenovirus-Vektor-Systems ist eine unspezifische
Expression von YB-1 in allen infizierten Zellen. Eine in-vivo Administration des AdYB-
1-Virus hatte fatale Folgen, wie multiple Tumoren sowie artherosklerotische

Veranderungen.

Inagaki et al. beschrieben im Jahre 2005 ein System, das es mdglich macht, YB-1
ausschlieBlich in fibrotischen Leberzellen zu exprimieren. Mit Hilfe des Cre/lox-
Systems in Kombination einer gewebespezifischen COL1A2-Enhancer-Sequenz
wurde ein rekombinantes Adenovirus erzeugt. Durch diese Methode konnen
spezifische Zellarten genetisch modifiziert werden, wahrend andere Gewebe intakt
bleiben (Sato et al, 1998). Ein regulatorisches rekombinantes Adenovirus (rAd)
exprimiert die Rekombinase Cre unter der Kontrolle eines gewebespezifischen
Promotors. In Kardiomyoyzten ware der Promotor der schweren Myosin-Kette
denkbar. Das regulatorische rekombinante Adenovirus (rAd) wird zusammen mit dem
Ziel-Adenovirus, das eine durch Cre aktivierte Expressionseinheit (loxP) enthalt,
administriert. Im Ziel-Adenovirus kommt es nun zu einer Expression des loxP
nachgeschalteten Ziel-Gens. Das Ziel-Gen YB-1 wurde bereits erfolgreich mit dem
fur das Hepatokarzinom spezifischen Promotor des Alpha-Fetoproteins kombiniert
(Sato et al.,, 1998). Dies ist ein Ansatz, der durch die Kombination eines
herzspezifischen Promotors und des Zielgens YB-1, eine Perspektive zur selektiven
therapeutischen Nutzung der anti-apoptotischen und anti-hypertrophen Funktion von

YB-1 im Herzen bietet.

In den meisten nicht entarteten Zellen ist YB-1 hauptsachlich im Zytoplasma
lokalisiert. In Tumorzellen weist die nukledare Translokation von YB-1 auf eine
schlechte Prognose hin (Bargou et al., 1997; Oda et al., 1998; Shibahara et al.,
2001). Eine selektive Uberexpression von YB-1 im Zytoplasma ist ein weiterer Ansatz
fur den therapeutischen Nutzen von YB-1. Neueste Erkenntnisse zeigen, dass die
Komponente HSc025 die nukleare Translokation von YB-1 stimuliert, indem sie direkt
an YB-1 bindet und seine zytoplasmatische Verankerung mit dem Protein PABP
zerstort (Higashi et al.,, 2011). Es sind weitere Untersuchungen nétig, um einen
Inhibitor von HSc025 zu erforschen, der die Translokation von YB-1 in den Nukleus

und somit seine pro-kanzerogenen Eigenschaften unterbinden kénnte. YB-1 war in
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dieser Arbeit unter TGF-B1 hauptsachlich im Zytoplasma von H9c2-Zellen lokalisiert
und scheint hier seine anti-apoptotische Funktion zu vermitteln. Unter Phenylephrin
war YB-1 hingegen hauptsachlich im Nukleus von H9c2-Zellen lokalisiert. Da die
Hypertrophie-Entwicklung im Herzen durchaus eine physiologische Situation
darstellt, ware eine selektive zytoplasmatische Expression in Kardiomyozyten ein
wichtiger Schritt zur Weitererforschung von YB-1 als anti-apoptotisches Molekul unter
TGF-B..

6.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Durch die hier durchgeflihrten Experimente sind H9c2-Zellen als Modell flr eine
adenovirale Uberexpression von YB-1 sowie fir die Untersuchung von durch TGF-B;

induzierten Apoptose-Prozessen etabliert worden.

Es wurden mogliche YB-1-Signalwege zur Hemmung einer TGF-B1 induzierten
Apoptose aufgezeigt. Wie Abbildung 49 zeigt, hemmt YB-1 die Expression des
SMADA4-Molekuls sowie der JunB- und JunD-Proteine unter TGF-B+-Einfluss. YB-1
erhoht die langfristige SMAD7-Expression in adulten Kardiomyozyten. Die unter
kombinierter TGF-B4-Gabe und YB-1-Uberexpression vornehmlich zytoplasmatische
Lokalisation von YB-1 in H9c2-Zellen macht eine Beteiligung von YB-1 an
translationalen Vorgangen sowie an Interaktionen zu TGF-f4-Signalmolekilen wie
SMAD-Molekilen und AP-1-Untereinheiten wahrscheinlich.

Zusatzlich wurden in der vorliegenden Studie mogliche YB-1-Signalwege zur
Hemmung einer durch PE induzierten Hypertrophie aufgezeigt. Wie in Abbildung 49
zu sehen ist, steigert YB-1 die Expression von Hypertrophie-Inhibitoren wie RGS2,
JunD und SMAD4. Die Beeinflussung einer durch GDF-15 induzierten Hypertrophie
durch YB-1 wurde in Kardiomyozyten der adulten Ratte ausgeschlossen. Eine durch
GDF-15 vermittelte Hypertrophie ist weder Uber G-Proteine vermittelt, noch spielt AP-
1 hier eine Rolle (siehe Abbildung 49).

Somit konnte flr YB-1 ein deutlicher protektiver Effekt in Kardiomyozyten gezeigt
werden. Sowohl Apoptose- als auch Hypertrophie-Prozesse spielen in der

Entwicklung einer Herzinsuffizienz eine grofe Rolle. Nach weiteren Untersuchungen
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kann YB-1 mdglicherweise als protektives Molekul in der Herzinsuffizienz-Medikation

eingesetzt werden.

TGF-B,

ERK
JunD) PI3K

Hypertrophie

/ Hemmung Steigerung
durch YB-1 durch YB-1

Abbildung 49: YB-1 hemmt eine durch TGF-34 induzierte Apoptose und eine durch PE induzierte

Hypertrophie durch hemmende und steigernde Einfllisse auf beteiligte Signalmolekiile.

Die anti-apoptotischen und anti-hypertrophen Wirkungsweisen von YB-1 in
Herzmuskelzellen bedirfen weiterer Studien. Es sollten Protein-Expressionen von
SMAD-Molekilen sowie AP-1-Untereinheiten, die unter TGF-B4-, aber auch unter
Phenylephrin-Induktion eine Rolle spielen, weiterflihrend untersucht werden. Ebenso
sollite eine Interaktion von YB-1 mit TGF-B1, SMAD-Molekulen, AP-1-Untereinheiten
sowie RGS2 unter TGF-B4-, bzw. PE-Gabe analysiert werden. Eine herzspezifische
Uberexpression von YB-1 ist als ein wichtiger Schritt zu einer bevorstehenden in-
vivo-Applikation zu bewerten. Die kardiale YB-1-Uberexpression sollte im Zytoplasma
erfolgen, da YB-1 unter TGF-B4-Stimulation hauptsachlich im Zytoplasma zu finden

ist und hier seine anti-apoptotischen Funktionen vermittelt.

135



7. Zusammenfassung

Infolge einer langeren Druckbelastung des Herzens kommt es zu einem Ubergang
des adaptiven, hypertrophen Wachstums zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz.
Diese geht unter anderem mit einer erhdohten TGFB4-Expression sowie mit einer
Apoptose-Induktion einher. Wahrend dieser Prozesse wird im Herzen eine
Aktivierung von SMAD- und AP-1-Transkriptionsfaktoren gefunden, die Einfluss auf
Hypertrophie- und Apoptose-Prozesse haben. Der Transkriptionsfaktor YB-1 kann
sowohl mit SMADs als auch mit AP-1 interagieren und somit Gene regulieren, die fur
diese Prozesse verantwortlich sind. Da eine Uberexpression von YB-1 in
Kardiomyozyten der adulten Ratte einen hemmenden Einfluss auf eine durch TGF-f4
induzierte Apoptose sowie auf eine a-adrenerg induzierte Hypertrophie hat, war es
Ziel dieser Arbeit, die Funktion von YB-1 bei Apoptose- und Hypertrophie-Vorgangen
in Herzmuskelzellen zu untersuchen. Erganzend zu adulten Kardiomyozyten sollten
H9c2-Zellen als Modell fiir eine YB-1 Uberexpression etabliert und der TGF-B-
Signalweg in dieser Zelllinie analysiert werden.

Eine Infektion von H9c2-Zellen mit AdYB-1 (500 MOI) erhdéhte die relative YB-1-
MRNA-Expression nach 24 h und die relative YB-1-Protein-Expression nach 24 h, 36
h und 48 h signifikant. Mit Hilfe einer Immunfluoreszenz wurde eine vorrangig
nukleare Lokalisation von YB-1 in H9c2-Zellen nachgewiesen. Eine einstundige TGF-
B4-Stimulation (1 ng / ml) flhrte in H9c2-Zellen zu einer Phosphorylierung von
SMAD2 und SMAD3 und zu einer Komplexbildung von P-SMAD2 mit P-SMAD3.
Nach 24 Stunden TGF-B4-Stimulation konnte eine signifikante Steigerung der
Expression des SMAD7-Target-Gens beobachtet werden. Eine TGF-f4-Stimulation
fuhrte in H9c2-Zellen zu Apoptose-Induktion.

In adulten Kardiomyozyten induzierte eine TGF-B4-Stimulation in YB-1
uberexprimierenden Zellen eine signifikante Verringerung der SMAD4-, JunB- und
JunD-mRNA-Expression. Die SMAD7-Expression wurde unter YB-1-Uberexpression
auf mMRNA- und Protein-Ebene signifikant gesteigert. Die Veranderungen der SMAD-
und Jun-Expressionen sind hier ein wahrscheinlicher Mechanismus fur die anti-
apoptotische Wirkung von YB-1 in adulten Kardiomyozyten. Die kombinierte TGF-34-
Gabe und YB-1-Uberexpression filhrte weiterhin zu einer signifikant vermehrten

zytoplasmatischen Lokalisation von YB-1 in H9c2-Zellen.
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Zusammenfassung

Nach Stimulation mit dem pro-hypertrophen a-Adrenozeptoragonist Phenylephrin (10
puM) kam es in adulten Kardiomyozyten sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der
mit AAGFP (1000 MOI) infizierten Gruppe zu einer signifikanten Vergrolierung der
Zellquerschnittsflache sowie der relativen '*C-Proteinbiosynthese-Rate. Eine YB-1-
Uberexpression hemmte die Hypertrophie-Induktion signifikant. Eine YB-1-Infektion
erhohte die relative RGS2-mRNA-Expression, einem Inhibitor der G-Protein-
vermittelten Signalkaskade, in Kardiomyozyten unter gleichzeitiger PE-Induktion
signifikant. Ebenso steigerte eine YB-1-Uberexpression in H9c2-Zellen die relative
RGS2-Protein-Expression unter gleichzeitiger PE-Induktion. Eine alleinige YB-1-
Uberexpression erhdhte die Protein-Expression des anti-hypertrophen SMAD4-
Molekuls in Kardiomyozyten und H9c2-Zellen signifikant. Eine alleinige YB-1-
Uberexpression filhrte in adulten Kardiomyozyten zu einer signifikanten Erhéhung
der mRNA-Expression des JunD-Molekdls, das unter PE anti-hypertrophe Wirkungen
vermittelt. Die PE-Gabe in YB-1 Uberexprimierenden H9c2-Zellen fuhrte zu einer
vornehmlich nuklearen Lokalisation von YB-1. Diese anti-hypertrophen Mechanismen
sind spezifisch flr eine PE-Induktion. Im Gegensatz zu der Hemmung der a-adrenerg
induzierten Hypertrophie, konnte eine YB-1-Uberexpression eine GDF-15 (3 ng / ml)
stimulierte Hypertrophie nicht verhindern. Nach Stimulation mit GDF-15 kam es
sowohl in nicht-infizierten adulten Kardiomyozyten, als auch nach Infektion mit
AdGFP (1000 MOI) und auch mit AdYB-1 (1000 MOI) zu einer signifikanten
VergroRerung der Zellquerschnittsflache sowie der relativen '*C-Proteinbiosynthese-
Rate.

Schlussfolgerung: H9c2-Zellen eignen sich als Modell fur eine adenovirale
Uberexpression von YB-1 sowie fiir die Untersuchung von durch TGF-B4 induzierten
Apoptose-Prozessen. Es wurden mogliche YB-1-Signalwege zur Hemmung einer
durch TGF-B4 induzierten Apoptose sowie einer durch PE induzierten Hypertrophie
aufgezeigt. YB-1 zeigt einen deutlichen protektiven Effekt in Kardiomyozyten.
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7.1. Summary

As a result of an enduring pressure overload in the heart, there is a transition of
adaptive hypertrophic growth to a development of heart failure. This process goes
along with an increased TGF-B4 expression as well as an induction of apoptosis.
During these proceedings an activation of SMAD and AP-1 transcription factors is
found in the heart. Those factors have an influence on hypertrophy and apoptosis
events.

The transcription factor YB-1 mediates inhibitory effects on genes associated with
cell death and interacts with SMADs and AP-1. An adenoviral overexpression of YB-1
inhibits TGFB4-induced apoptosis and affects phenylephrine-induced hypertrophy.
The aim of this study was to analyze the function of YB-1 in apoptosis and
hypertrophy processes in cardiomyocytes. Moreover, H9c2-cells were to be
established as a model for YB-1 overexpression and the analysis of TGF-f3 signaling
pathway.

Infection of H9c2-cells with AdYB-1 (500 MOI) raised the relative YB-1-mRNA-
expression after 24 h, and relative YB-1 protein expression increased after 24 h, 36 h
and 48 h significantly. By means of immune fluorescence a preferential nuclear
localization of YB-1 in H9c2-cells was proven. TGF-B1 stimulation (1 ng / ml) led to
phosphorylation of SMAD2 and SMAD3 and finally to apoptosis induction in H9c2-
cells. A complex of P-SMAD2 and P-SMAD3 was detected after TGF-1 stimulation
in H9c2-cells. Stimulation with TGF-B4 led to a significant increase in expression of
the TGF-f target gene SMAD?7.

In adult cardiomyocytes TGF-1 stimulation in YB-1 overexpressing cells resulted in a
significant decrease of SMAD4-, JunB and JunD-mRNA expression. SMAD7 was
significantly higher expressed on mRNA- and protein level in adult cardiomyocytes
after YB-1 overexpression. The alteration in SMAD and Jun expression seems to a
possible mechanism for the anti-apoptotic effect of YB-1 in adult cardiomyocytes. The
addition of TGF-B4 to YB-1 overexpressing cells led to a significant increased
cytoplasmic localization of YB-1 in H9c2-cells, whereas YB-1 overexpression alone
showed a localization of YB-1 in the nucleus of H9c2-cells.

After stimulation with the a-adrenoreceptor agonist phenylephrin (10 uM), there was
a significant increase in cross sectional area as well as in relative '‘C-
proteinbiosynthesis rate in the control group and in the AAGFP (1000 MOI) infected
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Zusammenfassung

group. After overexpression of YB-1 (1000 MOI) this hypertrophic stimulus was
blocked. In YB-1 overexpressing cells and induction by PE significantly increased the
relative mMRNA expression of RGS2, which is an inhibitor of G-protein mediated
signaling, in cardiomyocytes. In H9c2-cells YB-1 overexpression increased the
RGS2-protein expression significantly after PE induction as well as YB-1
overexpression led to a significant increase of the anti-hypertrophic SMADA4-protein
expression in cardiomyocytes and H9c2-cells and resulted in a significant increase of
MmRNA expression of JunD, which mediates antihypertrophic effects under PE in
cardiomyocytes. There was a preferential nuclear YB-1 localization in YB-1
overexpressing H9c2-cells under PE-stimulation. The anti-hypetrophic effect is
specific for PE stimulation since in contrast to PE, stimulation of hypertrophy by GDF-
15 (3 ng / ml) was not blocked in YB-1 overexpression adult cardiomyocytes.

Conclusion: H9c2-cells are suitable as a model for YB-1 overexpression as well as
for investigations of TGF-B4-induced apoptosis. Different signaling pathways of YB-1
were shown to influence TGF-B+-induced apoptosis and PE-induced hypertrophy.

YB-1 displays a strong protective effect in cardiomyocytes.
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