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1. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ug Mikrogramm

um Mikrometer

%(vol/vol) Volumenprozent

%/wt/vol) Gewichtsprozent

AP-1 Activating Protein 1

APS Ammoniumpersulfat

Aqua bidest. zweifach demineralisiertes Wasser
ATP Adenosintriphosphat

BMP Bone Morphogenetic Protein
BSA Bovine serum albumine

°C Grad Celsius

CCT Creatin, Carnitin, Taurin
cDNA Complementary DNA

cm” Quadratzentimeter

Ct Cycle threshold

DAF-FM Diaminofluorescein FM-Diacetat
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinacid

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat
DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
eNOS endotheliale NO-Synthase

et al. und andere

FCS Fetal Calf Serum

fw-Primer Forward-Primer

g Gramm

h Stunde

HRP Horseradish Peroxidase

IgG Immunglobulin G

iNOS induzierbare NO-Synthase

kb kilo-base pair

kDa Kilodalton

III
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1 Liter

mA Milliampere

ml Milliliter

mRNA messenger RNA

nm Nanometer

nNOS neuronale NO-Synthase

NO Nitric oxide, Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

p Irrtumswahrscheinlichkeit

PBS Phosphat-gepufferte Salzldsung

PCR Polymerase Chain Reaction

pH negativ dekadischer Logarithmus der H'-
Ionen-Konzentration

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

rev-Primer Reverse-Primer

RNA Ribodesoxyribonucleinacid

RT reverse Transkription

RT-PCR reverse transcribed PCR

SBE SMAD binding element

SDS Sodium dodecyl sulfat,
Natriumdodecylsulfat

SMAD Small Mother Against Decapentaplegic

TAE TRIS / Acetate / EDTA

Tag-Polymerase Thermus aquaticus-Polymerase

TBE TRIS / Borate /| EDTA

TBS Tris-gepufferte Salzlosung

TCE Trichloressigsiure

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGFpB Transforming Growth Factor-f3

TRIS Trishydroxymethyl-Aminomethan

t-RNA Transfer-RNA

UpM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

1Y%




Einleitung

2. Einleitung

2.1. Herzinsuffizienz

Herz-Kreislauferkrankungen sind in Deutschland und den anderen Industrieldndern die
héufigste Todesursache. Laut statistischem Bundesamt waren im Jahre 2011 40,2 %
aller Todesursachen in Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems zu sehen und 92 %
dieser Verstorbenen war 65 Jahre alt oder dlter (Statistisches Bundesamt, 2012).
Ursachlich an einer Herzinsuffizienz verstorben sind 8,05 % (Statistisches Bundesamt,
2012).

Die Privalenz und die Inzidenz der Herzinsuffizienz sind altersabhéngig und nehmen
bis zum 80. Lebensjahr zu (Statistisches Bundesamt, 2012). Ménner sind 1,5mal
héufiger betroffen als Frauen. Das Risiko mit zunehmendem Lebensalter an einer
diastolischen Herzinsuffizienz zu erkranken steigt bei Frauen im Vergleich zu Ménnern
deutlich an (Hogg. K. et al., 2004).

Die Herzinsuffizienz ist definiert als eine Unfdhigkeit des Herzens, das vom
Organismus bendtigte Herzzeitvolumen bei normalem enddiastolischem Ventrikeldruck
zu fordern (Herold Innere Medizin, Auflage 2013). Die WHO spricht von einer
verminderten kdrperlichen Belastbarkeit aufgrund einer ventrikuldren Funktionsstérung.
Festzuhalten ist, dass die Herzinsuffizienz ein klinisch progressives Syndrom mit
unterschiedlicher Atiologie darstellt.

Die Herzinsuffizienz ldsst sich nach unterschiedlichen klinischen und
pathophysiologischen Kriterien einteilen. Anhand des Herzzeitvolumens unterscheidet
man zwischen einer High-output-failure und einer Low-output-failure. Beim Low-
output-failure kommt es zu einer Verminderung des Herzzeitvolumens aufgrund eines
kardialen Pumpversagens. Dem steht das High-output-failure gegeniiber. Hier ist das
Herzminutenvolumen normal oder erhoht (Anand et al., 2001). Die Ursache liegt hier in
einem pathologisch erhohten Durchblutungsbedarf des Organismus wie es
beispielswiese bei Andmie, Hyperthyreose und bei Sepsis / SIRS (Systemisches
inflammatorisches Response-Syndrom) auftreten kann (Anand et al., 2001)

Anatomisch kann man zwischen einer Links-, Rechts- und Globalinsuffizienz
unterscheiden. Klinisch unterscheidet man nach zeitlichem Verlauf zwischen einer akut
dekompensierten  Herzinsuffizienz und einer chronischen Herzinsuffizienz.
Pathophysiologisch kennt man die systolische, die diastolische und die kombinierte
Herzinsuffizienz.

Atiologisch ist die koronare Herzkrankheit die hiufigste Ursache fiir die Manifestation
einer chronischen Herzinsuffizienz. Die arterielle Hypertonie stellt einen wichtigen
Risikofaktor fiir die Entstehung und Manifestation der Herzinsuffizienz dar (Kannel et
al.,  1988). Weitere  Ursachen sind Kardiomyopathien, Vitien  und
Herzrhythmusstorungen (Cowie et al., 1999, Bohm et al., 2002).

Klinisch erfolgt am hiufigsten die Stadieneinteilung der Herzinsuffizienz nach der
NYHA-Klassifikation der New York Heart Association. Die Unterteilung erfolgt nach
dem subjektiven Symptom der Dyspnoe. In Tabelle 1 ist die NYHA-Klassifikation
dargestellt.
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NYHA-Stadium Subjektive Beschwerden bei Herzinsuffizienz

I Beschwerdefreiheit, normale korperliche Belastung

II Beschwerden bei stirkerer korperlicher Belastung

I Beschwerden schon bei leichter korperlicher Belastung
1\ Beschwerden in Ruhe

Tabelle 1: NYHA-Klassifikation

Eine weitere Klassifikation der Herzinsuffizienz stellt die ABCD—Gruppierung der
American Heart Association (AHA) aus dem Jahre 2001 dar. Die Einteilung
berticksichtigt neben den klinischen Symptomen der Herzinsuffizienz auch strukturelle
Verdnderungen. Somit werden hiermit bereits asymptomatische Patienten mit adaptiven
Verdnderungen erfasst. In Tabelle 2 ist die AHA-Klassifikation der Herzinsuffizienz
dargestellt.

Stadium Beschwerden
Stadium A Keine Symptome aber Risikofaktoren einer Herzinsuffizienz
Stadium B Keine Symptome einer Herzinsuffizienz, aber Zeichen einer

strukturellen Herzschédigung

Stadium C Strukturelle Herzschiddigung in Kombination mit Symptomen
einer Herzinsuffizienz

Stadium D Terminale Herzinsuffizienz

Tabelle 2: AHA-Klassifikation der Herzinsuffizienz

Folgen der eingeschrinkten Pumpfunktion des insuffizienten Herzens lassen sich in ein
Vorwirtsversagen und Riickwértsversagen einteilen. Durch das Vorwértsversagen
(forward failure) kommt es zu einem reduzierten Herzzeitvolumen mit Hypotonie und
peripherer Minderperfusion. Das Riickwértsversagen fiihrt zu einer Stauung des
vendsen Blutes. Bei einer Linksherzinsuffizenz resultiert eine Lungenstauung bis zum
Lungenddem. Bei einer Rechtsherzinsuffizenz resultieren periphere Odeme und bei
Persistenz kann sich eine Stauungsleber im Sinne einer Cirrhose cardiaque entwickeln.
Im Vordergrund stehen somit die Symptome Dyspnoe, Miidigkeit und
Fliissigkeitsretention (Hoppe et al., 2005)

Der Herzinsuffizienz stehen einige Kompensationsmechanismen gegeniiber. Uber
neuroendokrine Aktivierung kommt es zu einer Sympathikusaktivierung mit
Katecholaminausschiittung und einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (Cohn et al., 1981). Anfangs kann durch diese Kompensationsmechanismen
eine addquate Hamodynamik gewéhrleistet werden. Angiotension II bewirkt iiber eine
Vasokonstriktion und der daraus resultierenden Erh6hung des peripheren Widerstandes
eine Erhohung der Nachlast. Aldosteron vermittelt iiber eine Natrium und
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Wasserretention eine Erhohung der Vorlast. Vasopressin bewirkt ebenfalls iiber eine
Wasserretention eine Erhohung der Vorlast. Auf Dauer verstirken die
Kompensationsmechanismen tiber eine Erhdhung der Nachlast und Herzfrequenz die
Progredienz der Erkrankung.

Die natriuretischen Peptide ANP (atrial natriuretic peptide) und BNP (brain natriuretic
peptide) stellen ebenfalls einen Kompensationsmechanismus dar. Eine Dehnung der
Vorhofe fithrt zu einer ANP-Freisetzung und eine BNP-Freisetzung entsteht bei einer
Dehnung der Ventrikel. BNP hat eine vasodilatatorische und natriuretische Wirkung.
Der BNP-Spiegel korreliert mit der Schwere der Herzinsuffizienz. Studien belegen die
Quantitdt des BNP als Prognosemarker bei Herztransplantationen und zur
Letalitétsprognose (deFilippi et al., 2007). BNP Werte > 5000 pg/ml zeigen eine erhohte
Letalitatsrate (Rothenburger et al., 2004). Hohe NT-proBNP Werte korrelieren mit einer
hoheren NYHA-Gruppierung (Hunt PJ et al., 1997) und mit einer herabgesetzten
ventrikuldren Ejektionsfraktion.

Eine neurohumorale Aktivierung zur Kompensation der verminderten Organperfusion
filhrt zur Hypertrophie. Hierbei spielen parakrine und autokrine Mechanismen eine
Rolle (Hammond et al., 1979). Eine a-adrenerge Stimulation von Kardiomyozyten der
Ratte fithrt zu einer Hypertrophie-Induktion (Schliiter & Piper, 1992). Das Renin-
Angiotension-Aldosteron-System ist ein wichtiger Hypertrophie-Induktor (Baker et al.,
1992). Die GroBenzunahme erfolgt durch Hypertrophie der Kardiomyozyten und nicht
durch Mitosen. Gemdfl dem Laplace'schen Gesetz stellt die ventrikuldre Hypertrophie
einen Kompensationsmechanismus dar, um die Wandspannung zu reduzieren. Die
Reduktion der Wandspannung geschieht durch Dickenzunahme der Ventrikel. Bei der
chronischen Herzinsuffizienz unterscheidet man  zwischen exzentrischer und
konzentrischer Hypertrophie. Eine Volumenbelastung, wie sie beispielsweise bei
Insuffizienzen der Taschenklappen vorliegt, filhrt zu exzentrischer Hypertrophie. Eine
Druckbelastung, wie sie beispielsweise bei Stenosen der Taschenklappen vorliegt, fiihrt
zu konzentrischer Hypertrophie. In Abbildung 1 sind die unterschiedlichen
Hypertrophieformen dargestellt.

Normal Konzentrische Exzentrische
Hypertrophie Hypertrophie

Abbildung 1: Darstellung der Hypertrophieformen im Vergleich zum Normalzusatnd

Aus der Hypertrophie-Induktion resultiert anfangs eine Erh6hung der Kontraktionskraft.
Der Hypertrophie sind jedoch Grenzen gesetzt. Bei Uberschreiten des kritischen
Herzgewichtes (Linzbach, 1947) von circa 500 g ist keine ausreichende Oxygenierung
der Kardiomyozyten mehr gegeben. Die Koronarreserven sind erschopft und es kommt
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zu einer myokardialen Gefiigedilatation des Herzens (Drexler et al., 1992). Durch die
Dilatation erhoht sich dem Laplace’schen Gesetz folgend die Wandspannung, da der
ventrikuldre Durchmesser zugenommen hat. Die ventrikuldre Dilatation bewirkt eine
maximale Verldngerung der Sarkomere der Kardiomyozyten und fiihrt zu einem Verlust
der Wirksamkeit des Frank-Starling-Mechanismus (Packer, 1996). Ein Anstieg des
enddiastolischen Volumens hat keinen positiven Einfluss mehr auf die ventrikuldre
Auswurfleistung. Die Wandspannung ist nun zu hoch und das Herz nicht mehr in der
Lage den Kreislauf addquat aufrechtzuerhalten. Die Myokardhypertrophie korreliert mit
einer sich entwickelnden chronischen Herzinsuffizienz, mit erhohter Morbiditdt und
Mortalitdt (Levy et al.,, 1990). In Abbildung 2 ist der Circulus vitiosus der
Herzinsuffizienz dargestellt.

Reduzierte
> Kontraktilitat

[ 3

i\

Kompensation: | . o
- Vasokonstriktion 7 Hamodypamlk_
- Hypertrophie - Herzzeitvolumen |
- Remodeling - Organperfusion |
- Apoptose Dekompensation
Tod
Neurohumorale |
Aktivierung

Abbildung 2: Circulus vitiosus bei chronischer Herzinsuffizienz

Neben den bereits erwidhnten Kompensationsmechanismus der Hypertrophie laufen
weitere Prozesse am insuffizienten Herzen ab. So kommt es bei chronisch aktivierten
Kompensationsmechanismen zu strukturellen und molekularen Verdnderungen. Der
Vorgang dieser Verdnderungen wird in seiner Gesamtheit als kardiales Remodeling
bezeichnet. Diese Prozesse umfassen Hypertrophie, Fibrose und Anderung der
Genexpression (Swynghedauw, 1999). Auch apoptotische Vorgénge und kontraktile
Dysfunktion (Hein et al., 2003) sind am Remodeling beteiligt. Bei diesen Prozessen
spielt auch der Wachstumsfaktor TGFp eine Rolle. TGFB; wird nach Angiotensin-II-
Stimulation gebildet und steht am Ende des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(Schroder et al., 2006). Zu einer gesteigerten TGFf;-Bildung kommt es unter anderem
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nach myokardialen Infarkten (Deten et al., 2001) und bei Kardiomyopathien (Hao et al.,
1999).

Mit zunehmender Schwere der Herzinsuffizenz kommt es zu einer Steigerung der
Apoptose am insuffizienten Herzen (Hein et al., 2003). Induktoren der kardialen
Apoptose sind ein aktiviertes Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, eine Ischdmie
oder Reoxygenierung und ein aktiver Sympathikus, sowie eine gesteigerte ventrikulire
Wandspannung (Weil et al., 2006). Die Progredienz des myokardialen Zellverlustes
kann somit wesentlich zum Fortschreiten der Herzinsuffizienz und zur
Aufrechterhaltung des Circulus vitiosus (Abbildung 2) beitragen.

2.2. Apoptose

Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen und beschreibt das Abfallen welker
Blétter von einem Baum und wird metaphorisch fiir den programmierten Zelltod
benutzt (Kerr et al.,, 1972). Apoptose stellt einen komplexen Mechanismus des
genetisch programmierten Zelltodes dar und spielt fiir den Organismus eine zentrale
Rolle. Die Aufgaben der Apoptose liegen in der Beseitigung von geschéidigten oder
infizierten Zellen, ohne eine Entziindungsreaktion in Gang zu setzten. Im Laufe des
Lebens ist die Apoptose fiir Differenzierungsprozesse, Wachstumsprozesse,
Konstanthaltung von OrgangréBlen und Alterunsgprozessen verantwortlich (Norbuy et
al., 2001). Der Apoptoseprozess ist energieabhingig. Apoptose kann in allen
Korperzellen ablaufen. Eine Inhibition der Apoptose kann zu einer malignen Entartung
filhren (Wyllie, 1997). Mikroskopisch imponiert eine Zellschrumpfung (Kerr et al.,
1972) und eine Kondensation des Chromatins (Elmore, 2007). Zellfragmente ergiefen
sich nicht in das Interstitium, sondern sind von intakten Zellmembranen umschlossen.
Diese Fragmente werden auch apoptotic bodies genannt. Uber Phagozytose werden sie
durch Makrophagen entsorgt. Die beteiligten Makrophagen bilden keine Zytokine
(Kurosaka et al., 2003) und der gesamte Mechanismus lduft ohne Induktion einer
Entziindungsreaktion ab.

Die Induktion der Apoptose-Kaskade kann durch viele unterschiedliche intrazelluldre
und extrazelluldre Faktoren erfolgen.

Ein energieunabhidngiger Weg des Zelltodes ist die Nekrose. Im Gegensatz zur
Apoptose imponieren hier eine Karyolyse und eine Schwellung der Zelle. Zellfragmente
ergieBen sich hier ins Interstitium und induzieren eine Entziindungsreaktion (Kerr et al.,
1972).

2.2.1. Apoptosemechanismen

Eine Apoptoseinduktion und die sich daran anschlieBenden komplexen Kaskaden
stellen energieabhiingige Prozesse dar (Elmore, 2007). Generell lassen sich zwei
Apoptose-Signalwege unterscheiden. Man unterscheidet zwischen einem intrinsischen
mitochondrialen Signalweg und einem extrinsischen (Death-Receptor-Pathway)
Signalweg. Beide Signalwege haben eine gemeinsame Endstrecke.
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Der intrinsische Signalweg (siche Abbildung 3) erfdhrt seine Induktion durch &uf3ere
Stimuli. Diese Stimuli konnen Strahlung, Hypoxie oder Toxine sein. Die Induktion
fihrt zu einer Offnung der Mitochondrial-Permeability-Transition-Pore in den
Mitochondrien. Die gedffneten Poren bewirken einen Ausfluss des an der Atmungskette
beteiligten Cytochrom C in das Zytoplasma. Das Cytochrom C besitzt im Zytoplasma
eine pro-apoptotische Wirkung (Saelens et al., 2004) und bewirkt eine Aktivierung der
sich im Zytoplasma befindlichen Prokaspase 9.

Der extrinsische Signalweg (siehe Abbildung 3) erfordert eine Bindung und Interaktion
eines Liganden mit einem transmembranen Rezeptor. Die Interaktion der Liganden mit
dem Rezeptor induziert die Bildung des Death-Inducing-Signal-Komplex, der eine
autokatalytische Aktivierung der Prokaspase 8 bewirkt (Kischkel et al., 1995).

Beide Signalwege bewirken eine Aktivierung der Kaspasen-Kaskade. Kaspasen sind
Enzyme mit Proteasenaktivitit. Die Effektorphase erfordert eine Aktivierung der
Kaspasen 3, 6 und 7. Die Effektorphase imponiert durch morphologische zelluldre
Verdnderungen. Die Kaspasen bewirken eine Spaltung von intrazelluldren Proteinen
und als Resultat entsteht eine zelluldre Degradation.

Die beiden genannten Signalwege stellen keine unabhdngigen Wege dar. Vielmehr
besteht zwischen beiden Wegen eine Kommunikation und Interaktion auf molekularer
Ebene (Igney et al., 2002)
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Intrinsisch Extrinsisch
Intrinsische Signale Extrinsische Signale
TNF-o /FasL
Rezeptor

Death-Inducing
Signal-Komplex

Mitochondrium

Prokaspase 8

Cytochrom C Prokaspase 9
Kaspase 8
Kaspase 9
Kaspase 3
Kaspase 6
Kaspase 7

Effektorphase der Apoptose

Abbildung 3: Darstellung der beiden apoptotischen Signalwege

Bekannte kardiale apoptotische Liganden transmembraner Rezeptoren sind FasL und
TNFa (Ashkenazi et al., 1998). Als weitere wichtige Induktoren der Apoptose sind das
Zytokin TGFf; (Euler-Taimor & Heger, 2006) und NO (Schneiders et al., 2005, Taimor
et al., 2000, Taimor et al., 2001) zu nennen.

2.3. TGFpB-Superfamilie

Die TGFp-Superfamilie stellt eine Gruppe mit iiber 30 Zytokinen dar. Hierbei handelt
es sich um Proteindimere mit pleiotropen Funktionen (Kawabata et al., 1998). Zu den
Mitgliedern gehoren TGFB mit seinen drei Isoformen (TGFp;3), die Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs) und Aktivine. BMPs erfiillen wichtige Funktionen bei
der kardialen Entwicklung (Euler-Taimor & Heger, 2006). TGF erfiillt eine Vielzahl
an Funktionen bei biologischen Prozessen. Zu diesen Funktionen gehdren die
Zellproliferation, embryonale Differenzierung, Immunantwort, Homdostase und
Apoptose (Massague et al.,, 2000). Zur Bildung von TGFP sind Kardiomyozyten,
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Endothelzellen, Makrophagen und aktivierte B- und T-Lymphozyten befdhigt und
zugleich empfénglich fiir dessen Wirkungen (Dennler et al., 2002).

2.3.1. TGFB,/ SMAD-Signalweg des Herzens

TGFp,; interagiert liber transmembrane Rezeptoren und vermittelt auf diesem Wege
seine komplexen Wirkungen. Die transmembranen Rezeptoren bestehen aus
heterotetrameren Komplexen, die sich aus unterschiedlichen Typ I- und Typ II-
Rezeptoren zusammensetzen (Massague et al., 1998). Die transmembranen Rezeptoren
besitzen Cystein-reiche extrazellulire Dominen, eine transmembrane Doméne und eine
intrazellulire Doméne mit Serin / Threonin Kinase-Aktivitit.

Eine Bindung von TGFf; an den Rezeptor fiihrt zur Phosphorylierung des Typ I-
Rezeptors (ALK 5) durch die konstitutiv aktive Rezeptor Typ II-Kinase. Die somit
aktivierte phosphorylierte Rezeptor Typ I-Kinase aktiviert durch Phosphorylierung die
fiir TGFp; spezifischen intrazelluldren Signalmolekiile. Die spezifischen intrazelluldren
Signalmolekiile stellt die Gruppe der SMAD-Proteine dar, die als intrazelluldre
Signaleffektoren zu betrachten sind (Dennler et al., 2002).

Die Gruppe der SMAD-Proteine ldsst sich in drei Klassen differenzieren. Zu
unterscheiden sind rezeptoraktivierte SMAD-Proteine (R-SMADs), common SMADs
(Co-SMADs) und inhibitorische SMADs (I-SMADs). R-SMADs sind die SMAD-
Proteine SMAD1,2,3,5 und 8 SMAD4 ist ein Co-SMAD Protein. I-SMADs sind die
SMAD-Proteine SMADG6 und 7.

SMAD-Proteine besitzen eine MH1- und MH2-Doméne. Die beiden Doménen erfiillen
unterschiedliche Aufgaben. Mit der MH1-Domine interagieren die SMADs mit DNA
und mit DNA-bindenden Motiven. Die MH2-Doméne hingegen interagiert mit SMAD-
Proteinen und Rezeptoren (Chacko B.M. et al., 2004, Wu R.Y. et al., 1997). In
Kardiomyozyten konnte die Expression aller SMAD-Klassen nachgewiesen werden
(Heger et al., 2009).

Abbildung 4 zeigt die Signalkaskade im Herzen. TGFf; bindet an den Rezeptorkomplex
bestehend aus dem Rezeptor Typ II und I (ALKS5) und bewirkt die Phosphorylierung
von SMAD2 und SMAD3 zu P-SMAD2 und P-SMAD3. Unter Einbeziehung von
SMAD4 entsteht ein heterotrimerer Komplex (Dennler et al., 2002). Es folgt eine
Translokation des heterotrimerem Komplexes in den Nukleus und eine verdnderte
Transkription von Zielgenen (Euler-Taimor & Heger, 2006). SMAD?7 als inhibitorisches
SMAD Protein hemmt die Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 (Nakao et al.,
1997).
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Abbildung 4: Darstellung des TGF-f;- Signalweges im Herzen

Eine Aktivierung der TGFp; / SMAD-Signalkaskade fiihrt bei Kardiomyozyten zu einer
Induktion der Apoptose (Schneiders et al., 2005). Hierbei kommt es zur Bildung und
Translokation eines heterotrimeren Komplexes bestehend aus SMAD2 / SMAD3 und
SMAD#4 in den Nukleus. Hier werden Zielgene aktiviert.

Bei der TGFp-induzierten Apoptose kommt es unter anderem zu einer SMAD-
abhéngigen Expression der Lipidphosphatase SHIP (Valderrama-Carvajal 2002). In
Hepatozyten konnte gezeigt werden, dass der TGFp;-induzierbare Transkriptionsfaktor
TIEGI {iber oxidativen Stress Apoptose vermittelt (Ribeiro & Gores 1999).



Einleitung

Der Transkriptionsfaktor AP-1 (Activator-Protein-1) kann mit dem heterotimeren
SMAD-Komplex im Nukleus interagieren (Euler-Taimor & Heger, 2006) und Apoptose
induzieren. Bei simultaner Anwesenheit und Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-
1 kommt es zu einer Induktion pro-apoptotischer Faktoren. Die SMAD-Proteine
benodtigen einen Kofaktor, um besser an die DNA zu binden. AP-1 ist ein Dimer
bestehend aus Proteinen der bZIP Protein-Superfamilie, zu der die Jun-Proteine (JunB,
c-Jun, JunD) und die Fos-Proteine gehoren. Die simultane Aktivierung von AP-1 und
SMAD-Proteinen konnte die Apoptose-Induktion im Rahmen der progredienten
Herzinsuffizienz fordern.

Neben dem geschilderten SMAD-vermittelten Signalweg gibt es weitere TGFp-
induzierte Signalwege, die man auch als non-SMAD-pathway bezeichnet. Hierbei sind
die c-Jun-N-terminal Kinase (JNK), die Extracellular Signal-Regulated Kinase (Erk)
und die p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) (Derynck et al., 2003) zu
nennen. Auch die PI3-Kinase ist Bestandteil eines non-SMAD-pathways (Zhang, 2009).

2.3. Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid ist ein lipophiles Radikal, dessen Halbwertszeit wenige Sekunden
betrigt. Aufgrund seines lipophilen Charakters kann NO Membranen per Diffusion frei
passieren. NO kann als Radikal mit Proteinen chemische Reaktionen eingehen und
damit regulatorisch auf physiologische und pathophysiologische Signalkaskaden
einwirken (Wink et al., 1996). Im Jahre 1980 zeigten Furchgott und Zawadski erstmals
die Rolle der Endothelzellen in GefdBen bei GefdBdilatation (Furchgott & Zawadzki,
1980). In Folgearbeiten identifizierte man eine vom Endothel freigesetzte dilatierende
Substanz, die man EDRF (endothelium derived relaxing factor) bezeichnet (Ignarro et
al., 1987). EDRF bewirkt eine Relaxation der glatten GefdBmuskulatur. Es konnte
gezeigt werden, dass EDRF und Stickstoffmonoxid identisch sind (Ignarro et al., 1987)
NO wird substratspezifisch durch enzymatische Katalysation  der terminalen
Guanidingruppe aus der Aminosdure L-Arginin gebildet. Das erforderliche Enzym ist
die NO-Synthase (Palmer & Moncada, 1989; Forstermann et al., 1993). In zwei
Oxidationsschritten wird L-Arginin zu L-Citrullin umgesetzt. In einem ersten
Oxidationsschritt wird L-Arginin mit molekularem Sauerstoff zu L-Hydroxyarginin
umgesetzt. In einem zweiten Oxidationschritt wird das gebildete L-Hydroxyarginin
unter erneutem FEinsatz von molekularem Sauerstoff zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid umgesetzt. An den Oxidationsschritten beteiligte Kofaktoren sind
NADPH und Tetrahydrobiopterin.

2.3.1. NO-Synthasen

Die enzymatische Katalysation der NO-Produktion erfolgt durch die NO-Synthasen. In
der Familie der NO-Synthasen unterscheidet man derzeit drei verschiedene Isoformen.
Dies sind die neuronale NO-Synthase (nNOS), die endotheliale NO-Synthase (eNOS)
und die induzierbare NO-Synthase (iNOS) (Bredt & Snyder, 1990). Die NO-Synthasen
werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert. Die nNOS wird vom NOS I Gen, die
iNOS vom NOS II Gen und die eNOS vom NOS III Gen kodiert. Die Bezeichnungen
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sind historisch bedingt, da die eNOS zuerst in Endothel und die nNOS zuerst in
Nervengewebe nachgewiesen wurde. Die neuronale und endotheliale NO-Synthase sind
konstitutiv exprimierte Enzyme. Die iNOS hingegen wird beispielsweise im Rahmen
der Infektabwehr durch Makrophagen induziert und wird nicht konstitutiv exprimiert.
Die iNOS ist ein Enzym mit hoher Umsatzrate und zeigt eine High-Output-Kinetik
(Nathan & Hibbs, 1991). Die Aktivitdt der iNOS ist nicht von Calcium abhéngig und
bleibt liber wenige Tage konstant (Nathan & Hibbs, 1991; Nathan & Xie, 1994).

Die Aktivitit der nNOS und eNOS unterliegt dem intrazelluldren Calciumspiegel. Eine
intrazelluldre Calciumerhdhung bewirkt eine Bildung des Calcium/Calmodulin-
Komplexes. Hieraus resultiert eine Konformationsdanderung der konstitutiv exprimierten
NO-Synthasen. Das Enzym liegt nun in seiner aktiven Form vor (Schmidt et al., 1992;
Forsterman et al., 1995). Der Effekt dauert nur wenige Minuten an und die Umsatzrate
ist niedriger. Es zeigt sich eine Low-Output-Kinetik.

Im Folgenden ist in Abbildung 5 ein Uberblick iiber die Lokalisation der NO-Synthasen
gegeben. Im kardiovaskuldren Gewebe werden alle Isoformen exprimiert. Die NO-
Synthasen unterscheiden sich jedoch in ihrer myokardialen und subzelluldren
Lokalisation. Es liegt eine unterschiedliche Kompartimentierung der NO-Synthasen vor
(Hare & Stamler, 1999; Barouch et al., 2002; Hare, 2004). Die nNOS ist in den
terminalen sympathischen (Schwarz et al., 1995) und parasympathischen (Mohan et al.,
2002) Nervenendigungen und in intrakardialen Neuronen (Sosunov et al., 1996)
lokalisiert. In Herzen der Ratte dominert die nNOS in den Atrien (Miethke et al., 2003).
Wiéhend der Embryogenese liegt zwischen dem 9. und dem 14. Tag eine verstirkte
iNOS- Expression vor, die abrupt abnimmt und zur Geburt verschwindet (Bloch et al.,
1999). Wiéhrend in Kardiomoyzyten von intakten Herzen keine iNOS-Expression
nachgewiesen werden kann, kommt es bei einer Schrittmacher-induzierten
Herzinsuffizienz des Kaninchens zu einer erhohten iNOS-Expression in den
Kardiomyozyten (Aker et al., 2004).

In humanem Herzmuskelgewebe des linken Ventrikels liegt ein Lokalisationsgradient
der eNOS vor, mit einem pridominierenden epikardialen Sitz gegeniiber dem
endokardialen Sitz (Brahnmajothi & Campell, 1999). In humanem atrialen Myokard
kann ebenfalls die eNOS nachgewiesen werden (Wei et al., 1996).

Beziiglich der subzelluldren Lokalisation der NO-Synthase-Isoformen bestehen
ebenfalls Unterschiede. Die nNOS konnte im sarkoplasmatischen Retikulum (Xu et al.,
1999; Barouch et al., 2002) und im Sarkolemm (Damy et al., 2003, 2004; Xu et al.,
2003) nachgewiesen werden. Die iNOS befindet sich nach Induktion hauptsdchlich im
Zytosol (Michel & Feron, 1997) und konnte in den Mitochondrien und dem Golgi-
Apparat und der Plasmamembran (Xu et al., 2003) nachgewiesen werden. Die eNOS ist
bevorzugt in den Caveolen lokalisiert (Feron et al., 1996). Im sarkoplasmatischen
Retikulum konnte keine eNOS nachgewiesen werden (Xu et al., 1999).
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die Lokalisation der NO-Synthasen in Kardiomyozyten (Ganten und
Ruckpaul: Molekularmedizinische Grundlagen von para- und autokrinen Regulationsstdrungen. Springer
Verlag 20006)

Auch die Mitochondrien enthalten NO-Synthasen (Brown, 2003; Kanai & Peterson,
2004). Sowohl die iNOS und eNOS (Zanella et al., 2004; Gonzales et al., 2005), als
auch die nNOS (Hare, 2003) konnten in den Mitochondrien lokalisiert werden. Es
handelt sich somit hierbei um keine neue Isoform, sondern um eine importierte
posttranslational modifizierte, bereits bekannte Isoform.

Die drei Isoformen verfiigen iiber eine gemeinsame Grundstruktur. Die Grundstruktur
besteht aus einer Oxygenase-Domédne mit einer Him-, L-Arginin- und
Tetrahydrobiopterin-Doméne und einer Reduktase-Domine mit FMN-, FAD- und
NADPH-Doméne. Die Oxygenase- Doméne wird mit der Reduktase-Domine durch
eine Calcium/Calmodulin-Bindungsdoméne verbunden. Alle Isoformen bilden in der
aktiven Form Homodimere aus.

Die regulatorischen Mechanismen der eNOS sind komplex. Eine Regulation kann duch
Lipidierung, einen Calcium / Calmodulin abhidngigen Mechanismus, direkte Protein-
Protein Interaktion, Phosphorylierung, O-Glykosylierung und die Verfiigbarkeit von
Substrat und Cofaktoren erfolgen (Fulton et al., 2001; Flemming & Busse, 2003).

Eine Besonderheit der eNOS im unphospohorylierten Zustand ist die
membrangebundene Lage in Caveolen. Phosphorylierung kann eine Translokation der
eNOS in das Cytoplasma bewirken (Michel et al., 1993). Die Aktivitit der eNOS kann
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durch Phosphorylierung von Serin und Threonin reguliert werden. Eine
Phosphorylierung von Serin 617, Serin 635 und Serin 1177 fiihrt zu einer Aktivierung
der eNOS. Eine Phosphorylierung von Threonin 495 durch die Proteinkinase C oder die
AMPK (Adenosinmonophosphat aktivierte Kinase) bewirkt bei Abwesenheit von
Calcium eine Hemmung der eNOS (Schulz, 2005).

Trotz der konstitutiven Expression der eNOS konnte bereits gezeigt werden, dass die
eNOS auch transkriptionell reguliert ist. Erhohter Scherstress in Endothelzellen
induziert eine eNOS-Expression (Sessa, 1994).

nNOS eNOS iINOS
Expression konstitutiv konstitutiv induzierbar
Molekulargewicht | 160 kD 135 kD 130 kD
Lokalisation cytosolisch membrangebunden cytosolisch
cytosolisch
Ca”'/Calmodulin Ja Ja Nein
Abhidngigkeit
NO-Freisetzung pmol pmol nmol
Biologische neuronale Vasodilatation, inflammatorische
Wirkung Signalkaskaden, thrombozytére Prozesse,
Erektion Aggregationshemmung | Cytotoxizitit,
DNA-Schidigung

Tabelle 3: Differenzierung der NO-Synthasen

2.3.2. Physiologische Rolle von NO

Trotz seiner erstaunlich simplen molekularen Struktur, nimmt NO in vielen
Signalkaskaden eine wichtige Rolle ein. Dies erkldrt auch die Wahl von NO zum
Molekiil des Jahres 1992 (Culotta & Koshland Jr, 1992).

Durch Aktivierung des Endothels durch Scherkréfte und Blutfluss kommt es zu einem
physiologischen, NO-abhdngigen, vasodilatatorischen Effekt mit dem Ziel der
Regulation von Blutfluss und Blutdruck (Moncada, 1992). Bei der Versorgung des
akuten Koronarsyndroms nutzt man die vasodilatierende Wirkung von NO-Donatoren,
um die kardiale Vorlast zu senken und das akut geschédigte Herz zu entlasten. Hierfiir
nutzt man organische Nitrate und andere Nitrovasodilatoren wie Natriumprussid-
Natrium und Isosorbid-5-mononitrat (ISMN-5) (Ahlner et al., 1991).

Auch im Zentralennervensystem spielt NO eine wichtige Rolle, bei der
Signaltransduktion an Glutamat Rezeptoren (Moncada et al., 1989). Im Rahmen der
Immunabwehr erfiillt NO eine zytotoxische und zytostatische Funktion (Sherman et al.,
1991).

NO spielt auch bei der kardialen Apoptose eine wichtige Rolle (Schneiders et al., 2005).
Beispielsweise bei myokardialen Infarkten, dekompensierter Herzinsuffizienz und bei
Remodelling Prozessen. Unter Verwendung von AP-1- und SMAD-Decoy-
Oligonukleotiden ldsst sich die NO-induzierte Apoptose inhibieren (Taimor et al.,
2001).
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Viele physiologische Effekte von NO werden durch das cyclische Nukleotid cGMP
vermittelt (Waldmann & Murad 1987; Dierks & Burstyn 1996). NO aktiviert die
16sliche Guanylatcyclase (soluble guanylyl cyclase, sGC), welche mit der
membranstindigen Guanylatcyclase und der Adenylatcyclase zur Familie der
Nukleotid-Cyclasen gehort. Physiologische Aktivatoren der sGC sind NO und
Kohlenstoffmonoxid CO (Furchgott & Jothianandan, 1991). Es gibt jedoch auch andere
Angriffspunkte von NO. So kann NO auch iiber andere zellulire Elemente wie
transmembranédre lonenkandle unter Umgehung der sGC seine Wirkung vermitteln
(Bolotina et al., 1994; Xie et al., 1996). Diese Ergebnisse zeigen, dass es einen cGMP-
abhédngigen und einen cGMP-unabhéngigen Signaltransduktionsweg fiir NO gibt (Hu et
al., 1997; Xie et al., 1996).

2.3.3. Rolle der NO-Synthasen am Herzen

Aktuell liegt eine Vielzahl an Ver6ffentlichungen tiber die Rolle der nNOS und eNOS
und deren modulatorische Wirkung auf die Herzfunktion vor. Teilweise sind diese
Veroftentlichungen von widerspriichlicher Natur.

Die nNOS verfligt liber einen negativ chronotropen Effekt, der einerseits iiber eine
verminderte prasynaptische Noradrenalinfreisetzung und andererseits iiber eine
vermehrte vagale Aktivitdt durch vermehrte Acetylcholinfreisetzung vermittelt wird
(Paton et al., 2002; Sears et al., 2004). Desweiteren hat die nNOS einen negativ
inotropen Effekt, durch Hemmung des Calcium-Einstroms (Ashley et al., 2002).
Wihrend eines Myokardinfarktes ist sowohl die nNOS-Expression, als auch die
Aktivitdt im infarzierten und nicht-infarziertem Gewebe erhoht (Takimoto et al., 2002).
Ein moglicher protektiver Effekt der nNOS zeigt sich aufgrund der Tatsache, dass die
nNOS vagale Effekte verstirken kann und unter selektiver Inhibition der nNOS es zu
einem Anstieg der Herzfrequenz kommt (Takimoto et al., 2002). Bei einer durch
Myokardinfarkt induzierten Herzinsuffizienz ist die nNOS {iberreguliert und es findet
eine Translokation vom sarkoplasmatischem Retikulum zum Sarkolemm bei der Ratte
(Damy et al., 2003; Bendall et al., 2004) und auch beim Menschen (Damy et al., 2004)
statt.

In der akuten Phase eines Myokardinfarktes ist die Expression der eNOS unverdndert
(Prabhu et al., 2000) oder voriibergehend erhoht (Horinaka et al., 2004). Die Aktivitét
der myokardialen eNOS scheint in den ersten 3 Tagen nach einem Myokardinfarkt
unverandert zu sein (Wildhirt et al., 1997; Takimoto et al., 2002). In der chronischen
Phase eines Myokardinfarktes ist die kardiale eNOS-Expression (de Frutos et al., 2001;
Damy et al., 2003) und die Aktivitit (Bauersachs et al., 1999; Damy et al., 2003;
Ratajczak et al., 2003) konstant vermindert. Interessanterweise gibt es eNOS-
Polymorphismen wie den Glu298Asp Genotyp, welcher mit einem erhdhtem Risiko fiir
die Koronare Herzkrankheit (Casas et al., 2004), Koronarspasmen (Chang et al., 2003)
und mit einem erhéhtem Todesrisiko (Gorchakova et al., 2003) einhergeht. Herzen von
eNOS Knockout (-/-) Miusen zeigen schlechte systolische und diastolische Parameter,
eine verminderte Kapillardichte, ein hypertrophes Remodeling und eine erhohte 4
Wochen Mortalitit nach Myokardinfarkt im Vergleich zu Herzen von Wildtyp Miusen
(Scherrer-Crosbie et al., 2001).

Die Calcium-unabhingige iNOS ist Teil des angeborenen Immunsystems und
verantwortlich fiir proinflammatorische Effekte. TNFa und Interleukin-1 fiihren zu
einer iNOS-Induktion (Ungureanu-Longrois et al., 1995b). Im myokardialen
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Infarktgebiet ist die iNOS-Expression (Takimoto et al., 2000) und Aktivitdt (Wildhirt et
al., 1997) zwei bis drei Tage nach Infarkt erhoht. Bei Patieten mit SIRS (systemic
inflammatory response syndrome) trigt eine Aktivierung der iNOS im Myokard zu
einem septischen Schock bei (Ungureanu-Longrois et al., 1995a). Auf der anderen Seite
sind auch protektive Effekte der iNOS beschrieben. Die iNOS-vermittelte NO-
Freisetzung induziert eine Aktivierung der konstitutiv exprimierten Cyclooxygenase-1
mit Synthese des protektiven Prostaglandin E2 (Devaux et al., 2001).

2.4. PI13-Kinase

Die Gruppe der Phosphoinosit-3-Kinasen (PI3-Kinasen) gehort zu den Lipidkinasen
und wird in allen eukaryontischen Zellen exprimiert. Die PI3-Kinasen nehmen durch
Phosphorylierung von Phosphatidylinositolen an der zelluldren Signaltransduktion teil
(Engelman et al., 2006) und sind an der Regulation von Wachstum, Zellmetabolismus
und Mitose beteiligt (Cantley, 2002; Katso et al., 2001; Vivanco & Sawyers, 2002).

Die Familie der PI3-Kinasen stellt eine Proteinfamilic dar, welche sich in 3
unterschiedliche Klassen einteilen ldsst (Vanhaesebroeck & Waterfield, 1999;
Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2003). PI3-Kinasen der Klasse I kénnen noch in die
Klasse TA und IB differenziert werden und besitzen insgesamt vier katalytische
Isoformen (Vanhaesebroeck et al., 2005). Die Klasse II und III sind bisher weniger
genau charakterisiert und es ist bis jetzt nur jeweils eine Isoform bekannt.

Die PI3-Kinase spielt auch im Rahmen der TGF-B-Signaltransduktion eine Rolle (Yi et
al., 2005). Neben der SMAD-Aktivierung gibt es auch einige non-SMAD Signalwege.
An einem dieser non-SMAD Signalwege ist die PI3 Kinase beteiligt. In Epithelzellen
konnte eine Interaktion und Aktivierung der PI3-Kinase durch den TGF-B-Rezeptor-
Typ I gezeigt werden (Yi et al., 2005).

In menschlichen Lungenepithelzellen konnte nach Stimulation mit TGF-f; eine
Aktivierung des PI3-Kinase/Akt Signalweges gezeigt werden (Lin et al, 2007). Es
konnte eine Phosphorylierung der Proteinkinase Akt gezeigt werden, die mit dem PI3-
Kinase-spezifischen Inhibitor Ly294002 supprimierbar war. Die Proteinkinase Akt kann
Einfluss auf die Regulation der eNOS nehmen und die eNOS an den Aminosduren Ser-
1177 und Ser-617 phosphorylieren und aktivieren (Mount et al., 2007).

Wenngleich die PI3-Kinase primér in anti-apoptotischen Signalwegen eine Rolle spielt,
so ergeben sich Hinweise, dass die PI3-Kinase {iber die Interaktion mit der
Proteinkinase Akt sowohl an apoptotischen als auch an anti-apoptotischen Signalwegen
beteiligt ist (Sanchez-Capelo, 2005). Ebenso konnte eine Interaktion der Proteinkinase
Akt mit SMAD 3 gezeigt werden (Sanchez-Capelo, 2005).
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2.5. Fragestellung

Im Herzen findet man bei lingerer Druckbelastung einen Ubergang von einer
kompensierten Hypertrophie zur Herzinsuffizienz, einhergehend mit einer erhohten
TGFB-Expression und Apoptose-Induktion. In adulten Kardiomyozyten fiihrt die
Stimulation mit TGFB; zur Apoptose mit SMAD-Aktivierung (Euler-Taimor & Heger,
2006), die auch bei einer Gabe von Stickstoffmonoxid (NO) zu beobachten ist
(Schneiders et al., 2005).

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung von NO fiir die TGFf;-induzierte Apoptose zu
untersuchen. Hierbei sollte evaluiert werden, ob es sich um zwei voneinander getrennte
apoptotische Wege handelt, oder ob die NO-Freisetzung mit der TGF[;-vermittelten
Apoptose positiv korreliert und eine kausale Bedeutung in diesem TGFf;-vermittelten
Signalweg hat (Abbildung 6).
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iNOS
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[/ [/
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Abbildung 6: Darstellung der Fragestellung ob ein Zusammenhang zwischen NO-induzierter Apoptose
und TGF;-induzierter Apoptose besteht.

Ein weiteres Ziel war es, die verantwortliche NO-Synthase, die fiir den TGFp;-
abhingigen NO Anstieg verantwortlich ist, zu charakterisieren (Abbildung 6).
Desweiteren sollten die Signalwege der TGFf;-/NO-induzierten Apoptose genauer
analysiert werden
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3. Material

3.1. Versuchstiere

Es wurden ausschlieBlich ménnliche Wistar-Ratten im Alter von drei bis vier Monaten
mit einem Lebendgewicht von 300-400 g verwendet. Die Tiere stammten aus der Zucht
des Physiologischen Institutes in Gieen. Die Versorgung der Tiere erfolgte mit Wasser
und Standardfutter von Altromin® ad libitum.

3.2. Chemikalien

6-Aminohexansiure Merck, Darmstadt
Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agarose Biozym, Hamburg
APS Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Benzonase Merck, Darmstadt
Bisacrylamid Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt
BSA Sigma, Taufkirchen
Chloroform Merck, Darmstadt
Collagenase, Typ CLS I Biochrom, Berlin
Coomasie Brilliant Blue G 250 Merck, Darmstadt
Cytosin-B-Arabinofuranosid Sigma, Taufkirchen
Diethylether Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Taufkirchen
DMSO AppliChem, Darmstadt
EDTA-Natriumsalz Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe

FCS PAA, Colbe
Folin-Ciocalteu’sches Phenolreagenz Sigma, Taufkirchen
Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe
Glucose Roth, Karlsruhe
Glycerin AppliChem,Darmstadt
B-Glycerophosphat Sigma, Taufkirchen
HEPES Roth, Karlsruhe
HOECHST Farbstoff 33253 Sigma, Taufkirchen
Isofluran Baxter, Unterschlei3heim
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Isopropanol

Roth, Karlsruhe

di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)

Merck, Darmstadt

Kalziumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadr

Kaliumchlorid (KCI) Roth, Karlsruhe
Karnitin Sigma, Taufkirchen
Kreatin Sigma, Taufkirchen
Kupfersulfat (CuSO,) Merck, Darmstadt

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7 H,O)

Roth, Karlsruhe

Mercaptopropandiol Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Mowiol Roth, Karlsruhe

Natrium-Acetat

Riedel, Hannover

Natrium-Carbonat (Na,CQO3)

Roth, Karlsruhe

Natrium-Chlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat
(NazHPO4 X 7H20)

Roth, Karlsruhe

Natrium-Hydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

Natrium-Kalium-Tartrat

Merck, Darmstadt

Nonidet P-40

AppliChem, Karlsruhe

ortho-Phosphorsdure

Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd Sigma, Taufkirchen
Penicillin-Streptomycin-Ldsung Invitrogen, Karlsruhe
Pepstatin Sigma, Taufkirchen
Phenol Merck, Darmstadt
PMSF Sigma, Taufkirchen
Ponceau-S-Losung AppliChem, Darmstadt
Propidiumiodid Sigma, Taufkirchen
Salzsdure ( HCI) Roth, Karlsruhe

SDS (Natrium-Dodecylsulfat)

Merck, Darmstadt

Taurin Sigma, Taufkirchen
TEMED Roth, Karlsruhe

TRIS Merck, Darmstadt
Triton x-100 AppliChem, Darmstadt
Trizol PEQLAB, Erlangen
Trypsin PAA, Colbe

TWEEN 20 Applichem, Darmstadt
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3.3. Substanzen, Antikorper, Inhibitoren und Enzyme

Reverse Transcription-Kit

Qiagen, Hilden

Absolute QPCR SYBR Green Flourescein
Mix

Thermo Fisher Scientific Surrey, UK

KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix

PEQLAB, Erlangen

100 bp DNA - Marker

New England Biolabs, Frankurt a.M.

Rainbow Molecular Weight Marker

Bio-Rad, Miinchen

anti P-SMAD rabbit # 3101

Cell signaling, Danvers, USA

anti SMAD2 mouse # 3103

Cell signaling, Danvers, USA

anti Vinculin mouse # V0131

Sigma, Taufkirchen

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

Dianova, Hamburg

anti Mouse IgG, HRP-linked # 7076

Cell signaling, Danvers, USA

pNOS3 (Ser 1177): sc12972

Santa Cruz

anti Goat Fluorescein # 605-4213

Biomol

Oligonukleotide AP-1

Invitrogen, Karlsruhe

Oligonukleotide SBE

Invitrogen, Karlsruhe

TGFp,; Porcine Plateletts

Merck, Darmstadt

SB431542 Cayman Chemical Compagny, Michigan
USA

Ly294002 Merck, Darmstadt

Wortmannin Merck, Darmstadt

1400W Calbiochem Merck, Darmstadt

TFA Calbiochem Merck, Darmstadt

ETU Calbiochem Merck, Darmstadt

Laminin Roche Applied Science, Mannheim

DAF-FM Invitrogen, Karlsruhe

Caspase-Glo® 3/7

Promega, Mannheim

3.4. Primer fiir real-time RT-PCR

Die aufgefiihrten Primer mit ihren aufgelisteten Nukleotidsequenzen wurden in der real-
time RT - PCR (Firma Invitrogen, Karlsruhe) benutzt.

Aktin GAA GTG TGA CTG TGA CAT CCG |fw-Primer Sequenz
TGC TGA TCC ACA TCT GCT GGA |rev-Primer Sequenz

18s-rRNA QT 00199374 Qiagen, Hilden
SMAD7 AGA GGC TGT GTT GCT GTG fw-Primer Sequenz
CAT CGG GTA TCT GGA GTA AGG  |rev-Primer Sequenz
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DAPK1 TGA GAA TGT GAG CGT GAG GAG | fw-Primer Sequenz

GAG CAG TGT AGG TGG TGA GAC |rev-Primer Sequenz

Tiegl CGG AGA AGA ACC CAC ATA ATG | fw-Primer Sequenz

GAA GGC ACA GCA AAG TCA TAC |rev-Primer Sequenz

SHIP AAG AGG TGG AGA ATG TCA AG fw-Primer Sequenz

TCA GCA GAG GAG GAA CAG rev-Primer Sequenz

3.5. Oligonukleotide fiir Retardation Assay

Die aufgefiihrten Oligonukleotide mit ihren aufgelisteten Nukleotidsequenzen wurden
beim Electrophoretic Mobility Shift Assay verwendet.

AP1-1 GAT CCG CTT GAT GAG TCA GCC GGA A
AP1-2 TTC CGG CTG ACT CAT CAA GCG GAT C
SBE 1 GTA CAT TGT CAG TCT AGA CAT ACT
SBE 2 AGT ATG TCT AGA CTG ACA ATG TAC

3.6. Puffer, L.osungen, Medien und Ansatze

Powell-Medium

NaCl 110,0 mM
KCI 2,6 mM
KH2PO4 1,2 mM
NaHCO; 25,0 mM
Glukose 11,0 mM

CCT-Kulturmedium

M199 x ml
Kreatin 5 mM
Karnitin 2 mM
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Taurin 5 mM
Penicillin 100 IU / ml
Streptomycin 100 TU / ml
Cytosin-B-Arabinofuranosid 10 uM
Hepes 36 g /101
Vorplattiermedium

CCT-Medium 200 ml
FCS 8 ml
Penicillin / Streptomycin 4 ml

Vorplattiermedium bei Arbeiten mit Coverslips

CCT - Medium 20ml
Penicillin / Streptomycin 400 pl
Laminin 24 ul

Ausplattier- und Waschmedium fiir Kardiomyozyten

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

Tris, pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
Nonidect P40 1 %
Desoxycholat 0,5 %
SDS 0,1 %
RIPA-Puffer

RIPA-Stockldsung 945 ul
PMSF 0,IM 10 pl
EDTA 0,2 M Sul
B-Glycerolphosphat, 400mM 100 pl
10 x PBS

KCl 2,68 mM
KH2PO4 1,47 mM
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NaCl

137 mM

NazHPO4 X 7H20

8,09 mM

Quantitative Proteinbestimmung (LOWRY-Assay)

Lowry-Losung 1

1 M Natrium-Kalium-Tartrat 33¢g
Aqua bidest. Ad 100ml
Lowry-Losung 2

1 M Kupfersulfat 1,25 ¢
Aqua bidest. Ad 1l
Lowry-Losung 3

1 M Natrium-Carbonat 25¢g
Aqua bidest. Ad 1l
Lowry-Losung 4

NaOH, IN 4g

Aqua bidest. Ad 11
Lowry-Losung 5

Folin-Ciocalteu’sches Phenolreagenz 22,73 ml
Aqua bidest. Ad 100 ml
Lowry-Reagenz A

Lowry-Losung 1 200 pl
Lowry-Losung 2 200 pl
Lowry-Losung 3 19,6 ml
Acrylamid 30%

Acrylamid 29,2¢g
Bisacrylamid 08¢g
Aqua bidest. Ad 100 ml
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Westernblot-Trenngel (10%)

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

Westernblot-Sammelgel

Acrylamid, 30% 1,675 ml
H,0 Millipore 6,75 ml
Tris, IM pH 6,8 1,25 ml
SDS, 10% 100 ul
APS, 10% 100 ul
TEMED 40 ul

Westernblot-Laufpuffer

Glycerin 144 g
Tris 1 M 30g
SDS 10g
Aqua bidest. Ad11
pH 8,2 -85

4 x Lammli-Puffer

SDS 20% 4 ml

1 M Tris pH 6,8 2,5 ml
Glycerin 2 ml
Bromphenolblau 1 mg
DDT 154 mg
Aqua bidest. 1,5 ml

Immunoblot-Verfahren:

Kathodenpfuffer A

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

Aqua bidest. Adll
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Tris, 25 mM 3,36 g
Methanol, 20% pH 10,4

Aqua bidest. Adll
Anoden-Puffer C

Tris, 25 mM 303 ¢g
6-Aminohexansiure, 40 mM 525¢g
Methanol, 20% pH 9.4

Aqua bidest. Ad1l1
10 x TBS

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
pH 7,4

Waschpuffer fiir Westernblot

TWEEN 20

0,1 % (vol / vol)

1 x TBS

Ad 11

Westernblot-Blocklosung

Magermilchpulver 5g

1 x TBS 100 ml
TWEEN 20 500 pl
Antik6rper-LOsung

BSA oder Magermilchpulver (MMP) 5g

1 x TBS 100ml
TWEEN 20 500 pl
Retardation-Assay-Storagepuffer

NaCl 300 mM
KClI 50 mM
HEPES, pH 7.5 10 mM
EDTA 10 mM
DTT 1 mM
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PMSF 1 mM
Glycerol 20 %
Retardation-Assay-Schwellungspuffer

Tris / HCI, pH 7.9 10 mM
KCl 10 mM
MgCl, 1 mM
DTT 1 mM
Retardation-Assay-Homogenisierungspuffer

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

Bradford-Reagenz

Coomassie Brillant Blue G250

0,1 % (wt / vol)

Methanol, 96 %

5,0 % (vol / vol)

Ortho-Phosphorsiure, 85% 10 % (vol / vol)
Aqua bidest. Ad1l1
Retardation-Assay-Gel

Acrylamid / Bisacrylamid 4 ml

5 x TBE-Puffer 4 ml
Glycerin 1 ml
Aqua bidest. ad 40 ml
TEMED 34 ul
APS 10% 200 pl
real-time RT-PCR:

1 x TAE

Tris-Acetat 40 mM
EDTA 1 mM
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Agarosegel fiir PCR-Gel-Elektrophorese

Agarose 2,0g

1 x TAE Ad 100 ml
SYBRsafe 5,0 ul
PCR-Marker

100 bp DNA-Marker 5ul
Bromphenolblau 10 pl

1 x TAE 85 ul

PCR-Auftragspuffer

10 x TAE 5ml
Glycerin 5ml
Bromphenolblau 05¢g

3.7. Geriate und Laborbedarf

3.7.1. Zellpraparation und Zellkultur

Brutschrank Heraeus, Hanau

Langendorff-Apparatur Eigenbau Physiologie Gieflen
Gewebehacker Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten
Mikroskop TMS-F, Nikon, Japan

Nylonnetz NeoLab, Heidelberg

Priparationsbesteck Aesculap, Heidelberg

Sterilbank Heraeus, Hanau

3.7.2. Westernblot

Spacer Hoefer, Amersham, USA
Kamm Hoefer, Amersham, USA
Glasplatten Hoefer, Amersham, USA
Plattenklemme Hoefer, Amersham, USA
Hamilton-Spritze Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Elektrophoresekammer Hoefer, Amersham, USA
Blotkammer Hoefer, Amersham, USA
Laboflex-Silikon-Schlauch Kronlab, Dinslaken
Filterpapier Biotec, Fischer, Reiskirchen
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CHEMI-SMART™ 5100

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Mikroskop Olympus CKX41

Olympus Europa GmbH, Hamburg

Netzgerit, Biometra

Biometrische Analytik, Gottingen

Nitrocellulose Transfer-Membran

Whatman GmbH, Dassel

Trockenpapiere Universal

BIOTECH-Fischer GmbH, Reiskirchen

3.7.3. Caspase 3/7-Assay

24 Wellplatten

Falcon Becton Dickinson Labware, USA

Microplate reader Tecan infinite 200

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

3.7.4. Retardation-Assay

Fluoreszenz-Molecular-Imager

BioRad, Miinchen

Glasmorser

B. Braun, Melsungen

Hamiltonspritze ( 50 ul )

Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Hoefer Elektrophoresekammer

Hoefer, Amersham, USA

Netzgerit Typ Biometra

Biometrische Analytik, Gottingen

Thermocycler

Techne, Wertheim-Bestenheid

3.7.5. real-time RT-PCR

Thermo-Cycler

Techne LTD, UK

iCycler

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

UV-Strata-Linker 2400

Stratagene, USA

NanoDropND-1000
UV/Spektrophotometer

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pellet-Pestle-Motor

Kimble, Chase, USA

Pellet-Pestle

Kimble, Chase, USA

0,2 ml Thermo-Strip

Thermo Fisher, UK

3.7.6. DAF-Assay

CCD-Kamera TILL Photonics, Grifeling
Dichroid-Spiegel Olympus, Hamburg
Emissionsfilter Olympus, Hamburg
Monochromator TILL Photonics, Grifeling

Xenon-Lampe

TILL Photonics, Grifeling

Fluoreszenz-Mikroskop

Olympus, Hamburg
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3.7.7. Sonstige Gerite

Material

Wasserbad GFL, Burgwedel

Laborwaage Mettler Toledo, Schweiz
Magnet-Heizriihrer IKA Works Inc., USA

Pipetten Falcon Becton Dickinson Labware, USA
pH-Meter HANNA Instruments, Kehl am Rhein
Aqua bidest.-Anlage Heraeus-Schott GmbH, Hanau
Zentrifugen Heraeus Instruments, Hanau

Vortexer IKA Works Inc., USA

Millipore-Anlage Millipore S.A.S., Frankreich

Glasgerite Schott, Mainz

Heizblock (Dry Block DB 3 D)

Techne AG, Burkhardsdorf

Heizblock (Dry Block DB 2 A)

Techne AG, Burkhardsdorf

Microplate reader Tecan infinite 200

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

Schiittler Type Polymax 2040

Heidolph, Schwabach

3.7.8. Verbrauchsmaterialien

Zellkulturschalen

Falcon Becton Dickinson Labware, USA

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niirnbrecht

Sterilfilter (Porengrdéfie 0,2 pm)

Millipore S.A.S., Frankreich

Objekttrager

Langenbrinck, Emmendingen

Coverslips Menzel, Braunschweig

Falcons Greiner Bio-one, Frickenhausen
Zellschaber Falcon Becton Dickinson Labware, USA
Handschuhe Grofie M Nobaglove-Latex, Wetter

Kryotubes Simport Plastics, Kanada

24-Wellplatten

Falcon Becton Dickinson Labware, USA

96-Wellplatten

Falcon Becton Dickinson Labware, USA

24-Wellplatten schwarz

Falcon Becton Dickinson Labware, USA

Reaktionsgefille Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, USA
Frischhaltefolie Aldi Sid, Miithlheim

3.8. Software

Microsoft Windows 2003

Microsoft Corp., USA

Microsoft Word 2003

Microsoft Corp., USA

Microsoft Office Exel 2003

Mircosoft Corp., USA

Quantity One 4.3.1.

Bio-Rad Laboratories, USA

Magellan 6.6.2009

Tecan, Crailsheim

Nanodrop ND-1000 3.5.1.

Labview, USA
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SPSS Version 20 SPSS GmbH Software, Miinchen

Till Vision TILL Photonics, Grifeling
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4. Methoden

4.1. Zellkultur von ventrikularen Kardiomyozyten

4.1.1. Praparation von ventrikuldren Kardiomyozyten

Die Priparation der Rattenherzen und die Isolation der Kardiomyozyten wurde nach der
Methode von Schliiter et al. (2005) durchgefiihrt. Powell-Medium wurde in einem
Wasserbad auf 37 °C erwdrmt und durch Begasung mit Carbogen eine Stabilisierung
des pH-Wertes gewihrleistet. Die Langendorff-Perfusionsanlage wurde mit
autoklaviertem Aqua bidest und anschlieBend mit Powell-Medium gespiilt. Im
Anschluss wurde die Anlage luftblasenfrei mit 80 ml Powell-Medium befiillt.

Die Anésthesie der Ratten erfolgte unter dem Abzug in einem mit Isofluran (4%)
befiillten Glasbehélter. Nach ca. zwei bis drei Minuten stellte sich eine ausreichende
Narkosetiefe ein.

Die Ratten wurden durch Hyperextension des Riickenmarkes getdtet und eine
Thorakotomie durchgefiihrt. Das Herzlungenpaket wurde entnommen und in eine mit
0,9 % Kochsalzlosung gefiillte Petrischale tiberfiihrt. Das Herzlungenpaket wurde vom
Lungengewebe befreit und die Aorta ascendes dargestellt. Durch Kaniilierung der Aorta
ascendes mittels einer Glaskaniile erfolgte der Anschluss des Herzens an die
Perfusionsanlage. Durch retrograde Perfusion des Herzens mit 40 ml Powell-Medium
wurde das sich noch im Herzen befindende Blut ausgespiilt. Unter Zugabe von 10 ml
Kollagenase in das Reservoir, welches noch 40 ml Powell-Medium beinhaltete, erfolgte
eine Perfusion des Herzens fiir 30 Minuten bei 37 °C (1Tropfen / Sekunde). Nach
Beendigung der Perfusion wurde sowohl das aortale, als auch das atriale Gewebe
entfernt. Das ventrikuldre Gewebe wurde auf ein Uhrglas transferiert, und 2mal mittig
inzidiert und mit einem Gewebehacker mit einer Schnittbreite von 0,7 mm lings und
quer zerkleinert. Das ventrikuldre Zellgemisch wurde in einem Teflongefdl bei 37 °C
im Wasserbad mit 30 ml Perfusionslosung und 10 ml Kollagenase unter
Carbogenbegasung mit einer Pipette durchmischt und fiir 5 Minuten nachverdaut, bis
eine ausreichende Homogenisierung eintrat. Das homogenisierte Zellgemisch wurde
durch eine Nylongase (Porendiameter 200 pum) filtriert und im Anschluss in einem 50
ml Falcon-Réhrchen fiir drei Minuten bei 400 UpM zentrifugiert. Der Uberstand,
bestehend aus Endothelzellen, Fibroblasten und Kollagenase, wurde abgesaugt. Zu den
Kardiomyozyten wurden 15 ml auf 37 °C erwiarmtes Powell-Medium und 500 pl CaCl,
(100 mM) zugegeben. Nun wurden die Kardiomyozyten fiir eine Minute bei 300 UpM
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Bei fachgerechter Durchfiihrung wurde eine
Zellpopulation von 40-60 % stdbchenférmigen intakten Kardiomyozyten gewonnen.
Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter permanenter Einhaltung einer sterilen
Arbeitsweise.
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4.1.2. Vorinkubation der Zellkulturschalen

Am Vortag der Priparation erfolgte die Vorbereitung der Zellkulturschalen. Hierfiir
wurden die Zellkulturschalen mit Vorplattiermedium im Brutschrank bei 37 °C
vorinkubiert. Das im Vorplattiermedium enthaltene FCS gewihrleistete eine optimale
Anheftung der Kardiomyozyten an dem Schalenboden. Bei Arbeiten mit Coverslips
wurde statt FCS Laminin verwendet, um eine Anheftung der Kardiomyozyten an
diesem amorphen Feststoff zu erreichen. Unmittelbar vor dem Transfer der
Kardiomyozyten wurde das Vorplattiermedium abgesaugt.

4.1.3. Ausplattieren der Kardiomyozyten

Die gewonnenen Kardiomyozyten wurden unmittelbar in ein Fldschchen mit 37 °C
warmen Ausplattiermedium transferiert und durch dezentes Schwenken und Pipettieren
vermischt. Pro Herz wurde ein Volumen von 24 ml Ausplattiermedium verwendet.
Durch dufBerst vorsichtiges Pipettieren wurden die Kardiomoyzyten in die abgesaugten
Zellkulturschalen tiberfiihrt.

4.1.4. Kultivierung der Kardiomyozyten

Im Anschluss an das Ausplattieren wurden die Schalen fiir zwei Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Intakte Kardiomyozyten zeigten mikroskopisch eine Anheftung
am Schalenboden bzw. Coverslip. Nach Ablauf der zwei Stunden wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen, indem das Ausplattiermedium abgesaugt und durch
ebenfalls auf 37 °C erwirmtes Waschmedium ersetzt wurde. Dezente
Schwenkbewegungen garantierten eine Separation von intakten haftenden und nicht
haftenden geschidigten Kardiomyozyten. Es erfolgte eine Absaugung des
Waschmediums und eine erneute Zugabe von Waschmedium. Diese Waschschritte
filhrten zu einer Entfernung nicht anhaftender Zellen und unter mikroskopischer
Kontrolle konnte ein Gehalt von ungefihr 90% haftender, stdbchenférmiger, vitaler
Kardiomyozyten verifiziert werden. Die gewonnen Kardiomyozyten wurden fiir die
nachfolgenden Versuche eingesetzt.

4.2. Apoptosebestimmung

Als Nachweisverfahren der Apoptose wurden in dieser Arbeit zwei Methoden gewéhlt.
Ein Nachweisverfahren der frithen apoptotischen Vorginge stellt der Caspase 3/7-Assay
dar. Als spdtes apoptotisches Nachweisverfahren wurde die HOECHST 33258 /
Propidiumiodid-Farbung gewihlt.
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4.2.1. Caspase 3/7-Assay

Aktivitditsmessungen der cytoplasmatischen Kaspasen 3 und 7 ermdglichen friihe
apoptotische Vorgéinge der Apoptosekaskade nachzuweisen. Die Kaspaseaktivierung
der apoptotischen Kardiomyozyten ldsst sich mittels Chemilumineszenz-Detektion
messen. Kardiomyozyten wurden auf schwarzen 24-Well-Platten mit transparentem
Boden ausplattiert (1 ml / Well) und bei 37 °C kultiviert. Damit die Zellen am
Wellboden haften, wurde 1 pul Laminin pro ml Vorplattiermedium benutzt. Die Zellen
wurden je nach Bedingung stimuliert und nach einer Stimulationszeit von sechs Stunden
gemessen (siche Tabelle 4). Hierfiir wurde das sich in den Wells befindende Medium
bis auf 200 ul abgesaugt und 200 pl des prolumineszenten Kaspase 3/7 Substrates in
jedes Well gegeben. Lichtgeschiitzt durch zwei Plastikschalen wurden die Wells fiir
eine Stunde in den Brutschrank bei 37 °C gestellt und im Anschluss gemessen. Der
Reaktionsmechanismus beruht auf einer im Substrat enthaltenen Tetrapeptidsequenz
(DEVD), die von aktivierten Kaspasen gespalten wird. Das entstandene Aminoluziferin
wird durch Luziferasen gespalten und das hierbei entstehende chemilumineszente
Signal kann mittels eines Miktrotiterplatten-Photometers detektiert werden (Abbildung
7). Da die Zellzahl trotz dquivalenter Ausplattiervolumina einer gewissen Schwankung
unterliegt, wurde im  Anschluss an die Aktivitdtmessung eine
Proteinmengenbestimmung nach LOWRY (siehe 4.3.2.) der jeweiligen Wells
durchgefiihrt und ein Quotient gebildet. Der Quotient dient einer Korrektur des
Aktivititssignals und bezieht dieses auf den Proteingehalt und ndherungsweise auf die
tatsdchliche Zellzahl.

H
Z-DEVD-N S N~ COOH
T >=<Y
N s

Caspase-3/7 l

COOH

H,N s N
T O T *ATP + O,
N S

UltraGlo™ Luciferase l
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Z-DEVD- +

L6 IM304_3A

Abbildung 7: Reaktionsschema zur Messung der Caspase- 3/7 Aktivitat ( Quelle www.promega.com )

Im Folgenden sind in Tabelle 4 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet:

Vorinkubation Inkubation
Kontrolle 15min ohne Inhibitor 6h ohne TGF[;
TGFB: 15min ohne Inhibitor 6h mit TGFp;: 1 pg/L
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Inhibitor 15min mit Inhibitor 6h ohne TGF[;

Inhibitor + TGFp, 15min mit Inhibitor 6h mit TGFf;: 1 ug/L

Tabelle 4: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibition aller NO-Synthasen wurde der Inhibitor ETU (1 uM) eingesetzt.
Zur Inhibition des ALKS5-Rezeptors wurde der Inhibitor SB431542 (1 uM) eingesetzt.
Zur Inhibiton der PI3-Kinase wurde der Inhibitor Ly294002 (10 uM) eingesetzt.

4.2.2. HOECHST 33258 / Propidiumiodid-Farbung

Ein Charakteristikum der spédten Effektorphase der Apoptose stellt die Kondensation
des Chromatins dar. Ein quantitatives Verfahren zur Analyse apoptotischer Vorgénge
stellt der HOE-Assay dar.

Der Farbstoff HOECHST 33258 ist ein membrangéngiger, das Chromatin blau-
farbender Farbstoff. Propidiumiodid hingegen ist ein nicht-membrangéngiger Farbstoff,
der das Chromatin nur, sofern die Zelle nicht mehr intakt ist, rot farbt. Propidiumiodid
wird bei einer Wellenlénge von 510-550 nm, HOECHST 33528 bei einer Wellenldnge
von 340-360 nm angeregt.

Intakte Kardiomyozyten imponieren durch léngliche blau-gefirbte Kerne und durch
eine stdbchenférmige Gesamtzellmorphologie. Apoptotische Kardiomyozyten hingegen
zeigen einen Verlust der stibchenformigen Gesamtzellmorphologie und abgerundete,
blau-gefiarbte Kerne. Nekrotische Kardiomyozyten imponieren ebenfalls durch den
Verlust der stibchenformigen Gesamtzellmorphologie und durch blaue abgerundete
Kerne. Gleichzeitig ist die geschiddigte Membran auch fiir Propidiumiodid permeabel
und die abgerundeten Kerne leuchten bei entsprechender Anregungswellenldnge auch
rot (siche Abbildung 8).

Zur Differenzierung von intakten, apoptotischen und nekrotischen Zellen und zur
Bestimmung der Apoptoserate bei unterschiedlichen Bedingungen wurden
Kardiomyozyten auf Zellkulturschalen wie in Kapitel 4.1. beschrieben kultiviert. Nach
erfolgter Stimulation (siehe Tabelle 5) wurden die Kulturschalen, die ein Volumen von
ein ml Medium beinhalteten, mit fiinf ul HOECHST 33258 und fiinf pl Propidiumiodid
angefarbt und nach einer viertel Stunde Inkubationszeit unter einem Fluoreszenz-
Mikroskop ausgezihlt. Pro Kulturschale wurden jeweils zweihundert Kardiomyozyten
nach den Kriterien intakt, apoptotisch und nekrotisch differenziert. Der prozentuale
Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen wurde auf die Gesamtzahl n=200
bezogen.
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Intakt Apoptose Nekrose

Durchlicht

HOECHST

Propidiumiodid

Abbildung 8: Differenzierung von intakten, apoptotischen und nekrtotischen Kardiomyozyten mittels
einer HOECHST 33528 / Propidiumiodid-Farbung.

Im Folgenden sind in Tabelle 5 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet:

Vorinkubation Inkubation
Kontrolle 30 min ohne Inhibitor 24 h ohne TGFp,
TGFB, 30 min ohne Inhibitor 24 h mit TGF;: 1 pg/L
Inhibitor 30 min mit Inhibitor 24 h ohne TGFp,
Inhibitor + TGFp, 30 min mit Inhibitor 24 h mit TGFB,: 1 pg/L

Tabelle 5: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibition des ALKS5-Rezeptors wurde der Inhibitor SB431542 (1 uM) eingesetzt.
Zur Inhibiton der PI3-Kinase wurde der Inhibitor Ly294002 (10 uM) und der Inhibitor
Wortmannin (100 nM) eingesetzt.

34




Methoden

4.3. Western-Blot

4.3.1. Gesamtproteinisolation mittels RIPA-Puffer

Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 4.1. pripariert und in Kulturschalen kultiviert.
Die Kardiomyozyten wurden nach erfolgter Stimulation fiir zwei Stunden inkubiert und
im Anschluss geerntet (siche Tabelle 6). Ziel der Gesamtproteinisolation ist es, die
zelluldren Proteine zu isolieren.

Die Zellkulturschalen wurden auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt und mit zwei ml
eiskaltem 1 x PBS-Puffer gewaschen. Nach Absaugen des PBS-Puffers wurden 200 pl
RIPA-Puffer in die Kulturschalen gegeben. Detergentien im Puffer ermdglichen eine
Permeabilisierung der Zellmembran, Losung von Proteinen und eine Hemmung der
Proteinaggregation. Des Weiteren beinhaltete der RIPA-Puffer Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren. Mit einem Zellschaber wurden die haftenden Kardiomyozyten
sorgfiltig geldst und in ein Eppendorf-Gefal3 transferiert. Es wurden fiinf ul Benzonase
(50 U/ml) und vier pl Magnesiumchlorid (130 mM) zugegeben. Die Benzonase als
Endonuklease wird durch Magnesiumchlorid aktiviert und degradiert enthaltene DNA
und RNA. Ein Hand-Homogenisator unterstiitzt mechanisch die Lyse. Anschlieend
wurden die Proben fiir 30 Minuten auf Eis gelagert und dann fiir 30 Minuten bei 4 °C
und 13000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefi
transferiert und das Zellpellet wurde verworfen.

Im Folgenden sind in Tabelle 6 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet:

Vorinkubation Inkubation
Kontrolle 30 min ohne Inhibitor 2 h ohne TGF;
TGFB, 30 min ohne Inhibitor 2 h mit TGFf;: 1 pg/L
Inhibitor 30 min mit Inhibitor 2 h ohne TGFf;
Inhibitor + TGFp, 30 min mit Inhibitor 2 h mit TGFf;: 1 pg/L

Tabelle 6: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibition des ALKS5-Rezeptors wurde der Inhibitor SB431542 (1 uM) eingesetzt.

4.3.2. Quantitative Proteinbestimmung LOWRY-Assay

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden durch einen Lowry-Assay (Noble et al.,
2009) bestimmt. Eine Standard-Verdiinnungsreihe bestehend aus BSA in Aqua bidest.
geldst, wurde mit den Konzentrationen 0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1
mg BSA / ml hergestellt.

Der Ansatz fiir die Standardreihe (siche Tabelle 7) und der Ansatz fiir die
Probenbestimmung (siche Tabelle 8) wurden in Eppendorf-Gefdlie pipettiert und fiir
zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Arbeitsschritt bilden die
Proteine mit den zweiwertigen Kupfer-lonen Komplexe. Anschliefend wurden in jeden
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Ansatz 100 pl der Losung 5 gegeben und nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C
wurden die Ansétze fiir 30 Minuten bei 13000 UpM zentrifugiert. Das Kupfer wirkt in
diesem Schritt als Oxidationsmittel und reduziert das gelbe Folin-Ciocalteu’sche
Phenolreagenz zu Molybdénblau. Aus jedem Eppendorf-Gefdl wurden zwei Wells
einer 96-Well Mikrotitterplatte befiillt, um eine Doppelbestimmung durchzufiihren. Zur
Analyse der Protein-Konzentration wurde mittels eines Mikrotitterplatten-Photometers
die Extinktion bei einer Wellenlédnge von A = 578 nm photometrisch gemessen. Durch
die bekannten Protein-Konzentrationen der Standard-Verdiinnungsreihe und den
ermittelten Extinktionswerten, konnte eine Standardgerade erstellt werden und mit Hilfe
der Standardgerade konnte die Protein-Konzentration der Proben bestimmt werden. Die
bekannte Proteinkonzentration der Proben ermoglichte es dquivalente Proteinmengen
einzusetzen.

RIPA Puffer 10 pl
Standard-Verdiinnungsreihe 50 ul
Losung 4 50 ul
Reagenz A 500 pl

Tabelle 7: Ansatz der Standard-Verdiinnungsreihe

Probe 10 ul
Aqua bidest. 50 ul
Losung 4 50 ul
Reagenz A 500 ul

Tabelle 8: Ansatz der Probe

4.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese ermoglicht mittels eines elektrischen
Feldes die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroBle. Der Probenansatz wurde fiir
zehn Minuten bei 95 °C inkubiert. Das im Probenansatz enthaltene DTT ist ein
Reduktionsmittel, das Cysteinreste vor unerwiinschter Oxidation schiitzt und somit der
Proteinstabilitdt dient. Das im Gel enthaltene SDS bindet an die Proteine, hebt die
Tertidrstruktur auf und bildet mit den denaturierten Proteinen einen stark negativen
Komplex. Im elektrischen Feld bewegt sich der negative Komplex zur Anode und die
negative Ladung korreliert proportional zur Masse des Proteins (Westermeier, 2011).
Die Gelelektrophorese wurde nach Ldmmli durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um
eine diskontinuierliche Gelelektrophorese, bei der das verwendete Polyacrylamid-Gel
aus zwei unterschiedlichen Gelen besteht. Das Sammelgel hat grole Poren und dient
dem Biindeln der Proteine. Es fiihrt zu schirfer abgegrenzten Banden. Das Trenngel hat
feinere Poren und trennt die Proteine entsprechend dem Molekulargewicht auf.

Die Gelkammer wurde aus zwei Glasplatten, zwei Spacern, einem Silikonschlauch und
Klammern nach sorgfiltiger Reinigung zusammengebaut. Die Kammer wurde zunéchst
mit Trenngel befiillt und um Luftblasen zu vermeiden, mit 0,1% SDS iiberschichtet.
Nach einer Stunde war das Trenngel auspolymerisiert und das 0,1% SDS aus der
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Kammer gekippt. Die Kammer wurde mit Sammelgel aufgefiillt und der Gelkamm
unter Vermeidung von Luftblasen eingefiihrt. Nach einer halben Stunde war auch das
Sammelgel auspolymerisiert und das Gel konnte in die Kammer gesetzt werden. Zuvor
wurden der Kamm und der Silikonschlauch entfernt. Die Elektrophoresekammer wurde
mit 1 x Laufpuffer befiillt. Die Geltaschen wurden mit einer Hamilton-Spritze sorgfiltig
gesplilt. Die erste Tasche wurde mit 15 pl eines Molekulargewichtsmarkers (Rainbow-
Marker) gefiillt. Die weiteren Taschen wurden mit den Probenansétzen (siche Tabelle 9)
befiillt. Bei 200 Volt Spannung wurden die Proteine im elektrischen Feld nach
Molekulargréfle aufgetrennt, bis nach ca. drei Stunden die Lauffront durchgelaufen war.
Im nédchsten Schritt wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert.

Proben 45 ul
4 x Lammli-Puffer 15 ul
DTT, 0,5 M 1,5 ul

Tabelle 9: Probenansitze fiir die SPS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

4.3 4. Immunoblot-Verfahren

Mit dem Semi-Dry-Blot-Verfahren wurden Proteine aus einem SDS-Polyacrylamid-Gel
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Es werden jeweils 3 Filterpapiere mit einer
deckungsgleichen GroBle wie die Membran und das Gel in den Kathodenpuffer A und
die Anoden-Puffer B und C eingelegt. Die Nitrocellulosemembran wurde in
Anodenpuffer B eingelegt. Das Gel wurde aus den Glasplatten entnommen und das
Sammelgel abgetrennt. Nun wurden die Filterpapiere, die Membran und das Gel
deckungsgleich in einer Blotkammer aufeinander geschichtet und darauf geachtet, dass
keine Luftblasen entstechen, denn diese behindern den Transfer der Proteine. Der
Blotkammerdeckel wurde aufgesetzt und der Transfer erfolgte fiir zwei Stunden bei
einer Stromstirke von 1,5 mA/cm®. Nach Ablauf der Zeit wurde die Membran
entnommen und die kDa-GroBen der bekannten MolekulgroBenmarker und die Taschen
mit den jeweiligen Bedingungen mit einem Kugelschreiber beschriftet. Anschlieend
wurde die Membran fiir eine Minute in Ponceau-S-Losung geschwenkt und der
iiberfliissige Farbstoff mit Wasser entfernt. Der Farbstoff bindet reversibel unspezifisch
Proteine. Die transferierten Proteine konnen so dargestellt werden und dienten als
Erfolgskontrolle. Um den Farbstoff zu entfernen, wurde die Membran dreimal fiir 10
Minuten mit 1 x TBS gewaschen. Die Membran wurde mit einer Blocklosung (5 %
Magermilchpulver in 1 x TBS / TWEEN 20) fiir eine Stunde abgeséttigt, mit dem
Zweck der Blockade unspezifischer Bindungsstellen. Nach der Abséttigung wurde die
Membran dreimal mit Waschlosung gewaschen und die Erstantikorper-Losung (Tabelle
10) mit Antikoérpern auf die Membran gegeben. Die Membran wurde iiber Nacht mit
dem Erstantikorper bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal
fir 10 Minuten mit Waschlosung gewaschen und mit der Zweitantikorper-Losung
(Tabelle 11) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurde die
Membran dreimal fiir 10 Minuten mit Waschlosung gewaschen. Die Membran konnte
jetzt mit dem ChemiSmart-System im nichsten Schritt analysiert werden.
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1. Antikorper Verdiinnung gelost in

pSMAD?2 1:1000 Antikorper-Losung (BSA)
SMAD2 1:1000 Antikorper-Losung (MMP)
Vinculin 1:1000 Antikorper-Losung (MMP)

Tabelle 10: Herstellung der Erstantikérper-Losung

2. Antikorper Verdiinnung gelst in
anti rabbit IgG 1:5000 Antikorper-Losung (MMP)
anti mouse IgG 1:2000 Antikorper-Losung (MMP)

Tabellel1: Herstellung Zweitantikorper-Losung

4.3.5. ChemiSmart-System

Mit dem ChemiSmart-System kann die Intensitdt eines chemilumineszenten Signals
detektiert werden. Der Erstantikdrper bindet spezifisch an das gesuchte Antigen
(Protein) und stellt selbst wiederum mit seinem Fc-Fragment ein Antigen fiir den
Zweitantikorper dar. Der ZweitantikGrper ist an eine Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppelt. Der Erstantikdrper bzw. das gesuchte Antigen (Protein) konnen somit
indirekt detektiert werden. HRP katalysiert die Oxidation von Luminol, welches Licht
emittiert. Diese Chemilumineszenz kann mit einer CCD-Kamera und dem
ChemiSmart-System gemessen und analysiert werden. Die Membran wurde fiir eine
Minute mit zwei ml ECL-Losung inkubiert. Dieser Arbeitsschritt erfolgte im
abgedunkelten Raum. AnschlieBend wurde die Membran auf eine Glasplatte tiberfiihrt
und die Chemilumineszenz mit dem ChemiSmart-System detektiert und die Daten mit
dem Programm QuantityOne analysiert. Die Proteinexpression von pSMAD 2 wurde
mit der Proteinexpression der unphosphorylierten Form SMAD 2 durch
Quotientenbildung analysiert. SMAD 2 wurde auch durch Quotientenbildung auf
Vinculin bezogen.
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4.4. Retardation Assay

4.4.1. Kernextraktion

Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 4.1. pripariert und in Kulturschalen kultiviert.
Die Kardiomyozyten wurden nach erfolgter Stimulation fiir sechs Stunden inkubiert und
im Anschluss geerntet (siche Tabelle 12). Dafiir wurden die Kardiomyozyten mit einem
sterilen Schaber von der Zellkulturschale abgeschabt und mit dem Medium in ein
Falcon transferiert. Es folgte ein Zentrifugationssschritt von drei Minuten bei 3000
UpM. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in einem ml 1 x PBS
resuspendiert. Die Resuspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 transferiert und
erneut fiir drei Minuten bei 3000 UpM zentrifugiert. Nach erneutem Absaugen des
Uberstandes, konnte das Zellpellet sofort der Kernextraktion unterzogen werden, oder
im Eisschrank bei — 80 °C gelagert werden.

Das Zellpellet wurde in 400 pl Schwellungspuffer geldst und sorgfiltig in Suspension
gebracht. Die Eppendorf-Gefifle wurden im Anschluss 40 Minuten auf Eis gelagert und
nach Ablauf der Zeit zehn Minuten bei 900 UpM in einer 4 “C vorgekiihlten Zentrifuge
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 400 ul
Homogenisierungspuffer iiberfiihrt und unter Anwendung eines Potters die Zellen
lysiert. Nach vollstindiger Lyse der Proben, wurden diese fiir zehn Minuten bei 900
UpM zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das entstandene Pellet wurde in 40 ul
Storagepuffer resuspensiert und fiir 30 Minuten auf Eis gestellt und gelegentlich mit
dem Vortexer durchmischt. Nach Ablauf der Zeit wurde erneut der Vortexer benutzt
und fiir fiinf Minuten bei 13000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand mit den darin
enthaltenen Kernextrakten wurde in ein neues Eppendorf-Gefal3 {iberfithrt. Um den
Proteingehalt der Proben zu ermitteln, wurde der Bradford-Test durchgefiihrt. Die
Proben wurden im Eisschrank bei — 80 ° C gelagert.

Im Folgenden sind in Tabelle 12 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet:

Vorinkubation Inkubation
Kontrolle 30 min ohne Inhibitor 2 h ohne TGFf;
TGFB, 30 min ohne Inhibitor 2 h mit TGFf;: 1 pg/L
Inhibitor 30 min mit inhibitor 2 h ohne TGFf;
Inhibitor + TGFp, 30 min mit Inhibitor 2 h mit TGFp;:1 pg/L

Tabelle12: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibiton der PI3-Kinase wurde der Inhibitor Ly294002 (10 uM) eingesetzt.
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4.4.2 .Proteinbestimmung nach Bradford

Die Protein-Gesamtmenge wurde mittels des Farbstoffes Coomassie Brillant Blue G-
250 nach Bradford (Noble et al., 2009) bestimmt. Die Farbintensitit korreliert mit der
Protein-Konzentration, da der Farbstoff mit den Proteinen einen Komplex bildet. Fiir
die Protein-Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl der Kernextraktions-Proben im
Doppelansatz in eine 96 — Well Mikrotiterplatte gegeben. Eine Standard-
Verdiinnungsreihe von BSA in 0,01 % SDS gelost, wurde mit den folgenden
Konzentrationen 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1 mg BSA / ml hergestellt. Von der
Verdiinnungsreihe wurde ebenfalls eine Doppelbestimmung in die 96— Well
Mikrotitterplatte pipettiert. Jedes Well wurde anschlieBend mit 200 pl Bradford-
Reagenz befiillt. Zur Analyse wurde mittels eines Mikrotitterplatten-Photometers die
Extinktion bei einer Wellenldnge von A = 595 nm photometrisch gemessen. Durch die
bekannten Protein-Konzentrationen der Standard-Verdiinnungsreihe und den ermittelten
Extinktionswerten, konnte eine Standardgerade erstellt werden. Mit Hilfe der
Standardgerade konnte die Protein-Konzentration der Kernextraktionsproben bestimmt
werden. Die bekannte Proteinkonzentration der Proben ermdglichte es dquivalente
Proteinmengen einzusetzen.

4.4.2. Markierung der Oligonukleotide

Die einzelstrdngigen Oligonukleotide wurden in Aqua bidest. geldst, in dquimolaren
Mengen vermischt und im Thermo Cycler auf 98 °C erhitzt. Ein langsames Abkiihlen
ermOglicht das Durchlaufen der Schmelz- und Hybridisierungstemperatur der
Oligonukleotide und durch komplementire Sequenzen konnte sich ein Doppelstrang im
Sinne einer Hybridisierung bilden. Es wurden die Oligonukleotide AP1-1, AP1-2 und
SBE-1, SBE-2 verwendet. Der Fluoreszenzmarkierungsansatz (Tabelle 13) wurde in ein
braunes Eppendorf-Gefal3 pipettiert und fiir fiinfzehn Minuten bei 37 ° C inkubiert.
Durch Zugabe von 0,2 M EDTA ( pH 8,0 ) wurde die Reaktion gestoppt.

Die erzeugten fluoreszenzmarkierten  Oligonukleotide  standen nun  der
Gelelektrophorese zur Detektion der spezifisch bindenden Proteine zur Verfligung.

10 X NEB-Puffer 5ul
CoCl, (2,5mM) Sul
hybridisierte Oligonukleotide (10uM) 20 ng
Cy3-dCTP (10mM) 2,5 ul
Terminale Transferase (20U/ul) 0,5 ul
Aqua bidest. ad 50 pl

Tabelle 13: Fluoreszenzmarkierungsansatz
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4.4.3. Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurde das Kammersystem zusammengebaut und die
Glasplatten mit Ethanol (90%) gereinigt. Die Gelkammer wurde am Boden durch
Parafilm abgedichtet und an einer Plattenhalterung eingespannt. Das Gel wurde
luftblasenfrei eingefiillt. In das noch fliissige nicht polymerisierte Gel wurde ein Kamm
ebenfalls luftblasenfrei eingefiihrt. Das Gel wurde zum Kiihlen fiir eine Stunde in einen
Kiihlschrank bei 4 ° C gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde das Gel in die bereits mit
0,5 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer eingebaut und der Kamm wurde
vorsichtig entfernt. Die entstandenen Taschen wurden, nachdem auch der obere Teil der
Kammer mit 0,5 x TBE-Puffer befiillt war, mit einer Hamilton-Pipette durchgespiilt.
Mit einem Edding-Marker wurden die Taschen auf der Glasplatte markiert. Sorgfiltig
wurden alle Luftblasen entfernt und fiir eine halbe Stunde ein Vorlauf des Gels bei 60
mA im Kiihlschrank gestartet. Tabelle 14 zeigt die Zusammensetzung der
Probenansitze. Fiir diese ist der in Tabelle 15 gezeigte MIX 1 erforderlich.

Probenansatz

Probe x pl
TXN 10 —x pl
Mix 1 7,5 wl

Tabelle 14: Zusammensetzung des Probenansatzes

Mix 1
dIdC 0,5 ul
TXN 7 ul

Tabelle 15: Zusammensetzung Mix 1

Der Probenansatz wurde in braune Eppendorfgefille pipetiert und fiir 15 Minuten bei
30°C auf einem Heizblock inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden zu
jedem Probenansatz 2,5 pl Mix 2 (siehe Tabelle 16) gegeben und fiir 30 Minuten erneut
bei 30 °C inkubiert.

Mix 2
Fluoreszenzmarkierungs-Ansatz 1,5 ul
TXN 1l

Tabelle 16: Zusammensetzung Mix 2
Die Reaktionsansédtze wurden mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen gefiillt. Die

Kammer wurde fiir zwei Stunden bei 150 mA in den dunklen Kiihlschrank gestellt. Im
abgedunkelten Raum wurde das Gel aus der Kammer ausgebaut und die Glasplatten mit
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Ethanol (90%) gereinigt. Analysiert wurden die Gele mit dem Fluoreszenz-Imager. Die
Ergebnisse wurden mit der Software Quantity One densitometrisch ausgewertet.

4.5. RT-PCR

4.5.1. Zellernte von Kardiomyozyten und Isolierung von Gesamt-RNA

Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 4.1. beschrieben pripariert und in
Kulturschalen kultiviert. Die Kardiomyozyten wurden nach erfolgter Stimulation (siehe
Tabelle 17) fiir 24 Stunden inkubiert und im Anschluss fiir die Zellernte mit einem
sterilen Schaber von der Zellkulturschale abgeschabt und mit dem Medium in ein
Falcon transferiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von drei Minuten bei 3000 UpM.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1 x PBS resuspendiert und in ein
Eppendorf-Gefdl3 transferiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt von drei
Minuten und 3000 UpM, gefolgt vom Absaugen des Uberstandes. Im niichsten Schritt
wurde das Pellet mit Trizol bearbeitet. Das im Trizol beinhaltete Guanidinisothiocyanat
ist ein chaotropes Salz, das Proteine und auch RNAsen denaturiert und inaktiviert. Das
enthaltene Phenol senkt den pH-Wert und entfernt Proteine. Im saueren Phenol werden
kleine DNA-Fragmente gelost. Die groeren DNA-Fragmente sammeln sich in der
Interphase. Die RNA befindet sich im wissrigen Uberstand. Auf das Zellpellet werden
500 pl Trizol gegeben und mit dem Homogenisator bearbeitet und fiir drei Minuten
gevortext. Nun werden 100 pl Chloroform in das Eppendorf-Gefd3 gegeben. Das
Chloroform ist ein organisches Losungsmittel und dient ebenfalls der Denaturierung
von Proteinen. Diese sammeln sich in der organischen Phase und Interphase. Nach
Zugabe des Chloroforms folgte ein Zentrifugationsschritt von fiinfzehn Minuten bei 4
°C und 12000 UpM. Die RNA befindet sich jetzt groftenteils in der oberen Phase und
wird in ein neues Eppendorf-Gefal tiberfiihrt. Dieses Eppendorf-Gefdll wurde zuvor mit
UV-Licht bestrahlt, um eine Kontamination mit unerwiinschten Nukleinsduren zu
vermeiden. Eine dem jeweiligen abpipetierten Uberstand #quivalente Menge
Isopropanol wurde in das Eppendorf-Gefall gegeben, um eine Prézipitation der RNA zu
erreichen. Die Proben wurden iiber Nacht bei -20 °C inkubiert und anschlieBend bei 4
°C fiir fiinfzehn Minuten bei 12000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde entsorgt
und 500 pul 70 % Ethanol in das Eppendorf-Gefdfl gefiillt. Es folgte ein letzter
Zentrifugationsschritt bei 4 ° C fiir fiinfzehn Minuten bei 12000 UpM. Der Uberstand
wurde entsorgt und die Eppendorf-Gefille sorgfiltig getrocknet. Das entstandene Pellet
wurde in DEPC-Wasser, das RNAse frei ist gelost und fiir eine halbe Stunde auf Eis
inkubiert. Die isolierte RNA konnte jetzt bei — 80 ° C gelagert werden.

Im Folgenden sind in Tabelle 17 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet:
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Vorinkubation Inkubation
Kontrolle 30 min ohne Inhibitor 24 h ohne TGFp,
TGFB, 30 min ohne Inhibitor 24 h mit TGF;: 1 pg/L
Inhibitor 30 min mit Inhibitor 24 h ohne TGFp,
Inhibitor + TGFp, 30 min mit Inhibitor 24 h mit TGFB,: 1 pg/L

Tabelle 17: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibition der PI3-Kinase wurde der Inhibitor Ly294002 (10 uM) eingesetzt

4.5.2. Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration der Proben wurde mittels UV-Spektrophotometrie mit Hilfe
des NanoDrop ND-1000 ermittelt. Das UV-Spektralphotometer wurde vor der
Probenmessung mit Aqua bidest. kalibriert. Die Messung erfolgte in einem
Wellenldngenspektrum von A = 260 nm bis A= 280 nm. Fiir eine RNA-
Konzentrationsmessung war ein Probenvolumen von 1,5 pl erforderlich.

4.5.3. Gel-Elektrophorese der RNA-Proben

Die Gelelektrophorese der isolierten RNA diente zur Qualitdtskontrolle des
Isolationsprozesses. RNA kann mittels der Gelelektrophorese nach Grofle aufgetrennt
werden. FEin Qualitdtsmerkmal der Isolation ist das Erscheinen von 2 Banden
ribosomaler RNA, der 18S- und 28S-rRNA. Es wurden jeweils flinf pl der Isolate in
einem Agarosegel aufgetragen. Zuvor wurde das Agarosegel durch Aufkochen geldst
und im Anschluss das SYBRsafe dazupipettiert, in eine Gelkammer gegossen und ein
Kamm eingefiihrt. Nachdem das Gel erhirtet war, wurde der Kamm gezogen und die
Kammer mit 1 x TAE-Puffer befiillt. Die RNA-Proben mit bekannter Konzentration
wurden mit 1,5 pl Auftragspuffer gemischt und die Taschen wurden befiillt. Eine
Tasche wurde mit 100 bp Marker befiillt. Die Auftrennung nach GroBe erfolgte bei
einer Spannung von 90 mA fiir eine halbe Stunde. Die mit dem Fluoreszenzfarbstoff
SYBRsafe®  angefarbten  Nukleinsduren konnten  fotografiert und nach
GroBenaufteilung und Fluoreszenzintensitét analysiert werden.

4.5.4. DNAse-Behandlung und Erstellen von cDNA

Mit Hilfe des Quanti Tect Reverse-Transkription-Kit® konnten die Arbeitsschritte des
DNAse-Verdaus und der reversen Transkription in einem Arbeitsschritt durchgefiihrt
werden. Die hierfiir eingesetzten Eppendorf-Gefiale wurden mir dem UV-Stratalinker
einer UV-Behandlung unterzogen, um eine Kontamination zu verhindern. Der cDNA-
Ansatz (sieche Tabelle 18) wurde in UV-behandelte Eppendorf-Gefille pipettiert und fiir
fiinf Minuten bei 42 °C im Thermo-Cycler inkubiert. AnschlieBend wurde zu jeder
Probe der Reaktionsmix (siehe Tabelle 19) gegeben und die Proben wurden zur cDNA-
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Synthese bei 42 °C fiir flinfzehn Minuten, gefolgt von einem Denaturierungsschritt von
drei Minuten, bei 95 °C inkubiert.

Die Proben wurden bei — 80 °C gelagert. Die cDNA wurde vor den PCR-Experimenten
1:10 mit Aqua bidest. verdiinnt.

cDNA - Ansatz

Probe 1 pg x pl
gDNA —Wipeout-Buffer 2ul
Aqua bidest. 12-x ul

Tabelle 18: Zusammensetzung des cDNA Ansatzes

Reaktionsmix

Reverse Transkriptase 1 ul
RT-Puffer 5x 4 ul
RT-Primer-Mix (300mM) 1 ul

Tabelle 19: Zusammensetzung Reaktionsmix

4.5.5. Aktin-PCR und Gel-Elektrophorese

Als Erfolgskontrolle der RNA—Isolation und der cDNA—Synthese wurde eine Aktin—
PCR mit anschlieBender Gel-Elektrophorese durchgefiihrt, um nachzuweisen, dass die
Proben keine genomische DNA enthalten. Hierfiir wurde das Housekeeping—Gen Aktin
ausgewdhlt. Die verwendeten Primer, die zu zwei durch ein Intron getrennte Exons
komplementdr sind, ermdglichen eine Unterscheidung zwischen cDNA und
genomischer DNA. Der cDNA fehlt im Gegensatz zur genomischen DNA das Intron.
Enthilt die Probe auch genomische DNA, so entsteht in der PCR ein zweites groferes
Fragment.

Von jeder Probe wurde der folgende Ansatz (Tabelle 20) hergestellt

Probe (cDNA) 1,5 ul
10 x PCR-Buffer 1l

Aqua bidest. 5,8 ul
Aktin—Primer ( 100 pmolar ) 0,3 ul
dNTPs ( 10 umolar) 0,4 ul
MgCl, ( 50 mmolar) 0,3 ul
1% W1 0,5 ul
Taq - Polymerase 0,2 ul

Tabelle 20: Zusammensetzung Probenansatz
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Es wurde das folgende Programm im Thermocycler durchgefiihrt:

Zyklus 1 1x
93 °C fiir 5 Minuten
Zyklus 2 25x

93 °C fur 1 Minute

60 °C fur 1 Minute

72 °C fur 1 Minute

Zyklus 3 1x

72 °C fur 15 Minuten

Tabelle 21: Darstellung des verwendeten Programms
Die Gelelektrophorese der Proben wurde wie bereits unter 4.5.3. beschrieben

durchgefiihrt und das Agarosegel unter UV-Licht mit einer Kamera fotografiert und mit
dem Programm Quantitiy-One analysiert.

4.5.6. real-time RT-PCR

Die real-time RT-PCR ist eine quantitave Echtzeit-PCR und kann mit Hilfe einer DNA-
Polymerase einen gewiinschten DNA-Abschnitt der bereits synthetisierten cDNA
exponentiell amplifizieren. Im Gegensatz zur konventionellen PCR (Mullis et al., 1986)
ermOglicht sie eine Quantifizierung. Das Prinzip der real-time RT-PCR (Tabelle 22)
beruht auf repetitiven Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C, Annealing
temperaturabhidngig von der Primersequenz und Elongation bei 72 °C. Wihrend der
Denaturierung werden die Wasserstoffbriickenbindungen der DNA gespalten und es
liegt einzelstringige DNA vor. Im Anschluss folgt das Annealing. Hier binden die
spezifischen Primer an ihre komplementire DNA-Sequenz. Die Elongation fiihrt zu
einer semikonservativen Doppelstrangbildung durch die DNA-Taq-Polymerase. In der
Regel besteht eine PCR aus 15 — 45 Zyklen.

Auflistung der spezifischen Annealing-Temperaturen der eingesetzten Primer.

Primer Annealing-Temperatur
18s rRNA 59,8 °C

SMAD 7 60,8 °C

DAPKI1 63 °C

Tieg 1 63 °C

SHIP 61,5°C

Aktin 62C

Tabelle 22: Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer
Wihrend der PCR kommt es zu einem exponentiellen Wachstum, da sich in jedem

Zyklus das eingesetzte Material duch die DNA-Polymerase, die Primer und die
Nukleotide verdoppelt. Das Wachstum erreicht jedoch ab einer gewissen Zyklenzahl
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einen Plateau-Effekt und verlangsamt sich, da die Primer verbraucht werden. Die PCR
ermoglicht somit eine exponentielle Amplifikation von DNA. Durch den Einsatz des
Cyanin-Farbstoffes SYBR FAST konnte eine Quantifizierung der synthetisierten DNA
durchgefiihrt werden, da sich der Farbstoff an doppelstringige DNA anlagert und sich
somit die Fluoreszenz proportional zur Menge der synthetisierten DNA-Menge verhilt.
Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenz gemessen.

Da der Farbstoff auch wunspezifische Amplifikate anfirbt, wird eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um spezifische DNA von unspezifischer zu
unterscheiden. Am Ende der real-time RT-PCR werden die Amplifikate von 50 °C
schrittweise um 1 °C auf 98 °C erhoht und die Fluoreszenz gemessen. Sobald die fiir die
spezifische Sequenz bendtigte Schmelztemperatur erreicht ist, kommt es zu einer
Denaturierung des Doppelstranges und der gesamte Fluoreszenzfarbstoff wird
freigesetzt. Es kommt zu einer starken Fluoreszenzabnahme. Grundsitzlich ist die
Schmelztemperatur der DNA von der Basenzusammensetzung und der Linge abhingig.
Die Schmelzpunkte von spezifischen und unspezifischen Amplifikaten unterscheiden
sich und konnen somit voneinander unterschieden werden. Abbildung 9 zeigt
exemplarisch den Verlauf einer Schmelzkurve.
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Abbildung 9: Darstellung von Schmelzkurven unterschiedlicher Proben bei Amplifikation mit gleichen
Primern. Der Fluoreszenzabfall mit Peak liegt bei 85 °C.

Die PCR-Stripes wurden mit den PCR-Ansétzen befiillt, wobei von jeder Probe eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde. Der SYBR Fast qPCR Master-Mix®
beinhaltet Reaktionspuffer, Nukleotide, DNA-Polymerase, MgCl,, Stabilisatoren und
den fluoreszierenden Farbstoff (Tabelle 23). Die real-time RT-PCR erfolgte im
Thermocycler (Tabelle 23).
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Proben-Ansatz

Probe 2 ul
Primer reverse (300 mM) 0,6 ul
Primer forward (300mM) 0,6 ul
Aqua bidest. 6,8 ul
SYBR Green SuperMix® 10 pl

Tabelle 23: Zusammensetzung Probenansatz

Auffithrung des real-time RT-PCR Laufprogrammes:

Zyklus 1 1x

95 °C fiir 15 Minuten
Zyklus 2 45x
Denaturierung 95 ° fiir 30 Sekunden
Annealing x “C fiir 30 Sekunden
Amplifikation 72 °C fiir 30 Sekunden
Zyklus 3 100x
Schmelzkurve 50°C—-100 °C je 10 Sekunden

Tabelle 24: Darstellung des verwendeten Programms

Die Ergebnisse wurden nach der Methode von Pfaffl et al., (2010) ausgewertet. Die
relative Expression des Zielgens wurde ins Verhiltnis zur relativen Expression eines
Referenzgens gesetzt. Das Referenzgen wird auch als Housekeeping-Gen bezeichnet
und stellt ein Gen dar, das in den Kardiomyozyten exprimiert wird, jedoch nicht durch
die Versuchsbedingungen reguliert wird. Bei den durchgefiihrten Versuchen wurde 18s
rRNA als Housekeeping-Gen verwendet.

Das detektierte Fluoreszenz-Signal muss einen Schwellenwert (Threshold)
iiberschreiten, um sicher vom Hintergrund unterschieden werden zu konnen. Die DNA-
Konzentration steigt mit den Zyklen exponentiell an und der Ct-Wert gibt den Zyklus
an, in dem die Kurve den Threshold schneidet. In Abbildung 10 ist der Verlauf der
Exponentialkurven dargestellt. Der Ct-Wert verhélt sich zur DNA-Konzentration zu
Beginn der RT-PCR umgekehrt proportional. Je kleiner der Ct-Wert desto hoher war die
DNA-Konzentration zu Beginn der real-time RT-PCR. Durch die Doppelbestimmung
konnten die Mittelwerte gebildet werden. Aus dem Zielgen und dem Housekeeping-Gen
wurde die Differenz gebildet und der ACt-Wert ermittelt.

A Ct-Wert (Zielgen) = Ct-Wert (Zielgen) — Ct ( Referenzgruppe)
Die relative Expression wurde nach folgender Formel berechnet:

Relative Expression (Zielgen) = 2 -A Ct (Zielgen)
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Amplification Chart
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Abbildung 10: Darstellung des Fluoreszenz-Verlaufs verschiedener Proben unter Einsatz eines gleichen
Primers (Aktin). Die Exponentialkurven der Proben schneiden den Threeshold (hellgriine horizonale
Linie) am entsprechenden Ct-Wert.

4.6. NO-Messung mittels DAF-FM Assay

4.6.1. Video-Imaging-System fiir fluoreszenzmikroskopische Messungen

Die Messung der kardiomyozytiren intrazelluldren NO-Freisetzung erfolgte mit einem
Video-Imaging-System auf Basis der Fluoreszenzmikroskopie. Die passende
Wellenldnge der fluoreszierenden Substanz wurde mit Hilfe einer Xenonlampe und dem
passenden Monochromator erzeugt. Ein dichroider Spiegel lenkt das monochromatische
Licht auf die mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Zellen. Durch denselben Spiegel
gelangt auch das von den Kardiomyozyten emittierte Fluoreszenzlicht und wurde {iber
einen Emmissionsfilter von einer Kamera detektiert. Das System verfligt auch iiber eine
Heizplatte, um den lebenden Kardiomyozyten fiir die Messung eine Temperatur von 37
°C zu garantieren. Fiir die NO-Messungen erzeugte die Kamera zehn Bilder in einer
Minute. Die iiber die Kamera aufgenommenen Bilder konnten durch die Vernetzung mit
einem Computersystem und der TillVision Software aufgezeichnet und ausgewertet
werden.

4.6.2. DAF-FM

Die Messung der NO-Freisetzung beruht auf der Bildung eines fluoreszierenden
Molekiils. Die Messung der intrazelluldiren NO-Konzentration wurde mittels des NO-
spezifischen ~DAF-FM-Diacetat Farbstoffes bestimmt. DAF-FM-Diacetat ist
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zellpermeabel und wird intrazelluldr im Cytoplasma von Esterasen hydrolysiert. Das
entstandene DAF-FM ist ein ionisiertes leicht fluoreszierendes Molekiil, das nicht mehr
zellpermeabel ist. DAF-FM reagiert mit NO, wodurch das stark fluoreszierende
Benzotriazol-Derrivat DAF-FM-Triazol und das Oxidationsprodukt N,Os entsteht
(Abbildung 11). Die Anregung von DAF erfolgte bei einer Wellenldnge von A= 498
nm und das Emissionsmaximum lag bei Aem= 515 nm.

DAF-FM Diacetat DAF-FM Benzotriazol Derivat

{nicht fuoreszierend, zelipermeabel) (Ieich fusreszierend) fluoreszisrend|

Abbildung 11: Reaktionsschema zum Nachweis von Stickstoffmonoxid (Quelle www.invitrogen.com )

4.6.3. NO-Messungen

Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 4.1. prépariert und auf Coverslips kultiviert.
Um eine hohe Zelldichte zu erreichen, wurde auf einem abgeflammten Coverslip, der
sich in einer Kulturschale befand, ein deckungsgleicher Delrin-Ring gesetzt und im
Anschluss die  auszuplattierende Zellsuspension in den Ring iiberfiihrt. Fiir eine
bessere Haftung der Kardiomoyzyten auf der amorphen Oberfliche wurde statt FCS
Laminin verwendet. Es wurde anstelle des Vorplattiermediums Waschmedium mit
Laminin im Verhéltnis 1:1000 verwendet. Fiir die Messung wurden die
Kardiomyozyten mit 5 p /ml DAF-FM in Waschmedium beladen und 10 Minuten im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Kardiomyozyten zweimal fiir jeweils 20
Minuten mit CCT-Medium gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Coverslips in
eine Perfusionskammer eingebaut. Bei diesem Versuch handelt es sich um ein
geschlossenes System. Es wurde nicht perfundiert. Eine eingebaute Heizplatte
garantierte eine optimale Temperatur von 37° C. Die Daten der Messungen wurden mit
dem Kamera-System aufgezeichnet. Die erste viertel Stunde jeder Messung erfolgte zur
Detektion der durchschnittlichen physiologischen basalen NO-Freisetzung der
jeweiligen gemessenen Zellen. Die ermittelte unstimulierte basale NO-Freisetzungsrate
diente als Kontrolle, um sie mit darauf folgenden stimulierten NO-Freisetzungsraten
derselben Zellen durch Quotientenbildung zu vergleichen. AnschlieBend wurde iiber 60
Minuten gemessen.

In Tabelle 25 sind die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und Inkubationszeiten
aufgelistet. Abbildung 12 zeigt beladenen Kardiomyozyten im Rahmen einer Messung.
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Vorinkubation Inkubation
Inhibitor 15 min mit Inhibitor 45 min ohne TGFp;
TGFB, 15 min ohne Inhibitor 45 min mit TGFp;: 1 pg/L
Inhibitor + TGFp, 15 min mit Inhibitor 45 min mit TGFB;: 1 pg/L

Tabelle 25: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Zur Inhibition aller NO-Synthasen wurde der Inhibitor ETU (1 uM) eingesetzt.

Zur Inhibition der iNOS wurde der Inhibitor 1400W (100 nM) eingesetzt.

Zur Inhibition der nNOS wurde der Inhibitor TFA (100 pM) eingesetzt.

Zur Inhibition des ALKS5-Rezeptors wurde der Inhibitor SB431542 (1 uM) eingesetzt.
Zur Inhibiton der PI3-Kinase wurde der Inhibitor Ly294002 (10 uM) eingesetzt.

Abbildung 12: Vitale Kardiomyozyten unter dem Imaging-System im DAF-Assay

4.7. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ermoglicht es, mittels Antikorper Proteine und ihre Lage in den
unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle zu erkennen. Bei dem hier angewandten
Verfahren handelt es sich um ein indirektes Antikorpernachweisverfahren. Der
Primérantikdrper band spezifisch die phosphorylierte  Form der eNOS, deren
Phosphorylierung am Serin 1177 erfolgte. Der Sekundérantikorper war mit einem
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt und bindet das Fc-Fragment des Primarantikorpers.
Mittels eines Fluoreszenzmikroskopes kann dies sichtbar gemacht werden.

Kardiomyozyten wurden wie in Kapitel 4.1. prépariert und auf Coverslips kultiviert.
Um eine hohe Zelldichte zu erreichen, wurde auf einen abgeflammten Coverslip, der
sich in einer Kulturschale befand, ein deckungsgleicher Delrin-Ring gesetzt und im
Anschluss die auszuplattierende Zellsuspension in den Ring iiberfiihrt. Fiir eine bessere
Haftung der Kardiomoyzyten auf der amorphen Oberfliche wurde statt FCS Laminin
verwendet. Es wurde anstelle des Vorplattiermediums Waschmedium mit Laminin im
Verhéltnis 1:1000 verwendet. Die Kardiomyozyten wurden den Bedingungen
entsprechend stimuliert (siche Tabelle 26) und in einer Kinetik nach fiinf, zehn und
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fiinfzehn Minuten weiterbearbeitet. Nach  Absaugen des Mediums wurden die
Kardiomyozyten mit eiskaltem Methanol fixiert und fiir 30 Minuten im Eisschrank bei -
20 °C gelagert. Im Anschluss wurde das Methanol abgesaugt und die Kardiomyozyten
mit einer Blocklosung (I1x PBS / 3% BSA) in einer Schale fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die
Coverslips aus der Schale entnommen und auf mit Parafilm ausgelegten Deckel gelegt.
Hierauf wurden 400 pl einer 1:50 Verdiinnung des Primirantikérpers mit der
Blocklosung gegeben und bei 4 °C {iber Nacht inkubiert. Die Coverslips wurden dreimal
mit 1 x PBS gewaschen und erneut auf die mit Parafilm ausgelegten Deckel gelegt. Der
Sekundirantikorper wurde im Verhéltnis 1:250 mit der Blocklosung angesetzt und
hiervon jeweils 400 pl auf die Coverslips gegeben. Die Inkubation fiir eine Stunde
erfolgte im Dunkeln und bei Raumtemperatur. Erneut wurden die Coverslips dreimal
mit 1 x PBS gewaschen, mit einem Fon getrocknet und mit einem Einbett-Medium auf
Objekttragern fixiert. Die Objekttriger wurden bei -20 °C aufbewahrt. Die Arbeiten
erfolgten im abgedunkelten Raum. Eine quantitative Analyse des Fluoreszenzgehaltes
erfolgte mit einem Fluoreszenz-Mikroskop und der Software TillVision.

Im Folgenden sind in Tabelle 26 die jeweiligen Bedingungen, Konzentrationen und
Inkubationszeiten aufgelistet

Inkubation

Kontrolle ohneTGFp,

TGFp: Smin mit TGFB;: 1 pg/L, 3 pg/L, 10 pg/L
10min mit TGFB,: 1 pg/L, 3 pg/L

Tabelle 26: Darstellung der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Um eine zeit- und konzentrationsabhiingige Kinetik nachweisen zu kdnnen, wurden
Inkubationszeiten von 5 und 10 Minuten gewihlt und TGFB; Konzentrationen von 1
pg/L, 3 ng/L und 10 pg/L.

Desweiteren wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Diese wurde wie die Kontrolle
inkubiert, jedoch nur mit dem Zweitantikdrper und nicht zuvor mit dem spezifischen
Erstantikdrper markiert.

4.8. Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts aus n
verschiedenen Kardiomyozyten-Préparationen dargestellt. Die Analyse der Stichproben
erfolgte durch eine ANOVA (One-Way Analysis of Variance) mit anschlieBendem
Student-Newman-Keuls-Test (SNK). Ein konventiontioneller t-Test wurde bei
Experimenten angewendet, die lediglich aus zwei Gruppen bestanden. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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5. Ergebnisse

5.1. TGFp, induziert eine NO-Freisetzung und Apoptose

TGFp; und NO fiihren beide {iber eine Aktivierung von SMAD-Transkriptionsfaktoren
zur Apoptose. Dies fiihrt zur Hypothese, dass NO ein Bestandteil der TGFp;-
Signalkaskade sein konnte.

Um zu tiberpriifen, ob eine Stimulation mit TGFp; in adulten Kardiomyozyten zur NO-
Freisetzung fiihrt, wurden isolierte Kardiomyozyten mit einem Farbstoff (DAF-FM)
beladen, mit dem die NO-Freisetzung mittels Fluoreszenz gemessen werden konnte.
Der Versuch wurde unter Kontrollbedingungen ohne TGFp;-Stimulation und mit
TGFp;-Stimulation (1 pg/L) tiber 120 Minuten durchgefiihrt.
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ﬂ) -
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 &0 70 2 > 4] 100 110
Zeit (i)

Abbildung 13: Kardiomyozyten wurden sowohl mit 1 pg/L. TGFp, als auch ohne TGFp;-Stimulation
inkubiert und die NO-Freisetzung mittels des fluoreszierenden Farbstoffs DAF-FM-Diacetat bestimmt
und {iber 120 Minuten gemessen. Gezeigt ist die relative NO-Freisetzung zweier reprisentativer
Einzelmessungen.

Abbildung 13 zeigt den zeitlichen Verlauf der relativen NO-Freisetzung zweier
repriasentativer Einzelmessungen unter Kontrollbedingungen ohne TGFf;-Stimulation
und unter TGFf;-Stimulation. Die Ergebnisse der représentativen Einzelmessungen
ergaben die ersten Hinweise auf eine erhohte kardiomyozytire NO-Freisetzung unter
TGFp;-Stimulation.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde dieser Versuch mit Kardiomyozyten
unterschiedlicher Zellpriparationen wiederholt und die Ergebnisse einem t-Test
unterzogen.
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Abbildung 14: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 120 Minuten nach Stimulation mit TGFf; und unter Kontrollbedingung ohne TGF;-Stimulation.
Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert aus
5 unterschiedlichen Zellpraparationen mit einer Gesamtzahl von n= 19-24 Kardiomyozyten je Bedingung
und dem zugehorigen Standardfehler. Das Signifikanzniveau betrdgt nach t-Test (**) p=0,0038.

Abbildung 14 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der relativen NO-
Freisetzung unter Kontrollbedingung mit 100 + 5,1% und der relativen NO-Freisetzung
unter TGFP;-Stimulation mit 150,77 £ 14,85%. Die prozentualen Angaben beziehen
sich auf die gemessene NO-Freisetzung unter Kontrollbedingung.

Somit konnte gezeigt werden, dass eine kardiomyozytire TGF[,-Stimulation eine NO-
Freisetzung induziert.

Um die Frage zu kldren, ob die NO-Freisetzung unter TGFf;-Stimulation auf die
Aktivierung von NO-Synthasen zuriickzufiihren ist, wurde im néchsten Schritt der
Inhibitor ETU gewéhlt. ETU ist zellpermeabel und inhibiert kompetitiv alle drei
Isoformen der NO-Synthasen (Southan, 1995). Somit kann unter Einsatz von ETU die
Frage geklart werden, ob die TGFp;-induzierte NO-Freisetzung durch die Aktivierung
von NO-Synthasen vermittelt wird. Eine Differenzierung der unterschiedlichen NO-
Synthase-Isoformen ist mit ETU jedoch nicht moglich.

Es wurde erneut die NO-Freisetzung von Kardiomyozyten in Zellkultur mittels des
Farbstoffs DAF-FM gemessen. Gemessen wurde iiber eine Stunde die NO-Freisetzung
unter Einsatz von TGFf; (1 pg/L), ETU (1puM) und der Kombination mit einer
Vorinkubation von ETU fiir 15 Minuten und anschlieender TGFf;-Stimulation.
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Abbildung 15: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 60 Minuten nach Stimulation mit TGFB; und je nach Bedingung mit viertelstindiger
Vorinkubation mit dem NO-Synthase-Inhibitor ETU (1uM). Die Darstellung bezieht sich auf den
prozentualen Anteil des NO-Synthase-Inhibitors ETU. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3
unterschiedlichen Zellpréparationen mit einer Gesamtzahl von n= 9-13 Kardiomyozyten je Bedingung
und dem zugehorigen Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

Abbildung 15 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der NO-Freisetzung unter
TGFp,;-Stimulation mit 113,48 + 1,45% und der NO-Freisetzung unter dem NO-
Synthase-Inhibitor ETU mit 100 + 3,77% und der Kombination aus ETU und TGF,
mit 98,77 + 3,14%. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf die gemessene NO-
Freisetzung unter ETU-Gabe. TGFp; induziert eine NO-Freisetzung, die mit dem NO-
Synthase-Inhibitor ETU hemmbar ist. Welche NO-Synthase fiir die NO-Freisetzung
nach TGFp;-Stimulation verantwortlich ist, ldsst sich jedoch nicht sagen, da alle 3 NO-
Synthase-Isoformen mit ETU supprimierbar sind.

5.2. TGFp, induziert Apoptose iiber NO-Freisetzung

Im néchsten Schritt gilt es zu kldren, ob die TGFp;-induzierte und NO-Synthase
vermittelte NO-Freisetzung zu Apoptose fiihrt. Dass TGFP; zur Apoptose fiihrt,
konnten bereits einige Verdffentlichungen belegen (Schneiders, 2005; Heger, 2009).
Ebenfalls bekannt ist die apoptotische Wirkung von NO bei Kardiomyozyten (Taimor,
2000; Taimor, 2001; Schneiders, 2005; Heger, 2011). Im Folgenden wird als Nachweis
der frithen Apoptose die Caspase 3/7-Aktivitdt unter verschiedenen Bedingungen
gemessen. Um zu priifen, ob die NO-Synthase-vermittelte NO-Freisetzung nach TGFp,-
Stimulation zu Apoptose fiihrt, werden im folgenden Versuch erneut die NO-Synthasen
mit dem Inhibitor ETU blockiert.
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Abbildung 16: Darstellung der Caspase 3/7-Aktivitdt nach sechsstiindiger Stimulation mit TGFp; (1pg/L)
und je Bedingung 15 Minuten Vorinkubation mit dem NO-Synthase-Inhibitor ETU (1 puM) in
Kardiomyozyten. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Die
Lumineszenz wurde mittels Photometer (Microplate reader Tecan infinite 200) gemessen. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p <0,05).

In Abbildung 16 ist die Caspase 3/7-Aktivitdt der unterschiedlichen Bedingungen nach
6-stiindiger TGFp;-Inkubation dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen der Caspase 3/7-Aktivitdt unter Stimulation mit TGFB; mit 225,33 + 10,16%
und der Kontrolle mit 100 + 14,41%, der Inhibition mit ETU mit 139,08 + 17,80 % und
der Kombination aus ETU und TGF; mit 135,14 + 12,94%. Die prozentualen Angaben
beziehen sich auf die Caspase 3/7-Aktivitdt der Kontrolle. Somit kann bestétigt werden,
dass TGFp; ein Apoptose-Induktor von Kardiomyozyten ist. Desweitern zeigt sich eine
Hemmung der TGFp;-induzierten Apoptose mittels des unspezifischen NO-Synthase
Inhibitors ETU. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass NO in dem TGFf;-induzierten
Signalweg, der zur Apoptose fiihrt, involviert ist.

Als néchsten Schritt gilt es die verantwortliche Isoform der NO-Synthasen zu
identifizieren, zu charakterisieren und mdgliche Aktivierungsformen nachzuweisen.

5.3. Charakterisierung der NO-Synthase

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass NO in der TGFp;-induzierten Apoptose
eine Rolle spielt und die NO-Freisetzung mittels NO-Synthasen vermittelt wird, gilt es
nun die verantwortliche Isoform zu identifizieren. Um zu iiberpriifen, ob die iNOS fiir
die NO- Freisetzung verantwortlich ist, wird der iNOS-spezifische Inhibitor 1400W
eingesetzt. Die NO-Freisetzung wird erneut mittels des DAF-FM-Assays gemessen. Die
Versuchsdurchfiihrung und die Bedingungen sind identisch zu den bereits
beschriebenen NO-Messungen mit ETU als Inhibitor.
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Abbildung 17: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 60 Minuten nach Stimulation mit TGFB; und je nach Bedingung mit viertelstiindiger
Vorinkubation mit dem iNOS-Inhibitor 1400W (100nM). Die Darstellung bezieht sich auf den
prozentualen Anteil des iNOS-Inhibitors 1400W. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unterschiedlichen
Zellpraparationen mit einer Gesamtzahl von n= 7-9 Kardiomyozyten je Bedingung und dem zugehdrigen
Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

In Abbildung 17 ist die NO-Freisetzung bezogen auf die 1400W Gruppe in den ersten
60 Minuten dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der NO-
Freisetzung unter Inhibition mit 1400W mit 100 + 0,58% und der Stimulation mit
TGFpB; mit 106,83 + 1,19% sowie der Kombination von 1400W und TGFf; mit 105,65
+ 0,63%. Dies zeigt dass die iNOS nicht an der TGFp;-induzierten NO-Freisetzung
beteiligt ist, da sie nicht durch 1400W supprimierbar ist. Als verantwortliche NO-
Synthasen kommen somit nur noch die eNOS oder nNOS in Frage.

Im néchsten Schritt wurde der gleiche Versuchsaufbau wie bereits bei den NO-
Messungen mit den Inhibitoren ETU und 1400W gewihlt. Zur Inhibition der nNOS
wurde der spezifische Inhibitor TFA verwendet.
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Abbildung 18: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 60 Minuten nach Stimulation mit TGFB; und je nach Bedingung mit viertelstindiger
Vorinkubation mit dem nNOS-Inhibitor TFA (100uM). Die Darstellung bezieht sich auf den
prozentualen Anteil des nNOS-Inhibitors TFA. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3 unterschiedlichen
Zellpraparationen mit einer Gesamtzahl von n= 7-10 Kardiomyozyten je Bedingung und dem
zugehorigen Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

In Abbildung 18 ist die NO-Freisetzung bezogen auf die TFA Gruppe in den ersten 60
Minuten dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der NO-
Freisetzung unter Inhibition mit TFA mit 100 + 0,96% und der Stimulation mit TGFf3;
mit 106,37 £+ 1,46% sowie der Kombination von TFA und TGFf; mit 106,81 + 2,12%.
Dies zeigt, dass die nNOS nicht an der TGFf,-induzierten NO-Freisetzung beteiligt ist,
da sie nicht durch TFA supprimierbar ist. Somit wurden die iNOS und die nNOS als
verantwortliche Isoform ausgeschlossen und es riickt die eNOS in den Fokus. Da es
keinen spezifischen Inhibitor der eNOS gibt, musste die Fragestellung im
Ausschlussverfahren beantwortet werden.

Als néchster Schritt wurde mittels Immunfluoreszenz {iiberpriift, ob eine Stimulation
von Kardiomyozyten mit TGFf; eine Aktivititssteigerung der eNOS durch
Phosphorylierung an Serin 1177 bewirkt.
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Abbildung 19: Immunfluoreszenz: Quantitative Darstellung der eNOS-Phosphorylierung in
Kardiomyozyten nach 5 und 10 Minuten Stimulation mit unterschiedlicher TGFf-Konzentration ( 1
pg/L, 3 ug/L und 10 pg/L). Dargestellt ist der Mittelwert aus verschiedenen Anzahlen von Zellen n= 20-
25) und der Standardfehler. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle.
Oben: Reprisentative Zellen. Unten: Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

Mittels Immunfluoreszenz mit einem Primédrantikdrper gegen die phosphorylierte Form
der eNOS an Serin 1177 und einem Sekundirantikorper gegen das Fc-Fragment des
Erstantikdrpers wurde iiberpriift, ob eine Stimulation von Kardiomyozyten mit TGFf3;
eine Aktivtitssteigerung der eNOS bewirkt. Zur Beantwortung der Fragestellung, ob die
Kinetik  der  Aktivitétssteigerung  durch ~ Phosphorylierung  zeit-  und
konzentrationsabhédngig ist, wurden neben einer Kontrolle die Stimulation mit TGFp,
fiir fiinf und zehn Minuten durchgefiihrt und es wurden TGF;-Konzentrationen von
lug/L, 3pg/L und 10pg/L verwendet.

Abbildung 19 zeigt eine zeitabhingige und TGFp;-konzentrationsabhingige
Aktivititssteigerung der eNOS durch Phosphorylierung an Serin 1177. ImVergleich zur
Kontrolle mit 100 + 11,2% und der Gruppe, die fir 5 Minuten mit 1pug/L TGFp;,
stimuliert wurde, mit 116,09% +£8.36%, zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Bei
den Gruppen, die ebenfalls fiir 5 Minuten stimuliert wurden, jedoch mit 3ug/L TGFf;
mit 250 + 11,46% und mit 10pg/L TGFB; mit 442,31 + 13,22% zeigt sich ein
signifikanter Unterschied. Die Aktivitétssteigerung der eNOS ist von der TGFp;-
Konzentration abhéngig. Die Dauer der TGFf,-Stimulation wirkt sich ebenfalls auf die
Aktivitdtssteigerung der eNOS aus. Bei den Gruppen die fiir 10 Minuten stimuliert
wurden mit 1pg/L TGFB; mit 223,31 + 20,39% und mit 3pg/L TGFBimit 320,3 +
9,17% zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied.

Dies unterstreicht den zeit- und konzentrationsabhingigen Charakter der TGFp,-
induzierten Aktivitatssteigerung der eNOS.

Nachdem die verantwortliche NO-Synthase identifiziert ist, gilt es nun auf TGFf,-
Rezeptorebene den Signalweg genauer zu analysieren und nach der eNOS
phosphorylierenden Kinasen zu suchen.
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5.4. Rezeptorabhéngiger Signalweg

TGFp; kann seine intrazelluldire Wirkung sowohl iiber SMAD-Proteine (Heger et al.,
2009), als auch iiber sogenannte non-SMAD-Pathways (Derynck et al., 2003 ; Zhang,
2009) vermitteln. Beim SMAD-Pathway fiihrt die Bindung von TGFf; an den Rezeptor
zu einer Phosphorylierung des Typ I-Rezeptors (ALKS) durch die konstitutiv aktive
Rezeptor Typ II-Kinase. Der aktivierte TGFp-Rezeptor-Subtyp I (ALKS) phosphoryliert
SMAD?2 und SMAD?3. Durch Phosphorylierung dieser SMAD-Proteine kommt es zu
einer Translokation des Komplexes bestehend aus P-SMAD2/3 und SMAD4 in den
Kern. Hier wirkt der Komplex als Transkriptionsfaktor genregulatorisch und aktiviert
apoptotische Zielgene.

Als Inhibitor des TGFB-Rezeptor-Subtyps 1 wurde der ALKS5-Rezeporantangonist SB
431542 gewihlt. Es soll untersucht werden, ob der TGFp-Rezeptor-Subtyp I (ALKS) an
der TGFp-induzierten NO-Freisetzung und der Apoptose beteiligt ist.

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit des ALKS5-Rezeptorantagonisten SB 431542 wurden
zunichst Western Blots durchgefiihrt, die die Phosphorylierung von SMAD2 und seine
Hemmung durch SB431542 zeigen sollten.
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Abbildung 20: Relative P-SMAD2-Expression nach 2-stiindiger Stimulation mit TGFf; (1pug/L) und je
nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem ALKS5-Rezeptor-Inhibitor SB431542 (1uM) in
Kardiomyozyten. Immunoblot aus 80 pg Gesamtprotein normiert auf SMAD2. Oben: Reprisentative
Darstellung eines Blots. Unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt ist der Mittelwert aus 5
unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehdrige Standardfehler. Die Darstellung bezieht sich auf
den prozentualen Anteil der Kontrolle. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind
mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05).
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Abbildung 20 zeigt iiber dem Diagramm einen reprisentativen Western Blot mit den
Zielproteinen SMAD2 und P-SMAD?2. Mittels Quotientenbildung kann die relative P-
SMAD?2 Expression dargestellt werden. In Abbildung 22 sieht man einen signifikanten
Unterschied zwischen der TGFf;-Grupppe mit einer relativen P-SMAD2-Expression
von 227,77 + 42,9 % und den drei Gruppen bestehend aus der Kontrolle mit 100 +
10,24%, der SB431542-Gruppe mit 80,27 + 17,29% und der Gruppe mit der
Kombination aus SB431542 und TGFB; mit 88,08 + 12,83%. Somit ist die TGFp,-
induzierte Phosphorylierung von SMAD2 ALKS5-Rezeptor-vermittelt, denn der
Inhibitor SB431542 blockiert den SMAD-Pathway.

Um sicherzustellen, dass nur die Phosphorylierung von SMAD2 zu P-SMAD2 TGF,-
vermittelt ist, wurde die relative SMAD2-Expression berechnet, indem man sie durch
Quotientenbildung mit einem stabil exprimierten Protein wie Vinculin vergleicht.
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Abbildung 21: Relative SMAD 2-Expression nach 2-stiindiger Stimulation mit TGFf; (1pg/L) und je
nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem ALKS-Rezeptor—Inhibitor SB431542 (1uM) in
Kardiomyozyten. Immunoblot aus 80 pg Gesamtprotein normiert auf Vinculin. Oben: Reprisentative
Darstellung eines Blots. Unten: Quantitative Auswertung. Dargestellt ist der Mittelwert aus 5
unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Die Darstellung bezieht sich auf
den prozentualen Anteil der Kontrolle. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind
mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet ( p < 0,05).

Abbildung 21 zeigt liber dem Diagramm einen reprasentativen Western Blot mit den
Zielproteinen SMAD?2 und Vinculin. Mittels Quotientenbildung kann somit die relative
SMAD2-Expression berechnet werden. Im Diagramm in Abbildung 23 besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Gruppen, bestehend aus der
Kontrolle mit 100 = 35,82%, der TGFB; Gruppe mit 99,65 + 31,81%, der SB431542-
Gruppe mit 71,45 + 11,74% und der Gruppe mit der Kombination aus SB431542 und
TGFB; mit 133,52 + 54,78%. Somit ist die Expression von SMAD2 nicht ALKS-
Rezeptor-abhingig, sondern nur die Phosphorylierung von SMAD2 zu P-SMAD?2.
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Um zu iiberpriifen, ob die TGFp;-induzierte Apoptose ALKS5-Rezeptor-abhingig ist,
wurden Apoptosenachweise angewendet. Der Caspase 3/7 Assay stellt einen frithen
Apoptosenachweis dar, der HOE-Assay einen spiten Apoptosenachweis.
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Abbildung 22: Darstellung der Caspase 3/7 Aktivitdt nach sechsstlindiger Stimulation mit TGFf; (1pg/L)
und je Bedingung 15 Minuten Vorinkubation mit dem ALKS-Rezeptor-Inhibitor SB431542 (1 uM) in
Kardiomyozyten. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Die
Lumineszenz wurde mittels Photometer (Microplate reader Tecan infinite 200) gemessen. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p <0,05).

Zur Uberpriifung der Frage, ob die TGFp;-induzierte Apoptose ALKS5 vermittelt ist,
wurden Kardiomyozyten je nach Bedingung stimuliert und ein Caspase 3/7-Assay
durchgefiihrt.

In Abbildung 22 ist ein signifikanter Unterschied zwischen der Caspase 3/7-Aktivitit
der TGFp;-Gruppe mit 212,54 + 28,6% und den anderen 3 Gruppen, bestehend aus der
Kontrolle mit 100 £ 23,93%, der SB431542-Gruppe mit 110,48 + 26,3% und der
Gruppe mit der Kombination aus SB431542 und TGFp; mit 72,24 + 2,06%, dargestellt.
Es kann somit gezeigt werden, dass die TGFf;-induzierte Apoptose ALKS5-Rezeptor
vermittelt ist.

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse wurde der HOE-Assay als zweiter
Apoptosenachweis gewihlt.
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Abbildung 23: Chromatinkondensation: Anteil apoptotischer adulter Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
TGFp;-Stimulation (1pg/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem ALKS-
Rezeptor-Inhibitor SB431542 ( 1 uM). Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der
Kontrolle. Die Auszdhlung und Differenzierung erfolgte mittels HOECHST / Propidiumiodid Féarbung.
Dargestellt ist der Mittelwert aus 10 unterschiedlichen Zellpridparationen und der zugehdorige
Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05).

Im Caspase 3/7-Assay konnte bereits gezeigt werden, dass die TGFf;-induzierte
Apoptose ALKS-Rezeptor vermittelt ist. Jetzt wurden die Kardiomyozyten je nach
Bedingung stimuliert und im HOE-Assay die Apoptoserate bestimmt. Die apoptotischen
Zellen wurden prozentual auf die Kontrolle bezogen. Abbildung 23 zeigt einen
signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle mit 100 + 4,31% und der TGFf;-
Gruppe mit 146,06 + 3,99%. Sowohl die Gruppe, die nur mit SB431542 stimuliert
wurde mit 111,2 + 3,85%, als auch die Gruppe mit der Kombination aus SB431542 und
TGFB; mit 115,77 + 4,65%, unterscheiden sich signifikant von der TGFf;-Gruppe. Die
Gruppe mit der Kombination aus TGF; und ALKS Inhibitor unterscheidet sich jedoch
auch signifikant von der Kontrolle. Es zeigt sich, dass die TGFf;-induzierte Apoptose
ALKS5-Rezeptor-vermittelt ist. Wenngleich der Inhibitor die Apoptoserate bei
Stimulation mit TGFf; nicht auf Kontrollniveau reduzieren kann.

Mit dem zweiten Apoptosenachweisverfahren konnte somit bestétigt werden, dass die
TGEFp;-induzierte Apoptose ALKS5-Rezeptor vermittelt ist.

Um zu iiberpriifen, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen dem ALKS5-Rezeptor und
der NO-Freisetzung unter TGFf;-Stimulation besteht, wurde die NO-Freisetzung erneut
im DAF-Assay unter der Verwendung des ALK5-Rezeptor-Inhibitors gemessen.
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Abbildung 24: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 60 Minuten nach Stimulation mit TGFB; und je nach Bedingung mit viertelstindiger
Vorinkubation mit dem ALKS-Rezeptor-Inhibitor SB431542 (1uM). Die Darstellung bezieht sich auf
den prozentualen Anteil des ALKS5-Rezeptor-Inhibitors SB431542. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3
unterschiedlichen Zellpréparationen mit einer Gesamtzahl von n= 8-10 Kardiomyozyten je Bedingung
und dem zugehorigen Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

In Abbildung 24 ist die NO-Freisetzung bezogen auf die SB431542-Gruppe in den
ersten 30 Minuten dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
NO-Freisetzung unter Stimulation mit TGFB; mit 117,44 + 4,36% und den beiden
Gruppen, bestehend aus der SB431542-Gruppe mit 100 + 3,41%, sowie der Gruppe mit
der Kombination aus SB 431542 und TGFf; mit 95,07 + 2,47%. Die TGFp;-induzierte
NO-Freisetzung ist somit ALKS5-Rezeptor-vermittelt, da sie mit SB431542
supprimierbar ist.

5.5. Verbindung zwischen Rezeptor und NO-Synthase

Nachdem bereits die eNOS als verantwortliche NO-Synthase-Isoform und deren
Aktivierungsform geklirt werde konnte und auch eine Beteiligung des ALKS5-Rezeptors
in diesem TGF;-vermittelten Signalweg nachgewiesen werden konnte, gilt es nun die
fiir die TGFp;-induzierte Phosphorylierung der eNOS an Serin 1077 verantwortliche
Kinase zu finden. Eine mdgliche Kinase stellt die PI3-Kinase dar (Mount, 2006).

Um zu tiberpriifen, ob die PI3-Kinase in den Signalweg der TGFf;-induzierten
Apoptose involviert ist, wurden Ly294002 und Wortmannin als Inhibitoren der PI3-
Kinase verwendet.

Im Folgenden wurden zunichst die beiden Apoptosenachweisverfahren Caspase 3/7-
Assay und HOE-Assay durchgefiihrt.
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Abbildung 25: Darstellung der Caspase 3/7-Aktivitdt nach sechsstiindiger Stimulation mit TGFp; (1pg/L)
und je nach Bedingung 15 Minuten Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 ( 10 uM) in
Kardiomyozyten. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Die
Lumineszenz wurde mittels Photometer (Microplate reader Tecan infinite 200) gemessen. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 11 unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p <0,05).

In Abbildung 25 ist ein signifikanter Unterschied zwischen der Caspase 3/7-Aktivitit
der TGFp;-Gruppe mit 298, + 59,43% und den anderen 3 Gruppen bestehend aus der
Kontrolle mit 100 £ 25,86%, der Ly294002-Gruppe mit 142,27 £+ 36,96% und der
Gruppe mit der Kombination aus Ly294002 und TGFB; mit 137,61 + 31,84%
dargestellt. Im friihen Apoptosenachweisverfahren kann somit gezeigt werden, dass die
PI3-Kinase an der TGFf;-induzierten Apoptose beteiligt ist und dass Ly294002 zu einer
Hemmung der TGFp;-induzierten Apoptose fiihrt.

Mit dem HOE-Assay als spédtes Apoptosenachweisverfahren sollen nun die Ergebnisse
aus dem Caspase 3/7-Assay bestétigt werden.
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Abbildung 26: Chromatinkondensation: Anteil apoptotischer adulter Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
TGFp, Stimulation (1pg/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-
Inhibitor Ly 294002(10 uM). Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Die
Auszéhlung und Differenzierung erfolgte mittels HOECHST / Propidiumiodid Féarbung. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 10 unterschiedlichen Zellpriparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p <0,05).

Zur Inhibition der PI3-Kinase wurde erneut der Inhibitor Ly294002 verwendet. Die
apoptotischen Zellen wurden prozentual auf die Kontrolle bezogen. Abbildung 26 zeigt
einen signifikanten Unterschied zwischen der TGFp;-Gruppe mit 144,78 + 6,35% und
den drei anderen Gruppen, bestehend aus der Kontrolle mit 100 + 4,63 %, der
Ly294002-Gruppe mit 99,57 £ 6,06% und der Gruppe mit der Kombination aus
Ly294002 und TGFB; mit 116,52 + 5,53%. Die Ergebnisse bestdtigen, dass die PI3-
Kinase in der Signalkaskade der TGF;-induzierten Apoptose eine Rolle spielt und dass
Ly294002 die TGFp;-induzierte Apoptose hemmt.

Zur zusitzlichen Uberpriifung der Ergebnisse wurde der HOE-Assay mit Wortmannin
wiederholt. Wortmannin ist ebenfalls ein PI3-Kinase-Inhibitor.
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Abbildung 27: Chromatinkondensation: Anteil apoptotischer adulter Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
TGFp, Stimulation (1pg/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-
Inhibitor Wortmannin (100 nM). Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle.
Die Auszdhlung und Differenzierung erfolgte mittels HOECHST / Propidiumiodid-Farbung. Dargestellt
ist der Mittelwert aus 12 unterschiedlichen Zellprdparationen und der zugehdrige Standardfehler.
Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben
gekennzeichnet (p < 0,05).

Abbildung 27 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der TGFp;-Gruppe mit
145,39 + 6,04% und der Kontrolle mit 100 + 4,63% und der Wortmanin-Gruppe mit
104,8 + 3,91%. Signifikant zu allen bereits erwéhnten Gruppen unterscheidet sich die
Kombination aus Wortmannin und TGFf; mit 120,60 + 4,99%.

Somit kann bestétigt werden, dass die PI3-Kinase an der Signalkaskade der TGF;-
induzierten Apoptose beteiligt ist, denn Wortmannin fiihrt ebenfalls zu einer Hemmung
der TGFp,-induzierten Apoptose.

Im ndchsten Schritt wurde tiberpriift, ob die NO-Freisetzung unter TGFf,-Stimulation

durch Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 supprimierbar ist und die PI3-Kinase
moglicherweise an der Aktivierung der eNOS beteiligt ist.
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Abbildung 28: Quantitative Darstellung der NO-Freisetzung in adulten vitalen Kardiomyozten in den
ersten 60 Minuten nach Stimulation mit TGFB; und je nach Bedingung mit viertelstiindiger
Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM). Die Darstellung bezieht sich auf den
prozentualen Anteil des PI3-Kinase-Inhibitors Ly294002. Dargestellt ist der Mittelwert aus 3
unterschiedlichen Zellprdparationen mit einer Gesamtzahl von n= 10-15 Kardiomyozyten je Bedingung
und dem zugehorigen Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05).

In Abbildung 28 ist die NO-Freisetzung bezogen auf die Ly294002-Gruppe in den
ersten 60 Minuten dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
NO-Freisetzung unter Stimulation mit Ly294002 mit 100 £ 1,66% und den beiden
Gruppen bestehend aus der TGFf;-Gruppe mit 106,65 + 2,02% sowie der Gruppe mit
der Kombination aus Ly294002 und TGFp; mit 108,04 + 0,28%. An der TGFp;-
induzierten NO-Freisetzung ist die PI3-Kinase somit nicht beteiligt, wenngleich sie im
ALKS5-rezeptorabhéngigen Signalweg der TGFp;-induzierten Apoptose involviert ist.

Da die PI3-Kinase interessanterweise eine Rolle bei der TGFp,;-induzierten Apoptose
spielt, die iiber die Transkriptionsfaktoren SMAD und AP1 vermittelt wird, gilt es im
ndchsten  Schritt  die  Bindungsaktivitit =~ von  den  TGFp;-abhdngigen
Transkriptionsfaktoren AP-1 und SMAD unter Stimulation mit TGFf; unter Inhibition
der PI3-Kinase mit Ly294002 zu iiberpriifen.
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5.6. Bindungsaktivitat

Im néchsten Schritt wurde die Bindungsaktivitit von den TGFf;-abhéngigen
Transkriptionsfaktoren APl und SMAD unter Stimulation mit TGFB; und unter
Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 untersucht.

Unspezifische Shift-Banden

Spezifische Shift-Banden

Unspezifische Shift-Banden

Freie Probe

Abbildung 29: Reprisentative Darstellung der API1-Bindungsaktivitit eines Versuchstages mit einer
Negativkontrolle (NK), einer Kontrolle (Kt), einer Stimulation mit TGFp;, einer Inhibition mit Ly
294002 und der Kombination aus Ly294002 und TGFp,.

Abbildung 29 zeigt ein représentatives Gel, an dem die AP1-Bindungsaktivitdt mit einer
Negativkontrolle, einer Kontrolle, der Stimulation mit TGFp,;, der Inhibition der PI3
Kinase mit Ly294002 und der Kombination aus Ly294002 und TGFf; untersucht
wurde.

Es ist in Abbildung 29 zu sehen, dass die Bindungsaktivitét unter TGFf; zunimmt, denn
es zeigt sich die stirkste spezifische Shift-Bande unter TGF[3;-Stimulation.
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Abbildung 30: Darstellung der AP1-Bindungsaktivitdt nach 2-stiindiger TGFp;-Stimulation (1pg/L) und
je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM) in
Kardiomyozyten. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 4 unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p<0,05).

In Abbildung 30 ist die AP1-Bindungsaktivitdt nach 2-stiindiger TGFp,;-Stimulation
dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der API-
Bindungsaktivitdt unter Stimulation mit TGFB; mit 270,24 + 42,4% und den drei
anderen Gruppen, bestehend aus der Kontrolle mit 100 £ 30,69%, der Ly294002-
Gruppe mit 117,56 + 27,49% und der Kombination aus Ly294002 und TGFf; mit
118,82 £37,46%. Eine Stimulation mit TGFp, erhoht somit die AP1-Bindungsaktivitit.
Die Inhibition der PI3-Kinase durch Ly294002 vermag die AP1-Bindungsaktivitit, die
durch TGF,; erhoht wird, auf Kontrollniveau zu senken.

Die PI3-Kinase ist somit wichtig fiir die Aktivierung von AP1 unter TGFp;.

Im nidchsten Schritt wird die ebenfalls TGFf;-abhidngige SMAD-Bindungsaktivitit
untersucht.
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Abbildung 31: Représentative Darstellung der SMAD-Bindungsaktivitét eines Versuchstages mit einer
Negativkontrolle (NK), einer Kontrolle (Kt), einer Stimulation mit TGF,, einer Stimulation mit Ly
294002 und der Kombination aus Ly294002 und TGF,.

Abbildung 31 zeigt ein reprisentatives Gel, an dem die SMAD-Bindungsaktivitit mit
einer Negativkontrolle, einer Kontrolle, der Stimulation mit TGFp;, der Inhibition der
PI3-Kinase mit Ly294002 und der Kombination aus Ly294002 und TGFf; untersucht
wurde.

Es ist in Abbildung 31 zu sehen, dass die Bindungsaktivitéit unter TGFf; zunimmt, denn
dort zeigt sich die stirkste spezifische Shift-Bande unter TGFf,-Stimulation.
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Abbildung 32: Darstellung der SMAD-Bindungsaktivitdt nach 2-stiindiger TGFf;-Stimulation (1pg/L)
und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM) in
Kardiomyozyten. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist
der Mittelwert aus 4 unterschiedlichen Zellpraparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen,
die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet
(p<0,05).

In Abbildung 32 ist die SMAD-Bindungsaktivitdt nach 2-stiindiger TGFp,;-Stimulation
dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der SMAD-
Bindungsaktivitdt unter Stimulation mit TGFB; mit 257,27 + 17,23% und den drei
anderen Gruppen, bestehend aus der Kontrolle mit 100 + 6,60%, der Ly294002-Gruppe
mit 104,87 + 14,00% und der Kombination aus Ly294002 und TGFfB; mit 88,75 +
10,22%. Eine Stimulation mit TGFpB; erhoht somit die SMAD-Bindungsaktivitit. Die
Inhibition der PI3-Kinase durch Ly294002 vermag die SMAD-Bindungsaktivitit, die
durch TGF,; erhoht wird, auf Kontrollniveau zu senken

Die PI3-Kinase ist somit wichtig fiir die Aktivierung von SMAD unter TGFf;.

Somit konnte gezeigt werden, dass die TGEFp,-abhingige Steigerung der
Bindungsaktivitdt der Transkriptionsfaktoren AP-1 und SMAD durch Inhibition der
PI3-Kinase mit Ly294002 gesenkt werden kann.

Die PI3-Kinase ist somit Bestandteil des TGF[3;-Pathways.

Im néchsten Schritt wird die Rolle der PI3-Kinase im Rahmen der TGFf;-induzierten
Apoptose weiter untersucht. Ziel ist es, die Aktivitdt von TGFp;-abhingigen Genen
unter Stimulation mit TGFB; und unter Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 zu
untersuchen, um die Rolle der PI3-Kinase besser zu charakterisieren.
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5.7. PCR

Es gibt eine Vielzahl an TGFp;-abhdngigen Genen. Hierzu gehdren SMAD7, DAPK,
SHIP und Tiegl. Im néchsten Schritt wird die Aktivitdt von TGFf;-abhéngigen Genen
unter Stimulation mit TGFB; und unter Inhibiton der PI3-Kinase mit Ly294002
untersucht.
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Abbildung 33: Quantitative real-time RT-PCR. Relative SMAD7-mRNA-Expression in Kardiomyozyten
nach 24-stiindiger TGFf; Stimulation (1pg/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit
dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM). Die real-time RT-PCR Ergebnisse sind normiert auf 18S
rRNA. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist der
Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpréparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen, die
sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p <
0,05).

In Abbildung 33 ist die SMAD7-mRNA-Expression dargestellt. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der SMAD7-mRNA-Expression unter Stimulation
mit TGFB; mit 451,16 = 109,44% und den beiden Gruppen, bestehend aus der Kontrolle
mit 100 £+ 20,15% und der Ly294002-Gruppe mit 143,97 + 36,57%. Die Kombination
aus Ly294002 und TGFB; mit 303,62 + 42,33% unterscheidet sich nicht signifikant,
weder von der TGF,-Gruppe, noch von der Kontrolle und der Ly294002-Gruppe.

Es konnte somit gezeigt werden, dass TGFp; eine signifikante Erh6hung der SMAD7-
RNA-Expression bewirkt. Eine Inhibition der PI3-Kinase unter TGFf,;-Stimulation
bewirkt eine Reduktion der SMAD7 mRNA-Expression, jedoch nicht auf
Kontrollniveau.
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Abbildung 34: CQuantitative real-time RT-PCR. Relative DAP-Kinase-mRNA-Expression in
Kardiomyozyten nach 24-stiindiger TGFp;-Stimulation (1ug/L) und je nach Bedingung halbstiindiger
Vorinkubation mit dem PI3- Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM). Die real-time RT-PCR Ergebnisse sind
normiert auf 18S rRNA. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle.
Dargestellt ist der Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpriaparationen und der zugehorige
Standardfehler. Gruppen, die sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet (p < 0,05).

In Abbildung 34 ist die DAPK mRNA-Expression dargestellt. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der DAPK-mRNA-Expression unter Stimulation mit
TGFB; mit 224,35 + 43,30% und den anderen drei Gruppen, bestehend aus der
Kontrolle mit 100 + 29,22% und der Ly294002 Gruppe mit 141,53 + 36,07% und der
Kombination aus Ly294002 und TGFf; mit 110,27 £+ 15,16%.

Unter dem verwendeten Stichprobenumfang von n=7, stellte sich noch kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ein. Ein Trend ist bei einer DAPK
mRNA-Expression von 224,35% unter TGFf;-Stimualtion ersichtlich. Es konnte jedoch
mit dem gewihlten Stichprobenumfang keine TGFf;-abhingige DAPK-mRNA-
Expression nachgewiesen werden. Die Inhibition der PI3-Kinase durch Ly294002
wirkte sich ebenfalls nicht siginifikant auf die DAPK-mRNA-Expression aus.
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Abbildung 35: Quantitative real-time RT-PCR. Relative SHIP-mRNA-Expression in Kardiomyozyten
nach 24-stiindiger TGFf;-Stimulation (1pug/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit
dem PI3-Kinase-Inhibitor Ly294002 (10uM). Die real-time RT-PCR Ergebnisse sind normiert auf 18S
rRNA. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist der
Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpréparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen, die
sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p <
0,05).

In Abbildung 35 ist die SHIP-mRNA-Expression dargestellt. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der SHIP-mRNA-Expression unter Stimulation mit
TGFB; mit 497,00 £ 135,27% und den anderen drei Gruppen, bestehend aus der
Kontrolle mit 100 + 17,69% und der Ly294002 Gruppe mit 198,98 + 65,67% und der
Kombination aus Ly294002 und TGFf; mit 119,01 £ 26,96%.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die TGFp,-abhingige SHIP-mRNA-Expression
durch Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 auf Kontrollniveau gesenkt werden kann
und die PI3-Kinase bei der Erhohung der SHIP-mRNA-Expression eine Rolle spielt.
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Abbildung 36: Quantitative real-time RT-PCR. Relative Tiegl-mRNA-Expression in Kardiomyozyten
nach 24-stiindiger TGFp;-Stimulation (1pug/L) und je nach Bedingung halbstiindiger Vorinkubation mit
dem PI3-Kinase- Inhibitor Ly294002 (10uM). Die real-time RT-PCR Ergebnisse sind normiert auf 18S
rRNA. Die Darstellung bezieht sich auf den prozentualen Anteil der Kontrolle. Dargestellt ist der
Mittelwert aus 7 unterschiedlichen Zellpréparationen und der zugehorige Standardfehler. Gruppen, die
sich nach ANOVA signifikant unterscheiden, sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet (p <
0,05).

In Abbildung 36 ist die Tiegl-mRNA-Expression dargestellt. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Tiegl-mRNA-Expression unter Stimulation mit
TGFB; mit 271,40 = 68,21% und den anderen drei Gruppen, bestehend aus der
Kontrolle mit 100 £ 19,87% und der Ly294002 Gruppe mit 93,34 £+ 30,44% und der
Kombination aus Ly294002 und TGFf; mit 99,00 + 18,03%.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die TGFf;-abhidngige Tiegl-mRNA-Expression
durch Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 auf Kontrollniveau gesenkt werden kann
und die PI3-Kinase bei der Erhohung der Tiegl-mRNA-Expression eine Rolle spielt.

Es konnte nachgewiesen werden, dass TGFf;-Target-Gene P13-Kinase-abhingig sind.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein Zellkultur-Modell mit isolierten ventrikuldren
Kardiomyozyten adulter Wistar Ratten verwendet.

Es konnte NO als Bestandteil des Signalweges der TGFp;-induzierten und TGFp;-
Rezeptor-Typ I (ALKS)-vermittelten Apoptose in adulten Kardiomyozyten der Ratte
nachgewiesen werden. Die eNOS konnte mittels indirekter Nachweisverfahren als
verantwortliche NO-Synthase identifiziert werden.

Dariiber hinaus konnte bestétigt werden, dass TGFB; ALKS-vermittelt SMAD2
phosphoryliert und Apoptose induziert

Zusitzlich konnte die PI3-Kinase als Aktivator der eNOS ausgeschlossen werden. Die
Rolle der PI3-Kinase wurde genauer charakterisiert und es konnte nachgewiesen
werden, dass die PI3-Kinase TGFp,;-abhéngig Apoptose vermittelt, TGF;-abhéngige
Gene aktiviert und die Bindungsaktivitdt von SMAD und AP1 erhoht.

6.1. Rolle des ALK5-Rezeptors

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGFf, iiber die Aktivierung des ALKS-
Rezeptors zu Aktivierung von SMADs und zur Freisetzung von NO fiihrt. Beide
Signalmolekiile sind letztendlich fiir die TGFf;-induzierte Apoptose notwendig.

Die klassische TGFp-Signalkaskade fiihrt initial zu einer Bildung eines
heterotetrameren Rezeptor-Komplexes aus spezifischen Rezeptor Typ I- und Typ II-
Serin/Threonin-Kinasen (Shi & Massague, 2003; Euler-Taimor & Heger, 2006). Typ II-
Rezeptoren sind Kinasen, die Typ I-Rezeptoren phosphorylieren. Typ I-Rezetporen
(ALKs) vermittelen intrazellulir spezifische Signalwege. Der aktivierte
Rezeptorkomplex phosphoryliert R-SMADs. Die phosphorylierten R-SMADs bilden
mit SMAD4 einen Komplex, der nach Translokation in den Nukleus als
Transkriptionsfaktor wirkt. (Massague, 2000; Moustakas et al., 2001).

Durch Einsatz von Inhibitoren kann der TGFB-Signalweg gehemmt werden. Zum
Nachweis der ALKS-vermittelten TGFp;-induzierten Apoptose wurde der ALKS-
Rezeptor-Inhibitor SB431542 verwendet. Der Inhibitor SB431542 ist ein selektiver
Inhibitor der Typ I-Rezeptoren ALK4, ALKS und ALK7 (DaCosta Byfield et al, 2003).
Die Typ I-Rezeptoren ALKI1, ALK2, ALK3 und ALK6 hingegen werden durch
SB431542 nicht gehemmt. Der aktivierte ALKS5-Rezeptor ist spezifisch fiir den
SMAD2/3-Signalweg (Yi et al., 2005). Dies konnte zuerst in Endothelzellen gezeigt
werden (Goumans et al., 2002).

SMAD2 und SMAD3 werden durch die aktivierten Typ I-Rezeptoren ALK4, ALKS
und ALK?7 phosphoryliert (Heldin et al., 1997; Watanabe et al., 1999). ALKS ist
spezifisch fiir TGFP. Dies konnte durch die TGFp;-induzierte und ALKS5-Rezeptor
vermittete Phosphorylierung von SMAD2 bestétigt werden. Die Typ I-Rezeptoren
ALK1, ALK2, ALK3, und ALK6 phosphorylieren hingegen SMAD1, SMADS5 und
SMADS (Heldin et al., 1997). SB431542 ist bei adulten Kardiomyozyten ein selektiver
Inhibitor des ALK5-Rezeptors, da ALK4 und ALK7 nicht exprimiert werden.

Es konnte durch Apoptose-Assays wie dem Caspase 3/7-Assay und dem HOE-Assay
bestitigt werden, dass die TGFp;-induzierte Apoptose bei adulten Kardiomyozyten
ALKS5-Rezeptor vermittelt ist. Eine ALKS5-Rezeptor vermittelte Apoptose unter TGFf-
Stimulation konnte bereits bei HOC2 Kardiomyoblasten gezeigt werden (Yang et al.,
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2009). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass bei Kardiomyozyten eine Stimulation mit
TGFp; unter Verwendung von SMAD Decoy-Oligonukleotiden zu einer Inhibition der
Apopotse fiihrt (Schneiders et al., 2005).

Mit den hier durchgefiihrten Versuchen konnte der in der Literatur beschriebene TGFf;-
abhéngige SMAD-Signalweg bestitigt werden (Shi und Massague, 2003; Euler-Taimor
und Heger, 2006).

Zusitzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TGFf; eine NO-Freisetzung in
adulten Kardiomyozyten der Ratte induziert und dass diese NO-Freisetzung ALKS-
Rezeptor abhingig ist.

Es ist bekannt, dass sowohl TGFp;, als auch NO zu einer Verschlechterung der
kontraktilen Funktion und zu Apoptose fithren (Euler-Taimor & Heger, 2006;
Schneiders et al., 2005). TGFB und NO stellen Schliisselmolekiile beim Ubergang einer
kompensierten Hypertrophie zur Herzinsuffizienz dar, die mit Apoptose von
Kardiomyozyten verbunden ist. TGFp und NO sind in der Regulation des kardialen
Remodeling beteiligt (Wollert & Drexler, 2002). Eine vermehrte NO-Freisetzung nach
TGFB-Stimulation konnte bereits in Endothelzellen aus menschlichen Nabelvenen und
in der Niere nachgewiesen werden (Turkstra et al., 1998; Vasquez et al., 2007). In
Endothelzellen der menschlichen Nabelvene fiihren hohe extrazelluldre D-Glucose
Konzentrationen zu einer vermehrten Freisetzung von TGFf,; und einer TGFf;-Rezeptor
Typ-I und Typ-II abhingigen Phosphorylierung von SMAD2 (Vasquez et al., 2007).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass hohe D-Glucose Konzentrationen zu einer
Erhohung des L-Arginin Transportes und zu einer Erhohung der eNOS-Expression
filhren (Vasquez et al., 2007). Dies zeigt, dass eine TGFp;-Induktion nicht nur in
Kardiomyozyten zu einer vermehrten NO-Freisetzung fiihrt, sondern auch in
Endothelzellen. Bei Endothelzellen wird die vermehrte NO-Freisetzung jedoch durch
eNOS-Expression und Phosphorylierung (Walshe et al., 2013) generiert und bei
Kardiomyozyten lediglich durch Aktivierung im Sinne einer Phosphorylierung.

Die TGFp-induzierte Apoptose ist ALKS-Rezeptor vermittelt und fiihrt zu einer
Aktivierung des SMAD-Signalweges mit Phosphorylierung von SMAD2 und zu einer
vermehrten NO-Freisetzung. Der ALKS-Rezeptor und die NO-Freisetzung spielen
somit eine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion der TGFp;-induzierten
Apoptose.

6.2. Charakterisierung der NO-Synthase und Aktivierungsform

In Kardiomyozyten werden alle drei Isoformen der NO-Synthase exprimiert. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die eNOS fiir die TGFp;-induzierte und ALKS-
vermittelte NO-Freisetzung verantwortlich ist. Die iNOS und die nNOS konnten mittels
spezifischer Inhibitoren ausgeschlossen werden. Per Ausschlussprinzip konnte somit die
eNOS als verantwortliche NO Synthase nachgewiesen werden. In Endothelzellen
konnte bereits eine TGFp;-induzierte eNOS-vermittelte NO-Freisetzung nachgewiesen
werden (Vasquez et al., 2007). Es stellt sich die Frage, ob die vermehrte NO-
Freisetzung der eNOS durch Expression oder durch Aktivierung, beispielsweise durch
Phosphorylierung, erreicht wird. In Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass die
vermehrte NO-Freisetzung auf eine vermehrte eNOS-Expression zuriickzufiihren ist
(Vasquez et al., 2007). Bei Kardiomyozyten konnte kein signifikanter Anstieg der
eNOS-Expression nach TGFf;-Stimulation gezeigt werden (Heger et al., 2011). In
Endothelzellen menschlicher Nabelvenen konnte neben der bereits erwédhnten
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vermehrten Expression auch eine vermehrte Phosphorylierung der eNOS nach TGFfs-
Stimulation mit vermehrter ~NO-Freisetzung nachgewiesen werden. Die
Phosphorylierung der eNOS konnte durch Inhibition von ALKS5 gehemmt werden
(Walshe et al., 2013). Dies zeigt zumindest bei Endothelzellen eine direkte Interaktion
zwischen ALKS und der eNOS.

Mittels Immunfluoreszenz konnte in dieser Arbeit an Kardiomyozyten gezeigt werden,
dass die Phosphorylierung der eNOS an Serin 1177 TGFf;-abhéngig ist. Es ist bekannt,
dass eine Phosphorylierung der eNOS an Serin 1177 zu einer Aktivierung fiihrt (Fulton
et al,, 2001). Der Unterschied zwischen Endothelzellen und Kardiomyozyten kann
darauf zuriickgefiihrt werden, dass es sich um unterschiedlich ausdifferenzierte
Zelltypen handelt.

Ob die TGFp,-induzierte Phosphorylierung der eNOS an Serin 1177 ALKS5-Rezeptor
vermittelt ist, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Dies wire eine weitere
Bestitigung der eNOS als verantwortliche NO-Synthase im Rahmen der TGEFp;-
induzierten NO-Freisetzung. Mittels Caspase 3/7-Assay konnte nachgewiesen werden,
dass die TGFp;-induzierte NO-Freisetzung zu Apoptose fiihrt.Die Ergebnisse stehen
zum Teil im Widerspruch zu anderen Verdffentlichungen, in denen die eNOS eine
protektive Rolle einnimmt. Aus diesem Grund wird die Rolle der eNOS am Herzen in
Kapitel 6.3. gesondert diskutiert.

6.3. Rolle der eNOS am Herzen

Die Rolle der eNOS am Herzen ist in der Literatur weitestgehend als protektiv
angegeben. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit und wird im
folgenden Abschnitt diskutiert.

Polymorphismen der eNOS wie der Glu298Asp Genotyp korrelieren mit einem
erhohten Risiko fiir eine koronare Herzkrankheit (Casas et al., 2004), fiir in-Stent-
Restenosen (Suzuki et al., 2002) und fiir Koronarspasmen (Chang et al., 2003). Der
786CC Genotyp hat ein neunfach erhohtes Risiko ein akutes Koronarsyndrom zu
entwickeln (Fatini et al., 2004). Dies zeigt die eNOS in diesem Zusammenhang in einer
protektiven Rolle. Aus den besagten Polymorphismen resultiert zwar ein
funktionsfahiges Enzym, dieses konnte aber bei verdnderter Transkription zu einer
Interferenz der normalen Enzymfunktion fiihren. Des Weitern sind Polymorphismen
nicht auf Kardiomyozyten beschrinkt. Sie haben Einfluss auf nicht kardiale Parameter.
Dies zeigt die eNOS in diesem Zusammenhang in einer protektiven Rolle. Herzen von
eNOS Doppel-Knockout (-/-) Miusen zeigen vier Wochen nach einem Myokardinfarkt
schlechtere hdmodynamische Parameter, eine verminderte Kapillardichte und eine
erhohte Mortalitdt im Vergleich zu Herzen von Wildtyp-Mé&usen (Scherer-Crosbie et al.,
2001).Auch hier hat die eNOS eine protektive Rolle.

Eine moderate kardiomyozytir beschrinkte eNOS-Uberexpression fiihrt im
Ruhezustand zu keiner Verdnderung der kardiomyozytiren Kontraktilitit und
Relaxation. Im Ruhezustand bleibt die Herzfrequenz ebenfalls unverdndert. Es zeigt
sich jedoch eine abgeschwichte inotrope und chronotrope Antwort auf B-adrenerge
Stimulation. Dies zeigt eine anti-adrenerge Rolle der eNOS in Kardiomyozyten
(Janssens et al., 2004).

Im Gegensatz dazu konnte in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte eine NO-
vermittelte Dehnungs-induzierte Apoptose nachgewiesen werden. Hypertonie und
ventrikuldre Druckerhohung sind Faktoren des kardialen Remodeling und der
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Herzinsuffizienz. Mechanische Dehnung der Kardiomyozyten induziert NO-vermittelt
Apoptose. Dehnungsvermittelt steigt intrazelluldr der Calcium-Spiegel an und aktiviert
initial die calciumabhéngige eNOS. Im Anschluss iibernimmt die iNOS die NO-
Freisetzung und induziert Apoptose (Liao et al., 2006). Dies geschieht durch eine NO-
abhéngige iNOS-Induktion (Liao et al., 2000).

Ob die eNOS letztendlich protektiv ist oder nicht, ldsst sich nicht pauschal sagen.
Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von NO und der vielfdltigen
Aktivierungsmoglichkeiten der eNOS ist es durchaus denkbar, dass NO als Produkt der
eNOS an unterschiedlichen Signalwegen beteiligt sein kann.

Es zeigt sich jedoch, dass sowohl die iNOS, als auch die eNOS fiir die kardiale
Homoostase von elementarer Bedeutung sind.

Des Weiteren sollte man bei den genannten Signalkaskaden zwischen akuten und
chronischen Geschehen unterscheiden. Viele der in der Literatur beschriebenen
protektiven Eigenschaften der eNOS beziehen sich auf einen Zeitraum von wenigen
Wochen nach einem Myokardinfarkt (Scherer-Crosbie et al., 2001). Bei der chronischen
dekompensierten Herzinsuffizienz haben bereits viele Kompensationsmechanismen bis
zur ihrer Erschopfung modulatorisch Einfluss genommen. Aus heutiger Sicht ist keine
endgiiltige Einordnung der Rolle der eNOS moglich. Bei akuten kardialen Infarkten ist
ihre protektive Rolle klar ersichtlich. Die eNOS nimmt eine wichtige Rolle fiir die
kardiale Homoostase ein. Dies wurde durch die beschriebenen Polymorphismen und
deren erhohte Mortalitét als Ausdruck der gestdrten Homoostase verdeutlicht. In dieser
Arbeit konnte bei adulten Kardiomyozyten gezeigt werden, dass TGFp; eine
Aktivierung der eNOS mit NO-Freisetzung und Apoptose-Induktion bewirkt. Diese
Erkenntnisse zeigen, dass die Protektivitdt der eNOS auch davon abhingt, ob die eNOS
an einer akuten oder chronischen Signalkaskade beteiligt ist, beziehungsweise ob ihr
kompensatorischer Effekt erschopft ist. TGF, induziert schlieBlich nicht nur eine NO-
Freisetzung sondern auch SMAD2/3. Die SMAD2/3 Induktion ist nicht protektiv und
fiihrt zur Apoptose.

6.4. Rolle der PI3-Kinase

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Apoptose-Assays wie den Caspase 3/7-Assay
und mittels HOE-Assay gezeigt werden, dass die PI3-Kinase an der TGFf;-induzierten
Apoptose beteiligt ist.

Die PI3-Kinase spielt primér in anti-apoptotischen Signalwegen eine Rolle. Die PI3-
Kinase ist an der Regulation von Wachstum, Zellmetabolismus und Mitose beteiligt
(Cantley, 2002; Katso et al., 2001; Vivanco & Sawyers, 2002).

Die PI3-Kinase ist jedoch auch bei apoptotischen Signalwegen involviert. So spielt sie
bei der TGFp-Signaltransduktion eine Rolle (Yi et al., 2005). Die PI3-Kinase ist an
einem TGFp-induzierten Non-SMAD-Signalwege beteiligt In Epithelzellen konnte eine
Interaktion und Aktivierung der PI3-Kinase durch den TGFB-Rezeptor Typ I gezeigt
werden (Yi et al., 2005). In menschlichen Lungenepithelzellen konnte nach Stimulation
mit TGFp; eine Aktivierung der PI3-Kinase/Akt Signalweges nachgewiesen werden
(Lin et al., 2007). Neben den Non-SMAD-Signalwegen kann die Proteinkinase Akt
ebenso direkt mit SMAD3 interagieren (Sanchez-Capelo, 2005). Die Proteinkinase Akt
kann Einfluss auf die Regulation der eNOS nehmen und die eNOS an den Aminoséuren
Ser-1177 und Ser-617 phosphorylieren und aktivieren (Mount at al., 2007).
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Trotz des beschriebenen FEinflusses der PI3-Kinase/Akt auf die NO-Freisetzung in
anderen Zelltypen konnte in dieser Arbeit kein Einfluss der PI3-Kinase auf die TGFp;-
induzierte NO-Freisetzung in Kardiomyozyten gezeigt werden. Eine Inhibition der PI3-
Kinase mittels Ly294002 hatte keinen Einfluss auf die NO-Freisetzung. Mount
berichtete im Jahre 2007 iiber eine Akt-vermittelte Phosphorylierung und Aktivierung
der eNOS an Serin 1177. In dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob eine Hemmung der
PI3-Kinase eine Hemmung der Phosphorylierung der eNOS an Serin 1177 bewirkt.
Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich da eine Inhibition der PI3-Kinase keinen
inhibitorischen Effekt auf die NO-Freisetzung hatte.

Interessanterweise kann der TGFp-induzierte non-SMAD-Signalweg iiber den PI3-
Kinase/Akt Signalweg SMAD-vermittelte Effekte in HEK293T Zellen antagonisieren
(Zhang, 2009). Eine Aktivierung der PI3-Kinase oder Akt schiitzt Zellen vor TGFj-
induzierter Apoptose. Akt kann mit SMAD?3 assoziieren und eine Phosphorylierung und
Translokation in den Nukleus verhindern (Zhang, 2009). Dies zeigt, dass die PI3-
Kinase/Akt als Non-SMAD-Signalweg in unterschiedlichen Zelltypen sowohl
antiapoptotisch als auch proapoptotoisch wirken kann.

Analog zur Rolle der eNOS gibt es auch bei der PI3-Kinase nach Literaturrecherche
widerspriichliche Ergebnisse im Vergleich zu den Ergebnissen aus dieser Arbeit.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PI3-Kinase an der TGFf;-induzierten
Apoptose beteiligt ist. AuBBerdem konnte gezeigt werden dass die PI3-Kinase an der
Expression TGFp;-abhédngiger Gene pro-apoptotisch beteiligt ist. Eines dieser TGFp;-
abhéngigen Gene ist TIEG1. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden dass die
PI3-Kinase an der Expression von TIEGI beteiligt ist. Es konnte bereits die
apoptotische Wirkung von TIEG1 in der Hep 3B Zelllinie nachgewiesen werden
(Ribeiro et al., 1999). In der Hep 3B Zelllinie erfolgte die Apoptose Induktion durch
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (Ribeiro et al., 1999).

Ebenso bewirkt die PI3-Kinase eine erhdhte Bindungsaktivitit der TGFp;-abhdngigen
Transkriptionsfaktoren AP1 und SMAD, welche fiir die Interaktion von pro-
apoptotischen Genen verantwortlich sein konnten.

Die Ursachen der pro-apoptoischen und zugleich anti-apoptotischen Funktion der PI3-
Kinase sind von multifaktorieller Natur. Zunédchst muss man zwischen den verwendeten
Zelltypen und Spezies unterscheiden. Unterschiedliche Zelltypen lassen sich nur
bedingt vergleichen. Des Weiteren sollte wie bei der eNOS bereits beschrieben
zwischen akuten und chronischen pathophysiologischen Prozessen unterschieden
werden.

Ebenfalls ist zu kldren, ob NO seine apoptotische Wirkung iiber die 16sliche
Guanylatcyclase mittels cGMP vermittelt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass nach
einer simulierten Ischdmie NO voriibergehend nicht in der Lage, ist die ldsliche
Guanylatcyclase zu aktivieren und mittels cGMP Apoptose zu induzieren (Taimor et al.,
1999). Ob bei adulten Kardiomyozyten unter TGFf;-Stimulation die NO-Freisetzung zu
einer Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase fiihrt, gilt es ebenfalls zu kldren. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass ODQ, ein Inhibitor der 16slichen Guanylatcyclase,
die TGFp,-induzierte Apoptose ventrikuldrer Kardiomyozyten inhibieren kann (Heger
et al.,, 2011). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition mit ODQ keinen
Einfluss auf die TGFp,-induzierte Phosphorylierung von SMAD2 hat (Heger et al.,
2011).
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6.5. Conclusio und Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es bei adulten ventrikuldren Kardioymozyten im
Rahmen der TGEFp;-induzierten Apoptose zu einer Aktivierung der eNOS durch
Phosphorylierung an Serin 1177 und zu einer ALKS-vermittelten NO-Freisetzung
kommt. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass TGFf; ALKS5-Rezeptor-vermittelt eine
Phosphorylierung von SMAD2 bewirkt. Die Rolle der PI3-Kinase in dieser Arbeit ist
als pro-apoptotisch zu betrachten. Die PI3-Kinase ist jedoch nicht an der Aktivierung
der eNOS oder an einer vermehrten NO-Freisetzung beteiligt. Die PI3-Kinase bewirkt
jedoch vermehrte Expression von TGEFf;-abhdngigen Genen und eine vermehrte
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren SMAD und AP1.

Wihrend des Ubergangs einer kompensierten kardialen Hypertrophie —zur
Herzinsuffizienz findet man im Herzen eine erhohte TGFp-Expression. Die hier
gewonnenen FErkenntnisse helfen bei der Erforschung der TGFp;-induzierten
Signalkaskaden. Gerade auf dem Gebiet der non-SMAD-Signalwege und den
widerspriichlichen Ergebnissen bei unterschiedlichen Zelltypen gibt es noch einiges zu
kldren. Ziel ist es ein moglichst detailliertes Wissen iiber die Signalkaskaden zu
bekommen, um auf lange Sicht therapeutisch intervenieren zu konnen. Die zum Teil
widerspriichlichen  Ergebnisse sind drauf zuriickzufiihren, dass zum Teil
unterschiedliche Spezies verwendet werden, unterschiedliche Zelltypen benutzt werden
und akute und chronische Erkrankungen untersucht werden.

Interessant wiére auch eine Differenzierung der gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich
linker und rechter Ventrikel. Die beiden Ventrikel unterliegen vollig unterschiedlichen
hdmodynamischen Bedingungen, die zu Unterschieden bei der TGFf;-induzierten
Apoptose zwischen linkem und rechtem Ventrikel fiihren kdnnten.

Offen bleibt die Frage, welche Kinase die eNOS an Serin 1177 phosphoryliert. Eine
PI3-Kinase vermittelte Phosphorylierung der eNOS an Serin 1177 via Akt (Mount et al.,
2007) konnte nicht bestitigt werden.

Diese Frage gilt es in nachfolgenden Arbeiten in Kardiomyozyten zu kléren.
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7. Zusammenfassung

Bei anhaltender Druckbelastung des Herzens kommt es zu einem Ubergang von
hypertrophem Wachstum zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz, die unter anderem
mit einer gesteigerten TGFp;-Expression und Apoptose-Induktion einhergeht. In
adulten Kardiomyozyten induzieren TGFp; sowie Stickstoffmonoxid (NO) Apoptose,
die tiber Transkriptionsfaktoren der SMAD-Familie vermittelt wird. Priméres Ziel
dieser Arbeit war es zu kldren, ob NO eine kausale Bedeutung in diesem TGEFp;-
vermittelten Signalweg hat.

Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurde ein in vitro Zellkultur-Modell mit
isolierten ventrikuldren Kardiomyozyten der adulten Wistar Ratte verwendet.

In dieser Arbeit konnte mittels HOE-Assay und Caspase 3/7-Assay gezeigt werden,
dass TGFf; bei adulten Kardiomyozyten via den TGFp;-Rezeptor ALKS Apoptose
induziert, da diese Apoptose-Induktion mit dem ALKS-Inhibitor SB431542
supprimierbar ist. Des Weiteren konnte bestétigt werden, dass TGFf; via ALKS
SMAD?2 phosphoryliert und diese Phosphorylierung mit SB431542 supprimierbar ist.
Die NO-Freisetzung wurde durch einen DAF-Assay gemessen. Hierbei zeigte sich, dass
TGFp; eine NO-Freisetzung induziert und dass diese NO-Freisetzung ALKS5-Rezeptor
vermittelt ist, da die NO-Freisetzung mit SB431542 supprimierbar war.

Zur Kldrung der Frage, ob NO-Synthasen fiir die NO-Freisetzung verantwortlich sind,
wurde ETU als unspezifischer Inhibitor der NOS eingesetzt. Es zeigte sich, dass NO-
Synthasen fiir die NO-Freisetzung verantwortlich sind. Zur Differenzierung der
verantwortlichen NO-Synthase wurde der iNOS-spezifische Inhibitor 1400W und der
nNOS-spezifische Inhibitor TFA eingesetzt. Weder die Hemmung der iNOS noch die
Hemmung der nNOS konnte die TGFp;-induzierte NO-Freisetzung hemmen. Somit
muss die NO-Freisetzung durch TGFB; iiber die eNOS erfolgen. Mittels
Immunfluoreszenz konnte eine TGFf;-abhangige Phosphorylierung der eNOS an Serin
1177 nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass TGFp; in adulten
Kardiomyozyten der Ratte eine ALKS-vermittelte NO-Freisetzung induziert.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden dass die PI3-Kinase nicht an der NO-Freisetzung
beteiligt ist. Eine Hemmung der PI3-Kinase mit dem Inhibitor Ly294002 hat keinen
Einfluss auf die TGFp,-induzierte und ALKS-vermittelte NO-Freisetzung. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die PI3-Kinase an der TGFf;-induzierte Apoptose beteiligt
ist. Eine Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 oder Wortmannin supprimierte die
TGFp;-induzierte Apoptose. Dies konnte im HOE-Assay und im Caspase 3/7-Assay
nachgewiesen werden. Somit ist die PI3-Kinase proapototisch an der TGFf;-induzierten
Apoptose beteiligt. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die PI3-Kinase an der
Expression TGFp;-abhidngiger pro-apoptotischer Gene wie SHIP, Tiegl als auch
SMADY7 beteiligt ist. Ebenso bewirkt die PI3-Kinase eine erhdhte Bindungsaktivitét der
TGFp;-abhidngigen Transkriptionsfaktoren AP1 und SMAD.

Als Fazit ldsst sich konstatieren, dass die TGFp-jinduzierte Apoptose eine komplexe
Signalkaskade ist, in der NO ein fester TGFf;-induzierter und ALKS-vermittelter
Bestandteil ist. Die verantwortliche NO-Synthase stellt die eNOS dar, die mittels
Phosphorylierung durch TGFf; aktiviert wird. Die PI3-Kinase ist an dieser pro-
apoptotischen TGFp;-induzierten Kaskade beteiligt, hat jedoch keinen Einfluss auf die
NO-Freisetzung.
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7.1. Summary

A sustained cardiac pressure load leads to transition from compensated hypertrophy to
heart failure. This transition is accompanied by enhanced TGFp; expression und
apoptosis induction. In adult cardiomyocytes apoptosis is induced by TGFp; and nitric
oxide, mediated via the transcription factors of the SMAD family. Primary target of this
work was to investigate whether nitric oxide is causally involved in TGFf;-induced
apoptosis.

To answer our questions we used an in vitro modell of isolated ventricular
cardiomyocytes of adult Wistar rats.

In this work it could be shown by HOE-assay and by Caspase 3/7 assay that TGFp;
induces in adult cardiomyocytes via ALKS receptor apoptosis as apoptosis-induction
could be blocked by the ALKS receptor inhibitor SB431542. Further it could be
confirmed that TGFB; phosphorylates SMAD2 via ALKS and this phosphorylation
could be blocked by SB431542.

The nitric oxide formation was measured by DAF-Assay. In this context it could be
shown, that TGF,; induces nitric oxide formation and this nitric oxide formation is
mediated via ALKS receptor, because NO production was blocked by SB431542. To
answer the question, if NO-synthases are responsible for the nitric oxide formation, we
used the unspecific inhibitor of NO synthases ETU. It could be shown.that NO
synthases are the origin of nitric oxide formation. To identify the responsible NO
synthase we used the iNOS-specific inhibitor 1400W and the nNOS-specific inhibitor
TFA. Both inhibitors did not block NO formation under TGFf;. Therefore, eNOS must
be responsible for NO production. A TGFf; dependent phosphorylation of eNOS at
Serin 1177 could be detected by immunofluorescence. This shows that TGFp; induces
an ALK5-mediated nitric oxide formation in adult cardiomyocytes of rat.

Furthermore, involvement of PI3K in NO formation could be excluded, because an
inhibition of PI3-Kinase via Ly294002 has no impingement on TGFf;-induced and
ALKS5-mediated nitric oxide formation. However, it could be revealed that PI3-Kinase
is involved in TGFP; induced apoptosis. Inhibtion of PI3-Kinase by Ly294002 or by
Wortmannin inhibits TGFp;-induced apoptosis. This could be shown by HOE-assay and
Caspase 3/7 assay. Thus, PI3-Kinase is involved in the expression of TGFf;-dependent
pro-apoptotic genes like SHIP, Tiegl and SMAD7. The PI3-Kinase also mediates an
increased binding-activity of TGFp;-dependent transcription factors AP1 and SMAD.

In conclusion, it can be stated, that the TGFp;-induced apoptosis is an complex
signaling pathway, in which nitirc oxide is an TGFp;-induced and ALKS5-mediated
integral part. The responsible NO-synthase is the eNOS, which is activated by
phosphorylation upon TGFp; stimulation. The PI3-Kinase is part of the pro-apoptotic
pathway, but has no influence on nitirc oxide formation.
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