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1 Einleitung 

Nach Schätzung der Deutschen Gesellschaft für Kardiologie - Herz - und 

Kreislaufforschung gehören kardiovaskuläre Erkrankungen zu den häufigsten 

Ursachen für Mortalität und Morbidität in den Industrieländern. Eine immer größer 

werdende Prävalenz (Anzahl der Fälle) sowie Inzidenz (Anzahl der 

Neuerkrankungen) untermauert die Prognose, dass weltweit kardiovaskuläre 

Erkrankungen bis zum Jahre 2020 die führenden Todesursachen sein werden. Allein 

in Deutschland leiden offiziell 1,4 Millionen Patienten an Herzinsuffizienz. Die 

Prävalenz der Erkrankung steigt mit dem Alter deutlich an und erreicht bei Personen 

über 65 Jahren eine Erkrankungswahrscheinlichkeit von 6-10 % (Zugck, 2008). Laut 

der Deutschen Gesellschaft für Kardiologie - Herz- und Kreislaufforschung liegt das 

Risiko im Laufe des Lebens an Herzinsuffizienz zu erkranken bei ca. 20 % 

(Schunkert et al., 2003).  

Das Syndrom Herzinsuffizienz ist nach WHO definiert als Unfähigkeit des Herzens, 

Blut bzw. Sauerstoff in dem Maße zu transportieren, dass es den Bedürfnissen des 

Organismus gerecht wird. Sie ist charakterisiert durch eine linksventrikuläre Dysfunk-

tion und neurohumorale Fehlregulationen, welche mit Belastungsintoleranz, Flüssig-

keitsretention und verkürzter Lebensdauer einhergehen (Herzinsuffizienz, 3. Auflage, 

2003). Zu den häufigsten Ursachen der Ausprägung einer Herzinsuffizienz zählen die 

koronare Herzerkrankung mit konsekutivem Untergang der Myokardzellen und die 

arterielle Hypertonie. Weiterhin können Kardiomyopathien mit globaler Einschrän-

kung der Pumpfunktion sowie Herzklappenerkrankungen oder aber auch toxische 

Ursachen zur Herzinsuffizienz führen. Selbst eine chronische Entzündung wie z.B. 

chronische Parodontitis kann zu Endokarditis (Sellmann, 2006) oder zu koronaren 

Herzerkrankungen (Dietrich et al., 2008) führen. Vorzeichen einer sich entwickelnden 

Herzinsuffizienz ist sehr häufig die Myokardhypertrophie.  

Das Herz eines gesunden Menschen wiegt zwischen 250-350 Gramm. Ab einer Ge-

wichtszunahme von 50 Gramm spricht man von einem hypertrophen Wachstum 

(Dreger, 2002). Dieses ist definiert als eine Zunahme der Zellgröße der einzelnen 

Zellen bei gleichbleibender Zellzahl (Abb.1). Kardiomyozyten sind terminal ausdiffe-
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renzierte postmitotische Zellen, die die Fähigkeit der Zellteilung (Hyperplasie) nur in 

einem äußerst geringen Maße besitzen (Beltrami et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

Abb.1.1 Dargestellt ist die lichtmikroskopische Aufnahme von adulten Kardiomyozyten der Ratte. 

Das linke Bild zeigt eine normale Zelle 24 Stunden nach der Zellpräparation. Rechts ist 

eine hypertrophierte Zelle dargestellt, 24 Stunden nach α-adrenerger Stimulation. 

 

Bei einer erhöhten Arbeitsbelastung reagiert der Kardiomyozyt mit einer Zunahme 

seiner Zellgröße, um sich an die veränderte physiologische Zellfunktion anzupassen. 

Eine erhöhte Leistungsanforderung kann auf eine Zunahme der Druck- und/oder 

Volumenarbeit zurückzuführen sein und/oder durch hämodynamischen, hormonellen 

und biomechanischen Stress erzeugt werden. Die charakteristische Veränderung bei 

einer Hypertrophie als Reaktion auf eine vermehrte Arbeitsbelastung sind eine Volu-

menzunahme um den Faktor 2 bis 3 (Messerli et al., 1993), der Anstieg des Protein-

gehalts (Olson et al., 2003), sowie die Reexpression fetaler Gene (Chien, 1999, 

Hardt et al., 2004). Das fetale Genmuster ist gekennzeichnet durch Expression von 

ANP und BNP (Hanford et al., 1994), von Strukturproteinen wie β-MHC, α-skeletales  

Aktin (Calderone et al., 1995), sowie ventrikuläres MLC-2 (Lee, 1988) und α-kardia-

les Aktin (Long, 1989). Außerdem ist eine Veränderung der Kontraktilität zu be-

obachten (Pinson et al., 1993). Bei diesem, zunächst noch weitgehend reversiblen, 

Vorgang der Hypertrophie ist die Zunahme des Proteingehalts der Zellen vor allem 

durch einen Anstieg der allgemeinen Proteinsyntheserate zu erklären (Sugden et al., 

1991), da die Degradation der Proteine weitgehend unverändert bleibt (McDermott et 

al., 1989). Der Adaptationsfähigkeit des Herzens sind jedoch Grenzen gesetzt. Eine 

persistierende Dauerbelastung führt unbehandelt dazu, dass das Herzgewicht die 

Normale 

Zelle 

Hypertrophe 

Zelle 
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kritische Masse von 500 Gramm überschreitet, wodurch der adaptive Charakter der 

Hypertrophie verloren geht. In der Folge kann das Kapillarsystem des Herzens die 

Blutversorgung des vergrößerten Herzens nicht mehr ausreichend gewährleisten. Es 

kommt zu einer strukturellen Schädigung, einem Kontraktilitätsverlust und damit zum 

Leistungsabfall des Herzens. 

1.1 Mechanismen der kardialen Hypertrophie auf zellulärer Ebene 

Die Hypertrophie eines Kardiomyozyten kann durch verschiedene Stimuli wie Hypo-

xie (Ito et al., 1996), Dehnung (Komuro et al., 1991), Zell-Zell-Kontakt (Clark et al., 

1998), erhöhten biomechanischen Stress, sowie neurohumorale Signale (Morgan et 

al., 1991) ausgelöst werden. Zu den klassischen Hypertrophiewegen gehören: die 

Renin-Angiotensin-System (RAS) induzierte Hypertrophie, die β-adrenerg induzierte 

Hypertrophie und die α-adrenerg induzierte Hypertrophie. In der Zelle werden hierfür 

verschiedene Signalwege eingeleitet, die über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 

Proteinkinasen wie MAPK (Molkentin et al., 2001), PI3K (Roberts, 2002) und PKC 

(Puceat et al., 1996) oder auch Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (Taimor et al. 2004) 

oder GATA (Molkentin, 2000, Pikkarainen et al. 2004) vermittelt werden. Dabei ist die 

Aktivierung jeder einzelnen dieser Komponenten ausreichend, um myokardiale Hy-

pertrophie zu induzieren (KANG, 2006). MAPKs spielen in den wichtigsten 

Signaltransduktionskaskaden der Hypertrophie eine zentrale Rolle. Unterschieden 

werden drei MAPK-Subfamilien: 1. die extrazellulär regulierte Kinase 1/2 (ERK 1/2, 

auch MAPK p44/42 genannt), 2. die c-jun N-terminal Kinase/ Stress-Aktivierte-Pro-

tein-Kinase (JNK/ SAPK) und 3. die p38-MAP-Kinase.  

Auslöser der kardialen Hypertrophie des RAS ist Angiotensin II (AngII). Die  Bindung 

von Ang II an den AT1-Rezeptor löst einen redoxsensitiven Signalschritt aus, wobei 

NAD(P)H-Oxidasen vom glattmuskulären Typ aktiviert werden. Diese bilden aus 

molekularem Sauerstoff Sauerstoffradikale (reaktive Sauerstoffspezies, ROS), wel-

che wiederum die Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Die aktivierte Proteinkinase C 

phosphoryliert dann im nächsten Schritt p38-MAPK und JNK (Wenzel et al., 2001). 

Dies führt zu einer erhöhten Aktivität von AP-1, welches nach Bindung an die DNA 

eine gesteigerte Expression prohypertropher Gene induziert (Wenzel, 2005). 
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Die Signaltransduktion β-adrenerger Hypertrophie, eingeleitet z.B. durch Isoprenalin, 

läuft über die Aktivierung der β2-Adrenozeptoren (Zhou et al., 1996). Im Verlauf der 

β-adrenergen Wachstumsregulation kommt es ebenfalls zur Aktivierung der PI3-

Kinase und der p70s6-Kinase, welche durch die Proteinkinase A vermittelt wird 

(Schlüter, 1998, Simm et al., 1998).  

Signalwege der α-adrenerg induzierten Hypertrophie sind eingehend an isolierten 

Kardiomyozyten untersucht worden. Pönicke et al. konnten zeigen, dass der α-

adrenerg vermittelte Anstieg der Proteinsynthese durch die Aktivierung von PKC, 

PI3-K und p70s6 Kinase vermittelt wird (Pönicke et al., 2001). Weitere Mediatoren 

sind die AKT Kinase (Kim et al., 2003), sowie Ca2+-Calmodulin als Aktivator von 

Calcineurin (Gruver et al., 1993). Die Stimulation von Kardiomyozyten mit dem α-

Adrenozeptoragonisten führt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1, der als 

essentieller Mediator der α-adrenerg induzierten Hypertrophie beschrieben wurde 

(Taimor et al., 2004).  

1.2 Regulatoren kardialer Hypertrophie 

Grundsätzlich kann das Zellwachstum durch zwei entgegengesetzte Mechanismen 

beeinflusst werden (Abb.1.2), die über sogenannte positive und negative Regulato-

ren gesteuert werden. Durch ein Gleichgewicht zwischen den positiven und negati-

ven Regulatoren in der Zelle ist ein kontrolliertes Wachstum gewährleistet. Das 

Gleichgewicht kann allerdings durch eine vermehrte Aktivität der prohypertrophen 

Regulatoren und/oder eine Hemmung der antihypertrophen Regulatoren gestört wer-

den, wodurch kein balanciertes Wachstum mehr existiert und sich eine Hypertrophie 

entwickeln kann. 
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Abb.1.2 Schematische Darstellung der Regulation von Hypertrophie. Ist die Balance zwischen den 

positiven und negativen Regulatoren gestört, entsteht hypertrophes Wachstum. Links 

überwiegen die Hypertrophie induzierenden Regulatoren (Ang II, PE), während die negati-

ven unverändert bleiben. Rechts bleiben die positiven Regulatoren unverändert, wobei die 

Hypertrophie hemmenden Regulatoren (GSK-3, HDAC9) in ihrer Aktivität oder Expression 

reduziert werden. 

 

Wie bereits in 1.1. beschrieben, haben zahlreiche Studien in den letzten Jahren den 

Effekt der positiven Regulatoren auf die Entstehung bzw. Entwicklung der kardialen 

Hypertrophie untersucht. In jüngster Zeit wurden nun endogene Moleküle mit negativ 

regulierendem Einfluss auf die kardiale Hypertrophie beobachtet. Man kann die en-

dogenen, negativen Regulatoren der kardialen Hypertropie in zwei Gruppen eintei-

len. Die erste Gruppe ist konstitutiv aktiv. Nach hypertropher Stimulation nimmt ihre 

Aktivität ab. Diese sind somit unter basalen Bedingungen aktiv und halten eine Ba-

lance zwischen hypertrophen und antihypertrophen Stimuli. Ein Beispiel für eine ne-

gative Regulation liefert GSK-3, eine Serin/Threonine Kinase, die in einer ganzen 

Reihe zellulärer Funktionen wie Genexpression, Proteintranslation und im Zytoskelett 

integriert ist (Doble et al., 2003). Durch eine Phosphorylierung von c-Jun, eine Unter-

einheit von AP-1, durch GSK-3 ist die DNA-Bindungsaktivität von c-Jun reduziert 

(Sugden et al., 2008). Daraus resultiert eine Verminderung der Aktivität des Trans-

kriptionsfaktors AP-1 (Haq et al., 2000), der eine Rolle bei der α-adrenerg vermittel-

ten kardialen Hypertrophie spielt (Taimor et al., 2004). Darüber hinaus führt eine 

Phosphorylierung des nuklären Transkriptionsfaktors NF-AT, durch GSK-3  zu einer 

Inaktivierung von NF-AT. Dadurch wird NF-AT aus dem Zellkern exportiert und die 
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Transkription bleibt aus. Dies führt zu einer Suppression des prohypertrophen 

Effektes (Haq et al., 2000).  

Ein weiterer, negativer Regulator der 1.Klasse konstitutiv aktiv endogener Molekülen 

ist HDAC9. Zhang et al. (2002) zeigten, dass HDAC9 einen antihypertrophen Effekt 

in unstimulierten Kardiomyozyten der Maus hat. HDAC9 ist im Zellkern lokalisiert und 

hat einen negativen Einfluss auf den Transkriptionsfaktor MEF2, wodurch hyper-

trophes Wachstum verhindert wird. Tritt HDAC9 aus dem Zellkern als Antwort auf 

einen adäquaten Reiz aus, verliert es seinen negativen Einfluss auf MEF2 und als 

Folge entwickelt sich Hypertrophie in Kardiomyozyten (Zhang et al., 2002).  

Die zweite Gruppe negativer Regulatoren hat die Funktion eines negativen Feed-

back-Regulators, der basal kaum oder gar keine Aktivität aufweist. Nach hypertro-

pher Stimulation werden diese Moleküle aktiviert (Hardt et al., 2004). Hierzu gehört 

ICER, ein Transkriptionsfaktor, der ein Mitglied der cAMP response element binding 

protein (CREB) und CRE Modulator (CREM)-Familie ist und als nuklärer Antagonist 

von CRE wirkt. Eine Überexpression von ICER wird durch einen Anstig von cAMP 

oder intrazellulären Ca2+ ausgelöst. Er wird unter hypertrophen Bedingungen durch 

einen β-adrenergen Stimulus in Kardiomyozyten hochreguliert. Dies geschieht durch 

CRE-abhängige Mechanismen. cAMP response element binding (CRE) ist die DNA-

Bindungsstelle des Transkriptionsfakors. Diese Hochregulation des 

Transkriptionfaktors ICER führt wiederum zur Hemmung der CRE-vermittelten 

Transkription, zu einer Runterregulation der β-adrenergen Rezeptoren, zur 

Hemmung von AP-1 und zur Reduktion der Hypertrophieentwicklung (Folco et al. 

1997, Tomita et al. 2003, Hardt et al., 2004). 

1.3 Der Transkriptionsfaktor Smad 

Smads sind eine Klasse von Proteinen, die als zytoplasmatische und nukleäre 

Transkriptionsfaktoren agieren. Ihre Rolle im kranken Herzen ist besonders interes-

sant, da neben fibrotischen Effekten Smads auch einen direkten Einfluss auf 

Kardiomyozyten und das Kreislaufsystem haben. Smads sind vor allem als klassi-

sche Signaltransduktoren der TGF-Superfamilie bekannt (Rodríguez-Vita et al., 
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2005) und werden aufgrund unterschiedlicher Struktur und Funktion in drei Subklas-

sen eingeteilt: (Massagué et al., 2005, Oka et al., 2007). 

► Rezeptor Smads (R-Smad1, R-Smad2, R-Smad3, R-Smad5 und R-Smad8) 

► Cofaktor Smad (Co-Smad4) 

► Inhibitorische Smads (I-Smad6 und I-Smad7)  

In nicht aktivierten Zellen befinden sich R-Smads überwiegend im Zytoplasma, 

während Co-Smad4 gleichmäßig im Zytoplasma und im Zellkern verteilt ist und I-

Smads hauptsächlich im Zellkern zu finden sind (Liu et al., 1997). Nach Stimulation 

des Rezeptors durch die TGF-Superfamilie werden R-Smads durch 

Phosphorylierung aktiviert. Diese binden an Smad4 und bilden ein Heteromer. Dieser 

Komplex wandert anschließend in den Zellkern hinein und reguliert dort durch 

Bindung an eine spezifische DNA-Sequenz, das Smad Binding Element (SBE), die 

Transkription bestimmter Gene (Abb.1.3) (Massague 1998, Feng et al., 2005). Die 

Bindung von Smads an die DNA ist relativ schwach. Smads interagieren aber mit 

anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1, wodurch ihre Bindung verstärkt wird. Je 

nach Zelltyp und Stimulus gibt es unterschiedliche Smad-Partnerproteine, wodurch 

jeweils unterschiedliche Zielgene positiv oder negativ reguliert werden können. Dies 

spiegelt sich in den verschiedenartigen zellulären Effekten von TGF1 wider 

(Massague et al., 2000). 
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Abb.1.3 Schematische Darstellung der TGF/Smad Signalkaskade (Massague und Chen 2000). 

Die Bindung eines der TGF-Superfamilienmitglieder an den Rezeptor führt zur einer 

Dimerisierung und Phosphorylierung des Rezeptors. Dieser wiederum phosphoryliert 

R-Smads. Sie binden an Smad4 und bilden ein Heteromer. Anschließend wandert dieser 

Komplex in den Zellkern und bindet an eine spezifische DNA-Sequenz, das Smad Binding 

Element (SBE). 

 

Die TGF-Superfamilie wird in die TGF/Activin- und die Bone Morphogenic Protein-

Familie (BMP) eingeteilt (Moustakas et al., 2001) und spielt in zahlreichen physiolo-

gischen und pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Während TGF-

Mitglieder eher negative Effekte auf das adulte Herz haben, sind BMP-Mitglieder es-

senziell für die Herzentwicklung und fördern die Differenzierung der Kardioymyozyten 

(Monzen et al., 2001). Dabei sind Smad2 und Smad3 vornehmlich die Signalmole-

küle, die von TGF und Aktivin aktiviert werden und an der Apoptose beteiligt sind. 

Smad1, 5 und 8 Transkriptionsfaktoren, die durch die BMP-Familie aktiviert werden, 

spielen bei der Entwicklung und dem Wachstum des Herzens eine Rolle (Derynck et 

al., 2003, ten Dijke et al., 2004).  

1.4 Smad4 

Smads spielen nicht nur im Apoptosegeschehen adulter Kardiomyozyten eine es-

senzielle Rolle. Als einziges Co-Smad ist Smad4 in der Signaltransduktion von der 

Zellmembran in den Zellkern Dreh- und Angelpunkt des Smad-Signallings, da es bei 

allen Smad-vermittelten Signalwegen der TGF-Superfamilie beteiligt ist (Euler-
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Taimor, 2006). Seit Jahren ist Smad4 als tumorsupprimierender Fakor bekannt. Der 

Verlust von Smad4 oder dessen Funktion führt zur Karzinogenese in humanen und 

muralen Pankreas-, Kolon- und weiteren Intestinalzellen (Koinuma et al., 2009). In 

Brustkrebszelllinien konnten Dai et al. zeigen, dass Smad4 inhibierend auf die Zell-

proliferation wirkt (1998). Des Weiteren stellte Go (2008) dar, dass die Entwicklung 

von humanen T-Zell-Lymphomen mit einer Reduktion der Smad4-Expression einher-

geht. Dies zeigt, dass in der Krebsentstehung ein Fehlen von funktionellen Smad4 

zur Entartung und damit Wachstum der Zelle führt. 

Des Weiteren ist Smad4 an der Herzentwicklung der Maus beteiligt. Eine gezielte 

Unterbindung von Smad4 führt zum Tod der Tiere in der frühen Embryonalzeit (Yang 

et al., 1998, Sirard et al., 1998). Bezüglich der Hypertrophieentwicklung im Herzen ist 

wenig über den Einfluss von Smad4 bekannt. Die ersten Hinweise für eine 

Beteiligung von Smad4 an Hypertrophie zeigte Wang et al. (2005) mit der Analyse 

einer herzspezifischen Smad4 Knock-Out Maus. Diese Tiere entwickelten eine kar-

diale Hypertrophie, die durch eine Vergrößerung der Kardiomyozyten, Fibrose und 

Reexpression verschiedener fetaler Gene gekennzeichnet war (Wang et al., 2005). 

Ein weiterer Hinweis, dass Smad4 mit Hypertrophie assoziiert ist, konnte in adulten 

Kardiomyozyten der Ratte gezeigt werden, die mit einem Smad4 überexprimierenden 

Adenovirus infiziert wurden. Während nicht-infizierten Kardiomyozyten auf eine α-

adrenerge Stimulation mit einer Erhöhung der Proteinsyntheserate und Vergrößerung 

der Zellgröße reagierten, konnte bei Smad4 überexprimierenden Zellen keine 

Hypertrophieentwicklung nach α-adrenerge Stimulation beobachtet werden (Heger et 

al., 2009). Smad4 hemmt somit die Hypertrophieentwicklung in der Zelle. Diese Bei-

spiele deuten darauf hin, dass Smad4 eine bedeutende Rolle als Regulator der Hy-

pertrophie hat. 

1.5 Zielsetzung 

In den letzten Jahren haben Smad-Proteine immer mehr Bedeutung für die Patho-

physiologie des Herzens gefunden. Dabei lag der Schwerpunkt der Untersuchungen 

in der Erforschung der Apoptose. In dieser Arbeit sollte der Einfluss von  Smads auf 

das Wachstum der isolierten Kardiomyozyten der Ratte untersucht werden. Dabei 
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wurden insbesondere folgende Fragen analysiert. Führt ein akuter Knock-Down von 

Smad4 in Kardiomyozyten der Ratte zur Entwicklung von Hypertrophie? Es sollte 

schwerpunktmäßig analysiert werden, inwieweit Smad4 das Wachstum der isolierten 

Kardiomyozyten der Ratte beeinflusst. Im Weiteren sollten intrazelluläre Signalkaska-

den unter Smad4-Reduktion untersucht werden. Außerdem sollte analysiert werden, 

ob Kinasen der bekannten, klassischen Signalwege der Hypertrophie involviert sind 

und ob durch Hemmung von Kinasen wie p38-MAP-Kinase, PI3-Kinase, ERK und 

PKC diese ausgelöste Hypertrophie gehemmt werden kann. Schließlich wurde 

abgeklärt, ob eine Smad4-Reduktion auch einen Einfluss auf die Kontraktilität der 

Zelle hat und über welche Signalwege ein solcher Einfluss vermittelt wird. 
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2 Material 

2.1 Chemikalien 

2.1.1 Vielfach verwendete Chemikalien 

14C-Phenylalanin Amersham, Mannheim 

6-Aminohexansäure Merck, Darmstadt 

Albumin Sigma, Taufkirchen 

Ammoniumpersulfat Serva, Heidelberg 

Benzonase Merck, Darmstadt 

Bisacrylamid Roth, Karlsruhe 

Bovines Serumalbumin Roche Diagnostics, Mannheim 

Carbogen Linde, Pullach 

Chloroform Roth, Karlsruhe 

Collagenase, Typ CLS II Biochrom, Berlin 

Diethylether Roth, Karlsruhe 

Dithiotreitol Invitrogen, Karlsruhe 

EDTA-Natriumsalz Sigma, Taufkirchen 

Essigsäure Merck, Darmstadt 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

FCS PAA Laboratories, Cölbe 

Fluka Marker 69813 Sigma, Taufkirchen 

Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe 

Glukose-Monohydrat Merck, Darmstadt 

Glyzerin Roth, Karlsruhe 
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Glycin Applichem, Darmstadt 

HEPES Roth, Karlsruhe 

Hydroxymethylfurylbenzylindazol Merck, Darmstadt 

Isoprenalin Sigma, Taufkirchen  

Isopropanol  Roth, Karlsruhe  

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kalziumchlorid Merck, Darmstadt 

Karnitin Sigma, Taufkirchen 

Kreatin Sigma, Taufkirchen 

Kreatinphosphat Roche, Mannheim 

Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt 

Medium 199/Earl’s Salts Biochrom, Berlin 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt 

Neonatales Kälberserum PAA, Cölbe 

Penicillin/Streptomycin Lösung Invitrogen, Karlsruhe 

Saccharose Merck, Darmstadt 

Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 

Taurin Sigma, Taufkirchen 

TCA Merck, Darmstadt 

Tris/HCl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Serva, Heidelberg 
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Alle Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gelöst und aufbewahrt. Für Lösun-

gen, Medien und Puffer wurde aqua bidest. als Lösungsmittel verwendet, falls nichts 

anderes angegeben ist. 

2.1.2 Inhibitoren 

APO Apocynin Calbiochem, Schwalbach 

GÖ 6976 [12-(2-Cyanoethyl)-6,7,12,13-tetrahydro-13-

methyl-5-oxo-5H-indolo(2,3-a)pyrrolo(3,4-

c)-carbazole,GÖ 6976] 

Calbiochem, Schwalbach 

PD 98059 (2’-Amino-3’-methoxyflovon) Calbiochem, Schwalbach 

SB 202190 (FHPI, 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-

hydroxyphenyl)-5-(4-Pyridyl) 1H-imidazole) 

Calbiochem, Schwalbach 

Vit.C Vitamin C, Ascorbinsäure Calbiochem, Schwalbach 

W Wortmannin Calbiochem, Schwalbach 

2.1.3 Antisenseoligonukleotide 

AS Smad4  5’-GTT GCA GAT AGC TTC AGG GC-3’ 

5’-TGC TGA AGA TGG CCG TTT TGG 

TG-3’ 

Invitrogen, Karlsruhe 

2.1.4 Antikörper 

Smad4  Cell Signaling 

Aktin Sigma 

anti rabbit  HRP Dianova 

anti mouse HRP Dianova 
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2.2 Geräte und Laborbedarf 

2.2.1 Zellpräparation und Zellkultur 

Präparationsbesteck Aeskulap, Heidelberg 

Langendorff-Apparatur Eigenbau des Physiologischen Instituts 

Gewebehacker Harvard Scientific, Holliston, MA, USA 

Nylonnetz Neolab, Heidelberg                        

Sterilbank Kendro, Hanau 

Brutschrank Kendro, Hanau 

Mikroskop TMS-F von Nikon, Japan 

CHEM-SMART TH 5100 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

2.2.2 System zur Erkennung von Zellgrenzen während der Kontraktion 

Interface INT4 Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 

Mikroskop TMS-F von Nikon, Japan 

Monitor Philips 

One Dimensional Camera ZK4 Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 

Oszillograph Physiologisches Labor des Physiologischen In-

stituts der J.-L.-Universität Giessen 

Stimulator Physiologisches Labor des Physiologischen In-

stituts der J.-L.-Universität Giessen 

2.2.3 Allgemein verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Demineralisierungsanlage Millipore, Eschborn 

Glasware Schott, Mainz 

Laborwaage Sartorius AG, Göttingen 

Magnetheizrührer Jahnke & Kunkel, Staufen  
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Mischer/Schüttler Heidolph, Kelheim 

pH-Meter WTW, Weilheim 

Pipetten 

Pipettenspitzen 

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg  

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 

Techne Dri-Block DB.2D Techne AG, Burkhardtsdorf 

Wasserbad (Typ: Julabo U3) Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 

Zentrifugen Kendro, Hanau 

Kulturschalen (Typ Falcon 3001) Becton Dickinson, Heidelberg   

Sterilfilter (0,2 µm Porenweite) Schleicher & Schuell, Dassel 

Nylon (Typ: Hybond-N 0,45 

Micron) 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Elektrophoresekammer  GE Healthcare Europe, München 

2.2.4 SDS-PAGE 

Elektroblotkammer                             Biometra, Göttingen 

Filterpapier                                         Biotec Fischer, Reiskirchen 

Hamiltonspritze (50 µl)                       Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

Immobilon P                                       Millipore, Eschborn 

Netzgerät (Typ Biometra)                   Biometrische Analytik, Göttingen      

Nitrozelllose Membran                        Whatmann® GmbH, Dassel 

Trockenpapier Universal                     BIOTECH-Fischer GmbH, Reiskirchen 
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2.2.5 Auswertungs-Software 

Corel Photo Paint ® Corel Inc USA 

Image Quant  Molecular Dynamics Krefeld 

Microsoft Excel 2000®  Microsoft Corp., USA 

Microsoft Powerpoint 2003 Microsoft Corp., USA 

Microsoft Windows XP Microsoft Corp., USA 

Microsoft Word 2003® Microsoft Corp., USA 

MUCEL Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 

Photoshop Adobe (Version 5) Adobe Systems, California 

Quantity One  Molecular Dynamics Krefeld 

SPSS (Version 17.1) SAS Institute Inc, Cary, N.C., USA 
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3 Methoden 

3.1 Isolierung von ventrikulären Kardiomyozyten aus adulten 

Rattenherzen 

3.1.1 Versuchstiere 

Die Kardiomyozyten wurden aus adulten männlichen Wistar-Ratten, die ein Lebend-

gewicht von 250-350 g aufwiesen, isoliert. Die Aufzucht der Tiere fand im hauseige-

nen Tierstall des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universität Gießen statt. 

In der Haltung stand ihnen Futter (Standardfutter: Altromin®) und Wasser ad libidum 

zur Verfügung. 

3.1.2 Präparation isolierter ventrikulärer Kardiomyozyten aus den 

Rattenherzen  

Die Isolierung der ventrikulären Kardiomyozyten wurde nach der von Piper et al. 

(1982) beschriebenen Methode durchgeführt. Die hierbei verwendete Langendorff-

Perfusionsanlage wurde zu Beginn der Präparation zuerst mit bidestilliertem Wasser 

gespült und danach mit Powell-Medium luftblasenfrei gefüllt. Das Powell-Medium 

wurde während der gesamten Isolationsdauer und der Perfusion mit Carbogen be-

gast und über einen Thermokreislauf auf 37°C erwärmt, um einen konstanten pH-

Wert zu gewährleisten. Die Ratten wurden nach einer kurzen Diethylethernarkose, 

die zum Erreichen einer tiefen Bewusstlosigkeit führte, per Genickbruch getötet und 

der Thorax eröffnet. Nach dem Entfernen des Zwerchfells wurde das 

herauspräparierte Herz mitsamt der Lunge sofort in eine Petrischale mit 4°C kalter 

physiologischer Kochsalzlösung überführt. Das freipräparierte Herz wurde mit der 

Aorta ascendens an eine Perfusionskanüle der Langendorff-Apparatur gehängt. Um 

eine Blutleere des Organs zu erreichen, erfolgte darauf die Spülung des Herzens mit 

ca. 40 ml Powell-Medium.  Anschließend wurde das Herz rezirkulierend mit 50 ml 
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Kollagenase-Puffer für 25 Minuten perfundiert. Die Flussrate, die durch ein Ventil re-

guliert wurde, betrug ein Tropfen pro Sekunde. 

3.2 Verwendete Lösungen 

3.2.1 Kalzium-Stammlösung 

CaCl2 100 mmol/l 

Powell-Medium: (Carbogen® begast) 

NaCl 110 mmol/l 

NaHCO3 25 mmol/l 

Glukose 11 mmol/l 

KCl 2,6 mmol/l 

KH2PO4 1,2 mmol/l 

Mg2SO4 x H2O 1,2 mmol/l 

Kollagenase-Puffer: 

Powell-Medium 50 ml 

Kollagenase 20-25 mg (chargenabhängig) 

Kalzium-Stammlösung 12,5 µl 

Nach Beendigung der Perfusion wurden die Vorhöfe und die Aorta entfernt und die 

Ventrikel mittels eines Gewebehackers (Schnittabstand 0,7 mm) in zwei Ebenen me-

chanisch zerkleinert. Der Gewebebrei wurde für fünf Minuten bei 37°C mit 30 ml 

Kollagenase-Puffer unter ständiger Carbogen®-Begasung nachverdaut. Zur Unter-

stützung der Trennung der einzelnen Zellen wurde die Suspension mittels einer fünf 

ml Pipette alle ein bis zwei Minuten vorsichtig auf- und abpipettiert, dann folgte eine 

Filtration der Suspension durch ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 200 µm. 

Die Trennung der Zelltrümmer, kleinerer Zellen und der Kollagenaselösung von den 

intakten Kardiomyozyten wurde durch eine dreiminütige Zentrifugation bei 25 x g 
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erreicht. Um eine langsame Gewöhnung der Kardiomyozyten an Kalzium und eine 

erhöhte Zelltrennung zu erreichen, wurde eine Resuspension des Sediments in 

Powell-Medium mit 200 µmol/l CaCl2 und eine erneute Zentrifugation bei 25 x g für 

zwei Minuten durchgeführt. Im Anschluss erfolgte die Aufnahme des hierdurch ge-

wonnenen Zellpellets in Powell-Medium mit einem CaCl2-Anteil von 400 µmol/l, dass 

zu einer homogenen Suspension aufgeschüttelt wurde. Die hierdurch gewonnene 

Zellsuspension wurde entsprechend der Anzahl der präparierten Herzen auf 

Reagenzgläser, die vorher mit einer ca. zehn cm hohen Flüssigkeitssäule des 

Powell-Mediums gefüllt waren, verteilt. Man erhielt nach einer erneuten einminütigen 

Zentrifugation bei 20 x g eine Zellpopulation im Sediment, die zu 90% aus intakten, 

stäbchenförmigen ventrikulären Kardiomyozyten bestand. 

3.3 Zellkultur von Kardiomyozyten der Ratte 

3.3.1 Vorplattieren der Kulturschalen 

Um ein optimales Anheften der isolierten Kardiomyozyten auf den verwendeten Kul-

turschalen Falcon Typ 3004 zu gewährleisten, wurden diese mit Vorplattiermedium 

beschichtet und für mindestens zwei Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert, 

welches unmittelbar vor dem Ausplattieren der Kardiomyozyten abgesaugt wurde. 

Vorplattiermedium: 

CCT-Medium (sterilfiltriert, pH 7,4) x     ml 

FCS 4 % (v/v) 

Penicillin 100 IE/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

CCT-Medium (sterilfiltriert): 

M199 / HEPES gepuffert  x   ml 

Kreatin 5   mmol/l 
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Taurin 5   mmol/l 

Karnitin 2   mmol/l 

Cytosin--Arabinofuranosid 10 µmol/l 

pH 7,4 

CCT-Kulturmedium: 

CCT-Medium  x    ml 

Penicillin 100 IE/ml 

Streptomycin 100 µg/ml 

3.3.2 Ausplattieren der Kardiomyozyten 

Die unter 3.1. isolierten Kardiomyozyten wurden in 20 ml CCT-Kulturmedium, das 

zuvor auf 37°C erwärmt wurde, homogen resuspendiert. Diese wurden dann mit 

einer Dichte von etwa 5 x 104 Zellen pro ml ausplattiert. Die Präparationsqualität der 

intakten Kardiomyozyten wurde unmittelbar nach dem Ausplattieren mikroskopisch 

auf Stäbchenform und Spontankontraktion kontrolliert. Die Zellen wurden danach 

zum Anheften für ca. ein bis zwei Stunden bei 37°C unter CO2-freien Bedingungen 

inkubiert. 

3.3.3 Kultivierung der isolierten Kardiomyozyten 

Nach der bereits beschriebenen Anheftungsphase wurden die ausplattierten 

Kardiomyozyten mit CCT-Kulturmedium zweimal gewaschen, um nicht angeheftete 

Zellen zu entfernen. Anschließend wurde auf jede Schale vom Typ Falcon 3001 (Ø 3 

cm) ein ml des CCT-Mediums als Endvolumen gegeben. Bei Versuchen, bei denen 

eine Inkubation der Zellen über 24 Stunden erforderlich war, wurde dem CCT-Me-

dium zusätzlich Gentamycin (10 μg/ml) zugegeben.  
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3.4 Behandlung der Zellen 

3.4.1 Stimulation der Kardiomyozyten 

Zur Induktion von Hypertrophie wurden die isolierten ventrikulären Kardiomyozyten 

unmittelbar nach dem Waschen mit fünf µl Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 

nM) transformiert und für ca. fünf Stunden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% rela-

tiver Luftfeuchte und normoxen Bedingungen inkubiert, bevor sie mit verschiedenen 

Inhibitoren/Stimulatoren behandelt wurden. Als Positivkontrolle für die Induktion der 

Hypertrophie wurde der α-Adrenozeptor-Agonist Phenylephrin (10 μM) verwendet. 

Zur Erforschung der Signalwege, die an der Smad4 abhängige Hypertrophie beteiligt 

sind, wurden die Zellen mit spezifischen Inhibitoren nach der Transformation der 

Zellen mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden inkubiert. Außerdem wurden zeitgleich 

ausplattierte unbehandelte Zellen als Kontrollproben für jede Versuchsbedingung 

herangezogen.  

Inhibitor: Signalweg: 

APO (10 μM) NADPH-Oxidase 

GÖ 6976 (100 nM) PKC 

PD 98059 (10 μM) ERK 

SB 202190 (10 μM) p38-MAP-Kinase 

Vit.C (10 μM) ROS 

W (10 nM) PI3-Kinase 

3.4.2 Transformation adulter Kardiomyozyten der Ratte mittels 

Smad4-Antisenseoligonukleotiden 

Isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten der adulten Ratte wurden nach dem Waschen 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformiert. Eine Inkubationszeit von fünf 

Stunden reicht aus, damit Kardiomyozyten die Oligonukleotide aufnehmen können 

(Taimor et al., 2001). Die Sequenzen der beiden verwendeten Antisense-
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Oligonukleotide sind komplementär zur Smad4-mRNA-Sequenz. Ein Oligonukleotid 

bindet vor und das andere hinter dem Translationstartpunkt der mRNA, wodurch sie 

die Translation der RNA und letztlich die Expression von Smad4 verhindern. Die 

Spezifität der Smad4-Antisense-Oligonukleotide wurde bereits in früheren Studien 

gezeigt, wo die Transformation von Kardiomyozyten mit Smad4-Antisense-

Oligonekleotiden die TGF-induzierte und Smad-abhängige Apoptose verhinderte 

(Schneiders et al., 2005). 

3.5 Proteinnachweis 

3.5.1 Isolierung von Gesamtprotein 

Um das Gesamtprotein zu isolieren, wurden die Kardiomyozyten nach 

entsprechender Inkubationszeit zunächst zweimal mit kalter 1xPBS-Lösung 

gewaschen. Danach wurde die PBS-Lösung abgesaugt und die Kardiomyozyten mit 

200 µl Ripa-Puffer überschichtet. Nach Abschaben der Zellen mit einem Zellschaber 

wurden die lysierten Zellen in Reaktionsgefäße überführt und für 30 min auf Eis 

inkubiert. Dann folgte die Zentrifugation der Reaktionsgefäße für 30 min bei 12000 

Upm und vier Grad Celsius. Der Überstand enthielt die Gesamtproteinfraktion. 

 

10 x PBS: 

KCl 2,7 mM 

KH2PO4 1,5 mM 

NaCl 150,0 mM

Na2HPO4 x 7H2O 8,1 mM 

Ripa-Stocklösung: 

Tris pH 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 
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Nonidet P 40 1 % (wt/vol) 

Deoxycholat 0,5 % (wt/vol) 

SDS 0,1 % (wt/vol) 

Ripa-Puffer (1 ml): 

Ripa Stocklösung  945 l 

PMSF (0,1 M)  10 l 

EDTA (0,2 mM) 5 l 

-Glycerophosphat (1 M) 40 l 

Pepstatin  

3.5.2 Proteinmengenbestimmung 

Um die Proteinmenge der einzelnen Proben zu bestimmen, wurde ein Lowry 

durchgeführt. Die dazu benötigte Standardverdünnungsreihe von BSA wurde in 

Wasser hergestellt (0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/ml). Es wurden 

dann Mischungen von der Standardreihe mit Ripa Puffer und von den Proben mit 

Wasser auf folgende Weise hergestellt: 

Standardreihe jeweils 50 µl + 10 µl BSA 

Proben jeweils 10 µl + 50 µl Wasser 

Anschließend wurde jedem Ansatz 50 µl NaOH (0,5 M) und 500 µl Reagenz A 

zugesetzt. Nach einer zehnminütigen Inkubation der Ansätze bei Raumtemperatur 

wurden 100 µl Folinciocalteusches Phenolreagenz (Merck 9001; 22,73ml 

Originalreagenz/l Milipore Wasser) zugegeben. Die Zentrifugation für 30 min bei 

13000 Upm folgte nach 30 min Inkubation bei 37°C. Von den Überständen der 

Standardreihe und der Proben wurden je 200 µl auf eine 96-Well-Platte aufgetragen 

und im Photometer bei 578 nm gemessen. Danach wurden die einzelnen 

Proteinkonzentrationen durch eine Standardgerade mit Hilfe des BSA-Standards 

ermittelt. 
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Reagenz A: 

Na-K-Tatrat (3,3 % wt/vol) 200 l 

CuSO4  (1,25 % wt/vol) 200 l 

Na2CO3 (2,5 % wt/vol) 19,6 ml 

3.5.3 Lämmli-Färbung 

Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurden pro Probe 50 µg Protein in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und gegebenenfalls  mit Ripa-Puffer auf 45 µl 

aufgefüllt. Dann wurden 15 µl 4x Lämmli Puffer und 1,8 µl DTT zugeführt. Die Proben 

wurden für 10 min bei 95°C aufgekocht und zur Abkühlung sofort wieder auf Eis 

gestellt. Das Aufkochen und das SDS führen zur Denaturierung der Proteine. Durch 

das DTT wird die Reduktion von Disulfidbrücken erreicht. Das führt dazu, dass die 

Proteine, bedingt durch die Sulfatgruppen, eine gleichmäßig verteilte negative 

Ladung besitzen und so aufgetrennt werden können. 

4 x Lämmli-Puffer: 

Tris, 1 M, pH 6,8 2,5 ml 

SDS, 20 % 4 ml 

Glycerin 2 ml 

DTT 154 mg 

Bromphenolblau 1 mg 

Wasser 1,5 ml 

3.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Die Gelkammer besteht aus zwei Glasplatten, zwei Plastikspacern und einem 

Gummischlauch dazwischen, die durch mehrere Klemmen zusammengehalten 

werden. Nachdem das Trenngel gemischt und vorsichtig zwischen die zwei 
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Glasplatten bis etwa vier cm unterhalb des oberen Randes eingefüllt wurde, folgte 

das Überschichten des Gels mit einem ml SDS (0,1%). Das SDS wurde nach einer 

30 minütigen Auspolymerisierung des Trenngels entfernt und anschließend das 

Sammelgel eingefüllt und der Kamm sofort luftblasenfrei eingesteckt. 

Trenngel, 10 %: 

Acrylamid, 30 % 6,6 ml 

H2O Millipore  8,4 ml  

Tris, 1,5 M, pH 8,8 5 ml 

SDS, 10 % (wt/vol) 200 l 

APS, 10 % (wt/vol) 50 l 

TEMED 40 l 

Sammelgel: 

Acrylamid, 30 % 1,675 ml 

H2O Millipore  6,75 ml 

Tris, 1,5 M, pH 6,8 1,25 ml 

SDS, 10 % (wt/vol) 100 l 

APS, 10 % (wt/vol) 100 l 

TEMED 20 l  

Nach 20 minütiger Auspolymerisierung des Sammelgels wurde das fertige Gel in die 

Gelelektrophoresekammer eingebaut und die Kammer mit Lämmli-Laufpuffer befüllt. 

Nach dem Entfernen des Kamms wurden die Proben mit einer Hamilton-Spritze in 

die einzelnen Taschen eingefüllt. Es wurden zwei unterschiedlichen Protein-Marker 

jeweils in die beiden letzten Taschen eingefüllt. Die Elektrophorese wurde für drei 

Stunden bei 200 V  durchgeführt. Wie unter 3.5.3 beschrieben besitzen die Proteine 

alle eine gleichmäßige positive Ladung. Deshalb werden die einzelnen Proteine nur 

aufgrund ihrer relativen Molekülmasse voneinander getrennt. Die Moleküle wandern 

im Trenngel je nach Größe mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Je größer das 
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Molekül, desto langsamer wandert es im Gel. Durch das Sammelgel wird eine 

schärfere Bandentrennung erzielt. Das Sammelgel unterscheidet sich von dem 

Trenngel im pH-Wert und in der Porengröße. Aufgrund der in der Matrix des 

Sammelgels vorhandenen größeren Poren wandern die Moleküle schnell und 

gleichmäßig, unabhängig von der Größe und ohne Auftrennung bis zur Grenzschicht. 

An dieser Stelle werden sie stark verlangsamt und je nach Größe  im Trenngel 

aufgetrennt. 

Lämmli-Laufpuffer: 

Glycin  14,4 g 

Tris 3,03 g 

SDS 10 g 

Millipore Wasser Ad 1l 

3.5.5 Western-Blot 

Zum Nachweis einzelner Proteine mit Antikörpern werden die Proteine erst auf eine 

Membran übertragen. Dafür wird ein Semi-dry-Western-Blot für zwei Stunden bei 

maximal 50 V und 200 mA durchgeführt. Dazu wurden Filterpapiere in den 

verschiedenen Kathoden und Anodenpuffern eingeweicht. Das aus den Glasplatten 

gelöste Trenngel wurde in der Blotkammer zwischen die Filterpapiere gelegt. Es  

erfolgt eine sandwichartige Aufschichtung, die aus drei in zehnfachem Anodenpuffer 

getränkten Filterpapieren, gefolgt von drei in einfachem Anodenpuffer getränkten 

Filterpapieren besteht. Darauf folgten eine Nitrozellulosemembran, das Gel und 

anschließend drei in Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere. Sämtliche Luftblasen 

wurden sorgfältig entfernt. 

Kathodenpuffer: 

Tris, 25 mM 3,03 g 

6-Aminohexansäure, 40 mM 5,25 g 

Methanol, 20 %, pH 9,4 Ad 1l 
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1x Anodenpuffer: 

Tris, 30 mM 3,63 g 

Methanol, 20 %, pH 10,4 Ad 1l 

10x Anodenpuffer: 

Tris, 300 mM 36,3 g 

Methanol, 20 %, pH 10,4 Ad 1l 

Nach Ablauf der Blotzeit wurde die Membran entfernt und mit Ponceaurot-S-Lösung 

gefärbt. Der Farbstoff dient dazu, das Protein-Bandenmuster sichtbar zu machen, da 

der Farbstoff sich unspezifisch an alle Proteine anlagert. Der überschüssige Farbstoff 

wurde durch mehrfaches Waschen der Membran mit Milliporewasser entfernt. 

Danach wurde die Membran beschriftet und die Bandenhöhe der Marker markiert. 

Anschließend wurde der Blot fotografiert. Die Membran wurde dreimal mit TBS für 

zehn min gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen, wurde die 

Membran für eine Stunde mit Blocklösung behandelt und schließlich dreimal mit der 

TBST gewaschen. Der spezifische Smad4-Antikörper wurde in TBST + 5%ig BSA 

gelöst (1:1000). Die Membran wurde in dieser Antikörperlösung bei vier Grad über 

Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran wieder dreimal 

gewaschen, dann wurde als Zweitantikörper goat-anti-rabbit-HRP in Blocklösung mit 

Magermilchpulver gelöst (1:2000) und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurde die Membran erneut dreimal gewaschen. Der Blot wurde für eine min 

in ECL-Lösung getränkt, auf eine Glasplatte gelegt und mit einer Klarsichtfolie 

überspannt. Die ECL-Lösung ist das Substrat für die Meerrettichperoxidase (HRP).  

Bei der  Reaktion werden Lichtquanten freigesetzt, die mit Hilfe einer Kamera 

detektiert werden. Dies wird als ECL (enhanced chemiluminescence) bezeichnet. Die 

Meerrettichperoxidase ist fest an den Zweitantikörper gekoppelt, deshalb treten die 

entsprechenden Proteinbanden als leuchtende Banden auf. 
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Blocklösung: 

Tween 20 0,1 % (vol/vol) 

Magermilchpulver 5 % (wt/vol) 

1xTBS  Ad 1l 

Waschlösung (TBST): 

Tween 20 0,1 % (vol/vol) 

1xTBS  Ad 1l 

3.6 Methoden zur Hypertrophieerfassung in Kardiomyozyten der 

Ratte 

3.6.1 Quantifizierung der Proteinsynthese in Kardiomyozyten mittels 

Inkorporation von 14C-Phenylalanin 

Die Proteinsynthesemessung wurde mittels Inkorporation von 14C-Phenylalanin 

durchgeführt, da die Aminosäure Phenylalanin fast ausschließlich der 

Proteinsynthese dient und nicht von Kardiomyozyten metabolisiert wird (Morgan et 

al., 1971). Die Proteinsyntheserate in einer Zelle kann beim hypertrophen Wachstum 

höher als in normalen Zellen sein, folglich lässt eine erhöhte Proteinsyntheserate 

qualitativ auf Hypertrophie schließen. Wie in 3.4.1 beschrieben, wurden die 

transformierten Kardiomyozyten nach ca. fünf Stunden durch Zugabe von 

verschiedenen, spezifischen Inhibitoren inkubiert. 30 min später wurden die Zellen 

mit radioaktiv markiertem 14C-Phenylalanin inkubiert. Zeitgleich wurde ein Teil der 

Kardioymozyten zur Hypertrophieentstehung mit PE stimuliert. Dies diente als 

Positivkontrolle. Im Anschluss wurden die Zellen für 24 Stunden bei 37°C und 95% 

Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Die Inkorporation mit 14C-Phenylalanin 

wurde nach 24 Stunden durch die Entfernung des Inkorporationsmediums und 

zweimaliges Waschen der Kulturen mit PBS-Lösung beendet. Damit wurde das nicht 

eingebaute 14C-Phenylalanin aus den Kulturschalen entfernt. Zur Proteinfällung 

wurden die Kulturen mit einem ml eiskalter 10%iger TCA bei vier Grad über Nacht 



Methoden 29 

 

inkubiert. Um zu überprüfen, ob unter allen Versuchsbedingungen die zelluläre 

Verfügbarkeit und Aufnahme von 14C-Phenylalanin gleich war, wurde die 

Anwesenheit der markierten Aminosäure im Bestand der zur Proteinsynthese 

benötigten Vorläufermoleküle (Präkursor-Pool), radioaktiv nachgewiesen. Als 

Präkursor-Pool wird diejenige Phenylalanin-Fraktion bezeichnet, die zwar von den 

Kardiomyozyten aufgenommen, aber nicht in Proteine umgesetzt wurde. Um die 

Menge des markierten 14C-Phenylalanins im intrazellulären Präkursor-Pool zu 

ermitteln, wurden 500 μl des Überstandes in vier ml Szintillationslösung überführt. 

Nach dem Absaugen des Überstandes wurden die Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen und mit 1N NaOH/0,01% SDS (wt/vol) behandelt und anschließend für 

ca. zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Dies führte dazu, dass die Zellen zerstört 

wurden. Die Überführung von 500 µl dieses Überstandes in vier ml 

Szintillationslösung erfolgte nach zwei Stunden und es wurde dann das eingebaute 
14C-Phenylalanin im β-Counter ermittelt. Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge 

wurde der Farbstoff Coomassie Brillant Blue G-250 quantitativ eingesetzt. Dazu 

wurden 10 µl des Zelllysates in eine Mikrotiterplatte pipettiert und mit 200 µl 

Bradford-Reagenz versetzt. Die Extinktion wurde dann bei 595 nm im Photometer 

gemessen. Es wurde BSA, das in 1N NaOH/0,01% (wt/vol) SDS gelöst wurde,  als 

Standard zur Quantifizierung des Proteingehalts eingesetzt. Folgende 

Konzentrationen der Standardreihe wurden verwendet: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 

mg/ml. 

3.6.2 Erfassung der Hypertrophie durch Bestimmung der Zellgrößen 

Ein weiterer Parameter für die Bestimmung des hypertrophen Wachstums ist die 

Zellgröße. Hierfür wurde die Zunahme der Zellquerschnittsfläche oder die Cross 

Sectional Area (CSA) bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die in 3.3.1 beschriebenen 

frisch isolierten Kardiomyozyten mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden 

transformiert. 28 Stunden nach der Inkubation wurden die Zellen fotografiert und 

vermessen. Die Breite und die Länge der einzelnen Zellen wurden gemessen und die 

Querschnittsfläche der Zellen berechnet:  

CSA= radius² x π 
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Abb.3.1 Isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten der adulten Ratte unter dem Mikroskop zur 

Erfassung der Cross Sectional Area. 

3.7 Messung von Myokardzell-Kontraktionen im elektrischen Feld 

3.7.1 Probenvorbereitung 

Bei der Messung von Myokardzellkontraktionen im elektrischen Feld handelt es sich 

um Übernachtkulturen von isolierten Kardiomyozyten. Die Myozyten wurden mit 

Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformiert und ca. fünf Stunden später mit 

SB202190 (10 μM), einem spezifischen Inhibitor der p38-MAP-Kinase, inkubiert. Die 

Messung der Kontraktionsparameter wurde ca. 24 Stunden nach Zugabe des 

Inhibitors durchgeführt. 

3.7.2 Elektrische Stimulation zur Steuerung der Myokardzell-Kontraktion 

Wie bereits von Schlüter et al. 1997 beschrieben, soll nun mit dieser Methode 

speziell die Veränderung der Kontraktilität der Kardiomyozyten untersucht werden. 

Dazu wurden die Kulturschalen unmittelbar vor der Durchführung des Experiments 

aus dem 37°C warmen Inkubator herausgenommen, auf den Objekttisch eines 

Mikroskops gestellt und mit einem speziellen Deckel verschlossen. Dieser Deckel 

war mit vier Öffnungen versehen, welche eine annähernd quadratische Anordnung 

aufwies, die den Kreis des Deckels maximal ausfüllte. Durch eine dieser Öffnungen 

ist der Draht, der später an die Kathode des Elektrostimulators angeschlossen 
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wurde, in das Innere des Deckels geführt worden, so dass er in das Medium der 

Kulturschale eintauchte und durch eine benachbarte Öffnung wieder nach außen 

gelangte. Durch die gebogene Form war ein annähernd senkrechtes Eintauchen in 

das Medium gewährleistet. Dann knickte der Draht ab und verlief horizontal durch 

das Medium. Bevor er das Medium senkrecht verließ, knickte er wieder ab. Auf 

dieselbe Weise wurde mit dem Draht, der später an die Anode angeschlossen wurde, 

verfahren. Durch das Anschließen der zwei in der Kulturschale horizontal 

verlaufenden Drähte an den Stimulator, die als Kathode und Anode in der Schale 

fungierten, wurde ein elektrisches Feld aufgebaut. Aufgrund der Drahtform war ein 

homogenes Feld gegeben, so dass ein relativ gleichmäßiger Stromfluss zwischen 

den beiden Drähten und damit ein relativ gleichmäßiger Stromfluss durch die Zellen 

zwischen den beiden Drähten herrschte. Die Stimulation zur Kontraktion der Zellen 

entstand durch die Auslösung biphasischer Stromstöße. Erzeugt wurden diese von 

zwei 60 Volt starken entgegengesetzten Rechteckspannungen, die jeweils 0,5 

Millisekunden dauerten. Die zeitweise, in unregelmäßiger Frequenz auftretenden 

Spontankontraktionen wurden durch den Stimulator, der ihnen eine aufgezwungene 

Stromstoßfrequenz als Kontraktionsfrequenz vorgab, vereinheitlicht. Bei den 

Experimenten wurden Zellen, die die vorgegebene Frequenz nicht annahmen, nicht 

berücksichtigt. Durch das Ändern der Stimulationsfrequenz hat man nun den 

Myokardzellen verschiedene Kontraktionsgeschwindigkeiten vorgegeben. Die 

Erfassung der Kontraktionsparameter wurde mit einer Geräteanordnung der Firma 

Scientific Instruments GmbH aus Heidelberg durchgeführt (Abb.3.2). 
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Abb.3.2 Gezeigt ist die Geräteanordnung für die Messung der Zellverkürzung, bestehend aus 

Mikroskop, Bildschirm, Oszillograph und Zeilenkamera. 

3.7.3 Messung der Kontraktionsparameter 

Die Kontraktionen der in der Kulturschale befindlichen Zellen wurden während der 

Stimulation durch das Mikroskop beobachtet. Mit Hilfe zweier an das Mikroskop 

angeschlossener Kameras war zum einen die Beobachtung des Okularbildes auf 

einem Monitor mit einer Videokamera und zum anderem die Einstellung des Hell-

Dunkel- bzw. Dunkel-Hell-Übergangs an der Grenze zwischen Zelle und Hintergrund 

mit einer Zeilenkamera möglich. Zur Beobachtung einer Kontraktion war die 

Zeilenkamera so zu positionieren, dass sich beide Zellenden im Bild der 

eindimensionalen Zeile befanden. Die zu untersuchende Zelle wurde genau in der 

Mitte des Okularbildes so positioniert, dass beide Zellenden im Erfassungsbereich 
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der Zeilenkamera lagen. Die Einstellung wurde entweder durch das Bewegen der 

Kulturschale oder durch das Drehen der Zeilenkamera erreicht, bis man die Zellen im 

Videobild sehen konnte. 

 

Das in elektrische Signale umgewandelte Bild der Zeilenkamera wurde über das 

Interface auf einem Oszillographen dargestellt. Die Ablenkzeit ist auf dem 

Horizontalverstärker fest auf 0,1 ms/cm und der Vertikalverstärker auf 5 V/div 

eingestellt gewesen. Um ein stehendes Bild zu erhalten, wurde es für die 

Bilddarstellung intern getriggert. Die verschieden starken Y-Auslenkungen auf dem 

Oszillographen entstanden durch die verschiedenen Helligkeiten, die von der 

Zeilenkamera wahrgenommen wurden. Die Amplituden, welche die Zellgrenzen 

darstellten, konnten an ihrer horizontalen Bewegung erkannt werden. Auf diese 

Weise war es also möglich, die Zellkontraktion auf dem Oszillographen zu 

beobachten.  

Abb.3.3 Dargestellt sind  isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten der adulten Ratte im Bildschirm. 

Die Zelle wurde in einem elektrischen Feld stimuliert und die Zellverkürzung mit der 

Kamera aufgenommen.  
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Der Oszillograph, der als Zweikanaloszillograph betrieben wurde, wies am zweiten 

Kanal eine feste Spannung des Interfaces auf. Beim Ablesen wurde eine weitere 

horizontale Linie einer bestimmten Höhe auf dem Bildschirm des Oszillographen 

dargestellt und wenn sie nicht abgelesen wurde, zeigte der Oszillograph eine 

horizontale Linie in der Höhe Null. Diese zweite Spannung wurde extern über das 

Interface getriggert, indem man einen Triggermarker des Interfaces stellte, der 

ebenfalls vom Interface auf dem Oszillograph, vor eine Amplitude des Zellbildes, 

durch eine Amplitude sichtbar gemacht wurde. Erreichte nun die ansteigende 

Spannung des Zellbildes (sichtbar gemacht durch den Anstieg der Amplitude des 

Zellbildes) den Wert, der durch den Triggermarker vorgegeben wurde (sichtbar 

gemacht durch die Amplitude des Triggermarkers), so begann der Oszillograph, die 

Abb.3.4 Dargestellt ist die Kontraktionskurve eines isolierten ventrikulären Kardiomyozyten. Die 

Zellen wurden in einem elektrischen Feld stimuliert (0,5; 1 und 2 Hz), um Veränderungen

der Kontraktilität zu erfassen. Gezeigt ist die umgewandelte Kontraktionskurve im 

Oszillograph unter elektrischer Stimulation von 2 Hz. 
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Interface-Spannung am zweiten Kanal aufzuzeichnen (Abb.3.5). Man beobachtete 

am Bildschirm des Oszillographen an dieser Stelle im Bild des zweiten Kanals einen 

Sprung der Horizontalen aus der Null-Position in die Höhe. Wenn die Amplitude des 

Zellbildes im Zuge der Kontraktion ihre Position veränderte, so veränderte sich auch 

die Position, an der der Trigger-Wert erreicht wurde. Folglich veränderte sich ebenso 

die Stelle, an der die Horizontale nach oben wanderte. Man konnte die Vor- und 

Zurückbewegung der oberen Horizontalen an ihrer Kante beobachten. Anhand der 

Horizontalen hat man also die Zelllänge und die Zellkontraktion an dieser Zellkante 

beobachtet. Analog dazu verfuhr man an der anderen Zellkante. Die Weitergabe der 

Information „Interface-Spannung an“ bzw. „Interface-Spannung aus“ erfolgte vom 

Oszillograph an das Interface, welche wiederum an einen Computer weitergeleitet 

wurde. Das Programm, das aus den  Informationen „Spannung an“ bzw.“ Spannung 

aus“ die Länge der Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt registrierte, ist das MUCELL 

Programm der Firma Scientific Instruments GmbH. Das Programm erfasste anhand 

der Zelllängen zu verschiedenen Zeitpunkten eine Kurve, die die Kontraktion der 

Zelle in Abhängigkeit der Zeit darstellte. 

 

Abb.3.5 Gezeigt ist die Kontraktionskurve eines isolierten ventrikulären Kardiomyozyten der adulten 

Ratte, erfasst anhand der Zelllängen zu verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt ist die 

entstandene Kontraktionskurve durch eine elektrische Stimulation bei einem Hz. 

Der Computer erkannte an der jeweils einsetzenden Längenverkürzung den Beginn 

einer Kontraktion. Er nahm fünf Kontraktionen auf und ermittelte folgende Werte als 

Mittelwerte aus diesen vier Einzelmessungen: 
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1. Die maximale Zelllänge (diastolische Zelllänge) in Mikrometern 

2. Die minimale Zelllänge, (systolische Zelllänge) in Mikrometern 

3. Die Zeit vom Beginn der Kontraktion bis zur maximalen Kontraktion (Time to 

peak) in Millisekunden 

4. Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit in Mikrometern pro Sekunde 

(bestimmt aus der ersten Ableitung der Kontraktionskurve) 

5. Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit in Mikrometern pro Sekunde 

6. Die Zeit von der 10%-igen Zellkontraktion bis zur vollständigen Zellkontraktion in 

Millisekunden („T10-to-Peak“) 

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

Zellverkürzungsstrecke („R90-Wert“) 

Aus diesen Parametern wurden noch drei weitere Parameter errechnet: 

1. Der Quotient ΔL/L: Man bildete die Differenz aus diastolischer und systolischer 

Zelllänge und dividierte diese Differenz durch die diastolische Zelllänge. In 

Prozent ausgedrückt, zeigt die ΔL/L an, um wieviel Prozent ihrer diastolischen 

Länge sich die Zelle während der Kontraktion verkürzt. 

2. Die Conmax als Ratenkonstante für die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit: 

Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit wurde durch die Zelllänge der 

betreffenden Zelle dividiert, um so die Geschwindigkeit auf die Länge zu 

normieren. Die Conmax wurde in der Einheit [s-1] angegeben. 

3. Die Relmax als Ratenkonstante für die maximale Relaxationsgeschwindigkeit: 

 Analog zur Conmax wurde die maximale Relaxationsgeschwindigkeit durch die 

Zelllänge dividiert und in der Einheit [s-1] angegeben. 

3.7.4 Messprotokoll 

Wie oben beschrieben wurde jede Zelle bei einer Frequenz von einem Hz viermal 

ausgemessen, wobei die Zeit zwischen zwei Messungen jeweils 15 Sekunden 

betrug. Nach Übertragung der so erhaltenen vier Mittelwerte der 

Kontraktionsparameter in das Programm wurden die Daten weiterverarbeitet. 
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Mittelwert, Standardabweichung und Median wurden aus diesen jeweiligen vier 

Mittelwerten bestimmt. Die Messungen wurden bei derselben Zelle noch einmal bei 

0,5 Hz und bei zwei Hz durchgeführt. Es wurden pro Rattenherzpräparation jeweils 

drei bis vier Kulturschalen für verschiedene Bedingungen vorbereitet, wobei je eine 

Gruppe als Kontrolle diente, in die kein Reagenz zugegeben wurde. Es wurden 

jeweils drei Zellen pro Kulturschale gemessen. 

3.7.5 Statistik und Auswertung der Kontraktionsparameter  

Der Mittelwert wurde aus der Zusammenfassung der Einzelkontraktionen der 

verschiedenen Präparationen ermittelt. Es wurde bei der Auswertung der 

Kontraktionsparameter pro Zelle und pro Frequenz jeweils ein Wert, also die in den 

Experimenten erhaltenen Mediane zu Berechnung herangezogen. Die Auswertung 

der Kontraktionsparameter wurde mit dem Statistik-Programm SPSS durchgeführt. 

Zum Vergleich zweier Teilexperimente (z.B. Schalen mit und ohne SB) wurden die 

erhaltenen Parameter mit dem T-Test gegenüberstellt. Zum Vergleich mehrerer 

Gruppen untereinander wurde zunächst mit dem ANOVA-Test eine Varianzanalyse 

durchgeführt. Zur post hoc Analyse wurde der Student-Newman-Keuls- Test 

angewandt (Godfrey, 1985). Differenzen mit p < 0,05 galten als statistisch signifikant. 

Die Messwerte wurden als Standardfehler vom arithmetischen Mittelwert (SEM) aus 

n unabhängigen Experimenten angegeben. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Rolle des Smad4-Proteins bei der Hypertrophieentstehung 

4.1.1 Transformation von adulten Kardiomyozyten der Ratte mit Smad4-

Antisense-Oligonukleotiden führt zur Reduktion der Smad4 

Expression 

Mit Hilfe von geeigneten Antisense-Oligonukleotiden kann die Translation von 

Proteinen inhibiert werden, indem kurze Antisensestränge in  der Nähe der 

Translationstartstelle an die RNA binden. Um die Funktionalität der Smad4-

Antisense-Oligonukleotide zu verifizieren, wurden isolierte ventrikuläre 

Kardiomyozyten von erwachsenen Ratten mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden 

transformiert und für unterschiedliche Zeiten kultiviert. Als Kontrollzellen wurden 

Kardiomyozyten der gleichen Präparation ohne Transformation unter ansonst 

gleichen Kultur-Bedingungen herangezogen. Nach verschiedenen Zeitpunkten 

wurden die Zellen geerntet und Western-Blot-Analysen durchgeführt. Wie in 

Abbildung 4.1 zu sehen, ist die Smad4-Proteinmenge bereits nach 18 Stunden 

reduziert. Nach 28 Stunden liegen nur noch 34,13 ± 7,06% (n=4) des Smad4-

Proteins vor und nach 48 Stunden ist die Expression auf 10,75 ± 2,69% (n=3) im 

Vergleich zu den Kontrollzellen reduziert. Damit wurde gezeigt, dass die 

Transformation von Kardiomyozyten mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden 

erfolgreich zu einer Herunterregulation des  Smad4-Proteins führt und dass schon 

nach einem Tag weniger als die Hälfte des Smad4-Proteins in der Zelle vorhanden 

ist. 
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Abb.4.1 Dargestellt ist eine Western-Blot-Analyse von Kardiomyozyten, die für unterschiedliche 

Zeiten mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert wurden. Gezeigt ist 

oben in der Abbildung ein repräsentativer Western-Blot. Aufgetragen wurden 60 µg 

Gesamtprotein. Die untere Abbildung zeigt die quantitative Darstellung der Expression des 

Smad4-Proteins nach jeweils 18, 28 und 48 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

SEM (n=3-4, *=p<0,05 vs. Kontrollzellen). 

4.1.2 Hemmung der Smad4-Expression führt zur Erhöhung der 

Proteinsyntheserate 

Hypertrophes Wachstum kann mit einer Erhöhung der Proteinsyntheserate 

einhergehen. Zur Überprüfung, ob die Proteinsyntheserate durch die Inhibition der 

Smad4-Translation beeinflusst wird, wurden isolierte Kardiomyozyten mit Smad4-

Antisense-Oligonukleotiden für ca. 4,5 Stunden transformiert. Die Proteinsynthese-

rate wurde 24 Stunden nach der Transformation anhand des 14C-

Phenylalanineinbaus in die Zellen gemessen. Im Vergleich zu Kontrollzellen ist die 

Proteinsyntheserate bei den Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformierten 

Zellen signifikant um 128,85 ± 2,7% gestiegen. Auch nach 44 Stunden war die 

Proteinsyntheserate signifikant um 121,80 ± 8,58% erhöht ohne einen weiteren 

Anstieg zu zeigen (Abb. 4.2). Dies deutet darauf hin, dass die Reduktion der Smad4-

Proteinmenge zu einer Hypertrophieentstehung beiträgt. 
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Abb.4.2 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert. Nach 28 und 48 

Stunden wurde die Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin 

gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM (n=4 - 12, *=p<0,05 vs. Kontrollzellen). 

4.1.3 Hemmung der Smad4-Expression führt zu einer Vergrößerung der 

Kardiomyozyten  

Ein weiterer Parameter für die Bestimmung des hypertrophen Wachstums ist die 

Messung der Zellgröße. Die Querschnittfläche wurde nach der Messung der Breite 

der einzelnen Zellen berechnet und anschließend in Abbildung 4.3 dargestellt. Die 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformierten adulten ventrikulären 

Kardiomoyzyten zeigten nach 28 Stunden eine signifikante Zunahme der Zellgröße 

auf 117,74 ± 6,53%. Dies bestätigt die zuvor beobachtete Zunahme der 

Proteinsyntheserate und zeigt, dass eine Abnahme der Expression des Smad4-

Proteins zu einer Hypertrophie führt. 
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Abb.4.3 Dargestellt ist die Zellgröße der Kardiomyozyten der Ratte. Adulte Kardiomyozyten wurden 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500nM) transformiert und nach 24 Stunden die 

Querschnittsfläche mikroskopisch anhand der Zellbreite bestimmt. Gezeigt sind die 

Mittelwerte ± SEM (n=154 Einzelzellen aus 4 Präparationen, *=p<0,05 vs. Kontrollzellen). 

4.1.4 Smad4 ist nicht an der α-adrenerg induzierten Hypertrophie 

beteiligt 

Es ist bekannt, dass Kardiomyozyten auf eine α1-Adrenozeptor-Stimulation mit einer 

erhöhten Proteinsyntheserate reagieren (Schlüter et al, 1998). Um den Einfluss von 

Smad4 auf die Entstehung der Hypertrophie von Kardiomyozyten zu untersuchen, 

wurden isolierte ventrikuläre Kardiomyozyten von erwachsenen Ratten mit Smad4-

Antisense-Oligonukleotiden und mit dem α-adrenergen Agonisten Phenylephrin (PE) 

inkubiert. 24 Stunden nach der Inkubation wurde die Proteinsyntheserate als 

eingebaute Menge an 14C-Phenylalanin gemessen. Abbildung 4.4 zeigt, dass die 

Proteinsyntheserate der Kardiomyozyten durch Stimulation des α1-Adrenozeptors im 

Vergleich zu Kontrollzellen ansteigt (152,37 ± 5,66%, n=22, p<0,001). Im Vergleich 

zur PE induzierten Hypertrophie zeigt die Transformation mit Smad4-Antisense-

Oligonukleotiden eine etwas niedrigere Proteinsyntheserate (133,87 ± 15,75%, n=24, 

p<0,05). Bei gleichzeitiger Transformation der Zellen mit Smad4-Antisense-

Oligonukleotiden und α-adrenerger Stimulation sieht man jedoch eine signifikante 

Steigerung der Proteinsyntheserate, die mit 162,52 ± 9,72% (n=24, p<0,001) höher 
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ist, als in nur Antisense-Smad4-transformierten Zellen. Dies legt nahe, dass der α-

adrenerge Weg unabhängig von Smad4 ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.4 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit PE (10 µM) stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die Proteinsyntheserate anhand 

des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM (n=22-

24, **=p<0,01, ***=p<0,001 vs. Kontrollzellen). 
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4.2 Einfluss von Smad4 auf die Entstehung der Hypertrophie und 

daran beteiligte Signalwege 

In den vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass eine verringerte Smad4-

Expression durch die Transformation von adulten ventrikulären Kardiomyozyten mit 

Smad4-Antisense-Oligonukleotiden zu einer Steigerung der Proteinsyntheserate 

führt, die mit einer Vergrößerung der Zellen einhergeht. Für Kardiomyozyten gibt es 

mehrere Signaltransduktionswege, die an einer Herzhypertrophieentwicklung beteiligt 

sein können. In den folgenden Versuchen sollte nun der Signalweg, der zur 

Entstehung der Hypertrophie unter Smad4-Antisense-Oligonukleotiden führt, 

analysiert werden. 

4.2.1 Rolle der PI3-Kinase, Protein-Kinase C und ERK bei der Smad4-

Antisense-Oligonukleotid vermittelten Hypertrophieentstehung 

In früheren Studien wurde gezeigt, dass die PI3-Kinase, Protein-Kinase C (PKC) und 

Early Response-Kinase (ERK) bei der durch α-adrenerg-induzierten Hypertrophie 

eine Rolle spielen. Um den Einfluss der PI3-Kinase, der PKC und der ERK auch bei 

der, durch Smad4-Antisense-Oligonukleotide induzierten Hypertrophie zu 

analysieren, wurden die o.g. Kinasen in den folgenden Versuchen jeweils durch 

einen spezifischen Inhibitor beeinflusst. 

4.2.1.1 Hemmung der PI3-Kinase führt zur Reduktion der 

Proteinsyntheserate  

Isolierte ventrikuläre Kardiomyozytenn von Ratten wurden mit Wortmannin, einem 

spezifischen Inhibitor der PI3-Kinase, über Nacht inkubiert, um den Einfluss von PI3-

Kinase auf die Proteinsynthese in Smad4-Antisense-Oligonukleotid transformierten 

Zellen zu untersuchen. Wie in Abbildung 4.5 dargestellt, erhöht die Transformation 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden die Proteinsyntheserate um 18,25 ± 7,46% im 

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen, während bei den mit Wortmannin 

behandelten Zellen kein Effekt zu erkennen ist. Die zusätzliche Inkubation der mit 
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Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformierten Zellen mit Wortmannin führt zur 

signifikanten Hemmung der Proteinsyntheserate im Vergleich zu transformierten 

Zellen. Diese Ergebnisse zeigen damit eine Beteiligung des PI3-Kinase-Wegs an 

dem durch Smad4-Antisense-Oligonukleotid induzierten hypertrophen Wachstum der 

adulten Kardiomyozyten der Ratte. Eine Solche Beteiligung der PI3-Kinase ist bereits 

auch für die α-adrenerg-induzierte Hypertrophie bekannt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.5 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) und 4,5 Stunden später mit 

Wortmannin (10 nM) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die Proteinsyntheserate anhand 

des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM (n=6, 

*=p<0,05, vs Kontrollzellen, # =p<0,05 AS Smad4 vs. W+AS Smad4). 

4.2.1.2 Einfluss der Protein-Kinase C auf die Entstehung der 

Smad4-Antisense-Oligonukleotid vermittelten Hypertrophie  

Protein-Kinase C (PKC) ist eine Kinase, die über den α-adrenergen Weg aktiviert 

wird. Um zu überprüfen, ob PKC auch in der Entstehung der Smad4-vermittelten 

Hypertrophie von adulten Kradiomyozyten involviert ist, wurde die 

Proteinsyntheserate der Antisense-Smad4 transformierten Kardiomyozyten in An- 

und Abwesenheit von Gö6976, einem Inhibitor der PKC, nach 24 Stunden 

gemessen. Die Proteinsyntheserate ist bei Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

transformierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant erhöht (131,53 ± 

8,50%). Der PKC spezifische Inhibitor Gö allein führt zu keiner Erhöhung der 
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Proteinsynthese. Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Smad4-Antisense-

Oligonukleotiden und Gö zeigt keine Reduktion der Proteinsyntheserate (133,05 ± 

14,72%) (Abb.4.6). Dadurch kann man die Mitwirkung der PKC in der Smad4-

Antisense-Oligonukleotiden vermittelten Hypertrophie, anders als bei em α-adrenerg-

induzierten hypertrophen Wachstum, ausschließen. 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.6 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit Gö6976 (100 nM) über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 

Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind 

die Mittelwerte ± SEM (n=11, *=p<0,05, vs. Kontrollzellen). 

4.2.1.3 Einfluss von ERK auf die Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

vermittelte Hypertrophieentstehung 

Early Response-Kinase (ERK) ist eine weitere Kinase, die in der α-adrenerg-

induzierten Hypertrophieentstehung eine Rolle spielt. Um eine Beteiligung der ERK in 

ventrikulären Kardiomyozytenn aus adulten Ratten bei der Smad4-Antisense-

Oligonukleotid vermittelten Hypertrophie zu untersuchen, wurden die ventrikulären 

Kardiomyozytenn mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformiert und mit dem 

selektiven MAP-Kinase-Inhibitor PD98059 über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden ist 

eine signifikante Erhöhung der Proteinsyntheserate der Smad4-Antisense-

Oligonukleotid transfomierten Kardiomyozyten zu erkennen (131,53 ± 7,58%). Der 

Inhibitor PD96059 allein zeigte keinen Einfluss auf die Proteinsyntheserate. Die 

zusätzliche Inkubation der mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden behandelten 

Zellen mit PD führt zu keiner Abnahme der Smad4-Antisense-Oligonukleotid 
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induzierten Hypertrophie (129,12 ± 11,98%) (Abb. 4.7). Somit kann der ERK-Kinase-

Weg für die Smad4-Antisense-Oligonukleotid induzierte Hypertrophie 

ausgeschlossen werden und unterscheidet sich somit in diesem Punkt von der α-

adrenerg-induzierten Hypertrophie. 

 

 

 

 

 

 

Abb.4.7 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit PD98059 (10 µM) über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 

Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind 

die Mittelwerte ± SEM (n=6, *=p<0,05, vs. Kontrollzellen). 

4.2.2 Hemmung der p38-MAP-Kinase führt zur Reduktion der Smad4-

Antisense-Oligonukleotid induzierten Hypertrophie 

Um den Einfluss der p38-MAP-Kinase auf die Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

vermittelte Hypertrophie zu untersuchen, wurden adulte ventrikuläre Kardiomoyzyten 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformiert und anschließend mit 

SB202190, einem spezifischen Inhibitor der p38-MAP-Kinase, über Nacht inkubiert. 

Durch die Messung der Proteinsyntheserate wurde gezeigt, dass der signifikante 

Anstieg (159,51 ± 24,68%) der Smad4-Antisense-Oligonukleotid induzierten 

Hypertrophie durch den Inhibitor der p38-MAP-Kinase, SB202190, vollständig 

unterbunden wurde (99,17 ± 8,91%). Der Inhibitor allein zeigte keinen Effekt auf die 

Proteinsyntheserate (Abb.4.8). Damit wird gezeigt, dass das Wachstum der Smad4-

Antisense-Oligonukleotid transformierten Zellen über p38- MAP-Kinase reguliert wird. 
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Abb.4.8 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit SB202190 (10 µM) über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 

Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind 

die Mittelwerte ± SEM (n=13-14, *=p<0,05 vs Kontrollzellen, # =p<0,05 AS Smad4 vs. AS 

Smad4+SB). 

4.2.3 Einfluss der NADPH-Oxidase auf die Smad4-Antisense-

Oligonukleotid vermittelte Erhöhung der Proteinsyntheserate 

Die NADPH-Oxidase ist ein Enzym, welches in der Lage ist, Radikale als Produkt zu 

bilden, die wiederum p38-MAP-Kinase aktivieren können. Um eine Beteiligung des 

Enzyms „NADPH-Oxidase“ auf die Smad4-Antisense-Oligonukleotid vermittelte 

Hypertrophie in den Kardiomyozyten der Ratte zu untersuchen, wurden in diesem 

Versuch die adulten Kardiomyozyten mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden 

transformiert und über Nacht mit Apocynin, einem spezifischen NADPH-Oxidase-

Inhibitor, inkubiert. Anschließend wurde der prozentuale Einbau von radioaktiv 

markiertem 14C-Phenylalanin in den Zellen gemessen. Die Smad4-Antisense-

Oligonukleotid transformierten Zellen zeigten in An- und Abwesenheit von Apocynin 

einen signifikanten Anstieg der Proteinsyntheserate gegenüber den Kontrollzellen 

(AS Smad4 117,19  5,35; Apo+AS Smad4 156%  9,45), während allein mit 

Apocynin inkubierte Zellen keine erhöhte Proteinsyntheserate aufwiesen (Abb. 4.9). 

Die Inkubation Smad4-Antisense-Oligonukleotid transformierter Kardiomyozyten mit 

Apocynin führt zusätzlich zu einer signifikanten Steigerung der Proteinsyntheserate. 
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Die Erhöhung der Proteinsyntheserate von Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

transformierter Zellen durch Apocynin zeigt, dass die NADPH-Oxidase nicht an der 

Hypertrophieentwicklung beteiligt ist, sondern dass die Hemmung des Enzyms zu 

einer signifikanten Zunahme der Proteinsyntheserate in Smad4-Antisense-

Oligonukleotid stimulierten Zellen führt. Dies weist daraufhin, dass die NADPH-

Oxidase nicht an der Smad4-Antisense-Oligonukleotid induzierten 

Hypertrophieentstehung beteiligt ist, sondern diesen hypertrophen Signalweg sogar 

reprimieren kann. 

   

 

 

 

 

 

 

Abb.4.9 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit Apocynin (10µM) über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 

Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind 

die Mittelwerte ± SEM (n=8, *=p<0,05, **=p<0,01 vs Kontrollzellen, # =p<0,05 AS Smad4 

vs. Apo+AS Smad4). 

4.2.4 Einfluss von ROS auf die Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

vermittelte Erhöhung der Proteinsyntheserate 

Da die Hemmung der NADPH–Oxidase zu einer weiteren Steigerung der 

Hypertrophie führt, wurde untersucht inwieweit freie Radikale die Smad4-Antisense-

Oligonukleotid induzierte Hypertrophie beeinflussen. Dafür wurden Kardiomyozyten 

mit Vitamin C über Nacht inkubiert. Das Antioxidans, Vitamin C, ist in der Lage, 

Radikale wie reaktive Sauerstoffmoleküle zu binden. Nachfolgend wurde die 

Proteinsyntheserate der Kardiomyozyten anhand des 14C-Phenylalanineinbaus nach 

28 Stunden in den Zellen ermittelt (Abb. 4.10). Die Smad4-Antisense-Oligonukleotid 
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transformierten Zellen zeigten eine signifikante Erhöhung der Proteinsynthese im 

Verhältnis zu Kontrollzellen, während bei den mit Vitamin C behandelten Zellen kein 

Effekt zu erkennen war. Die zusätzliche Behandlung der Smad4-Antisense-

Oligonukleotid transformierten Zellen mit Vitamin C zeigte eine ähnlich starke 

Erhöhung der Proteinsyntheserate wie in den transformierten Zellen allein. Es war 

jedoch kein additiver Effekt erkennbar. Die erhobenen Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass die Eliminierung der Sauerstoffradikale keinen direkten Effekt auf die Smad4-

Antisense-Oligonukleotid vermittelte Hypertrophie in adulten Kardiomyozyten hat.  

 

Abb.4.10 Dargestellt ist die quantitative Analyse der Proteinsyntheserate. Adulte Kardiomyozyten 

wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500 nM) transformiert und 4,5 Stunden 

später mit Vitamin C (10 µM) über Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 

Proteinsyntheserate anhand des Einbaus von 14C-Phenylalanin gemessen. Gezeigt sind 

die Mittelwerte ± SEM (n=4, *=p<0,05, ** = p <0,01 vs. Kontrollzellen). 
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4.3 Kontraktionsverhalten Smad4-Antisense-Oligonukleotid 

transformierter Kardiomyozyten  

4.3.1 Hemmung der p38-MAP-Kinase führt zur Verbesserung der 

Kontraktilität Smad4-Antisense-Oligonukleotid transformierter 

Kardiomyozyten 

Hypertrophes Wachstum einer Zelle kann zusätzlich mit einer eingeschränkten 

Funktion der Zelle einhergehen. Um zu prüfen, ob Antisense-Smad4 induzierte 

Hypertrophie auch das Kontraktionsverhalten der Zelle beeinflusst, wurde die 

Kontraktion der Kardiomyozyten durch Messung der relativen Zellverkürzung dL/L(%) 

bestimmt. Wie in Abb. 4.11 zu sehen, führt die Transformation der Kardiomyozyten 

mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden zu einer signifikanten Reduktion der 

Zellverkürzung (Kontrolle 10,43  0,49% vs. AS Smad4 8,83   0,48%). Da das 

hypertrophe Wachstum der transformierten Zellen abhängig von der p38-MAP-

Kinase ist, wurde untersucht, ob auch das Kontraktilitätsverhalten p38-MAP-Kinase-

abhängig ist. Dafür wurden adulte ventrikuläre Kardiomyozyten mit Antisense-Smad4 

transformiert und mit SB202190 über Nacht inkubiert. Der p38-MAP-Kinase-Inhibitor 

verbesserte das kontraktile Verhalten der Zellen. Die reduzierte Zellverkürzung in 

Smad4-Antisense-Oligonukleotid transformierten Zellen wurde durch Einsatz des 

p38-MAP-Kinase Inhibitors SB signifikant auf das Kontrollniveau erhöht (10,28  

0,45%) (Abb. 4.11). p38-MAP-Kinase ist somit sowohl für das hypertrophe 

Wachstum, als auch für die eingeschränkte Kontraktilität der Smad4-Antisense-

Oligonukleotid behandelten Kardiomyozyten verantwortlich. 
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Abb.4.11 Dargestellt ist die relative Zellverkürzung der Kardiomyozyten der Ratte. Adulte 

Kardiomyozyten wurden mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden (500nM) transformiert 

und 4,5 Stunden später mit SB202190 (1µM) über Nacht inkubiert. 24 Stunden nach 

der Inkubation wurde die Kontraktion der Zellen bei 2 Hz gemessen und die relative 

Zellverkürzung der Zellen berechnet. Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM (n=22-24, 

*=p<0,05 vs Kontrollzellen, # =p<0,05 AS Smad4 vs. SB+AS Smad4). 
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5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein Smad4-Mangel hypertrophes 

Wachstum in adulten Kardiomyozyten hervorruft. An der durch Smad4-Mangel 

induzierten Hypertrophie sind sowohl die p38-MAP-Kinase und PI3-Kinase beteiligt, 

während eine Beteiligung von ERK und PKC an der Hypertrophieentwicklung 

auszuschließen ist. Neben der Hypertrophieentstehung führte eine reduzierte 

Expression von Smad4 zusätzlich zu einer verminderten Zellverkürzung. Auch hier 

konnte eine Beteiligung der p38 MAP Kinase gezeigt werden. 

5.1 Modell für einen funktionellen Knock-Out von Smad4 

Das Untersuchungsmodell dieser Arbeit waren adulte Kardiomyozyten der Ratte. Um 

den Einfluss von Smad4 in diesem Zelltyp zu erforschen, sollte ein funktioneller 

Knock-Out erzeugt werden, um das Smad4-Protein effektiv herunter zu regulieren. 

Die Wahl fiel hierbei auf den Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden.  Als Alternative 

kämen  Small interfering RNAs (siRNA), spezielle doppelsträngige RNA-Moleküle, in 

Frage, die einen Komplex mit der komplementären mRNA bilden, welcher dann von 

der Zelle abgebaut wird, so dass es nicht zur Translation des Proteins kommt. Diese 

Methode ist in vielen Zellen erfolgreich einsetzbar, wie z.B. Phanish et al. (2006) in 

Tubulusepithelzellen von Ratten zeigten. Sie benutzten diese siRNA gegen Smad2 

and Smad3 und sahen nach 86 Stunden eine Abnahme der Proteinmenge. Diese 

Methode kam aber für adulte Kardiomyozyten nicht in Frage, da eine Kultivierung im 

serumfreien Medium, über diesen langen Zeitraum, für adulte Kardiomyozyten der 

Ratte nicht möglich ist. Ein weiteres Problem ist die Transfektion der Zellen mit 

siRNA. Während Zelllinien und auch einige primäre Zellen durch Elektroporation oder 

mittels Transfektionsreagenzien siRNA aufnehmen können, sind diese Mittel für 

adulte Kardiomyozyten nicht etabliert bzw. eignen sich nicht, da die Zellvitalität leidet 

und die Effizienz der Transfektion sehr gering ist. 

Der Einsatz von Antisenseoligonukleotiden ist daher  eine effiziente und schnelle 

Methode, um die Expression von Proteinen herunterzuregulieren. In neonatalen 

Kardiomyozytenn der Ratte konnte durch Einsatz von Antisenseoligonukleotiden 
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gegen Smad1 der Zelltod nach Hypoxie/Reoxygenation gehemmt werden (Masaki et 

al. 2005). Die in dieser Arbeit verwendeten Antisense-Smad4-Oligonukleotiden 

wurden bereits in der Arbeit von Schneiders et al. (2005) verwendet. Hier wurde 

gezeigt, dass Antisense-Smad4 die TGF induzierte Apoptose hemmt, was mit  

Kontroll-Antisense-Oligonukleotiden nicht möglich war. Zur Erhöhung ihrer Stabilität 

in den Zellen sind die 4 endständigen Nukleotide durch Phosphorthioester 

modifiziert, sodass sie nicht von der Zelle abgebaut werden können. Innerhalb von 

fünf Stunden werden sie von der Zelle aufgenommen, ohne dass Transfektionsmittel 

eingesetzt werden müssen. Die Oligonukleotide haben keinen Einfluss auf die 

Zellvitalität (Schneiders et al., 2005) und Kontrolloligonukleotide haben auch keinen 

Einfluss auf das Wachstum der Zelle (Anwar et al., 2008). Somit fiel zur Herstellung 

eines funktionellen Knock-Outs die Wahl auf den Gebrauch der 

Antisenseoligonukleotide. 

5.2 Smad4 als Wachstumsrepressor in Kardiomyozyten und 

anderen Zelltypen 

Dass Smad4 nicht nur bei der Zellentwicklung und dem Tumorwachstum eine Rolle 

spielt, sondern auch im Herzen das Wachstum von Kardioymyozyten beeinflusst, 

zeigten erstmalig Wang et al. (2005) an einer herzspezifischen Smad4 Knock-Out 

Maus. Durch das Ausschalten von  Smad4 im Herzen dieser Maus wurde ein 

hypertrophes Wachstum ausgelöst (Wang et al., 2005). Neben diesen in vivo Modell 

konnte in der vorliegenden Arbeit an isolierten Kardiomyozyten  gezeigt werden, dass 

die Expression von Smad4 auf einem physiologischen Expressionsniveau ausreicht, 

um das hypertrophe Wachstum der Kardiomyozyten zu unterdrücken. Denn sowohl 

durch Knock-Out in Mäusen, als auch durch Antisense-Smad4-Oligonukleotide in 

Ratten-Kardiomyozyten konnte die Wachstumshemmung aufgehoben werden. 

Daraus lässt sich schließen, dass physiologische Konzentrationen von Smad4 

benötigt werden, um Hypertrophie zu reprimieren. Ähnliche Befunde  zur anti-

hypertrophen Wirkung von Smad4 wurden auch von Heger et al. (2009) gezeigt. Hier 

wurden isolierte adulte Kardiomyozyten der Ratte mit einem Adenovirus infiziert, der 

Smad4 überexprimiert. Dabei wurde demonstriert, dass nicht-infizierte 

Kardiomyozyten auf eine α-adrenerge Stimulation mit einer Steigerung der 
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Proteinsyntheserate und Zunahme der Zellgröße reagierten, während bei Smad4-

überexprimierenden Zellen keine Hypertrophie-Entwicklung nach α-adrenerger 

Stimulation beobachtet wurde. Darüber hinaus konnte durch eine Überexpression 

von Smad4 neben der Hemmung der Hypertophie eine gleichzeitige Induktion von 

Apoptose beobachtet werden (Heger et al., 2009). 

Somit hemmt Smad4 die Hypertrophieentwicklung in den Kardiomyozyten basal 

unter nicht stimulierten Bedingungen und nach Überexpression sogar unter 

adrenerger Stimulation. Diese Beispiele deuten darauf hin, dass Smad4 eine 

bedeutende Rolle als negativer Regulator der Hypertrophie zu spielen scheint.  

Zahlreiche Untersuchungen konnten die Notwendigkeit von Smad4 für die 

Entwicklung und das Wachstum in unterschiedlichen Zelltypen belegen. Ko et al. 

(2007) hatten demonstriert, dass Smad4 in Neuralleistenzellen bei der frühen 

Zahnentwicklung eine essentielle Rolle spielt. So wurde an einem Neuralleistenzellen 

spezifischen Smad4 Knock-Out in der Maus demonstriert, dass eine Inaktivierung 

von Smad4 in Neuralleistenzellen und dessen Derivaten, wie Ektomesenchymzellen, 

während der frühen Stadien der Zahnentwicklung zu einer Entwicklungshemmung 

der Zahnleiste, der Inzisiven und Molaren, führt. Auch Lan et al. (2007) konnten die 

Beteiligung von Smad4 an der Entwicklung, dem Umbau und der Reifung von 

Endothelzellen der Blutgefäßen zeigen. So starben Smad4-Knock-Out Mäuse am 10. 

Embryonaltag an kardiovaskulären Defekten. Darüber hinaus ist die Rolle von 

Smad4 und dessen Wirkung am Tumorwachstum vielfach identifiziert worden. 

Schwarte-Waldhoff (2009) konnte zeigen, dass das Smad4 Tumorsuppressorgen in 

Tumoren des Gastroinstestinaltraktes häufig verloren geht oder inaktiv wird. 

Untersuchungen an Pankreaskarzinom-Zellinien weisen darauf hin, dass Smad4 

einen negativen Effekt auf das Wachstum von Zellen hat (Schwarte-Waldhoff, 2009). 

Am Modell einer Keratinozyten-spezifischen Smad4 Knock-Out Maus wurde 

nachgewiesen, dass der Verlust von Smad4 zu Haarausfall und Entstehung von 

Hauttumoren führt. Nachweislich ist Smad4 für eine katagene Induktion essentiell 

und spielt eine kritische Rolle als Repressor bei dem Tumorwachstum der Haut 

(Yang et al 2005). Smad4 ist unter anderem ein Tumorrepressorgen, dessen 

Inaktivierung meist mit dem Übergang zu invasiven Tumorstadien einhergeht. 

Schwarte-Waldhoff (2009) zeigte, dass die Tumorsuppressorfunktion von Smad4 
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nicht auf der Vermittlung Wachstum-inhibierender Effekte von TGF- beruht, sondern 

vermutlich über komplexere Mechanismen bewirkt wird. 

Alle diese Beispiele, bei Tumoren, Endothelzellen und bei der Zahnentwicklung 

unterstützen die in dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse, denn in allen Systemen führt 

eine Inaktivierung oder Reduktion von Smad4 zu einem Anstieg des Wachstums der 

Zelle.  

5.3 Signalwege der Hypertrophie 

Wie in 5.2. erwähnt, spielt Smad4 in hypertrophen Prozessen eine Schlüsselrolle. 

Zum besseren Verständnis des Wirkungsmechanismus von Smad4 ist die 

Charakterisierung  dieses Signalweges von großer Bedeutung. Die Kaskade der 

Hypertrophie wurde in den letzten Jahren vielfach erforscht, dabei wurde die 

Beteiligung vieler unterschiedlicher Kinasen demonstriert. 

Im Gegensatz zu α-adrenerg vermittelter Hypertrophie ist das GDF15-induzierte 

Wachstum der Zelle von Smad-Transkriptionsfaktoren abhängig. 

Die PI3-Kinase ist eine zentrale Kinase in der Signaltransduktion der Hypertrophie. 

So wurde eine Aktivierung der PI3-Kinase im Verlauf der β-adrenergen 

Wachstumsregulation nachgewiesen (Schlüter, 1998, Simm et al., 1998). Pönicke et 

al. konnten zeigen, dass der α-adrenerg vermittelte Anstieg der Proteinsynthese 

ebenfalls durch die PI3-K vermittelt wird (Pönicke et al., 2001). Kürzlich zeigten 

Heger et al. (2010), dass die GDF15-induzierte Hypertrophie  durch Verwendung 

spezifischer Inhibitoren der PI-3Kinase (LY290042, Wortmannin) an isolierten adulten 

Kardiomyozyten der Ratte ebenfalls zu hemmen ist. In der hier vorliegenden Studie 

konnte nun ein weiterer hypertropher Signalweg, an dem die PI3-Kinase beteiligt ist, 

charakterisiert werden, nämlich der unter Antisense-Smad4-induzierte 

prohypertrophe Signalweg. 

Für eine Angiotensin II-induzierte Hypertrophie konnte nachgewiesen werden, dass 

initial ein Redox-sensitiver Schritt unter Beteiligung einer NADPH-Oxidase abläuft. 

Als Folge dieses Redox-sensitiven Zwischenschrittes kommt es zur Aktivierung der 
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p38-MAP-Kinase (Wenzel et al 2001). Auch andere Studien konnten zeigen, dass die 

Aktivität von p38-MAP-Kinase, induziert durch Stress, mit der Akkumulation von ROS 

assoziiert ist (Y.James Kang, 2006). Im Unterschied dazu wurde in der vorliegenden 

Arbeit beobachtet, dass zwar p38-MAP-Kinase aber weder NADPH-Oxidase noch 

ROS einen Effekt auf die regulatorische Funktion von Smad4 bei der Hypertrophie 

haben. Die Rolle von p38-MAP-Kinase in der kardialen Hypertrophie zeigte Wenzel 

et al. (2005) am Modell isolierter adulter Kardiomyozyten der Ratte. Die Aktivität von 

p38-MAP-Kinase ist ein notwendiger Zwischenschritt für die Induktion eines 

hypertrophen Wachstums (Wenzel et al. 2005). In dieser Arbeit gelang es 

nachzuweisen, dass  p38-MAP-Kinase auch  in Antisense-Smad4-abhängiger 

Hypertrophie involviert ist. Außer am Herzen wurde der Effekt von Smad4 in 

Abhängigkeit von p38-MAP-Kinase während der embryonalen Organogenese 

beobachtet. Bei der Reexpression fetaler Gene unter hypertrophen Bedingungen 

werden ähnliche Mechanismen, wie sie bei der embryonalen Entwicklung bekannt 

sind, wirksam (Chien, 1999, Hardt et al. 2004). Ob es allerdings unter Antisense-

Smad4 zu Reexpression fetaler Gene kommt, muß noch in nachfolgenden Studien 

untersucht werden. 

Weitere an hypertropher Vergrösserung beteiligte Kinasen sind PKC und ERK. In 

dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Antisense-Smad4-induzierte Hypertrophie 

jedoch sowohl unabhängig von Proteinkinase C als auch unabhängig von ERK 

abläuft. Dabei ist zu beachten, dass in den Studien an isolierten neonatalen (Zou et 

al. 1996) und adulten (Wenzel et al. 2005) Kardiomyozyten der Ratte eine 

Beteiligung der PKC an der Angiotensin II-induzierten Hypertrophie gezeigt wurde. 

Diese läuft über eine ROS-abhängige Steigerung der TGF-Expression. Die durch 

Runterregulierung von Smad4 hervorgerufene Hypertrophie ist dagegen ROS- und 

TGF-unabhängig und beschreitet somit völlig  andere Signalwege.  

Wang et al. (2005) haben an einer herzspezifischen Smad4 Knock-Out Maus 

gezeigt, dass durch die Unterbindung der Expression von Smad4 hypertrophes 

Wachstum unter Beteiligung von MEK1 und ERK1/2 induziert wird. Im Unterschied 

zu Wang et al. wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass die 

Repressorfunktion von Smad4 bei der Ratte unabhängig von ERK verläuft. Dagegen 

wurde eine Beteiligung der p38-MAP-Kinase und PI3-Kinase nachgewiesen. Diese 
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Unterschiede können z.B. durch eine Spezies-spezifische Kinaseaktivität 

hervorgerufen sein. Während es sich bei dem Knock-Out Tier um ein Mausmodell 

handelt, erfolgten die Untersuchungen in dieser Arbeit an Ratten. Weiterhin sind bei 

Untersuchungen in isolierten Zellen systemische Einflüsse und kompensatorische 

Reaktionen, wie es bei in vivo Experimenten bekannt ist, ausgeschaltet. Ein weiterer 

Unterschied liegt in der Zeitkinetik. In dieser Arbeit wurde das hypertrophe Wachstum 

bereits 24 Stunden nach hypertropher Stimulation untersucht. Bei der Knock-Out 

Maus erfolgte die  Smad4-Reduktion schon in der Embryonalentwicklung, da die 

Herzspezifität durch den α-MHC-Promotor erreicht wurde, der schon vor der Geburt 

in den Vorhöfen aktiv ist. Das heißt Smad4 ist schon vor der Geburt in den Zellen 

reduziert bzw. ausgeknockt, wodurch auch eine Kompensation hervorgerufen werden 

kann. Dies alles kann zu den unterschiedlichen Ergebnissen in diesen beiden 

Modellen führen.  

5.4 Einfluss von Smad4 auf die Kontraktilität 

Wang et al. (2005) konnten an einer herzspezifischen Smad4 Knock-Out Maus 

neben dem hypertrophen Wachstum auch noch eine Verschlechterung der kardialen 

Kontraktilität durch die Unterbindung der Expression von Smad4 zeigen. Dies wurde 

durch die Arbeitsgruppe Qi et al. (2007) bestätigt. Dabei wurde gezeigt, dass eine 

Gendeletion von Smad4  am E9,5 der Embryonalzeit zu einer Letalität des Embryos 

zwischen dem E12,5 und E15,5 führt.  Dabei wiesen  sie schwerwiegende 

morphologische Herzfehler auf, die mit einer Reduktion der Expression der 

Kontraktilitätsmarker, -MHC, MLC2v und -kardiales  Aktin, einherging. Auch in 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Kontraktilität der Zellen durch 

Reduktion der Smad4-Expression verschlechterte. Dabei wurde in der vorliegenden 

Arbeit eine Beteiligung der p38-MAP-Kinase an der Verschlechterung der 

Kontraktilität der hypertrophen Kardiomyozyten gezeigt. In dieser Arbeit bleibt 

ungeklärt, ob die Funktionsverschlechterung mit einer veränderten Genexpression 

von kontraktilen Proteinen einhergeht. Dies bedarf weiterer Untersuchungen. 

Zusammengefasst kann man schließen, dass eine Runterregulation von Smad4 nicht 

nur auf das hypertrophe Wachstum, sondern auch auf die kontraktile Funktion des 
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Herzens einen Effekt hat.  Sowohl hypertrophes Wachstum, als auch eine 

Verschlechterung der Kontraktilität des Herzens können zur Herzinsuffizienz führen. 

Dies legt eine zentrale Rolle von Smad4 im Suffizienzgeschehen nahe. 

5.5 Smad4 als endogener Hypertrophierepressor 

Die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass Smad4 einen 

natürlichen, endogenen Repressor darstellt. In der unstimulierten Zelle wird Smad4 

konstitutiv exprimiert. Dies ist auch bekannt für die endogenen Repressoren der 

Klasse I wie GSK-3β oder HDAC. Die Klasse I der endogenen Repressoren sind 

konstitutiv aktiv und verlieren an Aktivität erst nach einer hypertrophen Stimulation. 

Diese sind somit unter basalen Bedingungen aktiv und halten eine Balance zwischen 

hypertrophen und antihypertrophen Stimuli. Haq et al. (2000) konnten am Modell 

kultivierter neonataler Kardiomyozyten der Ratte zeigen, dass eine Downregulation 

der Expression oder Hemmung der Aktivierung von GSK-3β, die bereits in aktivierter 

Form in unstimulierten Kardiomyozyten vorliegt, eine Hypertrophie auslöst. Mehrere 

unabhängige Studien haben GSK-3β als endogenen negativen Regulator mit der 

Fähigkeit, eine Hypertrophieentwicklung basal zu verhindern, identifiziert (Haq et al., 

2000).  

Auch für HDAC9 konnte nachgewiesen werden, dass es als endogener negativer 

Regulator der Hypertrophie fungiert (Zhang et al., 2002). Es wurde am Modell der 

HDAC9 Knock out Maus die Entwicklung einer altersabhängigen kardialen 

Hypertrophie demonstiert. Der anti-hypertrophe Effekt von HDAC9 wird durch eine 

Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor MEF2 hervorgerufen. Dabei wird MEF2 

durch HDAC9 inaktiviert. MEF2 ist ein stark prohypertropher Transkriptionsfaktor, der 

konstitutiv in unstimulierten adulten Kardiomyozyten im Zellkern exprimiert wird 

(Muñoz et al., 2009, Potthoff et al., 2007). Diese Hemmung von MEF2 verhindert das 

hypertrophe Wachstum der Zelle (Zhang et al., 2002). Es ist naheliegend, dass 

Smad4 als Transkriptionsfaktor ähnliche Mechanismen zur Suppression der 

Hypertrophie nutzt.  Auch für Smads ist bekannt, dass sie mit anderen 

Transkriptionsfaktoren wie GATA (Lee et al., 2004) und AP-1 (Euler-Taimor et al., 

2006) interagierten. GATA ist als Transkriptionsfaktor für die Regulation des 
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hypertrophen Wachstums in adulten Herzen bekannt (Molkentin, 2000, Pikkarainen 

et al., 2003, 2004). Die Interaktion zwischen Smad-Proteinen und GATA ist essentiell 

für die Entwicklung des Herzens (Lee et al., 2004). AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, 

der an der α-adrenerg-vermittelten Hypertrophie beteiligt ist (Taimor et al., 2004). 

Eine Interaktion von AP-1 mit Smad spielt bei der  Induktion von Apoptose eine 

entscheidende Rolle (Schneiders et al., 2005). Welche Interaktion Smad4 im anti-

hypertrophen Geschehen eingeht, ist bisher nicht bekannt.  

Die Tatsache, dass durch den Verlust von Smad4 Hypertrophie entsteht, spricht für 

eine Aktivität von Smad4 unter basalen Bedingungen wie man es bei GSK-3β und 

HDAC9, also Gruppe I der negativer endogenen Regulatoren, findet. Als endogener 

Inhibitor der Klasse II, die basal kaum oder gar keine Aktivität aufweisen kommt 

Smad4 nicht in Frage, da die Klasse II Mitglieder wie ICER erst durch einen 

hypertrophen Stimulus aktiviert bzw. exprimiert werden. 

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Smad4 ist ein Schlüsselprotein in der Wachstumsregulation  adulter Kardiomyozyten, 

indem es unter physiologischen Bedingungen das Zellgrößenwachstum verhindert. 

Obwohl Smad4 ein Signalmolekül von TGFist, ist dieser hemmende Einfluss von 

Smad4 auf die Größenzunahme der Kardiomyozyten unabhängig von der Aktivierung 

des TGF Signalweges. Smad4 fungiert somit in der Zelle als endogener Repressor, 

der eine Balance zwischen normalen und hypertrophen Wachstum hält. Dabei wird 

dieses Gleichgewicht über die p38-MAP-Kinase und die PI3-Kinase reguliert. Beides 

sind Kinasen, die für das myokardiale Wachstum, ausgelöst durch unterschiedliche 

Stimuli, bedeutend sind.  

In weiteren Studien soll untersucht werden, inwieweit p38-MAP-Kinase und PI3-

Kinase über einen gemeinsamen, Antisense-Smad4-abhängigen Signalweg zur 

Hypertrophie führen oder ob es sich um zwei unabhängige Wege handelt. Da Smad-

Transkriptionsfaktoren die Promotorbindung von anderen Transkriptionsfaktoren 

beeinflussen können, wäre es desweiteren interessant zu untersuchen, ob durch die 

Reduktion von Smad4 die Aktivierung von anderen Hypertrophie-relevanten 
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Transkriptionsfaktoren gestört ist. In Betracht kämen hier GATA- und STAT-

Transkriptionsfaktoren, aber auch andere Smad-Familienmitglieder. 

Da Smad4 als Repressor der Klasse I betrachtet werden kann, ist eine weitere 

wichtige Frage, ob Smad4 mit anderen Repressoren der Klasse I wie GSK-3 in 

Verbindung steht.  

Obwohl es viele Therapieansätze gibt, die einer Hypertrophie des Herzens 

entgegenwirken, gibt es immer noch viele in ihrer Folge auftretende Todesfälle. 

Deshalb ist die Repression von Hypertrophie wichtig und somit auch, natürlich 

vorkommende Hypertrophierepressoren zu charakterisieren. In dieser Arbeit konnte 

die Rolle von Smad4 in der Pathogenese von kardialer Hypertrophie als 

Hypertrophierepressor aufgezeigt werden. Weitere Untersuchungen zur Aufklärung 

der Signalmechanismen, die dieser  anti-hypertrophe Wirkung von Smad4 

unterliegen, sollten in weiteren Studien folgen. 
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6 Zusammenfassung 

Hypertrophes Wachstum repräsentiert den Schutz des Herzens gegenüber einer er-

höhten Druckbelastung. Das Fortschreiten einer Hypertrophie kann zur Dekompen-

sation und Verschlechterung der Herzfunktion führen. Mehrere Studien zeigen, dass 

Smad-Proteine wesentlich am kardialen Remodelling beteiligt sein können. Ziel 

dieser Studie war es, die Bedeutung von Smad4 für die kardiale Hy-

pertrophieentwicklung zu untersuchen. 

Um zu analysieren, inwieweit Smad4 eine Rolle in der kardialen Hypertrophie-

Entwicklung spielt, wurde ein funktioneller Knock-Out von Smad4 in adulten 

Kardiomyozyten der Ratte mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden herbeigeführt. Die 

Transformation der Zellen mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden reduzierte die 

Smad4-Proteinexpression nach 28 Stunden auf 34,68  7,07 % (n=4) und nach 48 

Stunden auf 10,75  2,69 % (n=3). Hypertrophieinduktion wurde nach 24 Stunden 

Inkubation mit Smad4-Antisense-Oligonukleotiden durch 14C-Phenylalanin-Einbau als 

Proteinsynthese gemessen. Im Vergleich zu Kontrollzellen stieg die Proteinsynthese 

bei Hemmung von Smad4 auf 133,87  15,75 % (n=24; p<0,05). Adrenerge 

Stimulation mit Phenylephrine (PE) erhöhte die Proteinsyntheserate auf 152,37  

5,66 (n=22; p<0,001). Die gleichzeitige Transformation der Zellen mit Smad4-

Antisense-Oligonukleotiden und Stimulation mit PE steigerte die Proteinsyntheserate 

auf 162,52  9,72 % (n=24; p<0,001). Um zu überprüfen, welche Signalwege in der 

Smad4 regulierten Hypertrophie beteiligt sind, wurden verschiedene Kinase-Inhibito-

ren eingesetzt. Die Gabe des p38-MAP-Kinase Inhibitors SB202190 (10 µM) redu-

zierte die durch Smad4-Inhibition induzierte Hypertrophie auf  95,91  7,48 % (n=16; 

p<0,05 vs. Antisense Smad4). Auch die Hemmung der PI3-Kinase mit dem 

spezifischen Inhibitor Wortmannin (10 nM) führt zur Reduktion der Antisens-Smad4-

induzierten Hypertrophie auf Kontrollniveau. Hingegen konnte der Einsatz des ERK 

Inhibitors PD98059 (10 µM) und des PKC Inhibitors Gö6976 (100 nM)  die Protein-

syntheserate nicht senken (Antisense-Smad4 117,66  4,99 %; n=10, Antisense-

Smad4 + PD 117,05    9,44 %; n=11). Darüber hinaus zeigten Zellen, die mit 

Smad4-Antisense-Oligonukleotiden transformiert wurden, eine Verschlechterung der 

kontraktilen Funktion (dL/L Ktr. 10,43  0,49% vs. Antisense-Smad4 8,83   0,48%; 
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n=22-24; p<0,05). Die Reduktion der Zellverkürzung konnte durch Hemmung der 

p38-MAP-Kinase auf das Kontrollniveau zurückgeführt werden. 

Schlussfolgerung: Der Transkriptionsfaktor Smad4 ist nicht an einer α-adrenerg 

vermittelten Hypertrophie beteiligt. Vielmehr führt die Inhibition von Smad4 basal 

schon zu einer gesteigerten Proteinsyntheserate, die  p38-MAP-Kinase und PI3-

Kinase abhängig ist. Weiterhin führt eine Smad4 vermittelte Hypertrophie zur 

Verschlechterung der Kontraktilität, die über p38-MAP-Kinase reguliert wird. Somit 

verhindert Smad4 ein hypertrophes Wachstum und eine kontraktile Dysfunktion der 

Kardiomyozyten unter basalen, unstimulierten Bedingungen. Damit kommt Smad4 

eine Schlüsselfunktion bei der Kontrolle der Hypertrophie von adulten 

Kardiomyozyten zu. 
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7 Summary 

Hypertrophic growth represents a protection of the heart against increased load. 

However, development of hypertrophy can result in decompensation and 

deterioration of heart function. Several studies show, that Smad proteins are 

enhanced during cardiac remodelling and that they may be involved in this process. 

The aim of this study was to analyze the relevance of Smad4 in the development of 

cardiac hypertrophy. 

To study, if Smad4 plays a role in cardiac hypertrophy we induced a functional knock-

out of Smad4 in adult cardiomyocytes of rat by use of antisense Smad4 

oligonucleotides. Transformation of cells with antisense Smad4 reduced Smad4 

protein expression after 28 h to 34.68  7.07 % (n=4) and after 48 h to 10.75  2.69 

% (n=3). The rate of protein synthesis as a marker of hypertrophic growth was 

measured as incorporation of 14C-phenylalanin 28 h after incubation of cells with 

antisense Smad4 oligonucleotides. In comparison to controls protein synthesis 

increased after inhibition of Smad4 to 133.87   15.75 % (n=24; p<0.05). Adrenergic 

stimulation with phenylephrine (PE) enhanced protein synthesis rate to 152.37  5.66 

(n=22; p<0.001). Simultaneous transformation of cells with antisense Smad4 and 

stimulation with PE elevated protein synthesis rate to the same extent 162.52  9.72 

%, n=24; p<0.001). To analyze, which pathways are involved in Smad4 dependent 

hypertrophy, several kinase inhibitors were applied. The addition of p38-MAP-kinase 

inhibitor SB202190 (10 µM) reduced Smad4 induced hypertrophy to 95.91  7.48 % 

(n=16; p<0.05 vs. antisense Smad4). Furthermore, inhibition of PI3-kinase with   

Wortmannin (10 nM) resulted in reduction of antisense Smad4 induced hypertrophy 

to control level. However use of ERK inhibitor PD98059 (10 µM) and PKC inhibitor 

Gö6976 (100 nM) could not decrease the rate of protein synthesis (antisense Smad4 

117.66  4.99 %; n=10; antisense Smad4 + PD 117.05   9.44 %; n=11). In addition 

to the hypertrophy effects of Smad4 contractile function of cardiomyocytes that were 

incubated with antisense Smad4 was attenuated (dL/L Ctr. 10.43  0.49% vs. 

antisense Smad4 8.83   0.48%; n=22-24; p<0 .05). Reduction of cell shortening 

could be abolished by inhibition of p38-MAP-Kinase. 



Summary 64 

 

In conclusion inhibition of Smad4 has no influence on α -adrenergic mediated 

hypertrophy but leads to increased hypertrophic growth in unstimulated 

cardiomyocytes that depends on p38-MAP-kinase and PI3-kinase. Also, antisense 

Smad4 induced hypertrophy resulted in deterioration of contractile function via p38-

MAP-kinsae. Therefore, Smad4 acts as a repressor of hypertrophy and contractile 

dysfunction under basal, unstimulated conditions. This characterizes a key role of 

Smad4 in the control of hypertrophy in adult cardiomyocytes. 
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