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REFERAT

Referat

Die koronare Herzerkrankung und der Myokardinfarkt gehéren in den Industrienationen
zu den Haupttodesursachen. Laut statistischem Bundesamt sind 2014 in Deutschland
uber 70.000 Menschen an einer chronischen ischamischen Herzkrankheit und tber
50.000 Menschen an einem Myokardinfarkt verstorben. Trotz gro3en technischen
Aufwandes mittels interventioneller Katheteruntersuchungen und einer Vielzahl
pharmakologischer Behandlungsoptionen bleibt dieses Krankheitsbild angesichts der
hohen Pravalenz von gesundheitspolitischer und soziodkonomischer Relevanz. Aus
diesem Grund wurde der Suche nach alternativen und insbesondere regenerativen
Therapieansatzen in den letzten Jahren groRes wissenschaftliches Interesse zu teil.
Diese Arbeit moéchte zum weiteren Verstandnis von Regulationsmechanismen auf
zellularer Ebene beitragen und untersucht daher den Einfluss von lymphoid enhancer
factor 1 (Lef-1) und der Protein-Kinase B (PKB) auf Hypertrophie und Zellzyklusaktivitat

von perinatalen Kardiomyozyten im transgenen Mausmodell.

Die Untersuchung erfolgte an aMHC-nls-LacZ transgenen Mausen mit einem Alter von
drei und sieben Tagen. Das LacZ-Gen codiert fir die B-Galactosidase und erméglicht
die gezielte Anfarbung von Kardiomyozyten. In dieser Arbeit erfolgt die gezielte
Expression von Lef-1 und PKB in Kardiomyozyten mittels adenoviraler Vektoren. Es
werden zur Auswertung die Parameter Herzgewicht, Zellzyklusaktivitat, Apoptose,

Hypertrophie, Kollagenfraktion und Proteinexpression herangezogen.

Die Auswertung ergibt fir konstitutiv-aktives Lef (Lef-CA) in erster Linie einen Einfluss
auf Zellhypertrophie durch eine Zunahme des Zellvolumens und des relativen
Herzgewichts. Zudem kann auf molekularer Ebene ein Anstieg von Cyclin D3

beobachtet werden.

Unter aktivierter PKB hingegen zeigt sich insbesondere ein Einfluss auf die
extrazelluldre Matrix durch einen vermehrten Anteil an Gefallendothel, interstitiellem
Kollagen und Gesamtkollagen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die
gezielte Aktivierung von Lef oder PKB in den Herzen von neonatalen Mausen in vivo zu
differenten Auswirkungen auf die Zellzyklusaktivitdt und die Komposition der

Extrazellularmatrix fahrt.

Deichmann, Jan: Einfluss von lymphoid enhancer factor 1 (Lef-1) und Protein-Kinase B
(PKB) auf Hypertrophie und Zellzyklusaktivitat von perinatalen Kardiomyozyten im
Mausmodell in vivo, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss.80 Seiten, 2018
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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

Verzeichnis der Abkurzungen und Symbole

AK Antikérper

ACS Akutes Koronarsyndrom

AU willkirliche Einheit (arbitrary unit)

Bp Basenpaar

BrdU 5-Brom-2"-deoxyuridin

BSA bovine serum albumin

CAK CdK-aktivating kinase

CdK cycline dependent kinase

CKI CdK-Inhibitor-Protein

DAB Diaminobenzidin

Dvl Dishelleved Protein

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUTP deoxyuridine triphosphate nucleotides
eGFP enhanced green fluorescent protein
ER endoplasmatisches Retikulum
GAPDH glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase
GH growth hormone

GSK Glykogen Synthase Kinase

H,0, Wasserstoffperoxid

HCI Salzsaure
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HRP horse-radish peroxidase

IGF insulin-like growth factor

IP3 Inositol-1,4,5-Trisphosphat

Lef lymphoid enhancer factor

kDa kilo Dalton

KHK Koronare Herzerkrankung

Min Minuten

NLS nuclear localization sequenz

NSTEMI non-ST-elevation infarction

PBS phosphate buffered saline

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
PKB Protein Kinase B

PKC Protein Kinase C

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
TBT Tris-buffered Tween

TdT terminal deoxynucleotidyl transferase
SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide

gelelectrophoresis

Sek Sekunde

STEMI ST-elevation infarction

VEGF vascular endothelial growth factor
Vs. versus



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) zahlt in Deutschland zu den haufigsten
Todesursachen [1]. Sie ist Folge eines chronischen atherosklerotischen Prozesses,
welcher durch pathomorphologische Veranderungen der GefalRwand und konsekutiven
Verengungen der koronaren Herzgefalle gekennzeichnet ist [2]. Als anerkannte
Risikofaktoren gelten unter anderem Alter, Geschlecht, Hyperlipidamie, Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie, Rauchen, Adipositas, Bewegungsmangel und eine
positive Familienanamnese [3]. Bei fortschreitendem Krankheitsverlauf kénnen sich
kardiale Ischamien bis zu einem fulminant verlaufenden Myokardinfarkt entwickeln.

Symptomatisch werden die Patienten meist durch ein Akutes Koronarsyndrom (ACS).

Hypertensive Herzkrankheit
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Neoplasien der Bronchien und der Lunge

Herzinsuffizienz

Akuter Myokardinfarkt

Chronisch ischdamische Herzkrankheit 71655

Todesursache nach ICD-10

0 20000 40000 60000 80000
Anzahl der Todesfille

Abbildung 1: Statistisches Bundesamt. Haufigste Todesursachen nach ICD-10 in
Deutschland 2014 [1].

Zu Beginn der KHK entstehen Endothellasion aufgrund eines oder mehrere
Risikofaktoren (2). Dies zieht eine Akkumulation von extrazellularen Lipoproteinen in
der Intima und Expression von Adhasionsmolekulen und Glykoproteinen mit folgender
Adhasion und Invasion von Leukozyten nach sich (3). Durch Sekretion von
inflammatorischen ~ Zytokinen ~ und  Wachstumsfaktoren  kommt es  zur
Entzindungsreaktion. Monozyten phagozytieren Lipide und werden zu lipidbeladenen

Makrophagen oder Schaumzellen, glatte Gefalimuskelzellen werden in Migration und
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Wachstum aktiviert; Mediatoren verursachen die Expression von tissue factor und
Proteasen, welche den bindegewebigen Mantel um den Herd weiter schwéachen (4).
Beim Rupturieren der fibrésen Kappe, kommt es zu einer prokoagulatorischen
Reaktion, bei der Thromben entstehen. Ein ACS kann die Folge sein (5). Bei einem
Gleichgewicht zwischen prokoagulatorischen und fibrolytischen Prozessen, kann es zu
einer Auflésung des Thrombus kommen (6). Allerdings kann die induzierte
Thrombogenese zu einem weiteren Anstieg von Kollagen und dem Wachstum glatter
GefalBmuskelzellen in der Plaque beitragen. Dies flihrt zu einer Zunahme der
atherosklerotisch veranderten GefalRwand-Abschnitte und haufig zu kalzifizierenden
Plaques (7), deren Progredienz zu pectanginésen Beschwerden filhren und zur
Manifestation der KHK fiihren kann [4].

Abbildung 2: Entwicklung der Atherosklerose nach Libby [4]. Oben: Longitudinaler
Anschnitt einer regelrechten Arterie (1) bis hin zur stenotisch veranderten

Atherosklerose (5,6,7). Unten: Korrespondierende Querschnitte der Arterie.
1.1.1 Myokardinfarkt

Das ACS ist eine haufige klinische Manifestation der sich progredient entwickelnden
koronaren Herzerkrankung. Auf der Grundlage von elektrokardiographischen und
biochemischen Markern wird zwischen der instabilen Angina pectoris, dem non-ST-
elevation myocardial infarction (NSTEMI) und dem ST-elevation myocardial infarction

(STEMI) unterschieden. Die Progredienz der Atherosklerose beginnt schleichend und
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manifestiert sich haufig erstmalig durch eine typische thorakale Schmerzsymptomatik
bei Belastung, welche Ausdruck einer Sauerstoffminderversorgung des kardialen
Muskelgewebes ist. Dem vitalbedrohenden Akutereignis liegt meist eine
atherothrombotische Genese zu Grunde. Solche Thromben kdnnen auf der Basis einer
rupturierten oder erudierten Plaque entstehen und einen akuten Verschluss von
GefaRen zur Folge haben [5]. Die Ubergange zwischen diesen Verlaufen sind flieRend.
Das kardiale Muskelgewebe, welches von der Versorgung atherosklerotisch
veranderter Gefalke abhangt, lauft zuletzt Gefahr bei dauerhafter oder akuter

Minderperfusion unterzugehen.
1.1.2 Remodeling

Nach einem Myokardinfarkt unterliegt das Myokard einer Reihe von spezifischen
Umbauprozessen, die unter dem Begriff remodeling beschrieben werden. Das
remodeling ist dabei als ein kardialer Anpassungsprozess der Kardiomyozyten, des
Bindegewebes und der Gefalversorgung zu verstehen, der eine Antwort auf
veranderte Anforderungen oder Voraussetzungen, beispielsweise bei einem
Myokardinfarkt und einer Kardiomyopathie, darstellt. Unter dem Einfluss von
mechanischen, neurohumoralen und genetischen Faktoren entstehen Veranderung der
VentrikelgroRe, Ventrikelform und Ventrikelfunktion [6]. In der Frihphase nach einem
Myokardinfarkt, kommt es durch proteolytische Abbauprozesse von Serinproteasen zur
Reduzierung kollagener Anteile und zu einer Expansion der Infarktzone. Die Folge ist

eine konsekutive Dilatation des Ventrikels und eine erhohte Wandspannung.

X 7
X d

k = £
2

Abbildung 3: Gesetz nach LaPlace. Die Wandspannung K verhalt sich proportional zum
Radius r. Das heil’t, bei groRer Infarktzone und entsprechend grofRer Dilatation
vergroRert sich der Radius des Ventrikels und es kommt zu einer Vergrofierung der
Ventrikelspannung. K = Wandspannung, p = transmuraler Druck, r = Radius, d =
Wanddicke.

In dieser strukturellen schwachen Phase besteht das besondere Risiko der Ausbildung

eines Aneurysmas oder einer Ventrikelruptur. Im weiteren Ablauf fiihrt eine Stimulation
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von dehnungssensiblen Mechanorezeptoren, die durch eine progressive Dilation
aktiviert werden, zu einer vermehrten Ausschuttung von Angiotensin-Il, welches fir
seine hypertrophiestimulierende Wirkung bekannt ist [7]. In der sich ca. ab dem dritten
Tag anschlieRenden Spatphase kommt es in einer bis zu Monate anhaltenden
Umstrukturierung und Fortsetzung hypertropher Prozesse und Veranderungen der
Ventrikelarchitektur, bis ein Gleichgewicht zwischen Wandspannung und Festigkeit der
Narbe durch Ausbildung von kollagenem Bindegewebe entstanden ist. Kardiomyozyten
kdnnen unter diesen Umstanden bis zu 70% ihres Volumens zunehmen [8]. Das
Ausmall dieses Prozesses wird unter anderem durch GroRRe, Lokalisation,
Vaskularisation und Ausdehnung (transmural vs. nicht transmural) der Infarktzone
bestimmt. Die funktionelle Einschrankung betroffener Myokardanteile, geht haufig mit
einer kontraktilen Dysfunktion (stunned myocardium) und einem reduzierten

Stoffwechsel (hibernating myocardium) einher [9, 10].

Neben den genannten pathologischen Prozessen, ist die kardiale Hypertrophie auch
als ein wesentlicher Bestandteil einer gesunden Entwicklung zu verstehen. Wir finden
diese wahrend des normalen Wachstums und bei sportlichem Training als Teil
physiologischer Konditionierung und Anpassung. Interessanter Weise werden diese
physiologischen Prozesse zum groflien Teil Uber Wachstumshormone, wie den insulin-
like growth factor (IGF) und das growth hormone (GH) unter Einbeziehung des PI3/Akt
Signalweges aktiviert und unterliegen damit einem anderen Regulationsmechanismus
als bei krankhaften Stimuli [10, 11]. Dem gegentber steht der pathologische Stimulus
bei einem chronisch Uberlasteten Herzmuskel, dessen Persistenz ein adverse
remodeling des Herzmuskels zur Folge hat, was langfristig in eine funktionelle
Dekompensation bzw. Herzinsuffizienz fihren kann. Zu bekannten Auslésern zahlen
neben der ischamischen Kardiomyopathie und dem Herzinfarkt auch die chronische
arterielle Hypertonie, Klappenvitien, Myokarditis, angeborene und familiare
Pradispositionen sowie die dilatative Kardiomyopathie [10]. Biomechanischer Stress
und neurohumorale Mediatoren fiihren hier an der Zellmembran u.a. zur Aktivierung
heterodimerer G-Proteine (Gq und G11). Interessanter Weise haben beide

Regulationsmechanismen die Proteinkinase B zum Ziel [11].

Eine Aktivierung der physiologische Signalkaskade bei Kardiomyozyten im Mausmodel
konnte Uber einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor durch Wachstumshormone nachgewiesen

werden und in diesem Zusammenhang eine Translokation und Aktivierung von p110aq,
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einer Klasse IA Untergruppe der PI3-Kinase. Fur den pathologischen Weg hingegen
scheint die Aktivierung Uber ein G-Protein Ggq bzw. G11 von zentraler Bedeutung.
Wahrend p110a im physiologischen Signalweg exprimiert wird, finden sich im
pathologischen Signalweg eine Erhdhung von p110y, ebenfalls eine Klasse IB
Untereinheit der PI3-Kinase. Beiden Signalwegen ist die Effektor-Kinase PKB gemein.
Es ist daher unwahrscheinlich, dass Akt der alleinige Regulator zwischen
physiologischem und pathologischem Signalweg darstellt. Vermutet werden Einflisse
der Konzentration und der Dauer einer Konzentrationserhbhung sowie weitere
Signalkaskaden, die eine physiologische und pathologische Hypertrophie stimulieren
[11].

1.2 Zellzyklus

Der Zellzyklus ist der geregelte Ablauf von Ereignissen in eukaryontischen Zellen
zwischen den einzelnen Zellteilungen mit dem Ziel, die genetische Information der
Zelle identisch zu verdoppeln und auf zwei Tochterzellen zu verteilen [12]. Dieser
Ablauf wird in vier Phasen aufgeteilt: der Zellteilungsphase (Mitose) und der Interphase

bestehend aus G1-Phase (g = gap), S-Phase (s = synthesis) und G2-Phase.
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Abbildung 4: Phasen des Zellzyklus und deren Kontrolle [12].
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Die einzelnen Phasen unterliegen einer strengen Kontrolle durch regulatorische
Proteine, Uberwiegend Kinasen, mit verschiedenen Regulationsfaktoren und
Restriktionspunkten (checkpoints). Die G1-Phase steht in erster Linie im Zeichen des
Zellwachstums und der Synthese notwendiger Proteine fir die sich anschlielende
DNA-Replikation. Am G1-Ende kommt es im Rahmen des G1-checkpoints zu einer
Prifung auf die notwendigen Voraussetzungen fur einen Eintritt in die Synthese-Phase
(S-Phase), welche maligeblich durch die ZellgroRRe, die Integritdt der DNA und die
Verfugbarkeit von Proteinen und Nukleinsduren bestimmt wird. In der S-Phase kommt
es dann zur Verdopplung des Genoms, so dass jedes Chromosom aus zwei
Schwesterchromatiden besteht. In  der darauf folgenden G2-Phase werden
insbesondere RNA und Proteine fir die Zellteilung synthetisiert, und es kommt zum
Ablauf kontrollierender Mechanismen, die Fehler der Mitose verhindern sollen. So
vorbereitet und den Restriktionspunkt der G2-Phase passierend, tritt die Zelle in die
Zellteilung ein, in der je ein Ein-Chromatid-Chromosom durch den Spindelapparat in
das jeweilige Zytoplasma, der sich neu bildenden Tochterzellen transportiert wird [13].
Im Ablauf des Zellzyklus gibt es mehrere Restriktionspunkte, die den Zyklus
kontrollieren und gegebenenfalls anhalten oder abbrechen kénnen. Mal3geblich fur die
Abfolge der Prozesse und die Regulation des Zyklus sind Cycline und die Cyclin-

abhangigen Kinasen (cyclin dependent kinases, CdK), als sogenannter Cyclin/CdK-

Komplex.
AN
—_— (CyclinE ) Cyclin A
— S o <
£ == Cydin B
E / i‘\
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Abbildung 5: Oszillierende Expression von Cyclinen wahrend des Zellzyklus (aus [13]).

Cycline sind zyklisch exprimierte Proteine, die CdKs als heterodimeren Cyclin/CdK-
Komplex aktivieren kénnen und einer phasenweise verlaufenden Synthese bzw. Abbau

unterliegen. Cycline sind dabei die regulatorische Komponente und koénnen
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verschiedene CdKs binden. CdKs selbst hingegen sind wahrend des gesamten
Zellzyklus relativ konstant vorhanden. Sie werden neben den Cyclinen zusatzlich durch
reversible Phosphorylierung und Dephosphorylierung, spezifischer Inhibitorproteine
(CKIl) und die Regulation der subzellularen Lokalisation beeinflusst. Eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS, nuclear localisation sequence) ermdglicht das

gerichtete Erreichen des Zellkerns.

Die Aktivitat des Cyclin/CdK-Komplexes wird durch Proteinkinasen und
Proteinphosphatasen reguliert. Bei CdK1 wirkt beispielsweise die Phosphorylierung am
Threonin 161 aktivierend, eine Phosphorylierung an Threonin 14 oder Tyrosin 15
hingegen inhibierend. Eine solche Stimulierung erfolgt u.a. durch die CdK-activating
Kinase (CAK), ein konstitutiv exprimiertes Dimer aus CdK7 und Cyclin H oder die
Cdc25-Phosphatase. Eine Hemmung hingegen erfolgt durch die Wee1- und Myt1-
Kinase oder die cyclin-dependent kinase inhibitors (CKls), welche in zwei Gruppen
aufgeteilt werden: die Ink4-Familie bestehend aus p1 , p1 , p1
und der Cip/Kip-Familie bestehend aus p21°P!, p27"P" und p57¥*2. Die Ink4-Familie
bindet und hemmt spezifisch die CdK4 und CdK6 und induziert eine Arretierung der

6Ink4a 5Ink4b 8Ink4c glnk4d

und p1

G1-Phase, wahrend die CKls der Cip/Kip-Familie eine wesentlich breitere Spezifitat fur

Cyclin D-, E- und A-abhangige Kinasen zeigen [12-14].

Bei der Regulation des G1/S-Uberganges kommt Cyclin D (D1, D2 und D3) eine
besondere Bedeutung zu. D-Cycline binden bevorzugt an CdK4 und CdK6 und
ermdglichen in Form des Cyclin D/CdK4-Komplexes, die Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F und damit die Einleitung der fir die S-Phase notwendigen
Synthese von Proteinen. Die Aktivierung des Cyclin D/CdK4-Komplexes inaktiviert
durch Phosphorylierung die Familie der RB- (Retinoblastom)-Proteine. Das RB-Protein
ist ein Protein, dessen regulatorische Komponente im Zellzyklus von zentraler
Bedeutung ist. Es bindet E2F an der zentralen Transaktivierungsdomane, wodurch die
Transkription vieler Gene blockiert wird. Des Weiteren verfligt das RB-Protein tUber 16
potentielle CdK-Phosphorylierungsstellen, deren Phosphorylierung notwendige
Voraussetzung flr die Freisetzung von E2F ist. Die eingeleitete partielle
Phosphorylierung durch den Cyclin D/CdK4-Komplex ermdéglicht die Transkription von
Cyclin E1 und E2, die ihrerseits als Cyclin E/CdK2 zusammen mit Cyclin A/CdK2 die
vollstandige Phosphorylierung des RB-Proteins realisieren. Dieser Prozess kann durch

CKls inhibiert werden. P16"™“? vermag beispielsweise Cyclin D/CdK4 und p21“*" Cyclin
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E/CdK2 zu inhibieren und den Zellzyklus zu arretieren [12, 13, 15]. CdK2 dominant-
negative Zelllinien und gegen CdK2 gerichtete Antikorper fihren zu einem Arrest des

Zellzyklus in menschlichen Tumorzellen [16].

1.3 Apoptose

Die Apoptose ist ein durch innere oder aufere Ausldser hervorgerufener, von der Zelle
kontrollierter aktiver Prozess, der zum Absterben der Zelle fihrt [12]. Im Gegensatz zur
Nekrose kommt es nicht zu einem unkontrollierten Platzen der Zellen und Ausstromen
intrazellularer Bestandteile. Sie ist damit ein kontrolliert ablaufender programmierter
Zelltod ohne begleitende Entziindungsreaktion. Morphologisch ist dieser Prozess von
der Schrumpfung der Zelle, einer erhéhten Dichte, dem Verlust des Kontaktes zu
Nachbarzellen und Kondensation des Chromatins gekennzeichnet. An der
Zellmembran kommt es zur mikroskopisch sichtbaren Bildung von Blaschen (bledding)
und Fortsatzen (budding phenomenon), aus denen spater die apoptotic bodies
entstehen. Wahrend Endonukleasen die DNA in circa 200 bp groRe Fragmente
zerteilen, zerfallt die Zelle letztendlich in apoptotic bodies, welche durch Monozyten

phagozytiert werden [12, 13, 17].

Der Apoptose kommt bei der Entwicklung des Organismus eine besondere Bedeutung
zu. Sie ist unabdingbar bei der Differenzierung von Organen und Gliedmalen, so z.B.
bei der Ausbildung von Handen und Fingern sowie bei der Entwicklung eines
hochdifferenzierten Nervengewebes. Bei der Ausbildung des Immunsystems ist es von
entscheidender Bedeutung, dass Immunzellen, die sich gegen den eigenen
Organismus richten, in die Apoptose Uberfiihrt werden, um autoimmune Entwicklungen
zu unterbinden. Dies trifft beispielsweise bei Uber 90% der gebildeten Lymphozyten zu.
Des Weiteren ist die Apoptose ein regulierender Bestandteil stark proliferierender
Gewebe, wie bei Schleimhauten und dem Knochenmark. Eine beeintrachtigte Funktion
der Apoptose ist daher haufig Grundlage fir kanzerogene Prozesse. Zellen mit
beschadigter DNA, deren Reparaturmdglichkeiten erschépft oder defekt sind, kénnen
durch Lymphozyten in die Apoptose Uberflihrt werden und einen organschadigenden

Prozess abwenden [12, 13].

Zur Einleitung der Apoptose kann es auf einem extrinsischen und intrinsischen Weg
kommen, die maligeblich durch Caspasen, die Bcl-Proteine und inhibitors of apoptisis

proteins (IAPs) reguliert werden. Caspasen sind katalytisch wirkende proteolytische
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Cysteinproteasen, welche Proteine an Aspartyl-Resten spalten. Alle Caspasen liegen
intrazellular als enzymatisch inaktive Pro-Caspasen vor. Ihre Aktivierung erfolgt durch
Proteolyse. Die sogenannten Effektorcaspasen (3, 6 und 7), fihren proteolytische
Spaltung durch und kénnen damit z.B. Reparaturenzyme und die Proteinkinase C
inaktivieren. Durch Proteolyse des Inhibitors der Caspase-aktivierten DNase wird diese

aktiviert und beginnt die Fragmentierung der DNA.

Die extrinsische Aktivierung der Apoptose erfolgt Uber einen Rezeptor der
Tumornekrose-Faktor-Superfamilie (TNFR). Zu ihnen zéhlen TNFR-1, Fas (= CD95,
APO-1) und die TRAIL-Rezeptoren. Werden Uber diese Rezeptoren spezifische
Molekule gebunden, bewirken sie uber ihre zytosolische Domane das Binden von
Adaptermolekilen. Der death-inducing signaling complex (DISC) bindet die
Initiatorcaspase 8 Uber das fas-associated death domain protein (FADD). Caspase 8
besitzt nur eine geringe Kkatalytische Aktivitdt, fuhrt aber aufgrund der
Konzentrationserhéhung am DISC zur autokatalytischen Spaltung von Caspase 8

selbst, welche dann die Effektorcaspase 3 aktiviert [18].

Soluble Fas ligand
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Abbildung 6: Extrinsischer und intrinsischer Apoptoseweg (aus [19]). TNF =

Tumornekrosefaktor, TNFR = Tumornekrosefaktor Rezeptor, FADD = fas-associated
death domain protein, tBid = truncet Bid, 16st die Freisetzung von Cyt-C aus, Cyt-c =
Cytochrom C, ER = endoplasmatisches Retikulum, AIF = apoptosis-inducing factor,

IAPs = inhibitory of apoptosis proteins.
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Die intrinsische Aktivierung beruht mafigeblich auf der Destruktion der Zellmembran
der Mitochondrien und der damit verbundenen Freisetzung von Cytochrom C. Die
Mitochondrienmembran wird durch ein Gleichgewicht von anti-apoptotischen Proteinen
Bcl-2 und Bcl-xL und pro-apoptotischen Proteinen Bid, Bad und Bim stabilisiert. Bei
erhdhtem zellularen Stress, DNA-Schaden oder insbesondere bei durch Caspase 8
aktiviertem Bid, kommt es bei zunehmendem Ungleichgewicht dieser Faktoren zur
Offnung der mitochondrial permeability transition pores (MPTP). Dadurch kommt es
zum Zusammenbruch des Membranpotentials und Freisetzung pro-apoptotischer
Faktoren wie Cytochrom C, Smac/DIABLO, Edonuklease G und apoptosis-inducing
factor (AIF). Cytochrom C bindet spezifisch an den monomeren apoptotic protease
activating factor-1 (Apaf1). Dieser andert darauf seine Konformation und es kommt zur
Bildung eines Apaf1-Heptamers, dem Apoptosom. Dieses ist in der Lage, Caspase 9
zu binden und in aktive Caspase-9-Dimere zu Uberfihren, welche ihrerseits die
Caspase 3 aktivieren. Smac/DIABLO ist ein Inhibitor der IAPs und verhindert nach

seiner Freisetzung eine weitere Hemmung der Caspase 3, 6 und 9 [12, 13, 17, 19].

Die Apoptose ist bei zahlreichen Erkrankungen Bestandteil pathogener Prozesse, so
auch bei verschiedenen Herzerkrankungen. Es kommt dabei zur intrinsischen
Aktivierung der Apoptose vor allem durch Hypoxie, Ischamie, Reperfusion sowie
oxidativem Stress und der damit verbundenen Spaltung und Inaktivierung essentieller
myokardialer Proteine [20]. Auf extrinsischer Ebene konnte bei Mausen gezeigt
werden, dass eine verminderte Anzahl von Fas eine reduzierte InfarktgroRe und
Apoptoserate nach Koronarischamie zur Folge hat [21]. Bei Herzinsuffizienz kommt es

nachweislich zu einem erhéhten Anteil zirkulierender Fas-Liganden [22].
1.4 Lymphoid enhancer factor 1 (Lef-1)

Lef-1 ist ein auf Chromosom 4 lokalisiertes Gen, das fiir ein 54 kDa grofes nukleares
Protein kodiert und mit T cell factor Tcf-1, Tcf-3 und Tcf-4 zur Lef/Tcf - Familie gehort.
Die anfanglich in T- und B-Zellen beobachtete Expression ist Bestandteil in einer Reihe
malgeblicher Schnittstellen, die vornehmlich Organentwicklung, Zelldifferenzierung,
Proliferation, Apoptose, Polaritat und Zellbewegung betreffen [23, 24]. Im Zuge der
Organogenese und zellularen Differenzierung wird die Expression von Lef/Tcf-
Proteinen herunter reguliert bzw. bei terminaler Differenzierung mitunter beendet.
Dabei sind eine Reihe stark proliferierender Gewebe als Ausnahme bekannt: Thymus,
Knochenmark, Haut, Haarfollikel, Hoden und Kolon [25-28]. Lef-1 allein verfligt nicht
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Uber ein Transkriptionspotential, ist aber in der Lage, Uber eine high mobility group
(HMG) domain DNA zu binden, diese in Konfigurationsdnderungen zu uberfihren
(sharp bend) und Uber eine weitere kontext-abhangige Doméane (CAD) mit spezifischen
nicht-DNA-bindenden Faktoren Transkriptionsvorgange inhibierend und aktivierend zu

regulieren [29-32].

An Lef-1 finden sich vier verschiedene funktionelle Bindungsdomanen: die
transkriptionsrelevante (3-catenin-Bindungsdomane und die CAD zur Bindung weiterer
Co-Faktoren am N-terminalen Ende. Am C-terminalen Ende liegen die spezifisch DNA
bindende HMG-Doméane und das nuclear localisation signal (NLS) zur Translokation in
den Zellkern [33].

Transkription DNA-Bindung

Lef-1

{3-catenin || | |
[ | binding ] context dependent domain | HMG | NLS >
domain

1 67 297 384

Abbildung 7: Schematische Darstellung des lymphoid enhancer factor — 1 und seiner
Bindungsdomanen (Zahlen: Aminosaurenpositionen). HMG: high mobility group; NLS:

nuclear localisation sequence. Nach [33].

Die Lef/Tcf-Familie ist Bestandteile des Wnt-Signalweges, einer evolutionar hoch
konservierten Signalkaskade, welche malgeblicher Bestandteil von organischen
Entwicklungsprozessen ist [23]. Wnt-Proteine sind cysteinreiche Glykoproteine. Beim
Menschen sind 19 dieser Wnt-Gene bekannt. Die Bezeichnung Wnt setzt sich zum
einen aus dem wingless-Gen der Drosophila melanogaster und zum anderen aus
einem Proto-Onkogen, integrated (int-1) zusammen, welches in Verbindung mit
Brustkrebs im Mausmodell steht [34, 35]. Der Wnt-Signalweg dient der Kontrolle und
dem Abbau von B-catenin durch einen Proteinkomplex aus glycogen synthase kinase-
36 (GSK-3), Axin und dem adenomatous polyposis coli — Protein (APC). Bei nicht
aktiviertem Signalweg wird durch die im Proteinkomplex gebundene GSK-3 in
Zusammenarbeit mit der casein kinase-1 [B-catenin phosphoryliert und Uber eine

Ubiquitin-vermittelte Markierung dem steten proteolytischen Abbau durch Proteasomen
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zugefuhrt, wodurch ein niedriger intrazellularer Proteinlevel von 3-catenin gewahrleistet
wird [32, 33, 36]. Aktivierung erfahrt der Wnt-Signalweg durch das Binden eines
Liganden an einen Frizzled (Fz)-Rezeptor (aus der Wnt-Rezeptoren-Familie) und
seinem LRP/Arrow-Corezeptor (low-density lipoprotein receptor related protein). Dies
induziert die Bindung von Axin und dem Dishevelled-Protein (Dsh), welches GSK-3
inhibiert und somit den weiteren proteolytischen Abbau unterbindet. Bekannt ist, dass
eine Expression von Dsh zu einer erhdhten Aktivitat von PKB fihrt, welche im
Axin/GSK-3-Komplex GSK-3 phosphoryliert und somit inhibierend wirkt [37]. Es kommt
zur konsekutiven Erhéhung von B-catenin, dessen Translokation in den Zellkern und
dort nach der Bindung an Lef-1/Tcf zur Auslésung von Transkriptionsvorgangen [34, 38,
39]. Wichtige Zielgene sind unter anderem c-Myc, cyclin D1, matrix metalloproteinase-
7, EphB(ephrin) sowie VEG-F (vascular endothelial growth factor) [23, 40, 41].

Arrow
LRP5/6

(

N

ArrowS
LRPS/G
Frizzled

Abbildung 8: Wnt/B-catenin (canonical) pathway [34]. Links: Steter B-catenin Abbau
durch GSK-3. Rechts: Aktivierter Wnt-Signalweg. Axin bleibt gebunden, so dass der
Proteinkomplex nicht proteolytisch wirksam ist. Es kommt zur intrazellularen Erhéhung
von B-catenin. LRP5/6: low-density lipoprotein receptor-related protein 5 / 6; Dsh:
dishevelled-Protein; APC: adenomatous polyposis coli — Protein; GSK3: glycogen
synthase kinase-33; TCF: T cell factor; Wnt: W(Wingless)nt(Int-1).
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Aufgrund seines hohen Stellenwertes in der Organogenese kommt es bei
Fehlfunktionen des Wnt/Lef/Tcf - Signalweges zu verschiedenen Aberrationen und

Erkrankungen, insbesondere Krebserkrankungen [42, 43].

Daruber hinaus konnten B-catenin-unabhangige regulierende Einflisse von Lef-1
nachgewiesen werden. Hsu et al. zeigte, dass Lef-1 zusammen mit dem Co-Faktor
ALY, einem ubiquitar exprimiertem nuklearen Protein, die Fahigkeit zu DNA-Bindung
und -Konfigurationsédnderung sowie Regulation des TRCa-enhancer (t cell receptor),
unabhangig von Whnt-Aktivierung und B-catenin-Konzentration, beibehalt [31, 39, 44].
Weitere Arbeitsgruppen haben feststellen kénnen, dass die Angiotensin-Il induzierte
Hypertrophie von Kardiomyozyten Uber eine Aktivierung von Lef/TFC vermittelt wird
[45].

1.5 Proteinkinase B (Akt)

Die Protein Kinase B (PKB), auch bekannt als Akt, ist eine 57 kDa schwere ubiquitar
vorkommende Serin/Threonin-Kinase, von der drei Isoformen bekannt sind:
PKBa/Akt1, PKBR/Akt2 und PKBYy/Akt3. Sie alle sind Produkte verschiedener Akt-Gene
aber teilen eine Uber 80%ige Homologie und gelten daher als eng verwandt. Da ihre
enzymatische Aktivitat abhangig vom Phosphorylierungsstatus ist, werden sie wie die
Protein-Kinase A, Protein-Kinase G und Protein-Kinase C zur AGC-Gruppe gezahlt
[46].

PKB/Akt ist essentieller Bestandteil von Entwicklungs- und Stoffwechselprozessen, wie
Proliferation, Zelliberleben, Angiogenese und Glukosestoffwechsel [47, 48].
PKBa/Akt1 ist in die Regulation von Zellwachstum und Zelliberleben eingebunden,
mafgeblich durch eine inhibierende Wirkung auf die Apoptose: PKBa/Akt1 knockout-
Mause sind deutlich kleiner als ihre Kontrollgruppen und zeigen ein héheres Mal an
Apoptoseraten [49]. PKBB/Akt2 hingegen scheint insbesondere eine regulatorische
Wirkung auf Insulin-Signalkaskaden zu besitzen, denn PKBB/Akt2 knockout-Mause
entwickeln in erhdhtem MalRe eine Glukose-Stoffwechselstérungen [48, 49]. Fir

PKBY/Akt3 gibt es Hinweise auf die Beeinflussung der zerebralen Entwicklung [50].

Die Erkenntnisse, die durch knockout-Mause erlangt wurden, lassen die Annahme zu,
dass einzelne PKB/Akt-Kinasen auf bestimmte zellulare Regulationsmechanismen

Einflisse auslben. Versuche mit mehrfachen Deletionen konnten allerdings zeigen,
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dass diese Einflisse nicht monokausal betrachtet werden dirfen, da es zu

Kompensationsmechanismen zwischen den Kinasen kommt [48, 49].

PKB/Akt verfugt Uber eine pleckstrin homology domain (PH), eine hochaffine
Proteinbindungsdomane, die phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphate (PIP3) binden
kann. Es folgt eine Kinase-Domane, die grole Ahnlichkeit mit den Proteinkinasen A
und C aufweist und an der sich eine Phosphorylierungsstelle befindet (PKBa/Akt1:
Thr308, PKBR/Akt2: Thr309, PKBy/Akt3: Thr305), mit der PKB/Akt aktiviert wird. Am C-
terminalen Ende befindet sich eine hydrophobe Regulations-Doméane, die ebenfalls

durch Phosphorylierung aktiviert werden kann.

=+ n o (=] ¢ N ™ ~
& ’5 g2 , 5 5 g 3 ’
» > > = 17 >— > =
| | \ | | I
l PH | r kinase regulatory PKB /At | r PH J | kinase regulatory PKBy/Akt3
18 108 150 GUE 107 148 405 7
PH kinase regulatory PH kinase regulatory )
1“5 1:!81[52 409 4311 PKBB/AKt2 I|5r 117 |l4n 41|:|5 465 PKBy-1

Abbildung 9: Darstellung der drei PKB/Akt Isoformen und der Splicevariante von
PKByY/Akt3 (aus [51]). Alle Isoformen besitzen eine proteinbindende PH-Domane am N-
terminalen Ende, eine zentrale Kinase-Domane und eine regulierende Doméane mit
einem hydrophoben Motiv (HM) am C-terminalen Ende. PKB/Akt besitzt fir
verschiedene Phosphorylierungsstellen an Serin- und Threonin-Stellen. Fir eine
vollstandige Aktivierung der Kinase ist jedoch die Phosphorylierung der markierten
Serin- und Threonin-Stellen (Markierung Raute) notwendig. PH-Domane: pleckstrin

homology domain.

Die Aktivierung von PKB/Akt (hier am Beispiel von PKBa/Akt1 erlautert) ist in der Regel
abhangig von Inositol-gebundenen Membranlipiden, welche durch die Phosphoinositid-
3-Kinase (PI3K) an der D3-OH-Gruppe des Inositolringes phosphoryliert werden. Dies
kann durch Wachstumsfaktoren und externe Stimuli eingeleitet werden. PI3K selbst
besteht aus einer katalytischen (p110) und einer regulatorischen (p85) Subeinheit und
wird durch Tyrosinkinasen aktiviert. Es folgt eine Rekrutierung an die Zellmembran, an
der PI3K membranstandiges Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) an der 3-OH
Gruppe phosphoryliert und damit den second messenger Phosphatidylinositol-3,4,5-
Trisphosphat (PIP3) produziert. Zur Kontrolle dieses Phosphorylierungsvorganges

14



EINLEITUNG

existieren die Phosphatasen phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome ten (PTEN), Src-homology 2 domain-containing inositol 5-phosphatase
(SHIP) und Wortmannin, die durch Dephosphorylierung an der 3-OH bzw. 5-OH
Gruppe zur Gegenregulation fahig sind. PIP3 selbst vermag PKB/Akt nicht zu
aktivieren, rekrutiert diese aber an die Zellmembran, wo es zu einer Uber die PH-
Domane vermittelten Konformationsénderung kommt, die eine Phosphorylierung am
Threonin 308 durch die phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1) erlaubt. PDK-1
verflgt ebenfalls tber eine PH-Domane, dessen Bindung an PIP3 eine Voraussetzung
zur Aktivierung darstellt. Zur vollstandigen Aktivierung von PKB/Akt bedarf es jedoch
einer Phosphorylierung der Kinase- und Regulationsdomane [51-53]. Uber die
Phosphorylierung von S473 der Regulationsdomane wird aktuell noch kontrovers
diskutiert. Es wird unter anderem angenommen, dass PDK-1 nach der
Phosphorylierung von Thr308 in Verbindung mit der protein kinase C-related kinase-2
(PRK2) zu einer S473-Kinase wird [54]. Darlber hinaus wird Uber eine mdgliche
Autophosphorylierung diskutiert [55], Uber eine Insulin-induzierte PKB/Akt-Aktivierung
unter Beteiligung einer Liganden-aktivierten PDK-2 [56] und die Phosphorylierung von

S473 durch eine integrin-linked kinase [57] bzw. deren Funktion als Katalysator [58].

In erster Linie findet sich PKB/Akt im Zytoplasma. PKBa/Akt1 und PKBB/Akt2 kénnen
jedoch mit Hilfe weiterer Proteine wie T cell leukemia-1 (Tcl1) in den Zellkern gelangen.
Eine Uber die PH-Domane vermittelte Interaktion flhrt zur Aktivierung von PKB/Akt und
fordert die Translokation in den Zellkern [59]. GSK-3 ist, wie unter 1.4. aufgezeigt
wurde, ein wesentlicher Bestandteil des Wnt-Signalweges. PKB/Akt zeigt hier eine
regulierende Wirkung durch die Interaktion tber das Dishevelled-Protein (Dsh) und den
Axin/GSK-3-Komplex. PKB/Akt inhibiert den GSK-3-abhangigen [-catenin-Abbau,
erhoht damit dessen intrazellulare Konzentration und flhrt zu einer erhdhten
Interaktion mit Lef/Tcf [37].

PKB/Akt wird im Folgenden PKB benannt.
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Abbildung 10: Darstellung der Aktivierung von PKB/Akt nach Nicholson [51]. Ohne
Phosphorylierung der T308 und S473 ist PKB/Akt inaktiv. Unter externer Stimulation
des Rezeptors (hier dargestellt durch ein Wachstumshormon und Aktivierung eines
Tyrosinkinase-Rezeptors) kommt es zur Rekrutierung von PI3K, dessen Aktivierung
und der Produktion von PIP3. PKB/Akt gelangt in Membrannahe und wird durch PDK-1
am T308 phosphoryliert. S473 wird durch a: Autophosphorylierung, b: PDK-1, c: ILK
und/oder d: PDK-2 aktiviert. GF: growth factor; RTK: receptor tyrosine kinases; PH:
pleckstrin homology domain; PDK: phosphoinositide-dependent kinase-1; ILK: integrin-

linked kinase; PIP: phosphatidy-linositol-phosphate.
1.6 B-catenin

Catenine wurden zunachst als Zehlladhasionsproteine des Zytoskeletts beschrieben.
Im Cadherin-Catenin-Komplex binden unter anderem a-catenin und B-catenin an das
Aktinzytoskelett und bilden die zonula adhaerens, eine gurtelférmige Zell-Zell-
Verbindung. Zudem ist B-catenin in den hoch konservierten Wnt-Signalweg
eingebunden und reguliert Transkriptionsvorgdnge (siehe 1.4.). ErhoOhte
Konzentrationen von B-catenin gehen mit verschiedenen neoplastischen Prozessen
einher, ist Bestandteil zentraler Regulationsprozesse und unterliegt selbst einer Reihe

von Einflissen, welche Gegenstand wissenschaftlicher Studien sind [60-63].

In Bezug auf das Herz konnte gezeigt werden, dass B-catenin Zellwachstum von

Kardiomyozyten induziert und zur Herzhypertrophie flhrt [64, 65]. PKB stellt dabei mit
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seiner inhibierenden Wirkung auf die GSK-3 einen wesentlichen, [p-catenin
stabilisierenden Faktor dar [63]. Andererseits konnte die Arbeitsgruppe um Baurand et
al. jedoch feststellen, dass eine Stabilisierung von -catenin einer durch Angiotensin-I|

induzierten Hypertrophie in Mauseherzen entgegenwirkt [65].

Untersuchungen bei idopathischer dilatativer Kardiomyopathie am Menschen konnten
zeigen, dass eine beeintrachtigte Vaskularisierung des Myokards im Rahmen einer
Kardiomyopathie von einer reduzierten [(-catenin-Expression begleitet wird. Das
Missverhaltnis zwischen Myokardmasse und arterieller Versorgung kann bekanntlich
zur Hypoperfusion und Ischamie des Herzmuskels flihren. B-catenin wird an dieser
Stelle als ein mdglicher Faktor fir die veranderte Angiogenese, Proliferation und
Zellmigration diskutiert [66]. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass eine erhdhte -

catenin-Konzentration die Gefallendothelproliferation férdert [60, 62, 67].

Baurand et al. haben zeigen koénnen, dass eine Hypertrophie-induzierende
Angiotensin-Il Behandlung zur einer Erhéhung der Apoptoserate von Kardiomyozyten
fuhrt, eine [-catenin-Stabilisierung dieser jedoch entgegenwirkt [65]. Kim et al.
untersuchte ebenfalls in verschiedenen Zellreihen (Fibroblasten und Epithelzellen der
Kornea und verschiedener Tumorzellen) den Zusammenhang zwischen einer -
catenin-Uberexpression und der Apoptose-Rate. Unabhangig von der Anwesenheit von
Lef-1 gingen alle Zellen bei einer B-catenin-Uberexpression in die Apoptose Uber,
selbst dann, wenn im Lef-1-knockout Modell kein Lef-1 im Zellkern vorhanden war.
Eine Uberexpression von Lef-1 hingegen flihrte unter Abwesenheit von B-catenin zu

keiner Steigerung der Apoptose-Rate [68].
1.7 Glycogen-Synthase-Kinase

Die Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSK-3) ist eine 47 kDa gro3e Serin/Threonin-
Proteinkinase, die in viele Kaskaden der Zellfunktion, Genexpression, des
Metabolismus und des Zytoskeletts eingebunden ist. GSK-3 scheint eine
Schllsselstelle fir die Entwicklung der Hypertrophie in Kardiomyozyten einzunehmen.
Es sind die zwei Isoformen GSK-3a und GSK-3B bekannt, welche beide ubiquitar
vorliegen und sich zu 97% in ihrer katalytischen Domane gleichen. GSK-33 wurde
bislang der gréRRere Anteil wissenschaftlichen Interesses zuteil, da diese Isoform in der
kardialen Entwicklung eine dominante Rolle einnimmt [69]. GSK-3B ist in nicht-

stimulierten Zellen aktiv und phosphoryliert Substrate, die in der Regel dadurch ihre
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Inaktivierung erfahren, wie es fur die Wnt-Kasakade unter 1.4. beschrieben wurde. Fir
einige dieser Substrate sind maligebliche Effekte auf kardiale Hypertrophie,
Proliferation und Proteinsynthese bekannt. Zu ihnen zahlen unter anderem (-catenin,
elF2B, c-myc, NF-AT, mTORC1 und Cyclin D1 [11].

Zur Inaktivierung von GSK-3 kann es durch eine Reihe von Mechanismen kommen.
Eine Schllsselrolle bei Kardiomyozyten kommt dabei PKB zu, welche durch
Hypertrophiestimuli wie Angiotensin, PI3K, Endothelin und PKA eine Inaktivierung von
GSK-3 induzieren kann. Eine weitere Inaktivierung von GSK-3 ist durch den Wnt-
Signalweg maoglich (siehe 1.4.). Die Phosphorylierung von GSK-3 an Ser9 flhrt zur
Inaktivierung und beendet damit die Phosphorylierung von Substraten wie B-catenin,
welche in Folge akkumulieren und Transkriptionsvorgange auslosen konnen.
Transkriptionsfaktoren, die mit der Aktivitdt von GSK-3 eng verknlpft sind, sind unter
anderem nuclear factors of activated T cells (NFATS), B-catenin, c-myc und GATAA4.
GSK-3 wird in diesem Zusammenhang in inaktiver Form eine Hypertrophie-
stimulierende Eigenschaft zugeschrieben [69-71]. Diese Regulationsmechanismen
mussen jedoch differenziert betrachtet werden und erklaren sich nicht ausschlie3lich
durch monokausale Zusammenhange. Experimentelle Ansatze mit Uberexpression
einzelner Faktoren oder knockout-Modellen haben in der Vergangenheit zu teilweise
nur schwer interpretierbaren und widersprichlich wirkenden Ergebnissen gefiihrt, was

auf weitere, bislang unbekannte Proteininteraktionen hindeutet.

Woulfe et al. untersuchten den Einfluss von GSK-3B auf pressure-overioad
Hypertrophie und remodeling nach Myokardinfarkt im Mausmodell. Hier gelangte man
zur Erkenntnis, dass GSK-33 die Hypertrophie nach Myokardinfarkt inhibiert, jedoch
keinen wesentlichen Einfluss auf die Regulierung der Hypertrophie nach pressure
overload hat. Daruber hinaus konnte bei einer GSK-3B-Deletion eine reduzierte
Apoptose und eine erhohte Zellproliferation von Kardiomyozyten nachgewiesen
werden [69]. Ein anderer Versuchsansatz von Hirotanie et al. zeigte, dass eine
Inhibiton von GSK-3 im transgenen Mausmodell (GSK-3-DN) nach einem
Hypertrophie-Stimulus mittels transverser Aortenkonstriktion zu einer verringerten
Fibrose und Apoptose flihrte sowie eine bessere linksventrikulare Funktion nachwies,
im Vergleich zur Kontrollgruppe [72]. Hirotani et al. au3erte daher die Hypothese, dass
eine persistierende Inhibition von GSK-3 eine kompensatorische Hypertrophie in

Mauseherzen induziert, Apoptose und Fibrose inhibiert und der anti-apoptotische Effekt

18



EINLEITUNG

der GSK-Inhibition maRgeblich durch myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1) vermittelt wird, da
in GSK-3 Uberexprimierenden Mausen eine erhdhtes Level an Mcl-1 nachgewiesen

wurde. Mcl-1 gehért zu anti-apoptischen Proteingruppe der Bcel2-Familie [72].

Neben den Einflissen auf Hypertrophie, Apoptose und Vaskularisierung existieren wie
oben bereits kurz angesprochen ebenso Hinweise auf den Einfluss auf die
Fibrosierung [72]. Diese Daten werden jedoch kontrovers diskutiert, da ebenso

profibrotische wie antifribrotische Hinweise existieren [69, 71-73].
1.8 D-Cycline

D-Cycline sind Proteine, die oszillatorischen Konzentrations-Schwankungen
unterliegen und im Cyclin/CdK-Komplex regulatorisch auf den Zellzyklus einwirken
(siehe 1.2.). Sie kdnnen Lef-1 binden und unterliegen dem Einfluss von -catenin und
seinen Signalkaskaden. Ein erhdéhter Abbau von B-catenin flhrt zu einer reduzierten
Expression von Cyclin D1. Eine Uberexpression von Cyclin D1 kann zu unkontrollierter
Proliferation und Tumorgenese flhren [74]. D-Cycline gehéren zu den G4-Cyclinen, die
den Eintritt in die Synthese-Phase des Zellzyklus kontrollieren, zu denen E- und A-
Cycline ebenfalls gezahlt werden. D-Cycline aktivieren in erster Linie CdK4 und CdKB6,
E- und A-Cycline aktivieren insbesondere CdK2 und phosphorylieren zusammen die
Tumorsupressoren Rb, P107 und p130, wodurch es zu einer Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F kommt [75].

D-Cycline lassen sich im embryonalen Mause-Myokard in hdherer Konzentration
nachweisen als in erwachsenen Mausen, was mit der Hypothese in Einklang zu
bringen ist, dass Kardiomyozyten in der GO-Phase die Fahigkeit zur Zellteilung
verlieren bzw. reduzieren [76]. Anhand des Proteins S-phase kinase-associated protein
2 (Skp2) untersuchte Tamamori-Adachi et al. die Effekte einer gesteigerten Expression
von Cyclin D1 im Rattenmodell. Es konnte gezeigt werden, dass Cyclin D1 in
postischamischen Herzen zu einer Erhéhung der Zellproliferation von Kardiomyozyten
und zu einer Verbesserung einer postischamischen Ventrikelfunktion flihren kann.
Begleitet wurde dies von einer gesteigerten Vaskularisierung und reduzierten
Apoptose, welche nachweislich die Infarktgrof3e verringerten [77]. Dies konnte in einer
Versuchsreihe von Soonpaa et al. bestatigt werden. In Cyclin D1-Uberexprimierenden
transgenen Mausen konnte eine 40%ige Zunahme des Herzgewichtes und

Verdopplung der Myozytenanzahl nachgewiesen werden [78]. Weitere Studien
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unterstitzen diesen Ansatz und postulieren eine gesteigerte DNA-Synthese bei
erhohten D-Cyclinen [76]. Wie unter 1.2. beschrieben, befinden sich erwachsene
Kardiomyozyten in der postmitotischen GO-Phase und treten nicht mehr zur Zellteilung
in die Synthese-Phase ein. Di Stefano et al. untersuchten daher die Auswirkung der
cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI) in CKIl-knockdown-Mausen und konnten
interessanter Weise in neonatalen wie auch in erwachsenen Kardiomyozyten S-
Phasen beobachten. Den CKI wurde daher eine aktive Rolle in der Unterdriickung des

Zellzyklus zugesprochen [79].
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2 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit hat zum Ziel, das Verstandnis fiir Zusammenhange zellregulatorischer

Prozesse von Kardiomyozyten zu vertiefen.

Zahlreiche Autoren haben aufzeigen kénnen, dass dem lymphoid enhancer factor -1
(Lef-1) und der Proteinkinase B (PKB) in Bezug auf Hypertrophie, Zellteilung und
Apoptose in Herzmuskelzellen eine zentrale Rolle zukommt. In dieser Arbeit sollen die
Auswirkungen von Lef-1 und PKB in Kardiomyozyten weiter beleuchtet werden, indem
durch Transfektion mit adenoviralen Vektoren die Expression der oben genannten
Gene in Kardiomyozyten beeinflusst wird und die sich ergebenden Effekte auf
Organgewicht, Zellproliferation, Apoptose, Hypertrophie und Proteinexprimierung

analysiert werden.
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3 Material und Methodik

3.1 Materialien, Gerate, Programme

Vortexer

Reinwassersystem (MilliQH,0)

Zentrifuge

Histologische-Farbungen

Brutschrank

Deckglas

Kryotom
Laser-Scan-Mikroskop
Mikroskop
Objekttrager

PolyfreezeTissue Freezing Medium

Western Blot
Blotting-Papier
Blotting-Membran
Elekro-Blotter
Elektrophorese

Homogenisator

Scientific Industries®, Vortex-Genie 2,
Siemens®, Ultra Clear™ RO EDI

Eppendorf® Centrifuge 5415R

Binder®, APT.Line Serie BD/ED
Assistent

Leica® CM 3050S

Leica® SP5

Nikon® Eclipse E600
Menzel-Glaser, SuperFrost®Plus

Polyscience, Inc.

Roth® Rotilabo, 0,35mm
Bio-Rad® #D103422
Biometra® Fastblot
Biometra® Multigel G44

Ika® T10 basic
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Scanner

Spektrophotometer

Canon® CanoScan Lide 60

Bio-Rad® SmartSpec 3000

3.2 Chemikalien, Enzyme, Losungen

3.2.1 Chemikalien

Histologie

Aceton

BrdU

DAB (3,3 Diamonobenzidine)

Entellan

Ethanol

Glycin

H202

HCI

KH2PO4

KCI

MgCl,

Methanol

NaCl

Na;HPO,

NaH,PO,

Na-desoxychelat

Roth®
Sigma-Aldrich®
Fluka®
Merck®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®
Roth®

Sigma-Aldrich®
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Nonidet P 40
Igepal

Triton X-100
Tris

Tween 20
SDS

X-Gal

Xylol

Blot Western

Acrylamid, Rotiphorese Gel 40
APS

Milchpulver

TEMED

3.2.2 Enzyme, Antikorper
Histologie

Anti-BrdU

ABC Kit - Peroxidase

Biotin-11-dUTP

Biotinylated anti-mouse, anti rabbit AK

BSA

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Fluka®

Roth®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Roth®

Roth®

Roth®
Roth®
Roth®

Roth®

Dako® M0744

Vector® Vectastain Elite PK 6100
Fermentas® #R0081

Vector® Laboratories Inc. #BA-1400

Merck®
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DNase | Fermentas® #EN0525

DNase |-Buffer (10x without MnCl,) Fermentas®

TdT Fermentas® #EP0162

TdT-Buffer (5x) Fermentas®

Neuraminidase Sigma-Aldrich®

Fluorescein Peanut Agglutinin Vector® Laboratories Inc. #FL-1071
Hoechst 33258 Molecular Probes, Inc.

Rhodamine labeled Griffonia Simplicifolia Vector® Laboratories Inc. # RL-1102

Lectin | (GSL I, BSL 1)

Western Blot

BCA (A+B) Protein Assey Thermo Scientific® #23223 #23224
Halt Protease Inhibitor Cocktail (100x) Thermo Scientific® #78430
Luminollésung SuperSignal® Pico Thermo Scientific® #34077
Luminollésung SuperSignal® Femto Thermo Scientific® #34094
Anti-Akt (pan) AK (C67E7) Rabbit IgG  CellSignal® #4691
Anti-beta-catenin AK (6B3) Rabbit IgG  CellSignal® #9582S
Anti-GSK-3beta AK (27C10) Rabbit IgG CellSignal® #9315
Anti-Cyclin D1 AK (92G2) Rabbit IgG  CellSignal® #2978P
Anti-Cyclin D3 AK (DCS22) Mouse IgG CellSignal® #2936P
Anti-GAPDH AK (14C10) Rabbit IgG CellSignal® #2118

Anti-Lef1-AK (ab22884) Rabbit IgG abcam®
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HRP in IgG light, anti-mouse AK Jackson Immuno Research
HRP in 1gG, anti-rabbit AK Vector® Laboratories Inc.
Page Ruler Fermentas® #SM0671

3.2.3 Losungen, Reagenzien

Histologie

LacZ Farbungslosung: 1000 ml LacZ-Waschlésung pH 7,4 enthalten 77,4 ml 1M
Na,HPOQO,, 22,6 ml 1M NaH,PO,4, 2 ml 1M MgCl,, 1 ml 10% Na-desoxycholat und 10 ml
2% NP 40. Fir 100 ml Farbungslésung werden 94 ml LacZ-Waschlésung, 2 ml 0,25M
K4[Fe(CN)e], 2 ml 0,25M Kj;[Fe(CN)g] und 2 ml X-GAL (50 mg/ ml stock solution)

verwendet.

Loading buffer (4x): 50 mM Tris, 5% SDS, 10% 2-Mercaptoethanol, 10% Glycin, pH
6,8

PBS/Tween20-Losung (10x) (phosphate buffered saline): 1000 ml einer 10fachen
PBS/Tween20 Lésung enthalten 100 g NaCl, 2,5 g KCI, 14,4 g Na,HPO, und 2,5 g
KH,PO, welches mit MiliQH,O aufgefillt und zu einem pH-Wert von 7,2 — 7,4 titriert

wird. Es folgt die Hinzugabe von 5 ml Tween20.

PFA 4%-L6sung (paraformaldehyd): 1000 ml 4%ige PFA-L6sung enthalten 40 g PFA.
Diese werden unter Rihren und bei 60° C auf 800 ml mit MiliQH,O aufgefillt. Unter
Zugabe weniger Tropfen NaOH wird die Lésung klar. 100 ml 10fache PBS-Ldsung
hinzugeben und mit MiliQH,O auf 1000 ml auffillen. Abschlielend die Ldsung filtrieren

und auf einen pH-Wert von 7,0 titrieren.

Mowiol-Lésung: Fur 20 ml Mowilol-L6sung werden 6 ml MiliQH,O unter starkem
Rihren mit 2,4 g Mowilol und 6 g Glycerol vermischt und fir vier Stunden abgestellt.
Anschlieend wird unter weiterem Rihren 12 ml 0,2 M Trispuffer (pH=8,5) auf 50° C

erhitzt. Nachdem die Lésung aufgeklart ist, kann sie bei -20° C eingefroren werden.
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Western Blot

RIPA-Puffer (10x): 50 mM Tris-HCI, pH = 7,4, 1 % Triton X-100, 0,2 % Natrium-
Desoxycholsaure, 0,2 % Natriumdodecylsulfat (SDS), 1 mM EDTA

SDS-PAGE Puffer (10x): Fir 1000 ml 10x SDS PAGE Puffer werden in 800 ml
MilliQH,O 28 g Tris, 143 g Glycin und 20 g SDS hinzugeben. Unter Rihren auf 1000 ml

aufftllen.

SDS-Gel: Trenngel: 7350 pl MilliQH,0, 3750 ul 40% Acrylamid, 3750 pl 1,5 M Tris pH
8,8, 75 yl 20% SDS, 75 pl 10% APS, 10 yl TEMED. Sammelgel: 8100 ul MilliQH,0,
1000 pl 40% Acrylamid, 625 pl 2M Tris pH 6,8, 200 pl 10% APS, 10 yl TEMED.

SDS-Transfer Puffer: 1000 ml Transfer Puffer enthalten 2,8 g Tris, 14,3 g Glycin in
MilliQH,O. Dies wird auf einen pH von 8,3 adjustiert und mit 200 ml Methanol bzw.
MilliQH,O aufgefllt.

TBT-L6sung: 1000 ml TBT-Lésung enthalten 61 g Tris, 90 g NaCl und 5 ml Tween20
in MilliQH,O. Auf einen pH von 7,6 einstellen und mit MilliQH,O auffiillen.

3.3 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelt es sich um transgene aMHC-nls-LacZ-Mause, die
freundlicher Weise von Dr. L. J. Field zur Verfigung gestellt werden. Das LacZ-
Reportergen ist bei diesen Mausen unter der Kontrolle des Myosin Heavy Chain-
Promotors [80]. Das LacZ-Gen codiert fiur die p-Galactosidase, ein Enzym, welches
Lactulose in Glukose und Galaktose spaltet. Dies kann immunhistochemisch genutzt
werden, indem mittels X-Gal Kardiomyozytenkerne auf Kryoschnitten blau angefarbt

werden kénnen [81-83].
3.3.1 Haltung

Zucht und Haltung der Tiere finden im Tierstall des Universitatsklinikums Halle (Saale)
unter standardisierten Bedingungen statt. Die Raumtemperatur betragt 22° C, die
Luftfeuchtigkeit 65% und der Tag-Nacht-Rhythmus wird mit zwélf Stunden von 07:00
bis 19:00 Uhr simuliert. Der Zugang zu Wasser und Futter ist nach der ALTROMIN

Standard-Diat 1320 frei verfugbar. Zur eindeutigen Identifizierung wird jede Maus am
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Ohr unter Narkose markiert. Mit Ausnahme der Verpaarung werden die adulten

mannlichen einzeln und die weiblichen Mause in Gruppen gehalten.
3.3.2 Adenovirale Konstrukte

Zur Transfektion mittels adenoviraler Vektoren wird ein etabliertes Verfahren der
Arbeitsgruppe Ebelt verwendet und zur Verfugung gestellt [80, 84, 85]. Der
virusvermittelte Gentransfer hat sich als ein geeignetes Mittel mit hoher
Transfektionseffizienz zur direkten Genexpression herausgestellt. Die Injektion von
hochtitrierten Lésungen in den Thorax von neonatalen Mausen (10® pfu) fiihrt zu einer
Expression der interessierenden Gene von Uber 71 + 8 % in allen Herzzellen fir Uber
50 Tage ohne den Nachweis von Herzstérungen, Inflammation und Immunantwort [85,
86]. In dieser Arbeit werden entsprechend der zu untersuchenden Gruppen vier
verschiedene virale Vektoren verwendet (eGFP, Lef-CA, Lef-DN, PKB).

EGFP (enhanced green fluorescent protein) ist ein biolumineszentes Protein der Qualle
Aequorea victoria, das durch Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht grin
fluoresziert. Seine Verwendung als fluoreszierender Marker findet grof3e Verwendung
in der Molekularbiologie und gilt als etabliertes Verfahren [87, 88]. Die hier
eingesetzten Vektoren tragen ebenfalls EGFP zum indirekten Nachweis einer
erfolgreichen Transfektion der Kardiomyozyten, die unter dem Fluoreszenz-Mikroskop

am isolierten Herz oder am Kryoschnitt beurteilt werden kann (siehe 3.4.2.).

Als Kontroll-Vektor wird in dieser Arbeit ein fir eGFP-kodierender Adenovirus (Ad-
EGFP) verwendet [85, 89].

Zur Beeinflussung der Aktivitdt von Lef werden zwei verschiedene adenovirale
Konstrukte verwendet, die jeweils unter der Kontrolle des Cytomegalievirus-Promotor

stehen.

Lef -DN (lymphoid enhancer factor 1 — dominant negativ) fehlen die Basen 7-236,
welche die B-catenin-Bindungsstelle (B-catenin binding domain) enthalten. Es entsteht
somit eine dominant-negative (DN) Genvariante. Das folglich bindungsunfahige Protein
ist fir den B-catenin/TCF-Komplex nicht aktivierbar und ist somit competitiv gehemmt
[28]. Zur bicistronischen Genexpression des Reportergens eGFP wird eine internal
ribosomal entry site (IRES) aus dem Encephalomyocarditis-Virus verwendet, die das

Ablesen beider Gene ermdoglicht.
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Bei dem Konstrukt Lef-CA (lymphoid enhancer factor 1 - constitutive-active) befindet
sich erganzend zum Lef-DN-Konstrukt am C-terminalen Ende des Lef-Gens ein
Fragment des [-catenins, wodurch eine konstitutiv aktive Form entsteht und die

Expression unabhangig von der zytosolischen B-catenin Konzentration erfolgt.

O CMV [Lef DN IRES— eGFP

@)

—>
| CMV [—Lef DN| a [JIRES[—] eGFP [ =)
t

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der Lef-Vektoren: oben Lef DN, unten Lef CA.
CMV: Cytomegalie-Promoter, Lef DN: lymphoid enhancer factor 1 — dominant negativ,
Lef CA — lymphoid enhancer factor 1 — constitive active, cat: B-catenin Fragment, IRES:

internal ribosomal entry site, eGFP: enhanced green fluorescent protein

Der Vektor zur Expression von konstitutiv-aktiver PKB (Protein Kinase B) stammt aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. Simm (Universitatsklinikum Halle (Saale)) und wird
freundlicher Weise fir die Experimente zur Verflgung gestellt. Ausgang ist die
Verbindung einer Myrinsdure mit dem N-terminalen Ende von PKB, was eine

konstitutive Aktivierung der Proteinkinase ermdéglicht [90, 91].
3.4 \Virusinjektion

Die Injektion der rekombinanten Adenoviren erfolgt am Tag der Geburt der Mause und
wird aus Standardisierungszwecken nur von einem Mitarbeiter (Herrn Dr. Ying Zhang)
der Arbeitsgruppe durchgeflihrt. Zu Beginn werden die Mause flir zwei Minuten durch
Abkuhlung auf Eis sediert, um dann unter Durchleuchtung mit einer kalten Lichtquelle
zur Darstellung der Herzsilhouette jeweils 10ul der Virus-haltigen Lésung mit Hilfe einer
26-Gauge Nadel links parasternal unmittelbar in Herznahe intrathorakal injiziert zu
bekommen [85]. Die Jungtiere werden anschlieBend zum Muttertier wieder

zurtckgegeben.
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3.5 Herzisolation

Die Herzisolation wird entweder am dritten oder am siebenten Tag nach den
Virusinjektionen durchgeflihrt. In einer Kammer, in welche mit Isofloran insufliert wird,
werden die Mause sediert und durch Genickbruch getoétet. AnschlieRend werden die
Organe Herz, Lunge und Leber isoliert und in MilliQH.O gereinigt, abgetrocknet und

gewogen.

3.6 Histologie

3.6.1 Herstellung der Gewebeschnitte

Nachdem der Isolierung der Herzen, werden diese fir 24 Stunden in einer 30%
Saccharoseldsung bei 4° C inkubiert und dann in PolyfreezeTissue® bei -20° C

eingefroren. Auf diese Weise kdnnen die Herzen ohne Schadigung aufbewahrt werden.

Zur Herstellung der Gewebeschnitte wird ein Leica® Krytom angewendet. Die Schnitte
werden so gewahlt, dass der linke und rechte Ventrikel gut erkennbar sind. Mit einer
Schnittdicke von 10 um werden die Zuschnitte fortlaufend auf drei Objekttrager
aufgetragen, um bei spateren Anfarbungen dicht beieinander liegende Schnitte auf

verschiedenen Objekttragern zur Verfligung zu haben und vergleichen zu kénnen.

Q| | &2
G| &0 |
o1& &

slide 1 slide 2 slide 3

Abbildung 12: Fortlaufendes Auftragungsschema auf die Objekitrager bei dem

Anfertigen der Kryoschnitte
Im Anschluss werden die Praparate bei -20° C gelagert.
3.6.2 Bestimmung der Zellzyklusaktivitat mittels Anti-BrdU-Farbung

Zur Bestimmung der Anzahl der die S-Phase durchlaufenden Kardiomyozyten werden

die Zellenkerne mittels 5- Bromo-2'-deoxyuridin (BrdU) markiert und angefarbt.
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24 Stunden vor der Organentnahme wird jeder Maus BrdU in einer Konzentration von
33,14 pl/ g Kérpergewicht intraabdominal injiziert. Uber das Peritoneum kommt es zu
einer systemischen Aufnahme des BrdU im gesamten Korper. Als chemisches
Analogon von Thymidin wird es in phosphorylierter Form anstelle des Nukleotids
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die neu
synthetisierte DNA eingebaut. AnschlieRend gestattet eine Antikérper-Farbung (Anti-
BrdU) die Visualisierung und Quantifizierung der BrdU-positiven Zellkerne, d.h. die
Bestimmung der S-Phase durchlaufenden Zellen. Um hierbei die Kardiomyozyten von
den Nicht-Muskelzellen unterscheiden zu kénnen, werden die Praparate zusatzlich mit
einer LacZ-Ldsung angefarbt. Auf dem Praparat kénnen somit LacZ- und BrdU-positive
Zellen erkannt und als S-Phase durchlaufende Kardiomyozyten ausgemacht werden
[92-94]. Das Farbeverfahren findet dabei in folgenden Schritten statt:

Zu Beginn werden die Praparate dreimalig fir finf Minuten in PBS/Tween20 gereinigt
und anschlieend Uber Nacht in der LacZ-Farbungs-L6sung bei 37° C inkubiert, bis die
Zellen einen deutlich makroskopischen Blauschimmer zeigen. Anschliefend folgt
erneutes Waschen mit PBS/Tween20. Die folgenden Reinigungen erfolgen stets nach
dem Prinzip des dreimaligen Waschens fir funf Minuten in PBS/Tween20. Das Fixieren
der Schnitte wird durch 70% Methanol + 30% Aceton fur 15 Minuten, Reinigen und zur
Elimination intrazellularer Peroxidasen die Inkubation von 3% H,O, in Methanol fir 10
min ermdglicht. Zur Steigerung der Permeabilitdt wird 0,1 % Triton X-100/ PBS
dreimalig fur funf Minuten und abschlief3end eine Inkubation mit 4N HCI verwendet. Vor
Anwendung der Antikérper werden fir 30 min unspezifische Bindungsstellen mit
Pferde-Serum geblockt. Im Folgenden werden die Praparate mit einem Maus-Anti-
BrdU-Antikérper (1:500 zwei Stunden bei Raumtemperatur) und einem sekundaren
biotinylierten Anti-Maus-Antikdrper inkubiert (1:1000 30 Minuten Raumtemperatur).
Aufgrund der hohen Affinitat zwischen Biotin und Avidin kann mittels des Vector® ABC
Kits ein Avidin-Biotin-Enzymkomplex an den sekundaren biotinylierten Antikérper
gebunden werden (30 Minuten Raumtemperatur). An das Avidin des ABC-Kits ist eine
Peroxidase gekoppelt, die nun das fiur drei bis funf Minuten hinzugegebene
Diaminobenzidin (DAB) in einen Braunton umschlagen 1af3t. Im Abschluss werden die
gereinigten Praparate in mehreren Schritten dehydriert: 30 sek 70% Ethanol, 30 Sek.
96% Ethanol, 30 Sek. Xylol, 10 Sek. Xylol und anschlieRend unter Entellan mit

Deckglasern abgedeckt.
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Zur Kontrolle der Farbung werden BrdU-positve Kryoschnitte des Mausdarmes als
Positivkontrolle sowie Schnitte von Mausherzen, denen kein BrdU verabreicht wurde,
als Negativkontrolle verwendet. Die Praparate werden verblindet unter dem Mikroskop

quantitativ ausgewertet.

. - . ®

Abbildung 13: Kryoschnitt von einem Herzen einer 7 Tage alten aMHC-nlsLacZ-Maus
24h nach Injektion von BrdU. Anfarbung mittels LacZ-Farbung (blau) sowie Anti-BrdU
(braun). Zu erkennen sind die Zellkerne der Kardiomyozyten anhand des Indolblau des
X-Gal, welches durch die ausschlieRlich in den Kardiomyozyten exprimierte (-
Galactosidase (Transgen: aMHC-nIsLacZ) sichtbar wird sowie das Braun des DAB im
Ergebnis der Anfarbung von BrdU (Peroxidasereaktion). Auf dem Bild sind Zellen zu
erkennen, in denen beide Farbungsreaktionen abgelaufen sind; sie werden als BrdU-

positive Kardiomyozyten quantifiziert.
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3.6.3 Apoptose-Detektion mittels TUNEL-Farbung

Die TUNEL-Methode, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling, ist ein etabliertes immunhistochemisches Verfahren zur Bestimmung
apoptotischer Zellen. Wahrend der zellularen Apoptose werden durch Endonukleasen
DNA-Abschnitte fragmentiert, so dass freie 3"-Hydroxygruppen der DNA entstehen, an
welchen von der terminalen Desoxyribonukleotidyl-Transferase (TdT) Nukleotide
eingebaut werden kdénnen. Dies macht man sich immunhistochemisch zu Nutze, indem
markierte Nukleotide eingesetzt werden, welche sich spater anfarben lassen [95, 96].

Das Verfahren wird im Folgenden erklart.

TUNEL positive Zelle 8

N - ‘

Y - Lucs pusitive Zelle "

_}"

LacZ und TUNEL positive Zelle

e il

Abbildung 14: TUNEL und LacZ angefarbter Kryoschnitt. Zu erkennen sind das
Indolblau des X-Gal, welches die B-Galactosidase enzymatisch aufgespalten hat und
das Braun des DAB. Auf dem Bild sind Zellen zu erkennen, in denen beide Reaktionen

abgelaufen sind. Sie werden als Apoptose durchlaufende Zelle gezahit.

Zunachst werden die Gewebeschnitte dreimalig fur finf Minuten in PBS gewaschen.
Dann erfolgt die Fixierung mittels zehn minutiger Inkubation von 4 % PFA. Um die bei
der Auszahlung relevanten Kardiomyozyten identifizieren zu kénnen, wird wieder die

LacZ-Farbung wie bei der BrdU-Farbung angewendet. AnschlieRend erneutes
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Reinigen und zur Elimination intrazellularer Peroxidasen mit 3 % H,O, in Methanol fir
zehn min inkubieren. Der 5fach TdT-Puffer wird mit PBS verdiinnt und dann Biotin-11-
dUTP in 1:250 dem 1fach TdT-Puffer hinzugegeben. Dieser Losung wird nun die TdT in
einem Verhaltnis 1:25 beigemengt und jeweils 100 ul auf die Objekttrager verteilt.
Diese mussen bei 37° C fur eine Stunde inkubiert werden und dabei zur Vermeidung
des Austrocknens mit Deckglasern abgedeckt werden. Nach dem Spilen mit PBS
erfolgt dann die Inkubation mittels des Vector® ABC Kits. Nach der Dehydrierung und
Eindeckeln kann nun das in Braun zu Darstellung kommende DAB an den
apoptotischen Zellkernen und das Blau der LacZ-Farbung (Markierung aller

Kardiomyozyten) lichtmikroskopisch betrachtet werden.

Die Kontrolle der Farbung wird hier durch die Inkubation eines Objekttragers mit
DNase | fir 10 min ermdglicht, bei welchem die induzierte Fragmentierung der DNA als
Positivkontrolle mitlauft. Zur Negativkontrolle wird bei einem Objekttrager kein TdT zur

Farbungslosung hinzugegeben.

3.6.4 Quantifizierung der GroRe der Kardiomyozyten

Zur Bestimmung der Grofe und damit der Zellhypertrophie der Kardiomyozyten wird in
dieser Arbeit die Myozyten-Querschnittsflache (myocyte cross section area, MCSA)
bestimmt. In vorangegangenen Studien hat sich diese als zuverlassiger Marker
erwiesen [97-100]. Hierzu werden zum einen das Kollagen mit Fluorescein-markiertem
Peanut-Agglutinin und zum anderen die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Hoechst 33258 angefarbt. Die anschlieBende Betrachtung beider Ubereinander
liegender Anfarbungen ermdglicht dann die Identifizierung der Kardiomyozyten und
Bestimmung der Querschnittsflache unter Zuhilfename geeigneter Computer-Software
(Programm: ImageJ). Ein angeschnittener Zellkern dient hierbei als Hinweis auf einen
zentralen Anschnitt und kann mit dem Programm ImagedJ bei maximaler Vergréerung
gut detektiert werden. Zellen ohne dieses Kriterium werden bei der Datenerhebung
nicht berlcksichtigt. Zusatzlich werden die Praparate verblindet untersucht. Das

Verfahren wird im Folgenden erklart.

Zu Beginn werden die Kryoschnitte dreimalig fur funf Minuten in PBS/Tween20
gereinigt und dann mit 4 % PFA fur 20 min fixiert. AnschlieBend erneutes Spilen,
zuletzt in pH 5,0 PBS. Fur eine Stunde werden die Objekttrager unter Lichtschutz mit
Neuraminidase 3,3 U/ml bei 37° C inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS erfolgt die
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Farbung mit Fluorescein-Peanut-Agglutinin 20 pl/ml fir zwei Stunden, Reinigen und mit
Hoechst 33258 fur 10 min jeweils unter strengem Lichtschutz. Nach der Farbung
erneut Waschen und die Deckglaser mit Mowiol aufbringen. Es empfiehlt sich, die

Praparate weiter unter Lichtschutz aufzubewahren.

Die so gefarbten Kryoschnitte werden mit Hilfe des Leica® SP5 Lasermikroskops
betrachtet und mit der Leica Application Software auf dem Computer ausgewertet. Die
Bilder werden anschlielend mit dem Programm ImagedJ quantitativ ausgewertet. In die
Auswertung gehen jene Kardiomyozyten ein, in denen deutlich ein Zellkern zu

erkennen ist.

Unter Imaged kann die Zellgrenze mit dem Mauszeiger abgefahren und markiert

werden. Das Programm berechnet dann den Flacheninhalt.

PEIE] | | res i [=1EY!
File Edit Image Process Analyze Pluging Window Help File Edit
Olo|zE | 4|+ N Al 2| @o/sw| ¢ |4 |&]#] |> ) Font

4= 4.71,y=2 30, value=0,21,16 _ aea |-

1 0.278

Abbildung 15: Bildschirmfoto der MCSA Bestimmung. Blau: Zellkerne, griin: Kollagen,

gelb: gemessener Kardiomyozyt
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3.6.5 Bestimmung des interstitiellen Kollagengehaltes des Myokards

Fir die Ermittlung der interstitiellen Kollagenfraktion (interstitial collagen fraction, ICF)
erfolgt die in 3.6.4. beschriebene Anfarbung des Gesamtkollagens durch Fluorescein
Peanut Agglutinin  und zusatzlich die Darstellung des intramyokardialen
GefalRendothels mittels der Farbung durch Rhodamin-markiertem Lectin | der
Wasserpflanze Griffonia Simplicifolia. Mit Hilfe des Programms ImageJ kénnen dann
die entsprechenden Flachenanteile auf den unter dem Mikroskop angefertigten Fotos
berechnet und von einander abgezogen werden. Das Ergebnis widerspiegelt dann die
interstitielle Kollagenfraktion (ICF), d.h. Gesamtkollagen abzuglich GefalRendothel [97,
101]. Das Verfahren wird im Folgenden erklart.

Eine simultane Anfarbung von Kollagen und GefaRendothel ist technisch nicht mdglich,
da es hierbei zu einer Ausléschung des roten Rhodamin-markierten Lectins kommt.
Aus diesem Grund wird bei der Herstellung der Gewebeschnitte nach dem in 3.6.1.
beschriebenen Verfahren vorgegangen, so dass unmittelbar aufeinanderfolgende

Schnitte (10 ym Schichtdicke) verwendet werden kénnen.

Die Objekttrager werden zunachst dreimalig fur finf Minuten in PBS gewaschen und
fir 10 min in 4 % PFA fixiert. Zur Anfarbung des GefaRendothel werden die Praparate
zwei Stunden mit Rhodamine-labeled Griffonia Simplicifolia Lectin | (1:500) bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert, anschlieiend gewaschen und die
Objekttrager mit Mowiol eingedeckelt. Die Anfarbung des Kollagens erfolgt wie unter
3.6.4. Dbeschrieben mit Fluorescein-Peanut-Agglutinin. Die Praparate werden
lichtgeschitzt bei 4°C aufbewahrt.

Unter dem Leica® SP5 Lasermikroskops werden die Farbkanale blau bzw. rot
eingestellt und ein Ausschnitt aus dem Ventrikelseptum gewahlt. Mit der
Bearbeitungssoftware Lucia® G (Version 4.82) kénnen die Fotos nun auf den PC

gespeichert und weiter bearbeitet werden.

Mit der Anwendung des Programmes ImagedJ ist es moglich einzelne Farbkanéle zu
isolieren. Durch die split-channels Option wird der ausgewahlte Farbkanal in 256
Graustufen dargestellt und anschlielRend invertiert (Invert). Nun wird Uber die
Threshold-Funktion der obere und untere Grenzwert eingestellt, so dass nur die

angefarbten (d.h. ehemals fluoreszierenden) Strukturen fir die Quantifizierung erfasst
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werden. Somit entstehen auf jedem Bild Flachenanteile die ImageJ berechnen kann.
AbschlieBend werden diese Anteile gemal ICF[%]
Gefallendothel [%] voneinander abgezogen. Das Ergebnis entspricht der ICF.

Gesamt Kollagen [%]
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B ’ f
RO DN 75 TR

37



MATERIAL UND METHODEN

Abbildung 16: Ablauf der ICF-Bestimmung mit dem Programm ImagedJ, links anhand
des Gesamtkollagens (griin), rechts anhand des GefalRendothelkollagens (rot). Von
dem Original-Foto (A) wird zunachst der interessierende Farbkanal isoliert (B),

invertiert (C) und letztlich anhand des festgelegten Schwellenwertes quantifiziert (D).

Bei der Aufnahme der Fotos lassen sich Kontrast- und Belichtungsunterschiede nicht
vollstandig verhindern. Um systematische Fehler bei der Quantifizierung
auszuschlieRen, werden deshalb flir jede Bildserie die oberen und unteren Grenzwerte
(thresholds) verblindet ermittelt. Die Werte werden dabei so gewahlt, dass die
Intensitat der Graustufen optisch zu den Farboriginalen passt und keine Artefakte
entstehen. Die ICF-Quantifizierung wird bei jeder Maus an 20 verschiedenen Fotos
vorgenommen. Aus den so gewonnen Einzelwerten werden die Mittelwerte bestimmt,

welche dann fur die weiteren Berechnungen verwendet werden.

3.7 Bestimmung der Protein-Expression

Die Herzen zur Proteinisolierung werden gemaf} 3.5. vorbereitet und anschlielend in

flissigem Stickstoff bei -80° C in einem Eppendorf-Gefal aufbewahrt.

3.7.1 Proteinextraktion und -quantifizierung

Fur die Durchfihrung der SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gelelectrophoresis) muss zuvor die Homogenisation der Herzen und anschlielend die
Bestimmung der Proteinkonzentration der jeweiligen Lysate ermittelt werden. Dazu
wird das Gewebematerial in 200 pl RIPA-Puffer und dem Protease Inhibitor Single-use
Cocktail zum Schutz vor endogenen Proteasen homogenisiert. AnschlieRend werden
die Lysate bei 4° C fur 20 min zentrifugiert (13.200 U/min) und in neue Eppendorf-
Gefalde Uberfuhrt. Nun kann die Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA Protein Assays

am Spektrophotometer ermittelt werden.

3.7.2 SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine werden jeweils 30 ug Protein der
Lysate verwendet. Diese werden zuvor mit einem loading buffer versehen und bei 95°
C far 5 min erhitzt. Das SDS-Gel kann nun mit den Proben und dem GréRenmarker
(page ruler) beladen werden. Es folgen ca. 100 min Elektrophorese mit 110 V, 250 mA,

50 W bis die Bromophenolbande im unteren Bereich des Gels sichtbar ist. Die Gele
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werden in einen SDS-Transfer Puffer Uberflihrt und zusammen mit der blotting-
membrane aus Nitrozellulose angefeuchtet, auf dem Elektro-Blotter mit Filterpapier
platziert und fir 40 min bei 250 mA angeschlossen. Anschlieffend werden zur Blockung
unspezifischer Bindungsstellen die Nitrozellulosemembran in Milchpulver fir eine
Stunde geschwenkt und dann dreimalig fur funf Minuten in TBT gereinigt. Nun kann der
erste proteinspezifische Antikorper (z.B. Anti-Akt) hinzugegeben werden und Uber
Nacht bei 4° C auf der Schwenkplatte inkubieren. Nach dreimaligem Waschen mit TBT,
kann der zweite HRP-konjugierte (horse-radish peroxidase) Antikérper hinzugegeben
werden. Die bei der Verwendung der Luminollésung entstehende Lichtreaktion der
Antikérper-Peroxidase-Konjugation kann auf dem Fotopapier Agfa® Cronex 5 zur
Darstellung gebracht werden. Dafir wird die Membran mit der Luminollésung (z.B.
SuperSignal® Pico) inkubiert, die blotting membrane in Plastikfolie verschlossen und
das Fotopapier flr circa finf Minuten in eine lichtundurchlassige Entwicklermappe
gelegt. Die Starke der Belichtung kann dabei durchaus variieren und durch Anderung
der Entwicklungszeit oder der Verwendung des sensitiveren SuperSignal® Femto
entsprechend angepasst werden. Die Fotos werden abschlieRend mit einem Scanner

digitalisiert und die Dichte der Banden mit ImageJ ausgewertet.

Zur Kontrolle der Methode wird zum einen die Bandenposition auf ihre Proteingrof3e
mit dem mitgelaufenen GréRenmarker abgeglichen und zum anderen jede Membran
zusatzlich mit Anti-GAPDH gefarbt (Positiv-Kontrolle) und quantifiziert. Ein
diesbezlglich positives Ergebnis wird als Nachweis eines regelrechten Elektrophorese-

und Blottingablaufs gewertet [102].
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Abbildung 17: Links: GréRenmarker der Firma Fermentas. Rechts: Beispielfoto einer
Blotting-Membran nach Farbung mit Anti-PKB. Ko = Kontrolle, LC = Lef-CA, LD = Lef-
DN, P = PKB, E = EGFP.
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3.8 Statistik

In allen Graphiken werden jeweils die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt.
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen werden mittels Varianzanalyse
(ANOVA, analysis of variance) auf Signifikanz untersucht mit folgender Post-Hoc-
Testung nach Bonferroni. Als Signifikanzniveau wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p < 0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

Vor den Versuchsreihen wird festgelegt, welches Mindestmald an adenoviraler
Transfektion vorliegen muss, damit die Herzen der einzelnen Mause in die Auswertung
eingehen durfen. Aus diesem Zweck ist EGFP Bestandteil der applizierten Adenoviren
(siehe 3.4.), anhand dessen Fluoreszenz unter dem Mikroskop eine Einteilung der
Transfektionseffizienz vorgenommen werden kann. Die Herzen werden in vier
Kategorien eingeteilt. A: vollstdndige Praparatfluoreszenz, B: Uberwiegende
Fluoreszenz, C: geringe, aber eindeutig nachweisbare Fluoreszenz, D: keine
eindeutige Fluoreszenz. Herzen der Kategorien C und D gehen nicht mit in die

Datenauswertung ein.

A B C D

Abbildung 18: Beispiele von ungefarbten Kryoschnitten von neonatalen Maus-Herzen 3
Tage nach Transfektion mit EGFP-exprimierenden Adenoviren. EGFP-Fluoreszenz in
den Kategorien A, B, Cund D

4.1 Morphometrie

Die Organisolation erfolgt am jeweils dritten oder siebenten postpartalen Tag. Es
werden das Kdrpergewicht sowie das Gewicht des Herzens, der Lunge und der Leber
bestimmt. Anschliellend werden die relativen (d.h. Koérpergewichts-bezogenen)

Organgewichte berechnet.
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Tabelle 1: Morphologische Parameter der drei Tage alten Mause in Abhangigkeit von

der adenoviralen Transfektion. Die relativen Organgewichte werden im Verhaltnis zum

Korpergewicht berechnet. Mittelwert + Standardfehler. Es sind keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar. Abkirzungen: rel= relativ

Gruppe

Kontrolle EGFP Lef-CA Lef-DN PKB
Gewicht (N=16) (N=25) (N=27) (N=20) (N=13)
Korpe'[rg]e""i"ht 3044011 | 2724016 | 2,76+ 0,06 | 2,87 +0,14 | 2,82 + 0,08
Herzgewicht 18,13 + 18,62 +
o o o1 206+099 | 1852+06 | 2025+ 1.2 o
rel. [Hm‘;ffg%ew' 6.00+026 | 77+042 | 6,69+013 | 7.09+026 | 6,62 + 0,21
Lungengewicht 63,13 + 55,26 *
s S 544 +7238 > 57+32 | 56,69+ 2.6
ek ] 21018 | oo | 19914 19,97 + 20,05 ¢
gengew. 1,31 s 0,63 0,64 0,66
[mg/g]
Lebergewicht 86,63 + 87,44 + 91,54 +
ik e 8344 +29 o 99.15 + 5 Py
rel. Lebergew. 28,63 + 31,57 35,16 + 32,47 *
[mg/g] 1,24 30,9£0,98 0,86 1,57 1,41
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Tabelle 2: Morphologische Parameter der sieben Tage alten Mause in Abhangigkeit von

der adenoviralen Transfektion. Die relativen Organgewichte werden im Verhaltnis zum

Korpergewicht berechnet. Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen nachweisbar. Mittelwert + Standardfehler. Abkirzungen: rel = relativ;

Gruppe
Kontrolle EGFP Lef-CA Lef-DN PKB
Gowicht (N=19) (N=7) (N=13) (N=20) (N=11)
Korpe'[rg]e""i"ht 5224035 | 4,40+0,24 | 465+0,16 | 4,98+0,09 | 502 0,09
Herzgewicht | 5, 44013 | 27.06+25 | 3354+13 | 3207% | 3585401
[mg] 0,97
re"[n‘;;g]?ew 6,81+0,35 | 6,09+0,28 | 7,26+0,26 | 6,49+0,26 | 7,18 0,48
Lungengewich 106,09 + 90 + 15 101,77 + 109,47 + 116,91 +
t [mg] 5.2 * 3.0 52 33
rel. Lungeng. 21,33 + 22,25 + 21,95 + 23,43 +
[ma/g] 1.21 16,98+28 1,05 0,92 0,89
Lebergewicht 166,92 + 163,2 + 168,6 +
kot 2 1514135 | 172,4+7,6 o o
rel. Lebergew. 33,01 % 37,15+ 32,67 33,75 %
[mg/g] 1,62 28,6+2,54 1,26 119 2,01
Die Auswertung der morphologischen Parameter ergibt keine signifikanten

Unterschiede zwischen den drei Tage alten Tieren. Bei den sieben Tage alten Mausen
zeigt sich ein Trend zu einem Anstieg der relativen Herzgewichte in den Gruppen, bei

denen Lef-CA oder PKB exprimiert wurden (nicht signifikant).

Die erwartungsgemafle Gewichtszunahme der einzelnen Organe zwischen den drei

und sieben Tage alten Gruppen kann in den Tabellen gezeigt werden. Im Allgemeinen
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Iasst sich feststellen, dass das Korpergewicht etwa um das 1,7fache zwischen dem
dritten und siebenten Tag gestiegen ist. Das absolute Herzgewicht zeigt eine ahnliche
Zunahme (Faktor 1,7).

4.2 Bestimmung der Zellzyklusaktivitat

Als Mall der Zellzyklusaktivitdt dient in dieser Arbeit die immunhistochemische

Quantifizierung des Einbaus von BrdU (Thymidinanalogon; siehe 3.6.2.).

Die Auswertung ergibt, dass sich bei den drei Tage alten Tieren der Kontrollgruppe in
0,89 + 0,11% auf 100 gezahlte Kardiomyozyten der Einbau von BrdU als Beleg einer
stattgehabten S-Phase nachweisen lasst. Bei den sieben Tage alten Tieren finden sich
1,79 £ 0,13% BrdU positive Kardiomyozyten auf 100 gezahlte Kardiomyozyten, d.h.
auch hier ist weiterhin eine S-Phase-Aktivitdt nachweisbar. Die Injektion der
verschiedenen Expressions-Vektoren fihrt weder an Tag drei noch am Tag sieben zu

einer nachweisbaren Anderung der Zellzyklusaktivitat.
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Abbildung 199: Darstellung der BrdU positiven Zellen in [%] in Abhangigkeit von der

Virusintervention nach Altersgruppen. Kontrolle: unbehandelte Kontrolle; N: Anzahl.
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4.3 Apoptose

Die Apoptose wird in dieser Arbeit mittels der TUNEL-Methode nachgewiesen. An die
bei der Apoptose entstehenden DNA-Fragmente kénnen enzymatisch markierte

Nukleotide eingebaut werden, welche sich anschlieliend anfarben lassen (siehe 3.6.3).

Die Auswertung zeigt, dass sich apoptotische Zellen insgesamt nur sehr selten
beobachten lassen, was einen statistischen Vergleich zwischen den einzelnen
Gruppen erschwert. In den unbehandelten Kontrollgruppen findet sich der Nachweis
von Apoptose bei 0,25 £+ 0,08% in der drei Tage alten Gruppe und bei 0,15 + 0,09% in
der sieben Tage alten Gruppe. In der sieben Tage alten Kontrollgruppe zeigt sich somit

tendenziell ein Rlickgang der Apoptoserate.

Die Ubrigen Gruppen zeigen nochmals geringere Apoptoseraten. In der Lef-CA Gruppe
fallt die Apoptoserate von 0,06 £ 0,05% an Tag 3 auf 0,01%+0,005% an Tag 7. In der
PKB-Gruppe verringert sich die Apoptoserate ebenfalls von 0,13%+0,05% auf
0,1%0,03%.
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Abbildung 20: Darstellung der TUNEL positiven Kardiomyozyten in [%] in Abhangigkeit
von der Virusintervention nach Altersgruppen. Kontrolle: unbehandelte Kontrolle; N:
Anzahl
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In den Gruppen EGFP und Lef-DN steigt die Anzahl nachgewiesener Apoptose
tendenziell im Zeitverlauf an: in der EGFP Gruppe von 0,03 £ 0,02% auf 0,04 + 0,03%
und in der Lef-DN Gruppe von 0,02 + 0,01% auf 0,05 £ 0,02%.

4.4 Hypertrophie

Zur Analyse der Hypertrophie von Kardiomyozyten wird in dieser Arbeit die
Myozytenquerschnittsflache (MCSA) berechnet. (siehe 3.6.4.). Zur Auswertung der
Daten werden mindestens finf Mause je Gruppe verwendet und je Maus mindestens
zehn MCSA-Messreihen vorgenommen.

In den Kontroll-Gruppen zeigen sich  Kardiomyozytenquerschnittsflachen
durchschnittlich von 35,4 + 1,1um? bei drei Tage alten Mausen und von 46,3 + 6,2um?
bei sieben Tage alten Mausen. Die Querschnittsflache erhdht sich damit innerhalb
dieser 4 Tage um 30,8%.
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Abbildung 21: Darstellung des MCSA in [um? in Abhangigkeit der Virusintervention
nach Altersgruppen. Links: drei Tage alte Gruppe, rechts sieben Tage alte Gruppe.
Kontrolle: unbehandelt; N: Anzahl. * = p<0,05 (ANOVA).

Bei den Interventionsgruppen zeigt sich in der Lef-CA Gruppe im Vergleich zu den

anderen Gruppen eine signifikante Zunahme der Zellquerschnittsflache sowohl bei drei
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Tagen mit 48,0 + 1,8um? als auch bei sieben Tagen mit 82,74 + 5,5um?2. Zwischen den

dritten und siebenten Tag, ist eine Grolkenzunahme 72,4% zu verzeichnen.

In den Ubrigen Gruppen (EGFP, Lef-DN und PKB) zeigen sich im Vergleich zur

Kontrollsituation keine wesentlichen Veranderungen.
4.5 Interstitielle Kollagenfraktion

Um den Einfluss der verschiedenen rekombinanten Konstrukte auf den kardialen
Kollegengehalt beurteilen zu kdénnen, wird in dieser Arbeit die interstitielle
Kollagenfraktion (interstitial collagen fraction; ICF) untersucht (siehe 3.6.5.). Den Daten
liegen mindestens flinf Mause je Gruppe und pro Maus mindestens zehn Messungen

zu Grunde.

Bei der Quantifizierung des Gefaflendothels zeigen sich in der Kontroll-Gruppe bei den
drei und sieben Tage alten Mausen keine wesentlichen Unterschiede. Der prozentuale
Flachenanteil des GefalRendothels liegt bei den drei Tage alten Mausen bei 2,4 +

0,18% und bei den sieben Tage alten Mausen vergleichbar bei 2,28 + 0,18%.

In den PBK Gruppen zeigt sich eine deutliche Zunahme des Gefalkendothels. Bei drei
Tage alten Mausen lasst sich ein tendenziell erhéhter Gefallendothel-Anteil von 3,05 +
0,11% und am siebenten Tag ein signifikanter Anstieg auf 3,37 + 0,27% nachweisen
(p<0,05). Damit ist der Gefaltendothel-Anteil in der PKB Gruppe am dritten Tag um

28% und am siebenten Tag um 47% hdher als in der Kontroll-Gruppe.

Die Gruppen EGFP, Lef-CA und Lef-DN zeigen in Bezug auf die Quantifizierung des

Gefalendothels keine wesentlichen Veranderungen.

Bei der Bestimmung des Gesamtkollagens zeigen sich in den drei und sieben Tage
alten Kontroll-Gruppen ahnliche Kollagenanteile. Die drei Tage alten Tiere weisen ein
Gesamtkollagenanteil von 25,01 £ 0,86% und die sieben Tage alten Tiere von 25,58 +
0,94% auf.
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Abbildung 22: Flachenanteil in [%] des Gefalkendothels in den Herzen von neonatalen
Mausen in Abhangigkeit von der Virusintervention. Kontrolle: unbehandelte Kontrolle.
N: Anzahl. *=p<0,05 (ANOVA).

Bei den Interventionsgruppen zeigt sich bei den drei Tage alten Tieren keine
wesentliche Veranderung: Lef-CA 21,49 + 1,25%; PKB 24,66 + 0,9%; EGFP 25,10 *
0,68%; Lef-DN 23,27 £ 1,03%). An Tag 7 findet sich jedoch bei der PKB-Expression
eine signifikante Zunahme des Gesamtkollagens auf 32,01 £ 1,63% an. Dies

entspricht einer Erhéhung von 25,13% im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
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Abbildung 23: Flachenanteil in [%] des Gesamtkollagens in den Herzen von neonatalen
Mausen in Abhangigkeit von der Virusintervention. Kontrolle: unbehandelte Kontrolle.
N: Anzahl. *=p<0,05 (ANOVA).

Die interstitielle Kollagenfraktion (ICF) zeigt innerhalb der Kontroll-Gruppe im
Zeitverlauf keine wesentlichen Veranderungen. Bei drei Tage alten Mausen lasst sich
eine ICF von 23,35 + 0,39% und bei sieben Tage alten Mausen von 22,06 + 1,1%

nachweisen.

Analog zum Anstieg des Gesamtkollagens steigt die ICF in der PKB-Gruppe bei sieben
Tage alten Tieren an auf 28,78 + 1,73%. Dies entspricht einer Steigerung um 30,46%

im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.

In den Gruppen EGFP und Lef-DN zeigen sich keine weiteren Auffalligkeiten

49



ERGEBNISSE

35
3 Tage
|7 Tage
= 30 &
i
c
2 25
(8]
I
£ I I I
20 — I
o0
o
815 |
2
o
B0 |
i}
£
5 J E—
0 N=10 N=12 N=11 N=6 N=12
Kontrolle EGFP Lef-CA Lef-DN PKB
Virus

Abbildung 24: Flachenanteil in [%] der berechneten interstitial collagen fraction in
Herzen von neonatalen Mausen in Abhangigkeit der Virusintervention. Kontrolle:
unbehandelte Kontrolle. N: Anzahl. *= p<0,05 (ANOVA).

4.6 Molekularbiologische Analysen

Neben den funktionellen Auswirkungen auf Zellzyklus und Proliferation, soll in dieser
Arbeit auch die unmittelbare Auswirkung der verschiedenen Konstrukte auf die
Expression ausgewahlter Proteine beleuchtet werden, um weitere Zusammenhange
von Signalkaskaden zu untersuchen. Dies wird hier durch die elektrophoretische
Proteinauftrennung von Herzlysaten und anschlieRender Detektion mittels Western
Blot ermdglicht (siehe 3.7.).

Dazu werden die Proteinlysate von je vier Mauseherzen pro Gruppe genutzt und auf
folgende Proteine untersucht: Cyclin D1, Cyclin D3, GSK, Akt und B-catenin. Die
Kammern der SDS-Gele werden jeweils nach folgendem Schema beladen:

arker Kontr |LefCA|LcfDN|PKB |EGFP [ __ . ) Kontr [LetCA|LefDN|IPKEB  |EGED
Maus1 |[Maus1 |[Maus1 | Maus1| Maus] Maus4|Maus4d [Mausd | Mausd | Mausd

Abbildung 25: Beladung der Kammern der SDS-Gele fir die Elektrophoresen.
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Zur Kontrolle der Methode wird der Nachweis des konstitutiv exprimierten Gens
GADPH erbracht.

Zunachst werden zu Validierung der veranderten Genexpression durch die
eingesetzten rekombinanten Adenoviren neben dem indirekten Transfektionsnachweis
mittels EGFP-Fluoreszenz (siehe Abb. 18) zusatzlich ein direkter Proteinnachweis
mittels Western blot durchgeflihrt, in dem die zur Expression gebrachten Gene

quantifiziert werden.
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Abbildung 26: Western Blot mit Anti-Lef-1. Ko = Kontrolle, LC = Lef-CA, LD = Lef-DN, P
= PKB, E = eGFP.
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Abbildung 27: Western Blot mit Anti-PKB. Ko = Kontrolle, LC = Lef-CA, LD = Lef-DN, P
= PKB, E = eGFP.

Die Lef-CA und PKB Gruppe zeigt beim Einsatz eines Lef-1- bzw. Akt-Antikérpers den
erwarteten Nachweis der rekombinant exprimierten Proteine. Es zeigt sich, dass der
verwendete Lef-Antikérper jedoch nicht an die dominant-negative Isoform Lef-DN
bindet.

In der Kontrollgruppe ist eine deutliche Expressionssteigerung von PKB zwischen Tag
3 und Tag 7 zu erkennen (Zunahme um 108,68%). Die PKB-Gruppe selbst zeigt

erwartungsgemal die hdchste Proteinkonzentrationen bei drei und sieben Tagen.
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In den Gruppen EGFP, Lef-CA und Lef-DN zeigt sich eine dhnliche hohe Konzentration
und Zunahme am siebenten Tag wie in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 28: Proteinexpression von PKB in Abhangigkeit von den verschiedenen
adenoviralen Expressionskonstrukten (Western Blot). Kontrolle: unbehandelte
Kontrolle. *=p<0,05 (ANOVA).

4.6.1 Cyclin D1

In der Kontrollgruppe zeigt sich bei drei und sieben Tage alten Mausen eine

vergleichbare Expression von Cyclin D1.

Nach Expression der rekombinanten Konstrukte Lef-CA und PKB zeigt sich ein
heterogenes Bild. Bei Lef-CA lasst sich nach drei Tagen ein tendenziell geringerer
Cyclin D1-Proteinanteil von im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachweisen (-9,28%) am

siebenten steigt dieser jedoch Uber das Niveau der Kontroll-Gruppe hinaus (+21,07%).

Bei PKB zeigt sich eine abweichendes Bild: zunachst ist die Proteinexpressionen bei
drei Tage alten Mausen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nahezu gleich (+1,24%), nach
sieben Tagen fallt in der PKB-Gruppe jedoch das Expressionslevel auf 60% des Wertes
der sieben Tage alte Kontrollgruppe.
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Bei der EGFP-Gruppe zeigt sich ebenfalls an Tag 3 eine tendenziell geringe
Expression von Cyclin D1, die an Tag 7 jedoch das Niveau der Kontrolle leicht
Ubersteigt. Nach gezielter Expression von Lef-DN entspricht die Cyclin D1-Expression
weitestgehend der Kontrollsituation.
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Abbildung 29: Proteinexpression von Cyclin D1 in Abhangigkeit von den verschiedenen
adenoviralen Expressionskonstrukten (Western Blot). Kontrolle = unbehandelte
Kontrolle.

4.6.2 Cyclin D3

Bei der quantitativen Bestimmung von Cyclin D3 weist die Kontroll-Gruppe zu beiden
Untersuchungszeitpunkten ein relativ niedriges Proteinexpressionsniveau auf. Im
Vergleich zu Tag 3 nimmt bei sieben Tage alten Mausen der Cyclin D3 Anteil um
29,43% ab.

Hingegen zeigt sich bei der Lef-CA Gruppe ein deutlicher und signifikanter Anstieg von
Cyclin D3. Nach drei Tagen steigt der gemessene Proteinanteil um 132,16% und bei

sieben Tagen um 75,28%.

Die PKB-Gruppe zeigt keine wesentlichen Veranderungen gegeniber der Kontroll-

Gruppe.
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Abbildung 30: Western Blot zur Quantifizierung von Cyclin D3 sieben Tage nach
Injektion der verschiedenen adenoviralen Expressionskonstrukte. Ko = Kontrolle, E =
EGFP, LC = Lef-CA, LD = Lef-DN, P = PKB.
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Abbildung 31: Proteinexpression von Cyclin D3 in Abhangigkeit von den verschiedenen
adenoviralen Expressionskonstrukten (Western Blot). Kontrolle= unbehandelte
Kontrolle. *=p<0,05 (ANOVA).

4.6.3 GSK-3

Bei der Untersuchung der GSK-3 (glykogen synthase kinase - 3) lasst sich feststellen,
dass es zu einem allgemeinen Expressionsanstieg in allen Gruppen im Zeitverlauf

kommt.

In der Kontroll-Gruppe steigt das GSK-3-Level um 70,61% zwischen drei und sieben

Tage alten Mausen.
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In der PKB-Gruppe findet sich die héchste GSK-3-Expression gegenuber der
Kontrollgruppe sowohl bei drei (+103,44%) als auch bei sieben Tagen (+41,47%). Der
prozentuale Anstieg in der PKB Gruppe innerhalb von vier Tagen fallt jedoch deutlich
geringer aus als in der Kontrollgruppe (+18,64%).
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Abbildung 32: Proteinexpression von GSK in Abhangigkeit von den verschiedenen
adenoviralen Expressionskonstrukten (Western Blot). Kontrolle= unbehandelte
Kontrolle.

4.6.4 B-catenin

Die Kontroll-Gruppe zeigt bei drei Tagen die héchste Proteinkonzentration an 3-catenin
von allen untersuchten Gruppen. An Tag 7 fallt die Konzentration jedoch deutlich um
52,01% ab.

In den Behandlungsgruppen zeigen sich in Bezug auf die b-catenin-Expression keine
relevanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollsituation. Einzig in der PKB-Gruppe
lasst sich tendenziell eine geringe B-catenin-Expression sowohl bei drei Tage als auch

bei sieben Tage alten Mausen detektieren.

55



ERGEBNISSE

14000
3 Tage
m7T
12000 age
10000
5
= 8000 T T
£
[ =
[J]
8 | I | |
4000 +——
2000 +——
0 N=4 N=4 N=4 N=4 N=4

Kontrolle EGFP Lef-CA Lef-DN PKB
Virus

Abbildung 33: Proteinexpression von B-catenin Abhangigkeit von den verschiedenen
adenoviralen Expressionskonstrukten (Western Blot). Kontrolle = unbehandelte

Kontrolle.

4.7 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Die Auswertung der morphometrischen Parameter kann tendenziell einen Anstieg der
relativen Herzgewichte im Sinne einer kardialen Hypertrophie nach gezielter
Expression sowohl von Lef-CA als auch von aktivierter PKB bei sieben Tage alten
Mausen aufzeigen. Dies geht im Falle der Expression von Lef-CA einher mit einer
gesteigerten Zellzyklusaktivitat von Kardiomyozyten sowie einem Anstieg der
Myozytenquerschnittsflache und es findet sich ein signifikanter Anstieg der
Proteinexpression von Cyclin D3. Nach Expression von PKB findet sich dagegen eine
Zunahme der Kapillardichte, des Gesamtkollagens sowie der interstitiellen

Kollagenfraktion im Sinne einer vermehrten Fibrose.
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5 Diskussion

In den Industrienationen stellen Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems weiterhin die
Haupttodesursache dar [1]. Diese sind u.a. Folgeerscheinungen eines chronischen
artherosklerotischen Prozesses, der zu einer Verengung der Koronargefalle fihrt. Als
Konsequenz einer dauerhaften Verengung der Gefalte, kommt es zur Ischamie oder zu
einem fulminanten Herzinfarkt. Auf zellularer Ebene bedeutet eine Minderperfusion und
ein Sauerstoffmangel eine Schadigung und Absterben von Kardiomyozyten. Im
klinischen Alltag haben pharmakologische und interventionelle Behandlungen bereits

eine deutliche Verringerung der Morbiditat und Mortalitat erreichen kdnnen [103, 104].

Ungeachtet dessen ist der durch Ischamie hervorgerufene Zellschaden in der Regel
irreparabel, da sich adulte Kardiomyozyten vorrangig in der GO-Phase des Zellzyklus
befinden und die Fahigkeit zum Wiedereintritt in die Zellteilung verloren haben [75, 77,
78]. Die regulierenden Mechanismen und Kaskaden des Zellzyklus von

Kardiomyozyten sind daher von grof3em Interesse.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits zeigen kénnen, dass Lef-1 und PKB einen
wichtigen Stellenwert bei der Regulierung des Zellzyklus und der Hypertrophie von
Kardiomyozyten haben [45, 64]. Diese Arbeit will die Auswirkungen untersuchen, die
sich aus einer gezielten Veranderung der Genexpression von Lef und PKB in
neonatalen Kardiomyozyten in Bezug auf Proliferation, Hypertrophie und Remodeling

ergeben.

Um eine dauerhafte in vivo-Expression zu ermdéglichen, steht die Verwendung von
verschiedenen adenoviralen Vektoren zur Verfigung. Die Verwendung von
adenoviralen Vektoren ist bereits in der Arbeitsgruppe gut etabliert und zeigt
verlassliche und hohe Transduktionsraten von 78 +/- 8% [85], so dass sich fir dieses

Verfahren entschieden wurde.

Die herznahe Injektion der Virus-Suspensionen unter Kaltlicht-Durchleuchtung stellt bei
neonatalen Mausen eine besondere Herausforderung dar. Daher werden diese
Eingriffe stets von einem erfahrenen Mitarbeiter durchgefihrt, um hierbei eine
hochstmdgliche Anwendungssicherheit zu gewahrleisten. Da die genaue Platzierung
der Nadel und folglich die Aufnahme der Viren durch die Kardiomyozyten

unterschiedlich ausfallen, werden nur jene Mause in die Versuche aufgenommen,
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deren Herzen eine entsprechende EGFP-Fluoreszenz als Nachweis der erfolgreichen

viralen Transfektion aufweisen (siehe Abb. 21).

5.1 Lef-1

Kardiomyozyten unterliegen einer Vielzahl von Regulationsmechanismen. Lef-1 stellt
mit seiner Fahigkeit Transkriptionsvorgange auszulosen, einen zentralen Mediator des
Whnt-Signalweges dar. Stérungen dieser Kaskade |6sen Fehlentwickelung, Krankheit
und Dysfunktionen aus [42, 105]. Lef-1 erfahrt eine wesentliche Aktivierung durch 3-
catenin, welches ebenfalls durch den Wnt-Signalweg unter Kontrolle der GSK reguliert
wird [34, 39].

In der Literatur finden sich zum direkten Einfluss von Lef-1 vorwiegend
Untersuchungen zu Hypertrophie und Zellwachstum in Darmtumor-Zellen [26] und in B-
und T-Zellen bei Mausen und Menschen [25, 106, 107], jedoch bislang weniger zu
Zellzyklusaktivitat und Cyclin-Expression in Kardiomyozyten. Vorausgehende Arbeit
von N. Schwarz aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ebelt zeigen, dass sich unter der
Verwendung eines adenoviralen Gentransfers mit konstitutiv-aktiven und dominant-
negativen Formen von Lef-1 in neonatalen Rattenkardiomyozyten ein Einfluss auf den
Zellzyklus in der Zellkultur darstellen lasst. Bei der konstitutiv-aktiven Form von Lef-1
befinden sich vermehrt Kardiomyozyten in der G2-Phase und weniger Zellen in der
G0/G1-Phase im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Dies lasst annehmen, dass die
Expression von konstitutiv-aktivem Lef-1 in Kardiomyozyten zu einem G2-Phasen-

Arrest fuhrt und dieser typisch flr hypertrophes Wachstum ist.

Weitere Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigen bei der Verwendung von
murinen Stammzellen, dass sich unter der Expression von Lef-1 muskelspezifische
Proteine (Pax7, Myf5, MyoD) aktivieren lassen [108]. Ein direkter Effekt auf

Kardiomyozyten konnte hier jedoch nicht nachgewiesen werden.

In hamatopoetischen Stammzellen wird Lef-1 eine zentrale Rolle in der Regulierung
von Zellteilung und Proliferation zugeschrieben [106]. Bei kongenitalen Stérungen der
Myelopoese fallt eine deutlich geringere Konzentration von Lef-1 und damit verbunden
eine verringerte Expression der target genes wie Cyclin D, c-myc und survivin sowie
eine verringerte Proliferation und gesteigerte Apoptose auf [106]. In Bezug auf die hier

vorliegende Untersuchung unterstitzt dies den gewahlten Ansatz, dass eine
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Expression von Lef-1 auch in Kardiomyozyten zu einer Steigerung der Proliferation und

Inhibition der Apoptose fuhren kénnte.

In dieser Arbeit zeigt sich unter dem Einfluss eines aktiven Lef-1 (Lef-CA) bei
perinatalen Mausen eine tendenzielle Zunahme des relativen Herzgewichts. Auf der
Suche nach den moglichen Faktoren, welche diesen Effekt begriinden, zeigen sich
eine vermehrte Proliferation, eine Zunahme der Myozytengréf3e und eine gesteigerte

Expression von Cyclin D3.

D-Cycline regulieren bekannterweise im CdK4- und CdK6-Komplex insbesondere den
G1/S-Ubergang des Zellzyklus, so dass eine erhdhte Cyclin D3-Konzentration eine
erhdhte Zellzyklusaktivitadt erklaren und eine relative Herzgewichtzunahme zur Folge
haben kann. In dieser Untersuchung ist die Expression von Cyclin D3 unter aktivem
Lef-1 bei drei Tage alten Mausen signifikant hoher, ohne dass jedoch zu diesem
Zeitpunkt bereits ein Effekt auf die S-Phase (BrdU-Einbau) nachweisbar ware.
Méglicherweise besteht hier eine Latenzphase zwischen der Expression von Cyclin D3
und einer Steigerung der S-Phase-Aktivitat, so dass der Effekt auf den Zellzyklus (in S-
Phase befindliche Kardiomyozyten) nicht detektiert wurde. Fir Cyclin D1 I&sst sich ein
vergleichbarer Effekt anhand der vorliegenden Daten nicht nachweisen, wenngleich

Cyclin D1 als target gen von Lef-1 in anderen Zellarten bekannt ist [63, 74].

In weiteren Mausmodellen sind in vorherigen Studien proliferationssteigernde Effekte
von D-Cyclinen nachgewiesen worden [76, 109]. Wahrend der allgemeine Einfluss und
das regulierende Einwirken von D-Cyclinen und CDKs anerkannt sind (siehe 1.8.),
haben weiterfihrende Untersuchungen aufgezeigt, dass die jeweilige Konzentration
und der Zugang zum Zellkern fir Cyclin D1, D2 und D3 unterschiedlich ausfallen.
Pasmurathi et al. haben im transgenen Mausmodell zeigen kénnen, dass es unter der
Expression von Cyclin D1, D2 und D3 zu einer vermehrten DNA-Synthese kommt.
Nach einer herbeigefihrten kardialen Ischamie, kommt es zu einer zytosolischen
Zunahme von Cyclin D1 und D3 bei MHC-cycD1 und MHC-cycD3 Mausen sowie
gleichzeitig zu einer Reduktion der DNA Synthese. Im Gegensatz dazu zeigen MHC-
cycD2 Mause nach kardialer Ischamie weiterhin eine hohe nukleare Konzentration, die
zu einer vermehrten DNA-Synthese, Steigerung der Zellproliferation und Reduzierung
der Infarktgrofie flhrt. Es wird angenommen, dass dieser Effekt fiir Cyclin D2 auf eine

erhdhte Translokationsfahigkeit in den Zellkern zurtickzuflihren ist [76].
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Der unmittelbare Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von B-catenin und
einer Lef-1-vermittelten Erhéhung von Cyclin D1 ist bereits in Darmtumor-Zellen
nachgewiesen [74]. Im Plasmid-Vektor-Modell mit aktiven und inaktiven Mutationen des
Whnt-Signalweges kann gezeigt werden, dass eine Stabilisierung von B-catenin eine
zuverlassige B-catenin/Lef-1-Komplex-vermittelte Erhéhung von Cyclin D1 zur Folge
hat.

In der vorliegenden Untersuchung befindet sich am C-terminalen Ende des
konstruierten Lef-Gens ein Fragment des B-catenins, wodurch eine konstitutiv aktive
Form entsteht und die Expression somit unabhangig von der zytosolischen -catenin
Konzentration erfolgt. Unter dieser konstitutiven Aktivierung des B-catenin/Lef-1-
Komplexes, lasst sich der oben nachgewiesene Effekt auf Cyclin D1 bei murinen
Kardiomyozyten in vivo nicht bestatigen. Interessanter Weise zeigt sich jedoch ein

positiver und signifikanter Effekt bei Cyclin D3.

Verschiedene Autoren haben bereits unterschiedliche Zellkern Translokationsfahigkeit
diskutiert [76, 77]. In dieser Versuchsanordnung ist unter dem konstitutiv aktivierten
Lef-1, B-catenin ebenfalls unabhangig aktiviert und es kommt zu keiner wesentlichen
Veranderung der zytosolischen (-catenin Konzentration. p-catenin scheint somit kein

regulierender Schliissel bei der Translokation in den Zellkern zu sein.

Als ein méglicher Inhibitor fiir einen eingeschrankten Zugang von Cyclinen zum
Zellkern haben Tamamori-Adachi et al. den CDK Inhibitor p27kip1 beschrieben [77].
Es kann gezeigt werden, dass Cyclin D1 mit Hife einer nukledren
Lokalisationssequenz (Cylcin-D1-NLS) zu einer erhdhten Translokation in den Zellkern
und zu einer erhéhten Proliferation bei Kardiomyozyten der Ratte fihrt. Dieser Effekt ist
jedoch auf ein bis zwei Zellzyklen limitiert. Tamamori-Adachi et al. haben einen Anstieg
des CDK-Inhibitors p27kip1 wahrend der Zyklen beobachtet und schlussfolgern, dass
dessen Anstieg zur Limitierung der Proliferation fuhrt. Skp2 (S-phase kinase-
associated protein 2) wirkt als ein negativer Regulator auf p27kip1. Bei dessen
zusatzlichem Einsatz zeigt sich eine verbesserte Proliferation von Cyclin-D1-NLS,
welche die Autoren auf die ausbleibende Inhibition von p27kip1 auf Cyclin D1

zurtckfihren [77].

Fir diese Arbeit und deren Ergebnisse, lasst sich ebenfalls vermuten, dass ein

proliferationsteigernder ~ Effekt von intrazelluldrem Cyclin D von der
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Translokationsfahigkeit in den Zellkern abhangt. Negativ regulierende Effekte wie sie
Tamamori-Adachi et al. beschreiben haben, dirfen auch fir die hier untersuchten

Cycline D-Effekte angenommen werden.

Anhand der vorliegenden Messergebnisse kann als Grund fur die Zunahme des
relativen Herzgewichts in der Lef-CA Gruppe ein signifikanter Anstieg des
Zelldurchmessers im Sinne einer Kardiomyozyten-Hypertrophie nachgewiesen werden.
Dies bestatigt bisherige Erkenntnisse, dass D-Cycline im Cyclin-D/CDK4-Komplex die

Hypertrophie von Kardiomyozyten der Ratte induzieren [79].

B-catenin ist als Co-Faktor von Lef-1 allgemein akzeptiert (siehe 1.4.). Eine gesteigerte
Expression bzw. Aktivierung von B-catenin 16st vermehrt Transkriptionsvorgéange aus
[106]. Bisherige Studien haben die Auswirkung einer induzierten B-catenin Expression
auf Lef-1 untersucht. Diese vorliegende Studie untersucht die Auswirkung auf B-catenin
unter einer gesteigerten Expression von Lef-1 [63, 110]. In den eigenen Daten findet
sich jedoch weder in der Lef-CA Gruppe noch in der Lef-DN Gruppe der Nachweis

einer relevanten Expressionsbeeinflussung von b-catenin.

In vielen Literaturquellen findet sich die Aussage, dass sich postnatale Kardiomyozyten
in der GO-Phase befinden und ihre Fahigkeit zur Zellteilungsfahigkeit verloren haben
[75, 77]. In dieser Studie findet sich eine S-Phase-Aktivitdt von 0,5-2 auf 100
Kardiomyozyten in allen Gruppen einschlieBlich der Kontrollgruppe (gemessen am
24stundigen BrdU-Einbau).

Die Frage nach der postnatalen Teilungsfahigkeit von Kardiomyozyten ist ein in der
Wissenschaft noch nicht einheitlich diskutiertes Thema, jedoch von hohem
medizinischem Interesse, da bei kardialen Krankheitsbildern wie Herzinsuffizienz und
Myokardinfarkt die mangelnde Regenerationsfahigkeit von Kardiomyozyten ein
wesentliches Kriterium flr die Schwere der Erkrankung darstellt. Diesbezlglich haben
sich bereits viele Autoren gedulert. Einigkeit besteht darin, dass die

Proliferationsfahigkeit adulter Kardiomyozyten stark eingeschrankt ist [111].

Zellteilung ist bei der Entwicklung des Herzens, wie auch bei anderen Organen, eine
unverzichtbare Eigenschaft. Im prakardialen Mesoderm zeigen tierische Herzzellen in
vitro noch eine ausgepragte Zellteilungsfahigkeit [112], verlieren diese jedoch mit
zunehmenden Alter [113], so dass Zellwachstum der Kardiomyozyten mittels

Hyperplasie zunehmend durch Hypertrophie ersetzt wird [75]. Im Herz der Ratte wird
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dieser Wechsel am dritten bzw. vierten postnatalen Tag diskutiert [114]. Im Rahmen
von kardiologischen Erkrankungen findet sich somit in adulten Kardiomyozyten
vornehmlich ein hypertropher Anpassungsprozess. In verschiedenen Organen, wie
Leber und Muskelzellen, konnte jedoch in vivo eine hyperplastische
Regenerationsfahigkeit bei Saugetieren nachgewiesen werden [115-117]. Da eine
solche Regenerationsfahigkeit in Kardiomyozyten nicht gefunden werden konnte,
wurde angenommen, dass Kardiomyozyten terminal differenzierte Zellen sind und
ihnen ein Wiedereintritt in den Zellzyklus verwehrt bleibt [75, 79, 118, 119]. Viele
folgende  Studien zeigten jedoch im Tiermodell eine niedrigfrequente
manipulationsfahige Zellzyklusaktivitdt in Kardiomyozyten [120], so dass den
aktivierenden und inhibierenden Faktoren des Zellzyklus ein hohes wissenschaftliches

Interesse zu Teil wurde.

Als ein vielversprechender Ansatz gilt dabei die Regulation und Kontrolle des
Zellzyklus. CKls (CDK-Inhibitors) haben dabei einen wesentlichen regulatorischen
Einfluss (siehe 1.2.). Bei murinen Kardiomyozyten kann mit zunehmenden Alter eine
steigende Konzentration von CKls der INK4- und CIP/KIP- (p21, p27, p57) Familie
nachgewiesen werden [121], so dass deren inhibierender Einfluss flir eine reduzierten
Zellzyklusaktivitat im Alter angenommen wird. CKis inhibieren CDKs (cyclin dependent
kinase) durch Phosphorylierung und hemmen u.a. die Zellteilung. Im CKI-knockdown-
Model zeigt sich eine deutliche Zunahme an Zellteilung bei postnatalen Mausen [79].
P21-knockout Mause zeigen interessanter Weise keine Fehlentwicklung, hingegen
zeigen p27-knockout-Mause eine Pradisposition zu Hypophysentumoren und
allgemeiner Hyperplasie mit 20% erhéhtem Herzgewicht. Da die Abwesenheit von p21
und p27 zu keiner groben Fehlentwicklung fuhrt, liegt der Verdacht von
Kompensationsmechanismen nahe. P57 hingegen ist in der embryonalen Phase stark
exprimiert und postnatal nicht mehr nachweisbar. P57-knockout Mause unterliegen
starken Fehlentwicklung und Defekten. In menschlichen Herzzellen unterliegt
interessanterweise p21 postnatal einer steigenden Konzentration, p27 steigt bis zur 25
postnatalen Woche und verbleibt dann konstant, p57 hingegen unterliegt einer
Konzentrationsabnahme und verbleibt auf niedrigem Level [79]. Es gibt daher Grund
zur Annahme, dass die reduzierte und eingeschrankte Zellteilungsfahigkeit von
Kardiomyozyten auch in dieser Arbeit durch phosphorylierende Proteine reguliert wird
und der Zellzyklusarrest von Kardiomyozyten durch die intrazellulare Konzentration von

inhibierenden Faktoren, wie den CKls, kontrolliert wird.
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Ein signifikanter Effekt von Lef-1 auf die Zellproliferation von Kardiomyozyten kann in
dieser Untersuchung nicht dargestellt werden. In Untersuchungen bei B-Lymphozyten
kann jedoch nachgewiesen werden, dass Lef-1 fir Zellproliferation und Uberleben
notwendig ist und ein Verlust von Lef-1 zu einer vermehrten Apoptose flhrt [25].
Letzteres kann in der eigenen Arbeit fir murine Kardiomyozyten nur im Trend bestatigt

werden.

Einen entgegengesetzten Effekt im Sinne einer gesteigerten Apoptose wurde in dieser
Arbeit in der dominant-negativen Gruppe von Lef-1 (Lef-DN) erwartet. Chen et al.
hatten bereits im transgenen dominant-negativen Lef-1-Mausmodell eine deutlich
erhdhte Apoptose und Abnahme der ZellgréRe von Kardiomyozyten in vivo nachweisen
kénnen [64]. Diese Effekte kdnnen jedoch anhand der vorliegenden eigenen Daten
nicht bestatigt werden. Die Lef-DN Gruppe zeigt keinen relevanten Unterschied in
Bezug auf die Apoptoserate im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der Bewertung dieser
Daten muss jedoch berlcksichtigt werden, dass die gezahlten Apoptose-Ereignisse
insgesamt sehr selten sind und Apoptoseraten unterhalb des Promillebereichs
zwischen 0,02% und 0,05% verglichen werden mussen, was die statistische

Aussagekraft stark einschrankt.

In weiteren Untersuchungen mit dominant-negativen Formen von Lef-1 im transgenen
Mausmodell kann ein Zellwachstum-hemmender Einfluss festgestellt werden [64]. In
der Lef-DN Gruppe der vorliegenden Arbeit zeigen sich Ubereinstimmend tendenziell

reduzierte Zelldurchmesser bei drei und sieben Tage alten Mausen.

Die Bedeutung von [-catenin bei der Regulierung von Hypertrophie von
Kardiomyozyten wurde bereits mehrfach herausgestellt [63, 64]. Zum Einen ist (-
catenin ein Regulator von stressinduzierter Hypertrophie bei Kardiomyozyten im
transgenen Mausmodell, zum anderen zeigt sich im Rattenmodell mit adenoviral-
vermitteltem konstitutiv-aktivem B-catenin eine verringerte Apoptose und ein erhdhtes
Zelliberleben bei Kardiomyozyten [63, 64]. Hahn et al. kdnnen zeigen, dass es im
transgenen Mausmodell unter einer Expression von (3-catenin zu einer Erhéhung der in
S-Phase befindlichen Kardiomyozyten, Steigerung von Cyclin D1 und zur
Zellhypertrophie von Kardiomyozyten kommt. Im klinischen Experiment mittels
Myokardinfarkt bei Ratten zeigt sich zudem eine reduzierte Infarktzone unter

stabilisiertem B-catenin [110].
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Interessanterweise zeigten Baurand et al. entgegen der verbreiteten Studienlage, dass
eine verringerte Expression von B-catenin im transgenen Mausmodell ebenfalls zu
einer milden kardialen Hypertrophie und eine Stabilisierung von B-catenin zu einem

verringerten kardialen Zellwachstum fihren kann [65].

In dieser Arbeit kann unter der Expression (Lef-CA) bzw. Inhibition (Lef-DN) von Lef-1,
entgegen den Erwartungen, keine veranderte [B-catenin-Konzentration festgestellt

werden.

5.2 Proteinkinase B

Kinasen sind phosphorylierende Enzyme, denen bei der intrazellularen Kommunikation
eine besondere Bedeutung zukommt. Die Phosphorylierung von Proteinen ist dabei ein
zentraler Mechanismus, mit welchem Aktivitat und Funktionalitat von Effektoren
beeinflusst und Signaltransduktion moéglich werden kann. Kinasen selbst kdnnen durch
Rezeptoren, second massanger und andere Kinase aktiviert werden. Die PKB gehort
mit verschiedenen Isoformen zu den akt-Genen (siehe 1.5.) und ist bekannt fir ihre
Relevanz bei Entwicklungs- und Stoffwechselprozessen wie Proliferation,

Zelliberleben, Angiogenese und Glukosestoffwechsel [47, 48].

Mause, bei denen im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Kkonstitutiv-aktive
Proteinkinase B exprimiert wird, zeigen nach sieben Tagen eine Zunahme des relativen
Herzgewichtes. Dies reiht sich in die Ergebnis anderer Studien ein, welche ebenfalls
unter aktivierter PKB ein erhdhtes Herzgewicht nachweisen konnten [91]. Cook et al.
haben im transgenen Mausmodell unter erhéhter PKB-Expression neben einem
erhdhten Herzgewicht auch einen reduzierten Zelltod und eine erhéhte Induktion von
Hypertrophie nachgewiesen [122]. In der vorliegenden Untersuchung kann jedoch der
Effekt auf die Hypertrophie der einzelnen Kardiomyozyten anhand der
Myozytenquerschnittsflache nicht nachgewiesen werden. Als mogliche Ursache hierflr
sei das Alter der Mause erwahnt, welches in dieser Untersuchung drei und sieben
Tage, hingegen in der Untersuchung bei Cook et al. sechs Wochen betrug. Es ist also
denkbar, dass ein Effekt auf die kardiale Hypertrophie unter einer vermehrten PKB-

Expression abhangig vom Entwicklungsstatus der Tiere ist.

PKB ist ein bekanntes Onkogen und gut untersuchter Regulator des Zellzyklus und der

Proliferation in Tumorzellen [123, 124]. In vielen Tumorzellen wurde ein erhéhter PKB-
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Level beobachtet [48, 123], hierzu zahlen u.a. Karzinome des Pankreas, Ovars,
Rektums und der Brust. Auf der anderen Seite verfigen Kardiomyozyten postnatal nur
Uber eine geringe Zellzyklusaktivitdt, so dass diese fur onkogene Prozesse und
Mutationen wenig anfallig sind. Dies wurde zum Anlass genommen, in dieser Arbeit die
proliferative Wirkung von aktivierter PKB in Kardiomyozyten zu untersuchen. Der Effekt
hinsichtlich der Zellzyklusaktivitat fiel jedoch weniger hoch als erwartet aus. Es zeigt
sich lediglich ein geringer Anstieg nach drei und sieben Tagen im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

Hinweise eines direkten Einflusses von PKB auf den Zellzyklus kann bislang in T-
Zellen, Thymus- und Brustkrebs-Zellen nachgewiesen werden [91]. Vergleichbare
Untersuchungen mit aktivierter PKB in Kardiomyozyten in vivo existieren bislang nicht.
Es kann diskutiert werden, ob der geringe Effekt von PKB auf die Proliferation durch
die determinierte Arretierung des Kardiomyozyten in der GO-Phase zu erklaren ist. PKB

allein hat somit offenbar keinen proliferationssteigernden Effekt auf Kardiomyozyten.

Der PI3K/PKB Signalweg ist fir seine hemmende Wirkung auf die Apoptose bekannt.
Die Proteinkinase B phosphoryliert hierzu eine Reihe von anti-apoptotisch wirkenden
Proteinen wie Bad, Bax und Mdm2 und beeinflusst das Uberleben von Zellen [53]. PKB
(Akt1) Knockout-Mause sind kleiner und weisen héhere Raten von Apoptose im Hoden
sowie eine reduzierte Spermatogenese [125] und hdhere Raten an spontaner

Apoptose in Thymuszellen auf [91].

Vor diesem Hintergrund hatte eine Abnahme der Apoptoserate in der PKB-Gruppe
erwartet werden konnen. Dies kann jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht
gezeigt werden. Es zeigt sich zwar eine tendenziell geringere Apoptoserate im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ohne dass jedoch statistische Signifikanz erreicht wird.
Wie bereits angemerkt, stellt die Apoptose bei drei und sieben Tage alten Mause ein
sehr seltenes Ereignis dar, was den quantitativen Nachweis von Veranderungen
erschwert. Auch in menschlichen gesunden Herzen wird die Pravalenz fir die

Apoptose von Kardiomyozyten mit 1:10.000 angegeben [126].

Cook et al. haben in einem transgenen Mausmodell unter aktivierter PKB neben einer
reduzierten Apoptose eine erhdhte Konzentration von insulinlike growth factor-binding
protein-5 (IGFBP-5) nachweisen koénnen und schreiben diesem ebenfalls eine

kardioprotektive Wirkung zu [122].
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Wahrend sich unter gezielter Expression von Lef-CA vor allem ein Anstieg der S-
Phase-Aktivitdt und eine Erhdhung von Cyclin D3 mit einer begleitenden Hypertrophie
und reduzierter Apoptose beobachten lasst, finden sich in der PKB Gruppe
insbesondere Veranderungen im Bereich der extrazellularen Matrix. In der aktuellen
Literatur finden sich nach Kenntnis des Autors derzeit keine Studien zu den Einflissen
von PKB auf die Kollagensynthese von murinen Herzen. Hinweise fir einen
synthesesteigernden Effekt auf Laminin und Kollagen Typ IV unter der Expression von
PKB konnte an Zellmembranen (Ovarzellen des Hamsters) in vitro Uber eine

Aktivierung von fibroblast growth factor (FGF) nachvollzogen werden [127].

Der Stoffwechsel der Matrix wird Uberwiegend durch Fibroblasten reguliert. Diese
Zellen haben eine homdostatische Eigenschaft und synthetisieren bzw. erhalten die
Struktur der extrazelluldren Matrix. Anhand der eigenen Daten kann ein
synthesesteigernder Effekt auf die Fibroblasten durch PKB angenommen werden. In
der PKB-Gruppe zeigt sich bereits nach drei Tagen der Anteil des Gefalkendothels
erhdht und nach sieben Tagen sind interstitielles Kollagen, GefalRendothel und das
Gesamtkollagen signifikant erhdéht. Mit diesen Ergebnissen kann angenommen
werden, dass das erhohte relative Herzgewicht nach sieben Tagen in der PKB-Gruppe

vor allem auf eine vermehrte kardiale Kollagenzunahme zurtickzufuhren ist.

D-Cycline sind wie oben beschrieben oszillatorisch wirkende Proteine und wirken im
Cyclin/CdK-Komplex regulatorisch auf den Zellzyklus ein. Dabei wird ihre Expression
u.a. durch Lef-1 reguliert [74]. In dieser Untersuchung kann ein signifikanter Anstieg
von Cyclin D3 unter Lef-CA bei drei und sieben Tage Mausen beobachtet werden, fiir
Cyclin D1 zeigte sich dagegen ein sehr heterogenes Bild. Vergleichbare Studien in
murinen Kardiomyozyten finden sich in dieser Hinsicht in der Literatur nicht. Shtutman
et al. beschreiben, dass eine Uberexpression von B-catenin in Tumorzellen des
Kolonkarzinoms durch die Bindung von Lef-1 zur einer deutlich erhéhten Transkription
von Cyclin D1 fuhrt [74]. Dieser Effekt konnte ebenfalls fir Cyclin D3 nachgewiesen
werden. Somit unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit zumindest die Annahme, dass
eine Aktivierung des Lef-1/B-catenin Komplexes zu einer Erhéhung von D-Cyclinen
fuhrt, hier von Cyclin D3.

Unter Lef-CA zeigt sich keine wesentliche Beeinflussung der GSK-3. Hingegen scheint
jedoch eine erhéhte PKB-Konzentration eine vermehrte GSK-3 Expression zur Folge

zu haben. Dazu muss kritisch angemerkt werden, dass GSK-3 bekannterweise unter
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dem regulierenden Einfluss der PKB liegt. PKB vermag durch Phosphorylierung die
GSK-3 zu hemmen und fuhrt wie unter 1.4. beschrieben zur einer intrazellularen
Stabilisierung von Proteinen. Eine erhéhte Konzentration von GSK-3 unter aktivierter
PKB wurde somit im Vorfeld der Experimente nicht erwartet. Wie oben erwahnt, zeigt
sich in der PKB-Gruppe insbesondere ein Effekt auf die extrazellulare Matrix. Nach
sieben Tagen zeigt sich eine signifikante Zunahme an GefalRendothel, interstitieller
Kollagenfraktion und Gesamtkollagen. Im transgenen Mausmodell konnten Zhai et al.
mittels aktivierter GSK-3 eine erhdhte Fibrosierung am Herz [73] und Hirotani et al.
unter Verwendung einer dominant-negativen GSK-3 eine verminderte Fibrosierung und
Apoptose nachweisen [72]. Insofern kann diese Arbeit als Bestatigung des zuvor
beschriebenen GSK-3 vermittelten Effekts auf eine kardiale Fibrosierung verstanden

werden.

Verschiedene Untersuchungen haben flir GSK-3 einen Zellwachstum hemmenden und
Apoptose steigernden Effekt nachgewiesen [73, 128, 129]. Der erhohte Anteil von
GSK-3 unter aktivierter PKB konnte somit mdglicherweise im Sinne eines
gegenregulierenden  Effekts fur die ausbleibende Zellzyklusaktivitat und

Zellhypertrophie in der PKB Gruppe urséachlich sein.

B-catenin ist wie unter 1.6. beschrieben ein Co-Protein von Lef-1 und l6st im B-
catenin/Lef-1-Komplex Transkriptionsvorgange aus. PKB (bt in vielen Zellarten Uber
den Axin/APC/GSK-3-Komplex Einfluss auf den Wnt-Signalweg aus und inhibiert die
Glykogen-Synthase-Kinase (GSK), so dass es zu einer Konzentrationserhéhung
(Stabilisierung) von p-Catenin kommt [37, 129]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher
ebenfalls untersucht, inwiefern sich diese Vorgange in den Herzmuskelzellen
neonataler Mause beobachten lassen. Tatsachlich findet sich in den eigenen
Ergebnissen kein Effekt von aktivierter PKB auf die B-Catenin-Konzentration. Das
Uberrascht insofern, da die regulierende Wirkung von GSK-3 im Wnt-Signalweg als gut
untersucht gilt und PKB hierbei einen hemmenden Einfluss mittels Phosphorylierung
ausubt. Weitere transgene in vivo Versuche bei murinen Kardiomyozyten wurden nach
Kenntnis des Autors in vergleichbarer Weise nicht durchgefiihrt. Allerdings kénnen
Yuan et al. in vitro einen ahnlichen Effekt beobachten: eine konstitutiv aktive Form von
PKB fuhrte trotz einer sicheren Inhibierung der GSK zu keinem zytosolischen Anstieg
von [B-catenin und eine Lef-1- vermittelte Transkriptionsteigerung in Zellkulturen
muriner Embryofibroblasten. Postuliert wird die Annahme, dass unter der isolierten

Expression PKB die gemeinsame Interaktion zwischen der GSK und Axin abnimmt und
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es dadurch zu einer ausbleibenden Stabilisierung von B-Catenin kommt. Die
genannten Autoren schlussfolgerten, dass die alleinige Expression von PKB nicht
geeignet ist, Lef-1 zu aktivieren, wiesen jedoch auch darauf hin, dass in der Studie eine
Co-Expression von Wnt-1 in vitro erfolgte, welches fir die gezeigten Effekte

mitverantwortlich sein kann [130].
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5.3 Zusammenfassung

Diese Arbeit untersucht den Einfluss von lymphoid enhancer factor 1 (Lef-1) und
Protein-Kinase B (PKB) in perinatalen Kardiomyozyten im Mausmodell in vivo. Mittels
virusvermitteltem Gentransfer gelingt die konstitutive Expression von Lef-1 und PKB in
Kardiomyozyten, was anschlieRend die Untersuchung auf Gewicht, Zellzyklusaktivitat,
Apoptose, Hypertrophie, Kollagenfraktion und ausgewahlte Proteine an drei und sieben

Tage alten Mausen ermdglicht.

Die eigenen Daten zeigen, dass die Expression und Aktivierung von Lef-1 zu einer
Hypertrophie von Kardiomyozyten fuhrt. Analog zu anderen Studien findet sich
zusatzlich ein Anstieg der Expression von Cyclin D3. Dies lasst vermuten, dass Lef-CA
die Transkription von Cyclin D3 steigert und somit eine vermehrte Proliferation
verursacht. Eine relative Herzgewichtzunahme lasst sich im diesem Sinne als Ausdruck

einer vermehrten Zellzyklusaktivitat und Proliferation interpretieren.

Konstitutiv exprimierte PKB zeigt in dieser Arbeit einen wesentlichen Einfluss auf die
extrazellulare Matrix. Es kann gezeigt werden, dass unter konstitutiv aktivierter PKB
eine Zunahme an Gefalendothel, interstitieller Kollagenfraktion und Gesamtkollagen
zu verzeichnen ist. Es wird angenommen, dass intrazellulare Signalkaskaden, in denen
PKB eingebunden ist, in perinatalen Mausherzen Einfluss auf die Syntheseeffekte in

Fibroblasten haben.
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7 Thesen

1. Die Injektion von rekombinanten Adenoviren gestattet die gezielte Beeinflussung der
Genexpression in perinatalen Mausherzen.

2. Konstitutiv-aktiviertes Lef-1 fuhrt zu einer Hypertrophie von Kardiomyozyten der
Maus.

3. Konstitutiv-aktiviertes Lef-1 fuhrt in Kardiomyozyten der Maus zu einer vermehrten
Expression von Cyclin D3, nicht jedoch von Cyclin D1.

4. Konstitutiv-aktiviertes Lef-1 fuhrt zur vermehrten Zellzyklusaktivitat und einer
Zunahme des relativen Herzgewichtes.

5. Konstitutiv dominant-negatives Lef-1 flhrt zu reduziertem Zelldurchmesser bei
Kardiomyozyten der Maus.

6. Die Expression von aktivierter PKB hat in Kardiomyozyten keine wesentliche
proliferative Wirkung.

7. PKB induziert in perinatalen Mausherzen die Kollagensynthese von Fibroblasten.

8. Am profibrotischen Effekt der PKB kdnnte GSK-3 beteiligt sein.
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