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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz
1.1.1 Epidemiologie

Herz-Kreislauferkrankungen sind inzwischen die haufigste Todesursache der Welt (Pearson
1999). Vor allem in den Industrienationen flihren sie die Todesursachenstatistik an. 2007
waren sie in Deutschland fiur 43,4% der Todesfalle verantwortlich. Unter allen
Herzerkrankungen belegen chronisch ischdmische Myokarderkrankungen den Spitzenplatz
(9,3%), gefolgt vom akuten Myokardinfarkt (7,0%) und der Herzinsuffizienz (6,0%)
(Bundesamt 2007). 2007 starben in Deutschland knapp 50.000 Menschen aufgrund einer
Herzinsuffizienz. Weltweit leiden ca. 15 Millionen Menschen unter Symptomen der
Herzinsuffizienz (Eriksson 1995). Auffallend ist hierbei, dass im Gegensatz zur koronaren
Herzerkrankung die Pravalenz der Herzinsuffizienz in den letzten Jahren zugenommen hat
und zunehmend ein Gesundheitsproblem in den westlichen Industrienationen darstellt
(Stewart et al. 2003). Da die Herzinsuffizienz eine Erkrankung des &lteren Menschen ist
kann man dies zum einen durch die Zunahme des durchschnittlichen Lebensalters in den
letzten Jahrzehnten erklaren, zum anderen durch die effektiveren Behandlungsméglichkeiten
und damit langeren Uberlebenszeiten des akuten Myokardinfarkts und der chronisch

ischamischen Herzerkrankung.

1.1.2 Atiologie, Klinik und Therapie

Die chronische Herzinsuffizienz ist ein pathophysiologischer Zustand, bei dem die
notwendige Perfusion der Organe nur bei erhéhtem enddiastolischem Druck gewahrleistet
ist. Die haufigsten Ursachen sind Hypertonie und ischdmische Herzerkrankungen. Viel
seltener sind Myokarditiden und Kardiomyopathien fiir eine eingeschrankte Herzfunktion
verantwortlich (Ho et al. 1993a, Ho et al. 1993b).

Letztlich kommt es einerseits zu einer systolischen Ventrikelfunktionsstérung mit verringerter
Auswurfleistung. Zum anderen kommt es zu einer diastolischen Ventrikelfunktionsstérung,
die Uber eine verminderte Compliance zu ungenugender Fillung des Ventrikels fihrt. Haufig

findet sich eine Kombination aus systolischer und diastolischer Funktionsstérung.

Zu den typischen klinischen Symptomen gehéren Dyspnoe, Schwache, Mudigkeit und
Flissigkeitsretention. Nach der Klassifikation der New York Heart Association teilt man den

Schweregrad anhand des Leitsymptoms Dyspnoe in 4 Klassen ein.

Die leitliniengerechte Therapie besteht in der Gabe von B-Blockern, ACE-Hemmern,

Diuretika und Aldosteronantagonisten. Durch diese medikamentdsen Therapieoptionen
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wurde die Lebenserwartung bei Patienten mit Herzinsuffizienz in den letzten 20 Jahren
verdoppelt. Die 1-Jahresletalitat liegt je nach NYHA-Stadium zwischen 10% (NYHA 1) bis
tber 50% (NYHA 1V). Viele neuere Therapieansatze fir die chronische Herzinsuffizienz
blieben jedoch erfolglos. Dabei handelt es sich zum einen um positiv inotrope Substanzen
wie Phosphodiesterasehemmer und Katecholamine. Sie bleiben der kurzfristigen Therapie
einer akuten dekompensierten Herzinsuffizienz und des kardiogenen Schocks vorbehalten.
Die chronische Gabe fuhrt nur kurzzeitig zu einer Verbesserung der Situation. Langfristig
verschlechtert sich das Krankheitsbild. Zum anderen zeigten auch weitere
Medikamentengruppen wie Endothelin-Rezeptorantagonisten, neutrale Endopeptidase-
Hemmer, Vasopeptidase-Inhibitoren und Medikamente, die in die Signaltransduktion des
Tumor-Nekrose-Faktors a eingreifen, keine Wirksamkeit in Bezug auf das Uberleben der
Patienten (Coletta et al. 2002, Packer et al. 2002, Weber et al. 2001).

1.2 Physiologie und Pathophysiologie
1.2.1 Physiologie der Herzaktion

Die elektrische Erregung des Sarkolemm, die sich Uber die Zelloberfache ausbreitet, 16st die
Kontraktion des Kardiomyozyten aus. Dieser Vorgang wird als elektromechanische Kopplung
bezeichnet. Wahrend eines Aktionspotentials gelangt Calcium zunachst Uber den
spannungsabhangigen L-Typ-Calcium-Kanal in die Zelle. Der rasche Calciumeinstrom
triggert die Freisetzung von Calcium Uber den Ryanodinrezeptor (RyR) aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) und dient somit als Verstarker des extrazellularen

Calciumeinstroms.

Die Calcium-lonen binden intrazellular an den Troponin/Tropomyosin-Komplex und bewirken
hier eine Konformationsdnderung, die eine Interaktionstelle zwischen Aktin- und

Myosinfilamenten freilegt und damit die Kontraktion ermdglicht.

Die Relaxation erfolgt Gber die schnelle Eliminierung des Calciums aus dem Zytosol wahrend
der Diastole. Beim Menschen wird etwa 70% des Calciums Uber die SR Calcium-ATPase-2a
(SERCA-2a) unter ATP-Verbrauch in das SR transportiert und steht dort flr die nachste
Kontraktion zur Verfugung. Die restlichen 30% werden durch den Natrium/Calcium-
Austauscher (NCX) und zu einem geringen Anteil durch langsame Calcium-ATPasen im
Sarkolemm in den Extrazelluldrraum beférdert. Bei Ratten und Mausen werden 92% des
Calciums Uber die SERCA-2a zurlck in das SR und nur 8% in den Extrazellularraum
beférdert (Bers 2008). Die SERCA-2a wird unter basalen Bedingungen reversibel von
Phospholamban (PLB) gehemmt. Es bindet im unphosphorylierten Zustand an die SERCA-

2a und setzt deren Calcium-Affinitat herab.
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1.2.2 Beta-adrenerge Signalkaskade

Die funktionelle Anpassung der Herzleistung an den peripheren Bedarf wird zu einem
wesentlichen Teil durch den Sympathikus gewahrleistet. Die sympathischen Transmitter
Noradrenalin und Adrenalin aktivieren Uber o- und p-Adrenozeptoren intrazellulare
Signalkaskaden, die uber Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen zu
Funktionsveranderungen von regulatorischen Phosphoproteinen fihren. Es werden drei
Arten der f-Adrenozeptoren am menschlichen Herzen exprimiert, wobei die p14-
Adrenorezeptoren mit 75-80% den grolten Anteil ausmachen. 20% der Adrenozeptoren sind
p2-Adrenozeptoren. Der ps-Adrenozeptor wird hauptsachlich von Adipozyten exprimiert. Es
wurde jedoch auch mRNA des pBs-Adrenozeptors im Myokard gefunden. Seine Rolle bleibt
jedoch weiterhin unklar (Gauthier et al. 2000, Brodde et al. 2006). Die Ligandenbindung flihrt
am p¢-Rezeptor Gber ein stimulierendes GTP-abhangiges Protein (Gs) zur Aktivierung der
membranstandigen Adenylylcyclase (AC), wobei im Herzen die Isoformen AC 5 und AC 6
vorherrschen (Pierre et al. 2009). Diese katalysiert die Bildung des second messengers
zyklisches Adenosin-3‘-5'-Monophosphat (cCAMP) aus ATP. Dieser aktiviert die Proteinkinase
A (PKA) (Lohse et al. 2003). Die PKA phosphoryliert verschiedene regulatorische Proteine,
wie z.B. den sarkolemmalen, spannungsabhangigen L-Typ Calcium-Kanal, den Troponin
Inhibitor | (Tnl), das Myosin-Binding-Protein C (MyBP-C), Phospholamban (PLB) und den
Proteinphosphatase-Inhibitor-1 (Inhibitor-1). Die PKA vermittelt somit die Steigerung der
Kontraktionskraft (Inotropie), der Herzfrequenz (Chronotropie, hauptsachlich durch cAMP

abhangige HCN-Kanale) sowie der Beschleunigung der Relaxation (Lusitropie).

Eines der wichtigsten dieser Zielproteine ist PLB. Es wird durch zwei Kinasen, die PKA und
die Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinase-Il (CaMK-Il) phosphoryliert. Dies flhrt zu
einer zwei- bis dreifachen Steigerung der SERCA-2a-Aktivitat (MacLennan und Kranias,
2003, Simmerman und Jones 1998, Tada et al. 1998). Die PKA-Phosphorylierung erfolgt an
Serin 16 und vermindert die bendétigte Calciumkonzentration flr die halbmaximale
Aktivierung (Kca) der SERCA-2a um die Halfte (Simmerman und Jones 1998). Die steigende
intrazellulare Calciumkonzentration aktiviert die CaMK-Il (Maier und Bers 2002), die
ihrerseits Threonin 17 phosphoryliert und dadurch die K¢, weiter senkt (Simmerman und
Jones, 1998). Sie tragt damit zum einen zur schnelleren Relaxation bei. Zum anderen fillt
sie das SR verstarkt mit Calcium auf und bewirkt somit eine starkere Calcium-Freisetzung
wahrend der nachsten Systole. PLB wird vorwiegend durch die Proteinphosphatase-1
(Phosphatase-1) (Brittsan und Kranias 2000, Kranias und Di Salvo 1986) und in geringerem
MaRe durch die Proteinphosphatase-2A (Phosphatase-2A) dephosphoryliert (Gergs et al.
2004).
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Mit dem MyBP-C und Troponin | werden aber auch Proteine des kontraktilen Apparates der
Herzmuskelzelle reguliert. So wird durch eine Phosphorylierung von MyBP-C der Zugang
von Calcium zum Sarkomer verbessert und die Kontraktilitdt erhéht (Carrier 2007, Solaro
2008).

1.2.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die gestdrte Pumpfunktion des Herzens flhrt zur Minderperfusion des Organismus und wird
mit der Aktivierung neurohumoraler Anpassungsmechanismen (Bristow et al. 1982), darunter
die Aktivierung des Sympathikus, des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sowie einer
vermehrten Ausschittung von antidiuretischem Hormon beantwortet. Diese priméar als
Kompensationsmechanismen des Kdrpers gedachten Reaktionen haben langfristig negative
Auswirkungen und munden schlieBlich in einer sich selbstverstarkenden Verschlechterung

der Herzpumpfunktion.

T Sympathikus

Noradrenalin

= ; Betablocker
Stérung s Herzzeit- o
z.B. Infarkt

volumen 00
+ JB-AR

Gs 8
Akute

Verbesserung

\ Y Kraft cAMP

Chronische Verstarkung | g Frequenz
des circulus vitiosus 5 -AMP

MEnergieverbrauch
M Apoptose

MHypertrophie
A Arrhythmien

Abbildung 1.1 “Teufelskreis“ der chronischen Katecholaminwirkung in der
Herzinsuffizienz. Eine Stérung der Herz-Kreislauffunktion (akut z.B. durch einen Infarkt oder
chronisch z.B. durch Hypertonus) fiihrt zur Aktivierung der Sympathikus. Dies fiihrt initial zu
einer Aufrechterhaltung des Herzzeitvolumens. Langfristig fiihrt dieser Mechanismus jedoch
tiber den vermehrten Energieverbrauch und die direkten toxischen Wirkungen der
Katecholamine zu einer Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion (nach El-Armouche
und Eschenhagen 2008).
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So wird durch den verminderten Blutdruck akut der Pressorezeptorenreflex ausgeldst. Der
Sympathikus wird aktiviert und es werden vermehrt Katecholamine in die Blutbahn
abgegeben. Dadurch wird initial die Herzleistung gesteigert. Die gesteigerte
Plasmakatecholaminkonzentration bewirkt aber gleichzeitig eine direkte Kardiotoxizitat.
Zusatzlich fuhrt sie zu selektiver Vasokonstriktion mit Zentralisation des Kreislaufs,
Minderperfusion der Niere, Aktivierung der Renin-Angiotensin Il-Aldosteron-Achse und somit

langfristig zu einer vermehrten Belastung des Myokards (Francis und Tang 2003).

Die Mehrarbeit des Herzens flhrt zu dessen Hypertrophie. Hierfur verantwortlich ist die
Auschuttung neuroendokriner Mediatoren, die zur Induktion verschiedener
Hypertrophiesignalskaskaden fuhrt (Braunwald und Bristow 2000). So ist die
Katecholaminwirkung durch Freisetzung von lokalen Wachstumsfaktoren (Schluter et al.
1995) aber auch Angiotensin Il (Sadoshima et al. 1993) fiir die Entstehung der Hypertrophie

mitverantwortlich.

Die Hypertrophie ist, wenn sie ein gewisses Mal} Uberschreitet, in verschiedener Hinsicht
schadlich. Die Diffusionsstrecke des Sauerstoffs vergréofRert sich, da die Anzahl der
Kapillaren mit der Hypertrophie nicht zunimmt (relative Koronarinsuffizienz). Gerade bei einer
exzentrischen Hypertrophie, die bei vermehrter Volumenarbeit des Herzens ausgebildet wird,
ist gemalR des Laplace Gesetzes eine verstarkte Wandspannung und damit ein hdherer
Sauerstoffbedarf notwendig, um den gleichen Blutdruck aufzubauen. Bei adaquater Therapie

ist die kardiale Hypertrophie zumindest partiell reversibel (Krayenbuehl et al. 1983).

Ein Charakteristikum der Herzinsuffizienz ist eine trotz erhdhter Plasmakatecholamin-
konzentration abgeschwéachte f-adrenerge Signalkaskade. Die Desensitivierung hat
verschiedene Ursachen. Verantwortlich sind die Down-Regulation der §1-Adrenorezeptoren
(Bristow et al. 1982, Bristow et al. 1993) und eine gesteigerte Desensitivierung und
Internalisierung der Rezeptoren. Dies geschieht Uber eine verstarkte f-
Adrenorezeptorkinase-1 (B-ARK)-Aktivitat (Choi et al. 1997, laccarino et al. 2001, Ungerer et
al. 1993), die den Rezeptor phosphoryliert und dadurch dessen Entkopplung von
nachgeschalteten GTP-abhangigen Proteinen (G-Proteine) bewirkt und so die
Internalisierung des Rezeptors erleichtert (Hausdorff et al. 1990). Das Verhaltnis der f-
Adrenozeptoren verschiebt sich und es resultiert ein Verhaltnis von 50:50 zwischen $1- und
p2-Rezeptoren. Weiterhin tragt eine erhéhte Expression von inhibitorischen G-Proteinen (G;)
(Neumann et al. 1988, Feldman et al. 1988, Béhm et al. 1990, Eschenhagen et al. 1991) zur
B-adrenergen Desensitivierung bei. Diese beeinflusst den Phosphorylierungszustand und

damit die Aktivitat vieler Proteine, die direkt oder indirekt den Calciumhaushalt regulieren.

In Kardiomyozyten spielt Calcium als zentraler second messenger eine entscheidende Rolle,

und eine gestdrte Calciumhomoéostase nimmt Einfluss auf die elektromechanische Kopplung,
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die Rhythmogenese, den Zelltod sowie die Kardiomyozytenhypertrophie und unterstutzt so
die Progression der Herzinsuffizienz. Im insuffizienten Herzen sind die Calciumtransienten
kleiner und fallen langsamer ab. Calciumaufnahme und -gehalt des SR sind verringert. In der
Diastole werden die Calciumionen langsamer in das SR transportiert. Dadurch bleibt die
diastolische Calciumkonzentration hoch und zugleich steht im SR wenig Calcium fur die
nachste Kontraktion zur Verfugung. Daraus resultieren eine verminderte Relaxation und
Kontraktion. Einer der Faktoren hierfiir ist das erhdhte Verhaltnis von PLB zu SERCA 2a

(Hasenfuss 1998), das aus einer verminderten SERCA-2a-Expression resultiert.

1.3 Serin-/Threoninphosphatasen
1.3.1 Einteilung der Proteinphosphatasen

Die frGhe Entdeckung und intensive Erforschung der Proteinkinasen beglnstigte die
Meinung, dass Kinasen entscheidend fir die Regulation des Phosphorylierungsgrad sind.
Inzwischen weill man aber, dass der Phosphorylierungszustand wichtiger Phosphoproteine
nicht nur Uber eine Aktivierung der entsprechenden Kinase, sondern je nach Protein auch
genau so gut uber eine Hemmung der entsprechenden Proteinphosphatase erhdht werden
kann (Cohen 2002). Traditionell werden diese Phospho-Serin und -Threonin
dephosphorylierenden Phosphatasen (im Folgenden Phosphatasen genannt) anhand ihrer
biochemischen Eigenschaften und der Empfindlichkeit gegenlber spezifischen Inhibitoren in
Typ 1 und Typ 2 Phosphatasen eingeteilt (Cohen und Cohen 1989, Shenolikar und Nairn,
1991). Die Typ 1 Phosphatasen werden durch die Phosphatase-1-spezifischen
inhibitorischen Proteine 1 (Inhibitor-1) und 2 (Inhibitor-2) gehemmt. Sie dephosphorylieren
bevorzugt die p-Untereinheit der Phosphorylasekinase, wogegen die Typ 2 Phosphatasen
eine hohere Spezifitdt gegenuber der a-Untereinheit aufweisen und nicht durch die
Inhibitoren-1 und -2 beeinflussbar sind. Die Typ 2 Phosphatasen werden noch weiter in die
Subtypen Phosphatase-2A, Phosphatase-2B (Calcineurin) und Phosphatase-2C unterteilt.
Daruber hinaus wurden noch Phosphatasen vom Typ 4, 5,6 und 7 identifiziert (Cohen 1997).

1.3.2 Proteinphosphatase-1

Beim Menschen wurden vier Isoformen der Phosphatase-1 gefunden, Phosphatase-1a,
Phosphatase-1p (syn. Phosphatase-18), Phosphatase-1y1 und Phosphatase-1y2 (Sasaki et
al. 1990). Sie werden von drei Genen kodiert. Phosphatase-1y1 und Phosphatase-1y2 sind
Splice-Varianten eines Gens. Die Sequenzhomologie zwischen den einzelnen Phosphatase-
1-Isoformen betragt > 90%. Die Phosphatase-1 reguliert so unterschiedliche Prozesse wie

den Zellzyklusverlauf, die Proteinsynthese, den Kohlenhydratmetabolismus, die Transkription
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und die neuronale Signaltransduktion (Ceulemans et al. 2004). Die Regulation dieser
vielfaltigen zelluldreren Prozesse durch ein einzelnes Enzym gelingt aufgrund der Interaktion
der katalytischen Untereinheit der Phosphatase-1 mit mehr als 50 verschiedenen
regulatorischen Untereinheiten (Cohen 2002). Die meisten der regulatorischen
Untereinheiten fihren die katalytische Untereinheit einem spezifischen subzellularen

Kompartiment zu.

1.3.3 Regulation und Funktion der Proteinphosphatase-1 im Herzen

Auch im Herzen spielen regulatorische Untereinheiten eine wichtige Rolle. Am SR bindet die
160-kDa schwere Untereinheit Gy die 37-kDa Phosphatase-1c an die transmembranare
Doméane von PLB (Berrebi-Bertrand 1998). Im Zytosol ist die Aktivitdt der freien
Phosphatase-1c geringer (Hubbard 1989) und kann dort zudem durch Bindung des PKA-
aktivierten Inhibitor-1 gehemmt werden (Cohen und Cohen 1989). Etwa 90% der PLB-
assoziierten Phosphatase-Aktivitdt werden im Herzen der Phosphatase-1 zugesprochen
(MacDougall et al. 1991, Steenaart et al. 1992). Verschiedene Befunde deuten auf eine
wichtige Rolle der Phosphatase-1 in der Herzinsuffizienz hin. In der menschlichen
Herzinsuffizienz (Neumann et al. 1997) und in Tiermodellen der experimentellen
Herzinsuffizienz (Gupta et al. 2003) ist die Phosphatase-1-Konzentration erhdht. Die
herzspezifische Uberexpression von Phosphatase-1c im Mausmodell fiihrt zu
Veranderungen, die der menschlichen Herzinsuffizienz sehr dhnlich sind. So kommt es bei
diesen Tieren im Alter von sechs Monaten zu einer ausgepragten kardialen Hypertrophie und
Fibrosierung. Dies geht einher mit einer erh6hten Expression des atrialen natriuretischen
Peptids. Letztlich flihren diese Veradnderungen zu einer hochgradig reduzierten
linksventrikuldren Funktion und bedingen eine deutlich erhdhte Mortalitéat der Tiere (Carr et
al. 2002).

1.4 Proteinphosphatase-Inhibitoren
1.4.1 Einteilung der Phosphatase-Inhibitoren

Die Phosphatase-1 wird durch mehrere endogene inhibitorische Proteine reguliert. Hierzu
gehoren der Inhibitor-1, der Inhibitor-2, das Dopamin- und cAMP-regulierte Phosphoprotein-
32 (DARPP-32) und der nukleare Inhibitor der Phosphatase-1 (NIPP-1) (Cohen 2002). Der
inhibitorische Effekt aller vier Inhibitoren ist thermo- und saurestabil, eine fir Proteine
ungewdhnliche Eigenschaft. Inhibitor-1 und DARPP-32 sind Strukturhomologa und besitzen
eine weitere Besonderheit. Sie entwickeln ihren inhibitorischen Effekt erst nach
Phosphorylierung durch die PKA (Huang et al. 1999, Cohen et al 1988).
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1.4.2 Proteinphosphatase-Inhibitor-1

Inhibitor-1 wird als hochspezifischer Phosphatase-1 Hemmer im Zytosol (lyer et al. 1988)
verschiedener Gewebe von Saugetieren exprimiert. Die héchsten Konzentrationen bei
Saugetieren wurden im Gehirn, Skelettmuskel, Fettgewebe und den Nieren gefunden
(MacDougall et al. 1989, Gustafson et al. 1991, Hemmings et al. 1992, Alder und Barbas,
1995, Lowenstein et al. 1995), aber auch im Herzen wird Inhibitor-1 exprimiert (Neumann et
al. 1991, Gupta et al. 1996).

Die Primarstruktur von Inhibitor-1 aus dem menschlichen Gehirn und der Skelettmuskulatur
von Ratte und Kaninchen besteht aus 171 bzw. 165 Aminosauren. Die N-terminalen 54-66
Aminosauren verkorpern die klUrzeste aktive Untereinheit des Inhibitor-1 der Ratte, des
Kaninchens und des Menschen (Aitken et al. 1982, Elbrecht et al. 1990, Endo et al. 1996).
Darin liegt 9Lys-lle-GIn-Phe12, das Phosphatase-1 Bindungsmotiv (Goldberg et al. 1995,
Egloff et al. 1997), und Threonin 35, welches PKA-abhangig phosphoryliert wird und so den
Inhibitor-1 aktiviert (Cohen et al. 1977). Phosphatase-1c bindet sowohl an Threonin 35
phosphorylierten, wie auch nicht phosphorylierten Inhibior-1. Allerdings dissoziiert nicht-

phosphorylierter Inhibitor-1 doppelt so schnell wieder ab.

1.4.3 Proteinphosphatase-Inhibitor-1 als Element der p-adrenergen Signalkaskade

Inhibitor-1 verfligt selbst Uber mindestens vier Phosphorylierungsstellen, die seine Aktivitat
regulieren. Da er von der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) an Threonin 35
phosphoryliert wird und ausschlielich in diesem Zustand sehr potent die Phosphatase-1
hemmt (Cohen et al. 1988), kdénnte Inhibitor-1 den durch PKA-Aktivierung erhdhten

Phosphorylierungszustand von Phosphoproteinen im Herzen erhéhen bzw. stabilisieren.
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Abbildung 1.3 Inhibitor-1 hemmt die Phosphatase-1 und damit die
Dephosphorylierung von PKA Substraten. Die Aktivierung von ;-Adrenorezeptoren flihrt
tiber ein stimulierendes G Protein zur Aktivierung der membranstdndigen Adenylyicyclase.
Diese wiederum katalysiert die Bildung des second messengers cyklisches Adenosin-3*-5*
Monophosphat aus ATP und aktiviert dartiber die Proteinkinase A. Letztlich resultiert daraus
eine Phosphorylierung wichtiger Regulatorproteine. Antagonisiert wird diese
Phosphorylierung u.a. durch die Typ-1 Phosphatasen (Phosphatase-1). Inhibitor-1 ist
ebenfalls ein Substrat der PKA und hemmt ausschlie3lich im phosphorylierten Zustand sehr
potent und selektiv die Phosphatase-1. Inhibitor-hat somit eine positive Verstarkerfunktion in
der B-adrenergen Signalkaskade im Herzen.

Phosphorylierungen an Serin 67 (Braz et al. 2004, Sahin et al. 2006) und Threonin 75
(Rodriguez et al. 2007) durch PKCa scheinen die Inhibitor-1 Aktivitdt zu hemmen. Alle
Phosphorylierungen sind reversibel und durch weitere Phosphatasen geregelt.
Dephosphoryliert wird Inhibitor-1 in vitro durch die Phosphatase-2A und die Phosphatase-2B,
wobei in vivo bei erhdhter freier Calciumkonzentration die Phosphatase-2B wahrscheinlich
dominiert (Bibb et al. 2001, EI-Armouche et al. 2006). Da die Aktivitat der Phosphatase-2B
Ca*"-abhéngig ist und die PKA cAMP-abhingig ist, kann Inhibitor-1 als ein Bindeglied
zwischen den beiden wichtigsten sekundaren Botenstoffen der Herzmuskelzelle, Calcium
und cAMP betrachtet werden. Obwohl Inhibitor-1 schon vor uber 30 Jahren als
prototypisches Verbindungselement zwischen der PKA und Phosphatase-1 beschrieben
wurde (Huang und Glinsmann 1976) und theoretisch eine sehr interessante Stellung in der
Signaltransduktion einnimmt, ist er lange nur mit dem Glykogenhaushalt in Leber und
Skelettmuskel in Verbindung gebracht worden (Cohen und Cohen 1989).
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1.4.4 Proteinphosphatase-Inhibitor-1 in der Herzinsuffizienz

Inhibitor-1 ist in der menschlichen Herzinsuffizienz stark reguliert. Bei insuffizienten humanen
Herzen konnte im Vergleich zu nicht-insuffizienten Spenderherzen eine um 57% verminderte
Inhibitor-1 Konzentration im Western Blot nachgewiesen werden und der PKA-
Phosphorylierungsgrad war um 72% verringert (EI-Armouche et al. 2004). In denselben
Herzen bestand eine enge Korrelation zwischen dem erniedrigten Phosphorylierungsgrad
von Inhibitor-1 und dem ebenfalls erniedrigtem Phosphorylierungsgrad von PLB. Dies deutet
auf einen direkten kausalen Zusammenhang zwischen den Funktionszustanden beider
Proteine hin. Zusammengenommen impliziert dies, dass die stark verminderte Expression
und Phosphorylierung von Inhibitor-1 zum Wirkungsverlust von Katecholaminen bei der

Herzinsuffizienz beitragen kénnte.

Vergleichbare Ergebnisse findet man im Tiermodell. Im Herzinsuffizienzmodell der
chronischen lIsoprenalininfusion fand sich eine verminderte Inhibitor-1 mRNA- und
Proteinkonzentration und ebenfalls eine erniedrigte PLB-Phosphorylierung, die auch im
experimentellen Modell der Herzinsuffizienz mit dem Phosphorylierungsgrad von Inhibitor-1
korrelierte (EI-Armouche et al. 2007).

1.5 Transgene Mause als Modell

1.5.1 Generierung transgener Mause

Zur Erforschung der Funktion einzelner Proteine eignen sich insbesondere transgene
Mausmodelle. Zur Generierung transgener Mause erfolgt die Integration fremder DNA in das
Mausgenom (Beddington et al. 1989). Die hierfiir verwendeten Injektionskonstrukte enthalten
neben der cDNA des Gens, das als Transgen exprimiert werden soll, auch einen
entsprechenden Promoter und méglicherweise zusatzliche regulatorische Sequenzen. Zur
gewebsspezifischen Expression kann ein organspezifischer Promotor verwendet werden.
Indem die Sequenz des Transgens verandert wird, kénnen sowohl Funktion als auch

Lokalisation des transgenen Genprodukts verandert werden.

Zur herzspezifischen Uberexpression eignet sich der aMHC-Promoter. Dieser dient endogen
zur Expression der a-lsoform der Myosin-heavy-chain. Myosin besteht aus zwei schweren
Ketten (MHC) und vier Leichtketten (MLC). Wahrend der Embryonalentwicklung ist die -
Isoform der MHC im Ventrikel dominierend und die a-Isoform wird vor allem im Vorhof
exprimiert (Ng et al. 1991). Bei der Geburt kommt es unter dem Einfluss von Thyroxin zu
einem Wechsel der Isoformen. Eine Expression mittels aMHC-Promoter flhrt neben der
Expression im Herzen zu einer Expression des Produkts in der proximalen Vena cava und

den Pulmonalvenen (Subramaniam et al. 1991). Zur Generierung der transgenen Mause
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wird das Injektionskonstrukt in linearisierter Form in den Pronukleus einer befruchteten

Eizelle injiziert.

Abbildung 1.4 Generierung transgener Mause durch Pronukleusinjektion (Transgenic
Facility Tubingen)

Die injizierten Eizellen werden dann in pseudoschwangere Ammen Ubertragen. Ein Teil der
implantierten Eier entwickelt sich zu Nachkommen, die zum Teil das Transgen in ihr Genom
integriert haben. Da die Integration des DNA-Fragments zufallig geschieht, ist es mdglich
dass ein anderes, mdglicherweise essentielles Gen durch die Integration des Transgens
inaktiviert wird. Die Integration in der Nahe cis-wirkender regulatorischer DNA-Elemente, wie
z.B. ,silencer®, kann dartiber hinaus eine Expression des Transgens verhindern. Mit Hilfe von
Southernblot-Analysen oder Polymerasekettenreaktion kdnnen so genannte Founder-Tiere
identifiziert werden, die das Transgen meist in mehreren Kopien in ihrem Genom integriert
haben. Die resultierende Proteinkonzentration kann im Western Blot mit spezifischen

Antikbrpern nachgewiesen werden.

1.5.2 Herzkreislaufphysiologie der Maus

Die normale Herzfrequenz bei Mausen betragt 450-620 Schldge pro min. Es gibt drei

prinzipielle Mechanismen zur Steigerung der kardialen Funktion:

1. Die Kraft-Frequenzbeziehung
2. Die p-adrenerge Stimulation
3. Der Frank-Starling-Mechanismus
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Die maximale Herzfrequenzreserve bezogen auf den basalen Herzrhythmus unterscheidet
sich bei verschiedenen Tierarten. Fur Tierarten mit einem Korpergewicht Uber 1 Kilogramm
ist eine Steigerung auf das 2-3-fache der basalen Herzfrequenz typisch. Kleintiere wie die
Maus zeigen eine maximale Steigerung um 30-50% (Vornanen 1992). Dies deutet daraufhin,
dass die Kraft-Frequenz-Beziehung bei der Maus eine kleinere Rolle spielt. Der Blutdruck
der Mause liegt bei 100-115 mmHg, mit systolischen Spitzen bis zu 120 mmHg (Kass et al.
1998). Die Druckentwicklung pro Zeit (dP/dt), die haufig als Parameter der Kontraktilitat
bestimmt wird, betragt bei Mausen 4000 mmHg pro Sekunde und kann bis zu 16000 mmHg
pro Sekunde ansteigen. Beim Menschen wurden Werte maximale von 1900 mmHg pro
Sekunde berichtet (Kass et al. 1998).

Zusatzlich bereiten bei der Maus die geringe Gréf3e von 5-7 cm, das Gewicht von 20-60 g

und der kurze Herzzyklus technische Probleme bei der Untersuchung der kardialen Funktion.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Charakterisierung einer Mauslinie mit
herzspezifischer Uberexpression des Inhibitor-1, um die in vivo Funktion zu untersuchen und
insbesondere seine Rolle in der Herzinsuffizienz besser zu verstehen. Unserer Hypothese
nach koénnte die verminderte Inhibitor-1-Expression eine maladaptive Reaktion der
Herzinsuffizienz sein und eine verstarkte Inhibitor-1-Expression im Herzinsuffizienzmodell

protektiv wirken.

Die Uberpriifung der Hypothese sollte durch folgende Schritte erreicht werden:

1. Generierung transgener Mause mit herzspezifischer Uberexpression von Inhibitor-1.

2. Analyse von Inhibitor-1 Konzentration auf Protein- und mRNA-Ebene und der
Phosphatase-1 Konzentration und Aktivitdt und Untersuchung derselben nach §-

adrenerger Stimulation.
3. Untersuchung des Phosphorylierungsgrades verschiedener Zielproteine.
4. Erfassung des kardiovaskularen Phanotyps in vivo mittels Echokardiographie.

5. Untersuchung der transgenen Mause im Herzinsuffizienzmodell der chronischen

Isoprenalininfusion.

6. Untersuchung der Auswirkung der Ketamin/Xylazin Narkose im
Isoprenalininfusionsmodell bei Inhibitor-1 transgenen Mausen sowie Inhibitor-1

Knock-out Mausen.
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2 Material und Methoden

2.1 Inhibitor-1 transgene Mause

Die Inhibitor-1 trangenen Mause wurden in Erlangen und Hamburg in der Arbeitsgruppe von
PD Dr. Ali EI-Armouche generiert. Die Pronukleusinjektion erfolgte in der Transgenic Mouse
Facility des Zentrums fiir Molekulare Neurobiologie in Hamburg. Fir die Experimente wurden
Inhibitor-1 transgene Mause verschiedenen Alters verwendet. Als Kontrolle dienten jeweils
gleichaltrige Wildtypgeschwistertiere. Die Mause wurden im Tierstall des Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorff gehalten und mit handelstiblichem Labortierfutter und Leitungswasser

ad libitum versorgt.

2.2 Genotypisierung der transgenen Mause
2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Fir die Genotypisierung der Inhibitor-1 transgenen Mause wurde genomische DNA aus
Schwanzbiopsien gewonnen. Hierfur wurden die ca. 0,5 cm langen Schwanzbiopsien
zunachst Uber Nacht in 0,5 ml Lysispuffer und 400 pg Proteinase-K bei 50 °C lysiert. Im
Anschluss wurden die Proben mit dem DNA Isolation Reagent for Genomic DNA Kit
(AppliChem, Darmstadt) behandelt und die DNA gefallt. Die ausgefallene DNA wurde durch
15 mindtige Zentrifugation mit 10 000 rpm pelletiert, zweimal mit 96% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 80 pl TE-Puffer aufgenommen. Die DNA wurde bei 4 °C bis zur

Verwendung gelagert.

Lysispuffer
0,05 M Tris-Hcl, pH 8

0,1 M EDTA, pH 8
1% SDS

0,1 M NaCl

TE-Puffer
0,01 M Tris-Hcl, pH 8

0,1 mM EDTA
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2.2.2 Herstellung einer DNA-Sonde

Fir die Herstellung der DNA-Sonde wurden jeweils 5 ug Plasmid DNA des pBlue-MHC-
aPPI-1-SV40tpolA Konstrukts mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Hindlll in den
entsprechenden Puffern Uber Nacht verdaut, in einem mit Ethidiumbromid gefarbten
Agarosegel (1,2%) aufgetrennt, ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin® Extract Kit

(Macherey-Nagel, Duren) aus dem Gel aufgereinigt.

Die radioaktive Markierung der DNA-Sonde erfolgte mit dem Rediprime DNA Labeling Kit.
Hierbei wird eine Polymerase verwendet die an die freien 3'-Enden von degenerierten
Primern, die nach Denaturierung der Sonden-DNA flr 5 min bei 95 °C an die DNA binden,
radioaktiv markierte Nukleotide einbaut. Nach Herstellerangaben wurden 25 ng aufgereinigte
DNA fiir 30 min bei 37 °C mit 50 pCi **P-dcTP markiert. Nicht inkorporierte Aktivitit wurde
Uber NICK-Saulen entfernt. Der Einbau wurde in einem Cherenkow-Szintillator kontrolliert.
Die Sonde wurde abschlieRend nochmals bei 100 °C denaturiert und bis zur Verwendung auf

Eis gehalten.

2.2.3 Southern Blot

Fir den Southern Blot wurden ca. 5 pyg genomischer DNA mit EcoRI Uber Nacht verdaut. Die
DNA-Fragmente wurden dann in einem Agarosegel (1%) nach ihrem Molekulargewicht
elektrophoretisch getrennt (Southern 1975). Die Gele wurden anschlieend fir 15 min mit
0,25 M HCI depuriniert, mit Aqua dest. gewaschen und fiir weitere 15 min mit 0,4 M NaOH
denaturiert. Mit Hilfe eines Kapillarblots wurde die DNA auf eine Polyamidmembran
ubertragen. Die Membran wurde mit 2x SSC gewaschen und getrocknet. Zur Verhinderung
unspezifischer Bindungen wurde die Membran vor Inkubation mit der Sonde fir 30 min bei
68 °C im Hybridisierungsofen mit Hybridisierungspuffer in Anwesenheit von 200 pg/ml
Heringsspermien-DNA geblockt. Die Inkubation mit der Sonde erfolgte dann ber Nacht im
Rotationsofen bei 68 °C. AnschlieBend wurde die Membran zweimal fur 30 min mit
Waschpuffer bei 68 °C gewaschen. Zur Darstellung der Bindung wurde die Membran
getrocknet, in Plastikfolie eingewickelt und Uber Nacht auf einer Phosphoimagerplatte in
einer Kassette exponiert. Die Phosphoimagerplatte wurde dann mit einem Fujix BAS 2000

Phosphoimager ausgewertet.
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Denaturierungslésung

0,4 M NaOH

Depurinierungslosung

0,25 M HCI

20x SSC

175,3 g/l NaCl

88,2 g/l Trinatriumcitrat

Transferlosung

2x SSC

Waschpuffer
0,5x SSC, 1% SDS

Hybridisierungspuffer

1,5x SSPE
7% SDS

10% PEG 20.000

2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung, nach der Foundergeneration, fand mittels PCR statt. Zur Vermehrung

der spezifischen genomischen DNA wurden folgender Ansatz und folgende

Temperaturbedingungen gewahlt. Die angewandten Primer sind in Tabelle 2.2 aufgeflhrt.
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PCR Reaktionsansatz

10-fach PCR Puffer Il 5 pl

MgCl; (25 mM) 6 pl

dNTP 1 pl

Primer Alpha-MHCforward 2 pl (100 pM)

Primer I-1 rev. 2 pl (100pM) / Primer I-1 forw. 2 pl (100 uM)
Genomische DNA 4 pl

DNA Polymerase 0,25 yl

Aqua ad iniectabilia ad 50 pl

Temperatur (°C) Dauer (min) Anzahl der Zyklen
Prainkubation 94 10 1
Denaturierung 94 0,5 35
Annealing 58 0,5 35
Synthese 72 0,6 35
Extension 72 5 1

Tabelle 2.1 Bedingungen der Genotypisierungs-PCR

Primer Sequenz
Alpha-MHC forward 5-CGG CAC TCT TAG CAA ACC TC-3°
Inhibitor-1 reverse 5-CCCTTGTTT CTG TTG CCC TA-3°
Inhibitor-1 forward 5°-TAA CCT CAT CAG CAC AGC TCA-3’

Tabelle 2.2 Primer der Genotypisierungs-PCR
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Die amplifizierte Inhibitor-1 cDNA wurde Uber ein Agarose-Gel separiert. In ein elektrisches
Feld gebracht, wandern die negativ geladenen DNA Stiicke im Gel zur Anode und trennen
sich nach ihrer Grof3e auf. Das, den Agarose-Gelen beigefligte, Fluorochrom Ethidiumbromid
interkaliert zwischen die Basen von Nukleinsduren. Mit Ultraviolettlicht (UV-Licht) angeregt
erscheint dieser Komplex im sichtbaren Bereich als leuchtende Bande. Es kdnnen so DNA
Mengen von weniger als 5 ng dedektiert werden und am (UV)-Transluminator sichtbar
gemacht werden. Zur amplifizierten DNA wurde 20% DNA Ladepuffer gegeben. Der gesamte
Ansatz wurde neben einem Groflenstandard (O'RangeRuler 100 bp DNA-Leiter, Fermentas,
St. Leon-Rot) auf ein 1%iges Agarose-Gel geladen. Das Gel wurde mit Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan-(Tris)-Acetat-EDTA-Laufpuffer (TAE) in Elektrophorese-Kammern unter

Spannung gelegt. Die Laufzeit betrug bei 55 V etwa 1-1,5 h.

Tris-Azetat-EDTA (TAE) Puffer

Tris 4,84 g

Na,EDTA (H,0), 0,744 g
Azetat 1142 pl

ad 11 Aqua ad iniectabilia

pH = 8,5

6x DNA Ladepuffer

Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol 0,25%
Glycerin 30%

EDTA 50 mM

1% Agarose DNA-Agarose Gel

0,5 g Universal Agarose wurde in 50 ml TAE in der Mikrowelle aufgekocht, unter
rihren auf Handwarme abgekihlt und 10 pl Ethidiumbromidlésung zugeben.
AnschlieBend wurde die LOsung blasenfrei in einen Gelhalter mit Probenkamm

gegossen und 20-30 min zum Aushéarten im Abzug stehen gelassen.
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2.3 Erfassung biochemischer Parameter
2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode (Bradford 1976) basiert auf der Farbanderung einer sauren Coomassie
Brilliant Blau Losung in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Der Farbveranderung
liegt eine Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nach 595 nm
zugrunde, die bei Proteinbindung erfolgt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration aus der
Absorption wurde mit bovinem Serumalbumin (BSA) eine Standardreihe erstellt. BSA wurde
in einer Konzentration von 0,34 mg/ml in Aqua ad iniectabilia gelést und bei -20 °C bis zur

Verwendung gelagert. Die Standardreihe wurde nach folgendem Schema pipettiert.

Konzentration IgG-Standard (0,34 mg/ml) NaOH (0,1 M)

(ug/ml) (Wl (Wl)

0 0 800

85 5 795

170 10 790

340 20 780

510 30 770

680 40 760

850 50 750
1020 60 740

Tabelle 2.3 Verdiinnungsreihe zur Proteinbestimmung

Zu 800 pl Standard bzw. Probe wurden 200 pl Bradford-Reagenz gegeben und gut gemischt.
Nach Inkubation fiir 10 min wurde die Absorption in Einmalkivetten in einem Spektrometer
bei 595 nm gemessen. Aus der Absorption lasst sich nach dem Lambert-Beer-Gesetz die
Proteinkonzentration berechnen. Die Proben wurden in NaOH so verdlinnt, dass die
gemessenen Proteinkonzentrationen im mittleren Bereich der Standardkurve lagen. Die

Messung erfolgte in Doppelbestimmung.
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2.3.2 Proteinextraktion

Fir die Proteinextraktion aus Mauseherzen wurden die gefrorenen Herzen mit einem, in
flissigem Stickstoff gekihlten, Mérser zermahlen. Diese wurden mit der vierfachen Menge
Puffer versetzt, dann dreimal 30 sec mit dem Zell-Homogenisator (Colora Messtechnik
GmbH Lorch/Wadrtt.) auf Eis homogenisiert und anschlieBend durch je zehnmalige Aspiration
mit G20, G24 und zuletzt einer G27 Kanlle weiter homogenisiert. Das Gewebehomogenat
wurde bei -20 °C aufbewahrt und vor der Untersuchung im Immunoblot die bendtigte Menge
mit 1/5 des Volumens sechsfach konzentrierten Puffer nach Ldmmli versetzt und 5 min bei
95 °C aufgekocht.

Lysepuffer
Tris HCI (1,5 M, pH 8,8) 2 ml
EDTA (0,5 M) 1 ml
NaF (1 M) 3ml
SDS (20%) 15 ml
Glycerol 10 ml
Aqua bidest. ad. 100 mi

Sechsfach konzentrierter Ladepuffer nach La&mmli (1970)

SDS 129
Glycerol 6,09
DTT 0,93¢g
Bromphenol 6 mg
Tris HCI (0,5 M pH 6,8) 1,2 ml
Aqua bidest. ad. 10 mi

2.3.3 Gelelektrophorese

Die Proteine wurden Uber ein denaturierendes, diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Zuerst wurde ein Trenngel (12-18%) gegossen
und darauf, nach dessen Aushartung ein Sammelgel (5%). Anhand der Proteinbestimmung

wurden gleiche Proteinmengen der verschiedenen Proben (20-80 ug) geladen. Zur spateren
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Zuordnung der Proteine wurde ein Molekulargewichtsstandard (Precision Plus Protein
Standards™, All Blue, BIORAD) in eine Tasche geladen. Die Elektrophorese wurde mit einer
Stromstarke von 5 mA/Gel gestartet, und die Stromstarke wahrend des Pozess auf 40
mA/Gel erhéht, wobei die Spannung einen Wert von 140 V nicht Uberschritt. Wenn die
Lauffront die Unterkante erreicht hatte wurde die Elektrophorese beendet und das

Sammelgel vom Trenngel abgetrennt.

Trenngel (10%)

Acrylamid (30%, Mix 37,5:1) 3,3ml
Aqua bidest. 4,0 mi
Tris HCI (1,5 M, pH 8,8) 2,5ml
SDS (10%) 0,1 ml
Ammoniumpersulfat (10 %) 0,1 ml
N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamid (TEMED) 4,0 pl

Sammelgel (5%)

Acrylamid (30%) 0,85 ml
Aqua bidest. 2,8 mi
Tris HCI (0,5 M, pH 6,8) 1,25 ml
SDS (10%) 0,05 ml
Ammoniumpersulfat (10%) 0,05 ml
TEMED 5,0 pl

Laufpuffer

Tris 3,02¢g
Glycin 14,4 ¢g
SDS 1,049
Aqua bidest. ad. 1000 ml
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2.3.4 Immunoblot

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden anschliefend durch Nassblot-
Verfahren entweder auf eine hydrophobe Polyvinyliden-Membran (PVDF, Hybond™*"
Amersham Biosciences, Freiburg) oder auf eine Nitrocellulosemembran (Protran®, 0,45 pm
PorengréfRe, Schleicher & Schiull, Dassel) Ubertragen. Zur Untersuchung von
Phospholamban gesamt, der PLB-Serin 16- oder Threonin 17-Phosphorylierung, musste die
PVDF-Membran verwendet werden. Bei allen anderen Proteinen konnte auch die
Nitrocellulosemembran verwendet werden. Der Proteintransfer erfolgte bei einem konstanten
Gleichstrom von 400 mA oder bei 4 °C und 20 V Gber Nacht. Um die tGibergegangen Proteine
sichtbar zu machen, wurde die Membran fir 5 min mit Ponceau S gefarbt. Zur vollstandigen
Entfarbung wurde die Membran mit TBS mit TWEEN 20 (TBST) gewaschen und zur
Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit Magermilchpulver
(5%) fur 45 min inkubiert. Vor der Zugabe des primaren Antikdrpers wurde die Membran
dreimal fir 10 min in TBST gewaschen. Die Inkubation der primaren, gegen das jeweilige
Protein spezifischen Antikérper, erfolgte in der Regel unter leichtem Schitteln bei
Raumtemperatur fir 90 min oder Uber Nacht bei 4 °C. Die Verdunnungen und Lésungsmittel

der einzelnen Antikorper sind Tabelle 2.4 zu entnehmen.
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Protein/Antikérper Verdinnung | Hersteller Katalog- Sekundarer Verdiinnung
Antikérper
nummer
Calsequestrin 1:2500 Affinity bioreagents | PA1-913 Anti-Rabbit 1:15000
in TBST in Milch
Phospho-DARP-32 1:2000 Cell-Signaling 2304 Anti-Rabbit 1:10000
(Threonin 35) in TBST Technology in Milch
Phospholamban 1:5000 J. Colyer, Anti-Mouse 1:5000
in TBST University of Leeds in TBST
Phospholamban 1:5000 J. Colyer, Anti-Rabbit 1:10000
Serin 16 in TBST University of Leeds in Milch
Phospholamban 1:5000 J. Colyer, Anti-Rabbit 1:10000
Threonin 17 in TBST University of Leeds in Milch
Inhibitor-1 1:5000 A. El-Armouche, Anti-Rabbit 1:15000
in TBST UKE Hamburg in Milch
Phospho-Troponin | 1:1000 Cell-Signaling #4004 Anti-Rabbit 1:15000
in TBST Technology in Milch
Myosin-Binding-Protein-C | 1:1000 W. Linke, Anti-Rabbit 1:15000
Universitat in Milch
Heidelberg
Phosphatase-1 1:500 Upstate Cat. # 06-221 Anti-Rabbit 1:15000
in TBST in Milch
Phosphatase-2A 1:500 Upstate Cat. # 06-222 Anti-Rabbit 1:10000
in TBST in Milch
Anti-Rabbit in Milch Sigma A-0545
Anti-Mouse In Milch Sigma A-3682

Tabelle 2.4 Antikorper
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Nach dreimaligem Waschen mit TBST fir je 10 min folgte die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper, der gegen den primaren Antikorper gerichtet und an die Peroxidase
des Meerrettichs gekoppelt ist, in Trockenmilch-Ldsung bzw. in TBST fiir 1 h. AnschlieRend
wurde erneut dreimal fir je 10 min gewaschen und die Membran fiur 5 min mit dem
ECL+Western-Blot Detektions-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) inkubiert, das
ein Substrat der Peroxidase enthalt, welches nach Umsetzung eine Chemoluminiszenz zeigt.
Zur Visualisierung wurden Filme (Super X-Ray, Fuji Medical X-Ray Films, Fuji Photo Film
Co., LTD., Tokyo) je nach Starke der Lumineszenz fir 1 sek bis 15 min belichtet und sofort
entwickelt oder die Visualisierung erfolgte digital durch den ChemiGenius2

(BiolmagingSystem) und das dazugehérige Programm GeneSnap.

Um verschiedene Antikérper gegen Proteine ahnlicher GréRe, bzw. gegen verschiedene
Phosphorylierungsstellen auf einer Membran zu benutzen, wurden die Antikérper wieder von
der Membran entfernt. Hierzu wurden die Membranen mit Strip-Puffer fir 30 min bei 50 °C
unter Schitteln inkubiert und anschlielend mehrmals mit TBST gewaschen, bis das zur
Spaltung der Disulfid-Briicken eingesetzte Mercaptoethanol nicht mehr zu riechen war.
Anschlieend konnte die Membran erneut mit primdrem Antikérper inkubiert werden und die

oben beschriebene Prozedur wiederholt werden.

Transferpuffer

Tris 3,025¢g
Glycin 144 g
Methanol 200 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml

Ponceaurot S Losung

Ponceaurot S
Essigsaure (100%)

Aqua bidest. ad. 100 mi
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10x TBS
Tris
NaCl

Aqua bidest. ad.

TBST
10x TBS
Tween 20

Aqua bidest. ad.

Trockenmilch-LAsung

TBST

Magermilchpulver

Strip-Puffer
TrisHCI

3-Mercaptoethanol
SDS

Aqua bidest. ad.

pH mit NaOH auf 6,7 eingestellt

2.3.5 Erfassung und Verarbeitung der Daten

Material und Methoden

2423 g
175,3 g

2000 ml

100 ml
1ml

1000 ml

5 %

4,925 g
3,49 ml
109

500 ml

Die belichteten Filme wurden digitalisiert und anschliefend die Schwarzung der einzelnen

Banden mittels Densitometrie quantifiziert. Bei den digital mittels ChemiGenius2

(BiolmagingSystem) aufgenommenen Blots konnte direkt eine Densitometrie erfolgen.
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2.3.6 TCA-Extraktion

Da endogener Inhibitor-1 nur in sehr geringer Konzentration im Herzen vorkommt, ist er im
Immunoblot in Gewebshomogenat von Wildtypm&usen nicht nachweisbar. Ein Nachweis
gelingt erst nach Aufkonzentration des Inhibitor-1 durch Trichloressigsaure (TCA)-Extraktion
(EI-Armouche et. al. 2004). Diese beruht auf zwei ungewdhnlichen physikalischen
Eigenschaften des Inhibitor-1. Zum einen auf seiner Ldslichkeit in hohen Konzentrationen

von TCA zum anderen auf seiner Hitzebestandigkeit.

Fur die TCA-Extraktion wurde das Herzgewebe von 7 Wildtypmausen stickstoffgekuhlt
gemorsert und gepoolt, sodass eine Menge von knapp 1 g Herzgewicht vorhanden war.
Dieses wurde mit der vierfachen Menge eiskalter 1,5%iger Trichloressigsaure versetzt, dann
mit dem Zell-Homogenisator (Colora Messtechnik GmbH, Lorch/Wirtt.) auf Eis
homogenisiert und fiir 30 min auf Eis aquilibriert. Anschliellend wurde das Homogenat fiir 30
min mit 14 000 rpm bei einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen,
der Uberstand schrittweise mit 19% TCA versetzt um eine Erhéhung der TCA-Konzentration
auf 3, 5, 10, 15 und letztlich 19% zu erreichen, die zum Ausfallen von Inhibitor-1 und
Proteinen mit dhnlicher Eigenschaft fihrt. Diese Suspension wurde Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert und anschlieRend bei 18 000 rpm fir 30 min zentrifugiert. Dabei fallt Inhibitor-1 im
Sediment aus. Die Proteine wurden in 320 pl Tris (400 mM ph 8,0) aufgenommen und fir 10
min gekocht, um Proteine mit geringerer Hitzetoleranz zu denaturieren. AnschlieRend wurde
nochmals bei 14 000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde (iber Nacht gegen 4 |
Wasser dialysiert (Pierce Dialysekassette, Cut off 10 kD, Volumen 100-500 ul), und
nochmals mit 14 -000 rpm fiir 30 min zentrifugiert. Im Uberstand befand sich der ca. 500-

fach angereicherte Inhibitor-1, der nun im Immunoblot nachgewiesen werden konnte.
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2.3.7 Messung der Phosphatase-Aktivitat

Die Experimente zur Messung der Phosphatase-Aktivitat wurden im Labor von PD Dr. P.
Boknik in Minster durchgeflhrt. Zur Messung der Phosphataseaktivitat (Neumann et al.
1991) wurden die Proben mit der y-[**P]-markierten Phosphorylase a inkubiert und das
dephosphorylierte y-[32P]-Phosphat im y-Szintillationszahler quantitativ erfasst (s. Abb. 2.1).
Durch Zusatz des Komplexbildners EDTA in der Phosphorylase a-Substratlésung konnten
Einflisse der Calcium-abhangigen Phosphatase-2B und der Magnesium-abhangigen

Phosphatase-2C weitgehend ausgeschlossen werden.

Phosphorylase a-Substratldsung pro Ansatz:

Aqua ad iniectabilia 10 wl
B-Mercaptoethanol (1 :20) (i
Tris, 50 mM, pH 7,4 1wl
EDTA, 10 mM, pH 7,4 0,5ul
Coffein, 100 mM 2,5ul
[*?P]-Phosphorylase a 5,0 ul

In einer Testmessung wurde die Menge an Homogenat bestimmt, bei der etwa 20% der
eingebrachten Menge y-[32P]-PhosphoryIase umgesetzt wurde, um fir das Messergebnis
eine hohe Proportionalitat zu erreichen. Zur entsprechenden Probenmenge ad 30 pl
Homogenisationspuffer wurde 20 yl Phosphorylase a-Substratiésung zugegeben und dann
fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ul 50%iger
Trichloressigsaure gestoppt. Dann wurden 30 pl Rinderserumalbumin (20 g/l in 0.1 %
Natriumazid) hinzugefugt und die Proteine 10 min auf Eis geféllt. Die prazipitierten Proteine
wurden durch funfmindtiges Zentrifugieren bei 13 000 g und 4 °C (Centrifuge 5417 R;
Eppendorf, Hamburg) sedimentiert und 70 pl des Uberstandes im y-Szintillationszahler
gemessen. Bei jeder Messung wurden Gesamtradioaktivitat (fotal counts) als MaR fur die
spezifische Radioaktivitdt und die unspezifische Hintergrundradioaktivitat (Leerwert) der
Phosphorylase a-Lésung in 30 pl Homogenisationspuffer ermittelt. Da die
Proteinbestimmung der Phosphorylase a-Lésung auf Grund fehlender technischer
Méoglichkeiten im Heilllabor nicht mdglich war, wurden die ermittelten Counts pro min (CPM)
auf die Menge an Protein in den Proben bezogen. Die Messung der Phosphatase-Aktivitat

erfolgte dreimal je Probe und der Mittelwert wurde fir die weitere Auswertung verwendet.
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Phosphorylase- 1(32P)-ATP

Kinase

Phosphorylase b > Phosphorylase a

Phosphorylase b + 32PO, ‘/\ Phosphorylase a ~ g—— '

+ TrlchloreSS|gsaure

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Messung der Phosphatase-Aktivitit. Die
Phosphorylase Kinase phosphoryliert Phosphorylase b mit y—[32P]-A TP zu Phosphorylase a.
Phosphorylase a wird in standardisierter Konzentration den Proben zugegeben. Enthalten
die Proben Phosphatase-1 oder Phosphatase-2A dephosphoryliert die Phosphatase die
Phosphorylase a und y-[?P]-Phosphat (**PO,) wird frei. Durch Zugabe von
Trichloressigséure werden die Proteine geféllt und abzentrifugiert. Im Uberstand verbleibt
das freie y-32PO4, das mit einem y-Szintillationszdhler quantitativ erfasst wird und mit der
Phosphatase-Aktivitidt der gemessenen Probe korreliert.

2.3.8 Langendorffperfusion

Die p-adrenerge Stimulation wurde an antegrad, salin perfundierten Herzen im
Langendorffperfusionssystem durchgeflhrt. Dazu wurden die Mause sternotomiert, das Herz
freiprapariert und am Aortenbogen wenige Millimeter tGber der Aortenklappe abgetrennt und
an einer mit warmer Thyrode perfundierten Langendorffkanile mit Bindfaden fixiert. Zur
Perfusion wurde modifizierte Thyrode-Lésung verwendet, die stdndig mit Carbogen (95%
02, 5% CO,) begast wurde und aufgrund eines zur Erwarmung vorgeschalteten Reservoires
eine Temperatur von 37 °C hatte. Die Erwarmung wurde durch ein Wasserbad (MWG Lauda
CS, Lauda-Kdénigshofen) gewahrleistet und die Perfusion wurde durch den
Druckunterschied, der durch die erhéhte Stellung des Thyrodereservoirs bewirkt wurde,
aufrechterhalten. Wenn das Herz sicher platziert war und mit einem Fluss von 6 ml/min
perfundiert war, wurde das Organbad um das Herz geschlossen. Das Herz sollte rhythmisch
mit einer Frequenz von mindestens 450 Schlagen pro min schlagen. Wenn dies der Fall war,
wurde das Herz Uber eine Klammer mit einem induktiven Kraftaufnehmer verbunden und fiir

10 min mit begaster Thyrode perfundiert. Die Erfassung der Daten erfolgte mittels eines PC-
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gestitzten Biomonitoring Systems (BMON, Ingenieurbliro G. Jackel, Hanau). Um die p-
adrenerge Stimulation zu {berpriifen wurden die Herzen anschlieBend mit Isoprenalin (10°
M), einem p 1-Rezeptoragonist (DL-Isoproterenol hydrochloride; Sigma, Taufkirchen)

perfundiert. Die Stimulation wurde durch Zunahme der Kraftentwicklung kontrolliert.

2.4 Modell der Isoprenalininduzierten Herzhypertrophie
2.41 Behandlung der Tiere

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen eingeteilt.

Gruppe Genotyp Behandlung

1 Wildtyp NaCl (0,9 %)

2 Wildtyp Isoprenalin (15 mg/kg pro Tag)
3 Inhibitor-1-Transgen NacCl (0,9 %)

4 Inhibitor-1-Transgen Isoprenalin (15 mg/kg pro Tag)

Tabelle 2.5 Gruppeneinteilung. Alle Gruppen wurden (iber eine Dauer von 7 Tagen
behandel.

Isoprenalin wurde in 0,9% NaCl mit 0,002 M HCI gelést. Die Substanzen wurden Uber
osmotische Alzet®-Minipumpen, Modell 1007D (Alza, Corporation, Palo Alto, USA) mit einer
mittleren Abgaberate von 0,5 ul pro h appliziert. Die Minipumpen bieten den Vorteil der
konstanten und definierten Verabreichung der Substanz, sodass gleichmaRige
Plasmakonzentrationen erreicht werden (Jonson et al. 1983). Die Konzentration der
Substanzen in den Pumpen wurde so gewahlt, dass sich eine Tagesdosis von 15 mg/kg
ergab. Nach Befillung der Pumpen wurden diese zur Equilibrierung tUber Nacht 12 h bei
37 °C in 0,9% NaCl belassen. Zur Implantation wurden die Mause mit 2-3% Isofluran
anasthesiert. Die Alzet®-Minipumpen wurden subkutan in den Nacken implantiert und die
Wunde in Einzelknopfnahttechnik verschlossen. Zur Analgesie erhielten die Tiere 5,4 mg

Metamizol im Trinkwasser pro Tag.

Nach Ablauf der Behandlungsdauer wurden die Tiere durch CO, anasthesiert und durch
cervikale Dislokation getoétet. Der Thorax wurde eréffnet und das Herz am GefalRstamm
abgetrennt und entnommen. Das Herz wurde kurz in NaCl-Lésung (0,9%) von Blut und
Bindegewebe befreit und anschlieRend mit Filterpapier 3-5 mal trocken getupft, anschlieRend

gewogen (Feuchtgewicht) und dann in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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2.5 Erfassung physiologischer Parameter
2.5.1 Transthorakale Echokardiographie

Die Ultraschalluntersuchungen wurden mit dem Vevo 660 System (Visual Sonics Inc.,
Toronto, Canada) fur Kleintierultraschalluntersuchungen mit einem 30 MHz Schallkopf
durchgefihrt.

Zur Einleitung der Narkose wurden die Mause in eine Induktionskammer mit Isofluran (3%)
gesetzt. Die anasthesierte Maus wurde in Rickenlage auf eine Warmeplatte (37 °C) gelegt
und mit den Pfoten zur simultanen Ein-Kanal-EKG-Ableitung auf EKG-Elektroden fixiert. Die
Messungen erfolgten bei einer Herzfrequenz zwischen 450 und 550 Schldgen pro min. Die
Korpertemperatur wurde lber eine Rektalsonde registriert und mit Hilfe einer Rotlichtlampe
uber 36,5 °C gehalten. Die Narkose wurde uber eine Gesichtsmaske (1-1,8% Isofluran,
Gasfluss Carbogen 1,5 I/min) aufrechterhalten. Der Brustkorb wurde enthaart. Dann wurden
in 10° Linksseitenlage 2-dimensionale Langs- und Queransichten des Herzens mit einer
Frame-Rate von 30 Hz im Electro Cardio Version Modus aufgezeichnet. Hierbei wurden aus
der Echokardiographie beim Menschen bekannte Standardeinstellungen (lange und kurze
parasternale Achse) gewahlt. Bei der Langsansicht weist der Schallkopf vom linken
Rippenbogen zur rechten Schulter. In dieser Ansicht wurden die systolische und diastolische

Lange des linken Ventrikels gemessen.

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung einer echokardiographischen Langsansicht
des Herzens (nach Koéhler u. Tataru 2001, IVS: Interventrikuldres Septum, LV: Linker
Ventrikel, LVW: Hinterwand des linken Ventrikels, RV: Rechter Ventrikel)

Nach Drehung des Schallkopfs um 90° Grad mit dem Uhrzeigersinn bekam man die

Queransicht. Der rechte Ventrikel lag dabei im linken oberen Bildausschnitt.
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung einer echokardiographischen Queransicht
des Herzens (nach Koéhler u. Tataru 2001, IVS: Interventrikuldres Septum, LV: Linker
Ventrikel, LVW: Hinterwand des linken Ventrikels, RV: Rechter Ventrikel)

Die Dicke der vorderen und hinteren Ventrikelwand, sowie die epikardiale und endokardiale
linksventrikulare Flache, wurden in dieser Einstellung gemessen. Die Aufnahmen wurden
zuerst unter basalen Bedingungen aufgezeichnet. AnschlieBend wurde den Mausen der 8-
Agonist Dobutamin (2 pg/g Kérpergewicht) intraperitoneal injiziert und die Aufnahmen in der
kurzen Achse wiederholt. Die Mause erwachten innerhalb weniger Minuten nach der
Untersuchung. Von Beginn der Anasthesie bis zum Ende der Untersuchung vergingen in der
Regel 25 bis 35 min.
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2.5.2 Auswertung

Alle Messungen erfolgten offline durch den Untersucher. Dieser war dabei bezlglich
Genotyp und Behandlung verblindet. Einzelne Variablen die sich nicht optimal messen lieRen
oder bei denen die Anschallungsebene nicht den Standardschnitten entsprach wurden nicht
bertcksichtigt. Die Messungen erfolgten mit Hilfe des Vevo 70 V2.2.3 Auswerteprogramms.

In den zweidimensionalen Standardeinstellungen wurden 9 Parameter gemessen.

Parameter Abkiirzungen
Vordere systolische Wanddicke AWThs
Vordere diastolische Wanddicke AWThd
Hintere systolische Wanddicke PWThs
Hintere diastolische Wanddicke PWThd
Systolische endokardiale Flache ENDOs
Diastolische endokardiale Flache ENDOd
Systolische epikardiale Flache EPIs
Linksventrikularer systolischer Diameter LVIDs
Linksventrikularer diastolischer Diameter LVIDd

Tab. 2.6 Echokardiographisch gemessene Werte

Aus den gemessenen Werten wurden folgende Parameter rechnerisch ermittelt:

Parameter Abk. Formel Einheit
Fractional Area FAS (ENDOd - ENDOs) / ENDOd %
Shortening

Linksventrikulire LVM [1,05 x (5/6 x EPld x (LVIDd+t)- mg

5/6 x ENDOd x LVIDd]
Masse

Tabelle 2.7 Rechnerisch ermittelte Werte (1.05 entspricht hierbei dem spezifischen
Gewicht von Muskulatur)
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2.6 Histologie
2.6.1 Fixation und Kryokonservierung

Die Herzen wurden Uber Nacht in 4% Formalin fixiert. AnschlieBend entweder in einer
aufsteigenden Isopropylalkohol-Reihe entwassert und in Paraffin eingebettet (Tab.2.8) oder
fur immunhistologische Untersuchungen tber Nacht bei 4 °C in PBS mit 10% Succrose zur
Kryoprotektion inkubiert und anschlieRend in vorgekihltem Isopentan (-80 °C)

schockgefroren. Die weitere Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -80 °C.

2.6.2 Paraffinschnitte

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden 4 uym dicke basisparallele Querschnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden in einem 42-44 °C warmen Wasserbad gestreckt und

daraufhin auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Substanz Zeit Temperatur

70 % Isopropanol 2 — 3 h (oder Uber Nacht) Raumtemperatur
80 % Isopropanol 2-3h Raumtemperatur
96 % Isopropanol | 2-3h Raumtemperatur
96 % Isopropanol I 2-3h Raumtemperatur
100 % Isopropanol | 2-3h Raumtemperatur
100 % Isopropanol Il 2 — 3 h (oder Uber Nacht) Raumtemperatur
100 % lIsopropanol Il 1h 60 °C
Paraffin/lsopropanol 1:1 1h 60 °C

Paraffin | 2h 60 °C

Paraffin Il 2h 60 °C

Paraffin IlI 2 h (oder tber Nacht) 60 °C
Ausgiefl3en mit Paraffin 60 °C

Tabelle 2.8 Protokoll der Paraffineinbettung
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2.6.3 Poly-L-Lysin-Beschichtung

Objekttrager wurden mit Aceton gereinigt, danach in aqua dest. gewaschen und fir 30 min
bei Raumtemperatur in Poly-L-Lysin (1 mg/ml) inkubiert. AnschlieBend wurden sie nochmals

in aqua dest. gewaschen und Uber Nacht bei 60 °C getrocknet.

2.6.4 Hamatoxylin & Eosin-Farbung und Lichtmikroskopie

In Paraffin eingebettete Gewebeschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Ethanol-Reihe gewassert. Dann mit Hdmatoxylin-Eosin (H&E) gefarbt, in einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe und abschlieRendem Xylolbad wieder entwassert sowie mit
Eukitt® eingedeckelt (Tab. 2.9). Die mikroskopische Darstellung (Zeiss-Axioplan-
Lichtmikroskop) erfolgte in 20-, 40- und 100-facher VergroRerung und die Fotografien

erfolgten mit einer Zeiss-Axiocam-Kamera.

Substanz Zeit
Xylol | 15 min
Xylol Il 15 min
100 % Ethanol | 5 min
100 % Ethanol Il 5 min
96 % Ethanol | 5 min
96 % Ethanol Il 5 min
80 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
Aqua dest. 5 min
Hamalaunlésung 20 min
Leitungswasser, _
flieBend 10 min
Eosinlésung 10 min
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Aqua dest. spulen
96 % Ethanol | spulen
96 % Ethanol Il spulen
100 % Ethanol | spulen
100 % Ethanol Il spulen
Xylol 3 -5min
Eindeckeln mit

Eukitt®

Tabelle 2.9 Protokoll der HE-Farbung

Eosinlosung (0,1%)

0,5 g Eosin gelblich (Eosin Y)

ad. 500 ml aqua

Hamalaunldsung nach Mayer

1 g Hamatoxylin in 1000 ml aqua dest geldst, 0,2 g NaJO3; und 50 g KAI(SO,),

50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensaure eingerihrt

2.6.5 Immunhistologie und konfokale Laserscanning Mikroskopie

Fur Immunfluoreszenzfarbungen wurden Kryoschnitte verwendet. Zur Herstellung der
Schnitte wurden die gefrorenen Praparate in Tissue Tec® eingebettet. Auf einem Kryotom
wurden Schnitte von 10 ym Dicke bei -20 °C angefertigt und auf Poly-L-Lysinbeschichtete
Objekttrager aufgezogen. AnschlieRend wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fir 30 min
getrocknet und 2 Stunden in Blocklésung inkubiert. Danach 30 min in TBS gewaschen. Fur
die Immunfluoreszenzfarbung wurde der Anti-Inhibitor-1 Antikérper in einer 1:250
Verdlinnung benutzt und die Schnitte Uber Nacht mit dem Antikérper inkubiert. Als
sekundarer Antikérper wurde Carbocyanin 3 gelabeltes Anti-Rabbit IgG verwendet. Mit

ALEXA 488 markiertes Phalloidin (Sigma) wurde in einer Verdinnung von 1:60 verwendet
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um Aktin zu farben. Der DNA interkalierende Farbstoff 4’,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI

1 pg/ml) wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 fir die Kernfarbung benutzt.

10x TBS

Trishydroxymethylaminmethan ultra pure 121,14 g

NaCl 180 g

ad. 2000 ml aqua dest.

Blocklésung

10% fetales Kalberserum
1% Rinderserumalbumin
0,5% Triton X

0,05% Thimerosal in TBS

Antikorperlosung

1% Rinderserumalbumin,
0,5% Triton X

0,05% Thimerosal in TBS
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung Inhibitor-1 transgener Mause

Die Klonierung des Injektionsvektors erfolgte in der Arbeitsgruppe von PD Dr. Ali El-
Armouche in Erlangen. Dazu wurden zwei Vektoren verwendet, die von Prof. Dr. Stefan
Engelhardt zur Verfigung gestellt wurden. Abbildung 3.1 gibt einen schematischen
Uberblick tber die Klonierungsstrategie.

Als Transfervektor diente pUC18. Die codierende Sequenz des Inhibitor-1 wurde mittels PCR
amplifiziert und in die Multiple Cloning Site von pUC18 einkloniert (Abb. 3.1 A). Der Vektor
pUC18-Inhibitor-1 wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hind IlI/Nde | geschnitten und
das isolierte Fragment der codierenden Sequenz des Inhibitor-1 und des C-terminalen Teils
des aMHC-Promoters in den Vektor pBlue-aMHC-SV40tpolA, in die Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen Hind IlI/Nde |, umkloniert. Hieraus resultierte der pBlue-aMHC-
Inhibitor-1-SV40tpolA (Abb. 3.1 B).

A
Hind 111 Hind 11l
Inhibitor-1 | ' SV-40-polyA
Nde | pBlue-aMHC-
pUC18-Inhibitor-1
SV40tpolA
Nde | —
C-terminaler Teil des N-terminaler Teil des

aMHC-Promoter aMHC-Promoter
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SV-40-polyA

Hind Il Not |

Inhibitor-1

pBlue-aMHC-Inhibitor-1-
NDE | SV40tpolA

(10222 bp)
~Not |

aMHC-Promoter

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur Generierung
des Injektionsvektor pBlue-aMHC-Inhibitor-1-SV40tpolA. Der pUC18-Vektor enthélt ein
lac-Operon zur Translation der eingefiigten Gene in E.coli. Zur Selektion von pUC-positiven
Bakterien dient ein Ampicillin-Resistenzgen. Der Name des Vektors leitet sich von der
University of California (UC) ab, an der dieses Plasmid konstruiert wurde (A) Die Inhibitor-1-
cDNA wurde in den pUC18-Vektor kloniert, sodass der Vektor pUC18-Inhbitor-1 entstand.
Aus diesem wurde der C-terminale Teil des aMHC-Promoters und die Inhibitor-1 cDNA, mit
den Restriktionsenzymen Hind Il und Nde I, ausgeschnitten und in den pBlue-Vektor
umkloniert. Zur Linearisierung und Entfernung der Vektorsequenzen, vor der
Pronukleusinjektion, wurde das Restriktionsenzym Not | verwendet.

Aus dem pBlue-aMHC-Inhibitor-1-SV40-tpolA-Injektionsvektor wurden die Vektorsequenzen
mit der Restriktionsendonuklease Not | ausgeschnitten, sodass eine linearisierte DNA,
bestehend aus dem aMHC-Promoter, der Inhibitor-1 cDNA der Ratte, dem SV40-Intron und
einem Poly(A)-Schwanz, zur Pronukleusinjektion verwendet werden konnte. Der aMHC-
Promoter diente zur herzspezifischen Expression. Das SV40-Intron und der Poly(A)-

Schwanz dienten zur stabilen Transkription.

aMHC —  Inhibitor-1 (Ratte) 3v40

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der aMHC-Inhibitor-1-Expressionskassette.
Zur Generierung transgener Mé&use mit einer herzspezifischen Uberexpression des
Inhibitor—1 der Ratte wurde die aMHC-Expressionskassette in befruchtete Eizellen der Maus
mikroinjiziert. Die Transkription der codierenden Sequenz stand in dieser
Expressionskassette unter der Kontrolle des aMHC-Promoters.
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Die Pronukleusinjektion wurde im Zentrum fir Molekulare Neurobiologie in Hamburg durch
Frau PD. Dr. I. Herrmanns-Borgmeyer vorgenommen. Zur Generierung der Inhibitor-1

transgenen Mause wurde der Mausstamm C57/Black-6 verwendet.

3.2 Nachweis Inhibitor-1 transgener Tiere
3.2.1 Sondenkonstruktion

Um die Nachkommen auf Integration des Transgens zu untersuchen, wurde aus dem
Injektionskonstrukt durch Restriktionsverdau und anschlielender praparativer Agarose-Gel-
Elektrophorese ein 1,8 kb groRes Fragment (Abb. 3.2 A), bestehend aus der cDNA des
Inhibitors-1 und des C-terminalen Teils des aMHC-Promoters flr Southern-Blot-Analysen
hergestellt (Abb. 3.2 B).

Sonde

Nde | _ Hind I

9.0 kB -

oMHC-Promotor

L

Inhibitor-1 SV40 Intron + polyA

1.8 kB -

Abbildung 3.2 Sonde zur Genotypisierung Inhibitor-1 transgener Mause. (A) Der pBlue-
aMHC-Inhibitor-1-SV40tpolA-Vektor wurde mit Nde | und Hind Il geschnitten und
anschlieBend das 1,8 kB groBe DNA Fragment ausgeschnitten und eluiert. (B) Die Sonde
unfasst die komplette cDNA des Inhibitors-1 und den C-terminalen Teil des aMHC-
Promoters.
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Dieses Fragment wurde mit Hilfe von randomisierten Primern und Klenow-DNA-Polymerase
*P_markiert und konnte somit als Sonde dienen. Um die Reaktion der Sonde mit
genomischer Wildtyp-DNA zu Uberprifen, wurde genomische DNA von Wildtypmausen mit
drei verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Southern-Blot-Analysen von EcoRI
verdauter Mausschwanz-DNA zeigten nach Hybridisierung mit der Sonde bei Wildtyptieren
eine Bande bei 3 kb (Abb. 3.3). Die Inkubation der DNA die mit Bam | und Hind Il verdaut
worden war, zeigte weniger klare Banden, sodass der EcoR | Verdau fur die Genotypisierung

verwendet wurde.

Abbildung 3.3 Southernblot genomischer Wildtyp DNA mit

der oMHC/Inhibitor-1-Sonde. Genomische Wildtyp-DNA

wurde mit den Restriktionsenzymen BamH |, EcoR | und Hind

p— Il verdaut und in einem Agarosegel (1%) aufgtrennt, auf eine

Nitrocellulosemembran geblottet und mit der radioaktiv

3 kB - - markierten aMHC-Inhibitor-1 Sonde hybridisiert.

= 0 B
:E % 3

46



Ergebnisse

3.3 Genotypisierung
3.3.1 Southern Blot

In der F1-Generation wurden 44 Tiere als Nachkommen der Ammentiere geboren. Im
Southern Blot sah man bei allen Tieren die ,Wildtypbande® bei 3 kb. Inhibitor-1 transgene
Tiere waren durch eine zusatzliche Bande bei 1,6 kb erkennbar (Abb. 3.4 A). Diese Bande
konnte durch zwei EcoRI Schnittstellen im transgenen Konstrukt erklart werden. Diese
Bande konnte bei vier, einem Mannchen und drei Weibchen, der 44 Nachkommen

nachgewiesen werden. Diese Tiere wurden als Foundertiere bezeichnet.

Die vier Foundertiere wurden mit C57/BI6-Wildtypmausen weiter verpaart, um heterozygote
Nachkommen zu erhalten. Abb. 3.3 C zeigt die Genotypisierung von Nachkommen des

Foundertiers Nummer 29.

* * M *

1500 bp - - - “
- : ‘

516 bp -

3000 bp -
1500 bp -

516 bp -

3000 bp -

1500 bp -

Abbildung 3.4 Southern Blot Analyse der Founder- und F1-Generation Inhibitor-1-
transgener Tiere. (A) Darstellung eines Southern Blots nach EcoRI-Verdau genomischer
DNA aus Mausschwanzbiopsien. Die Membran wurde mit radioaktiv markierter Sonde
inkubiert. Die gebundene Sonde wurde mittels eines Phospho-Imagers detektiert. Mit Stern
sind die transgenen Tiere markiert. Mit M ist der GréBenmarker bezeichnet. (B)
Ladungskontrolle des Agarosegels. (C) F1-Generation des Founders 29 nach Kreuzung mit
C57/BI6-Méausen. Mit Sternchen bezeichnete Tiere waren heterozygot transgen.
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3.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die Genotypisierung der weiteren Generationen fand mittels PCR statt. Dazu generierten wir
drei PCR-Primer: aMHCforward, Inhibitor-1-reverse und Inhibitor-1-forward. Die Primer
aMHCforward und Inhibitor-1-reverse dienten zum Nachweis der Integration des Transgens.
Sie fiihrten zur Amplifikation des Ubergangs zwischen dem aMHC-Promoter und dem
Inhibitor-1 (Abb. 3.5 A), welcher endogen nicht vorhanden war. Daraus resultierte ein 300 bp
groBes Fragment. Aus der PCR mit den Primern Inhibitor-1-reverse und Inhibitor-1-forward
resultierte ein 180 bp grolRes Fragment des Inhibitor-1-Gens, zum Nachweis einer
erfolgreichen DNA-Extraktion und PCR (Abb. 3.5 B).

A
PCR-Primer = ¢ <=
P a0+ g
B WT M TG WT WT TG
300bp —
180bp —

Abbildung 3.5 Genotypisierungs-PCR. Beispielhafte Darstellung eines Agarosegels (1%)
zur Darstellung der PCR Produkte. Inhibitor-1 transgene Tiere zeigten eine Bande bei 300 bp
und 180 bp. Wildtyptieren fehlte die Bande bei 300 bp. Mit M ist die Spur des
GréBenmarkers markiert.

3.4 Inhaltliche Ergebnisse
3.4.1 Protein-Phosphatase-Inhibitor-1 Uberexpression

Die Funktionalitat des Vektors in Bezug auf die Expression des Transgens wird im Regelfall
vor der Pronukleusinjektion getestet. Dies war in unserem Fall nicht moglich, da wir einen
herzspezifischen Promoter verwendet hatten und Kardiomyozyten bekanntermalien schwer
zu transfizieren sind. Um die Uberexpression von Inhibitor-1 zu untersuchen, wurde das Herz
eines im Southern Blot positiv getesteten 10 Wochen alten Tieres der F1-Generation auf
seinen Gehalt an Inhibitor-1 untersucht. Als Vergleich diente ein Wildtypgeschwistertier und

als Positivkontrolle wurden mit ADEGFP/PPI-1 infizierte neonatale Rattenkardiomyozyten,
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die Inhibitor-1 stark Uberexprimieren, benutzt. Im Western Blot ist bei Wildtypm&auseherzen
kein Signal detektierbar, da die Inhibitor-1 Proteinkonzentration unter der Nachweisgrenze
lag. Die transgenen Tiere zeigten durch das Signal bei 29 kD eine deutliche Uberexpression
von Inhibitor-1 (Abb. 3.6). Um eine unspezifische Bindung auszuschlieRen, wurden die

gleichen Proben nochmals mit Praimmunserum des Inhibitor-1 Antikdrpers inkubiert.

Abbildung 3.6 Darstellung der

WT TG Adl-1 Inhibitor-1 Uberexpression im
Western Blot. Als Ladungskontrolle
53 .  Sm— a—— csQ wurde Calsequestrin (CSQ) mitgefiihrt

und zum Ausschluss unspezifischer
Bindung erfolgte eine Inkubation mit
30 - A s Nhibitor-1 Préimmunserum. Als Positivkontrolle
dienten mit AJEGFP/PPI-1 (AdI-1)
infizierte Kardiomyzyten der Ratte. Es
30 - Praimmunserum | wurden je 50 ug Protein pro Spur
geladen.

Zusatzlich untersuchten wir die Phosphorylierungsstellen an Threonin 35 und Serin 67 mit
phosphospezifischen Antikérpern. Sowohl die PKA-abhangige Phosphorylierungsstelle
Threonin 35 als auch die PKC-Phosphorylierungsstelle Serin 67 waren vorhanden und
detektierbar (Abb. 3.7).

Abbildung 3.7 Inhibitor-1 Phosphorylierung. Die
WT TG Phosphorylierungsstellen an Threonin 35 und Serin
67 wurden mit phosphospezifischen Antkérpern
detektiert. Als Ladungskontrolle diente CSQ. Es
53 - I 0 wurden 50 ug Protein pro Spur geladen.

30 - - Inhibitor-1

30 - SRR e Inhibitor-1 Thr3s

a0 - '- Inhibitor-1 Serg?

Da die Integration des Transgens zufallig erfolgt, ist weder die Anzahl der eingebauten
Kopien, noch der Ort der Integration bekannt. Zudem besteht aufgrund regulatorischer
Sequenzen in der Nahe des Integrationsortes nicht zwangslaufig eine Korrelation zwischen

der Anzahl der integrierten Kopien und der Expression. Zur Abschatzung der absoluten
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Inhibitor-1 Proteinmenge der transgenen Tiere wurde diese mit einer Verdlinnungsreihe von
rekombinant hergestelltem Inhibitor-1 der Ratte, mit bekannter Konzentration, verglichen. Die
endogene Inhibitor-1 Konzentration von Wildtypmausen war nicht bekannt und im Western
Blot nicht nachweisbar, sodass zur Bestimmung der Inhibitor-1 Konzentration von
Wildtypmausen zuerst eine Aufkonzentrierung mittels TCA-Extraktion genutzt wurde. Damit
konnte Inhibitor-1 ungefahr 500-fach aufkonzentriert werden. Fir diese Methode wurde
annahernd 1 g Herzgewebe bendtigt. Um nach der Homogenisation eine Proteinmenge von
89 mg zu erhalten, wurden sieben Wildtypm&auseherzen bendtigt und 850 mg Herzgewebe
eingesetzt. Nach TCA-Extraktion resultierten daraus 300 ul mit einem Proteingehalt von ca. 1
ug/ul. Der Western Blot in Abb. 3.8 zeigt den Vergleich zwischen Wildtyptieren und Inhibitor-
1 transgenen Tieren mit einer Verdinnungsreihe des rekombinant hergestellten Inhibitor-1

bekannter Konzentration.

Rekombinanter I-1 (ug) TG (ug)
0,1 0,05 0,025 0,00125 0,000625 6 3
30 - | — - — —_— - |_1
30 _ | —— |_1
Rekombinanter I-1 (ug) WT TCA (ug)
0,1 0,05 0,025 0,00125 20 10 5
30 - - D — 1-1

Abbildung 3.8 Quantifizierung der Inhibitor-1 Uberexpression. Western Blot der Linien 1
(obere Spur) und 2 im Vergleich zu Wildtyptieren. Die Proteinangaben der transgenen
Méuse beziehen sich auf das Gesamthomogenat nach Bradford. Die Angaben der
Wildtypméause wurden nach TCA-Extraktion ebenfalls nach Bradford ermittel.

Die Intensitat der Immunreaktion entsprach bei 0,1 ug rekombinantem Inhibitor-1 annéhernd
der von 10 ug nach TCA-Extraktion. Daraus ergab sich eine Menge von 740 ug Inhibitor-1 in
89 mg Gesamtprotein bzw. 445 fmol/mg Protein. Nach dem gleichen Prinzip wurden die
Konzentrationen der transgenen Linien ermittelt. Die Bandenintensitat von 0,5 ug
rekombinantem Inhibitor-1 war vergleichbar der Reaktion von 6 ug Protein des
Herzhomogenats der Linie 1. Daraus errechnete sich eine Konzentration von 1,7 ug/ul
Gesamtprotein bzw. 90 pmol/mg. Fur die Linie 2 ergab sich eine Konzentration von ca. 110
pmol/mg. Daraus errechnete sich eine ca. 200-250-fach erhdhte Inhibitor-1 Konzentration.
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Konzentration Uberexpression
Wildtyp ~ 0,5 pmol/mg
Founderlinie 1 ~ 90 pmol/mg ~ 200-fach
Founderlinie 2 ~ 110 pmol/mg ~ 250-fach

Tabelle 2.1 Inhibitor-1 Uberexpression

3.4.2 Inhibitor-1 mRNA-Konzentration

Wir bestimmten ebenfalls die Inhibitor-1 mRNA-Konzentration von transgenen Tieren mit
Hilfe einer Real-time-PCR (RT-PCR). Dazu wurde die mRNA aus jeweils 6 Wildtyp- und

transgenen Mauseherzen 10 Wochen alter Tiere der Founderlinie 2 extrahiert und in cDNA

umgeschrieben. Um die Expression auf ein Housekeeping Gen zu korrelieren, wurde die

Expression von GAPDH bestimmt. Die RT-PCR zeigte eine ca. 320-fache Uberexpression

(Abb. 3.9).

400 1

350 A1

300

250 A1

200 -1

150 A

Inhibitor-1/GAPDH mRNA

100 A1

50 ~1

WT

Abbildung 3.9 Inhibitor-1 mRNA-
Konzentration Inhibitor-1 transgener
Mause. Die Bestimmung erfolgte mittels RT-
[ PCR mit den Primern Inhibitor-1 Tagm-
forward und Inhibitor-1 Tagm-reverse in 3-
fach Bestimmung. (= p < 0,05 TG vs. WT, n=
6).

TG
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3.4.3 Lokalisation von Inhibitor-1

Zur Darstellung der intrazellularen Verteilung des transgenen Inhibitor-1 wurde dieser mittels
Immunfluoreszenz dargestellt. Der sekundare Antikdrper war an einen roten
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, sodass sich Inhibitor-1 rot darstellte. Actinin wurde mittels
eines Fluoreszenzfarbstoffs, der an Phalloidin gekoppelt war, griin dargestellt. Zellkerne
wurden mit DAPI blau angefarbt. In Wildtypherzen konnte Inhibitor-1 nicht nachgewiesen
werden (Abb. 3.10 D). In den Herzen von Inhibitor-1 transgenen M&usen war ein
membranstandiges, punktuelles Verteilungsmuster von Inhibitor-1 erkennbar (Abb. 3.10
A/B). Auffallig hierbei war, dass Inhibitor-1 nicht in allen Zellen nachgewiesen werden

konnte.

Abbildung 3.10 Immunhistologische Darstellung der Inhibitor-1 Lokalisation. (A)
Léngsschnitt transgener Kardiomyozyten. (B) Querschnitt transgener Kardiomyozyten. (C)
Transgene Kardiomyozyten ohne den 1. Antikérper. (D) Wildtypkardiomyozyten. Es wurden
10 um dicke Kryoschnitte verwendet. Inhibitor-1 wurde mit einem Antikbrper nachgewiesen,
der an einen roten Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Die Anfarbung der Zellkerne erfolgte
durch DAPI (blau) und mittels Phalloidin, das an einen griinen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt war, konnte Actinin angeféarbt werden.
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3.5 Auswirkungen der Inhibitor-1 Uberexpression
3.5.1 Phosphorylierungszustand von Zielproteinen

Am Ende der p-adrenergen Signalkaskade steht die Phoysphorylierung von Zielproteinen.
Der Phosphorylierungsgrad von zwei Zielproteinen, Tnl und MyBPC, wurde mit
phosphospezifischen Antikdrpern im Western-Blot untersucht. Hierfiir wurden die Herzen von
Wildtyp- und Inhibitor-1 transgenen Mausen im Langendorffmodell perfundiert und zur p-
adrenergen Stimulation mit Isoprenalin stimuliert. Es zeigte sich kein Unterschied in der
Phosphorylierung von Tnl an Serin 23 und Serin 24 und MyBPC an Serin 282 zwischen
Wildtyp- und Inhibitor-1 transgenen Tieren unter basalen Bedingungen. Nach
Isoprenalinstimulation (10° M) war die Tnl Phosphorylierung an Serin 23 und Serin 24
unverandert. Die MyBPC-Phosphorylierung an Serin 282 war ebenfalls, im Vergleich zu

Wildtypmausen, nicht signifikant verandert (Abb. 3.11).

WT TG

A A
' N ™

- -“ - .. . Tnl-P23/24

ISO - - + + - = + +

Abbildung 3.11 Troponin | und Myosin-Binding-Protein-C-Phosphorylierung. Der
Nachweis erfolgte mit phosphospezifischen Antikérpern gegen MyBPC-Serin 282 und Tnl-
Serin 23/24 im Langendorffmodell unter basalen Bedingungen und nach einer akuten
Stimulation mit Isoprenalin (10° M). Es wurden je 30 ug Protein geladen (n= 3).

3.5.1.1 Regulation von Phospholamban

Eine zentrale Stellung in der Regulation des Calciumhaushalts und damit der Kontraktilitat
nimmt PLB ein. Die PLB-Konzentration wurde in Herzhomogenaten mit einem spezifischen

Antikérper im Immunoblot nachgewiesen.

PLB besitzt zwei Phosphorylierungsstellen. Eine PKA vermittelte an Serin 16 und eine CamK
Il vermittelte an Threonin 17. Wir untersuchten die PLB-Phosphorylierung sowohl nach
einfacher, schneller Praparation der Herzen als auch im Langendorffmodell. Die PLB-
Phosphorylierung ist sehr sensitiv und unterschiedliche Herzisolationszeiten kdnnen somit
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Einfluss auf die Phosphorylierung haben. Im Langendorffmodell konnten die Herzen nach
standardisiertem Protokoll, unabhangig vom Einfluss des Autonomen Nervensystems und
endogenen Katecholaminen, untersucht werden. Der Einfluss der Isolationszeit wurde
minimiert.

Nach einfacher, schneller Praparation bestand kein Unterschied in der PLB-
Phosphorylierung an Serin 16 und Threonin 17 zwischen Wildtyptieren und Inhibitor-1
transgenen Mausen (Abb. 3.12 A).

A
wT TG wT TG
53  ee— Swaess  ssesss @R CSQ
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Abbildung 3.12 Phospholamban-Phosphorylierung. (A) Représentativer Western Blot zur
Darstellung der PLB-Phosphorylierung nach einfacher Herzprdparation. Es wurden 50 ug
Protein pro Spur geladen. (B) Statistische Zusammenfassung der Phosphorylierung an Serin
16 und Threonin 17 im Verhéltnis zu CSQ (n= 3-4).

In den Untersuchungen im Langendorffmodell wurden die Herzen fir 10 min mit begaster
und erwarmter Thyrode-Lésung perfundiert. Zur Untersuchung der Auswirkungen einer f3-
adrenergen Stimulation erfolgte anschlieRend eine Stimulation mit Isoprenalin (10° M). In
diesem Modell war die PLB-Phosphorylierung an Serin 16 bei Inhibitor-1 transgenen-Tiere
unter basalen Bedingungen, d.h. nach alleiniger Perfusion mit Thyrode-Lésung, erniedrigt
(Abb. 3.13 B). Im Gegensatz dazu war die PLB-Phosphorylierung an Serin 16 nach -
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adrenerger Stimulation mit Isoprenalin (10° M), d.h. nach Aktivierung des Inhibitor-1 durch
die PKA, bei Inhibitor-1 transgenen Tieren im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren
signifikant erhéht (Abb. 3.13 C).

A WT TG
E.Y A
r Y N
e — g p— oty ¥ csQ

7 - N
- '.. ~ PLB-Ser16
-+ +

ISO = = %
*
c 1,5 c 4
o —
L ,
=} — a 3
o 1,0 -
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Q 3
= * S 2
3 0,5 2
[ y T wn
q 9 4 1
o o
0 0
Basal ISO-stimuliert

Abbildung 3.13 Phospholamban-Phosphorylierung an Serin 16. (A) Représentativer
Western Blot zur Darstellung der PLB-Phosphorylierung nach Isoprenalinstimulation im
Langendorffmodell. Der Nachweis erfolgte mit einem phosphospezifischen Antikérper im
Western Blot. Es wurden 30 ug pro Spur geladen. Statistische Zusammenfassung unter
basalen Bedingungen (B) und nach Isoprenalinstimulation (C) (+ p < 0,05 TG vs. WT, n=3)

3.5.2 Auswirkung der Inhibitor-1 Uberexpression auf die Proteinphosphatase-1
3.5.2.1 Phosphatasekonzentration

Es ist bekannt, dass die Uberexpression von inhibitorischen oder regulatorischen
Untereinheiten der Phosphatase-1 zu kompensatorischen Veranderungen der Phosphatase-
1 fihren kann. Da unter basalen Bedingungen im Langendorffmodell eine erniedrigte PLB-
Phosphorylierung (Abb. 3.13 B) auffiel untersuchten wir die Phosphatase-1-Konzentration

und Aktivitdat von Inhibitor-1 transgenen Ma&usen. Dazu wurden Gesamthomogenate
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verwendet. Ein Teil wurde in SDS-Puffer aufgenommen und zur Analyse der

Proteinkonzentration im Immunoblot benutzt.

Die Phosphatase-1-Konzentration Inhibitor-1 transgener Mause war bei Tieren der Linie 1
dreifach erhoht. Tiere der Linie 2 hatten eine fiinffach erhéhte Phosphatase-1-Konzentration
(Abb. 3.14 A/B). Die Konzentration der Phosphatase-2A war nicht erhéht (Abb. 3.14 B).

A
WT TG WT TG
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Abbildung 3.14 Immunologischer Nachweis von Phosphatase-1 und Phosphatase-2A.
(A) Dargestellt ist ein représentativer Western Blot der Founderlinie 1 zur Darstellung der
Phosphatase-1-Konzentration. Die Bestimmung der Phosphatase-2A-Konzentration erfolgte
nur fir die Linie 1. (B) Statistische Auswertung der Founderlinie 1 Phosphatase-1 und
Phosphatase-2A («p < 0,05 TG vs. WT, n=4).

3.5.2.2 Phosphatase-1-Aktivitat

Da die Inhibitor-1 transgenen Mause eine erhdhte Phosphatase-Konzentration zeigten,
stellte sich die Frage nach der Phosphataseaktivitat. Diese wurde in Gesamthomogenaten

der Herzen von 10 Wochen alten Mausen untersucht. Die gemessene Phosphatase-Aktivitat
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setzte sich unter den gegebenen Bedingungen (1 mM EDTA und Abwesenheit von
zweiwertigen Kationen) aus der Aktivitat der Phosphatase-1 und der Phosphatase-2A
zusammen. Zur Differenzierung zwischen Phosphatase-1 und der Phosphatase-2A-Aktivitat
wurde den Proben Okadasaure in einer Konzentration von 10 nM zugesetzt. Okadasaure
hemmt in dieser Konzentration nur die Phosphatase-2A. Daraus lieR sich der Anteil der
Phosphatase-2A-Aktivitat berechnen. Die spezifische Phosphatase-1-Aktivitat aus
Herzgewebe von Inhibitor-1 transgenen Tieren war gegenuber ihren
Wildtypgeschwistertieren ca. 3-fach erhéht (Abb. 3.15 A). Die Phosphatase-2A-Aktivitat war
nicht signifikant verandert (Abb. 3.15 B).
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Abbildung 3.15 Phosphatase-1 und Phosphatase-2A-Aktivitat in Herzhomogenaten
Inhibitor-1 transgener Mause. Statistische Auswertung der Phosphatase-1 (A) und
Phosphatase-2A-Aktivitat (B) von Wildtyp- und Inhibitor-1 transgenen Maé&usen in
Herzhomogenaten nach einfacher Herzpréparation (+ p < 0,056 TG vs. WT, n= 3-5).

Zur Untersuchung der Phosphataseaktivitdt nach p-adrenerger Stimulation wurde das
Langendorffmodell verwendet. Hier war die Phosphatase-1-Aktivitat Inhibitor-1 transgener
Tiere basal ebenfalls ca. 3-fach erhéht (Abb. 3.16 A). Unter Isoprenalinstimulation (107° M)
fiel die Phosphatase-1 Aktivitat der Wildtyptiere signifikant ab. Bei Inhibitor-1 transgenen
Tieren zeigte sich jedoch keine Anderung unter p-adrenerger-Stimulation (Abb. 3.16 A). Die
Phosphatase-2A zeigte keine Unterschiede zwischen Inhibitor-1 transgenen Tieren und
Wildtyptieren (Abb. 3.16 B).
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Abbildung 3.16 Phosphataseaktivitdt Inhibitor-1 transgener Mause im
Langendorffmodell. Graphische Darstellung der (A) Phosphatase-1- und (B) Phosphatase-
2A-Aktivitdt im Langendorffmodell unter basalen Bedingungen und nach
Isoprenalinstimulation (10° M) (= p < 0,05 basal vs. Isoprenalin stimuliert, n= 5-9).

3.5.3 Phéanotypisierung

Inhibitor-1 transgene Tiere waren aulierlich nicht von ihren Wildtypgeschwistertieren zu
unterscheiden. Sie zeigten keine Verhaltensauffalligkeiten und hatten das gleiche Gewicht
und die gleiche Gréle. Bis zu einem Alter von 12 Monaten hatten sie keine erhohte
Sterblichkeit.

Auffallig war, dass sie im Alter von 12 Wochen ein um 14% erhohtes Herz- zu Kérpergewicht
von 5,3 + 0,1 mg/g im Vergleich zu Wildtyptieren mit 4,6 + 0,2 mg/g hatten (Abb 3.17 A).
Dieser Unterschied stieg auf 17% nach 12 Monaten. Das Verhéaltnis des Herz- zu

Koérpergewicht betrug dann 4,1 + 0,1 mg/g im Vergleich zu 4,8 + 01 mg/g (Abb. 3.17 B).
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Abbildung 3.17 Relatives Herzgewicht Inhibitor-1 transgener Mause. Herzgewicht in mg
bezogen auf das Kérpergewicht der Méduse in g (A) im Alter von 3 Monaten und (B) im Alter
von einem Jahr (+ p < 0,05 TG vs. WT, n= 8-17).

3.5.4 Echokardiographie

Um die Auswirkungen der oben beschriebenen Veranderungen auf die Herzfunktion zu
untersuchen, wurden Inhibitor-1 transgene Mause echokardiographiert. Anfangs wurde eine
Ketamin/Xylazin-Narkose eingesetzt. Nachdem unter dieser Narkose einige Tiere starben
gingen wir zu einer Isofluranandsthesie Uber. Die Tiere wurden mit einer
Isoflurankonzentration von 1-1,8% Isofluran und einem Fluss von 0,5 I/min Uber eine Maske
anasthesiert. Die Herzfrequenz wurde wahrend der gesamten Untersuchungen gemessen.
Diese unterschied sich nicht zwischen Inhibitor-1 transgenen Mausen und ihren
Wildtypgeschwistertieren (Abb. 3.18).

Abbildung 3.18 Herzfrequenz Inhibitor-1

500 1 transgener Mausen Die Tiere waren mit Isofluran in
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Mit der Echokardiographie lielen sich nichtinvasiv Aussagen Uber die Morphologie und
Funktion am lebenden Tier treffen. Der Durchmesser des linken Ventrikels wurde in der
Systole und Diastole gemessen. Inhibitor-1 transgene Mause hatten einen gering dilatierten
linken Ventrikel (Abb. 3.19 A/B). Die linksventrikuldre Masse bei transgenen Tieren war
erhéht (Abb. 3.19 C). Als Mal fur die Kontraktilitdt des Herzens bestimmten wir die
Fractional Area Shortening (FAS %), den Prozentsatz der Verkleinerung des linken
Ventrikels wahrend der Systole. Die FAS war mit 46 + 2% bei Inhibitor-1 transgenen Mausen
signifikant niedriger als bei Wildtyptieren mit 52 +3% (Abb. 3.19 D). Zur f-adrenergen
Stimulation wurde den Tieren Dobutamin (2 ug/g KG) intraperitoneal injiziert und nochmals
die FAS bestimmt. Sie stieg bei Wildtyptieren um 19% auf 62%. Bei Inhibitor-1 transgenen
Tieren zeigte sich ein deutlich hdherer Anstieg um 35% auf 61%, sodass sich die FAS unter
B-adrenerger Stimulation nicht unterschied (Abb. 3.19 E).
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Abbildung 3.19 Ventrikeldimensionen und Kontraktilitat Inhibitor-1 transgener Mause.
Graphische Darstellung der echokardiographisch gemessenen (A) enddiastolischen und (B)
endsystolischen Ventrikeldurchmesser bei Inhibitor-1 transgenen Mé&usen im Alter von 20
Wochen. Vergleich der (C) linksventrikuldren Masse (LVM) im Verhéltnis zum Kérpergewicht
und der (D) FAS unter basalen Bedingungen. (E) Vergleich der FAS in Prozent nach
Dobutaminstimulation (2 ug/ g KG)(* p < 0,05 WT vs. TG).
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3.6 Modell der chronischen Isoprenalininfusion

Zur Uberprifung der Inhibitor-1 Uberexpression in der pathologischen Herzhypertrophie
wahlten wir das Modell der chronischen Isoprenalininfusion (15 mg pro kg KG uber 7 Tage).
Die Tiere wurden in vier Gruppen eingeteilt. Die Kontrolltiere erhielten Minipumpen, die mit

NaCl gefillt waren.

Inhibitor-1 transgene Tiere hatten nach einer Woche chronischer Isoprenalininfusion eine
signifikant héhere, echokardiographisch ermittelte, linksventrikulare Masse (+ 13%) als
Inhibitor-1 transgene Mause, die NaCl erhalten hatten. Bei ihren Wildtypgeschwistertieren
zeigte sich die dieselbe Tendenz (+ 7%), jedoch war der Unterschied nicht signifikant (Abb.
3.20 A). Das Verhaltnis des, nach Versuchsende gewogenen, Herz-zu-Kérpergewichts stieg
bei Inhibitor-1 und Wildtyptieren nach einer Woche Isoprenalininfusion im Vergleich zu
Tieren, die NaCl infundiert bekommen hatten, signifikant an. Inhibitor-1 transgene Tiere
zeigten dabei im Vergleich zu Wildtyptieren einen signifikant héheren Anstieg (Abb. 3.20 B).
Echokardiographisch war sowohl bei Inhibitor-1 transgenen Mausen als auch bei
Wildtyptieren die Reaktion auf akute p-adrenerge Stimulation mittels Dobutamininjektion (2
ug/ g KG) aufgehoben. Tiere, die NaCl infundiert bekommen hatten, reagierten weiterhin mit

einer Zunahme der FAS auf eine intraperitoneale Dobutamininjektion (Abb. 3.20 C).
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Abbildung 3.20 Herzgewicht und Kontraktilitat Inhibitor-1 transgener Mause nach einer
Woche chronischer Isoprenalininfusion. Graphische Darstellung des (A)
echokardiographisch gemessenen Verhéltnis LVM/KG und (B) des Verhéltnis des HG/KG
nach sieben Tagen Isoprenalin- (15 mg/kg KG) bzw. NaCl-Infusion (x p < 0,05 NaCl vs.
Isoprenalin, [ p < 0,056 WT vs. TG, n= 8-15). (C) Echokardiographisch gemessene
Verkleinerung der ventrikuldren Fldche wéhrend der Systole in Prozent (x p < 0,05 basal vs.
Dobutaminstimulation, n=8-15).

3.7 Ketamin/Xylazin-Narkose

Die ersten Pumpenimplantation wurden mit einer Ketamin (120 mg/kg KG) und Xylazin- (16
mg/kg KG) Narkose durchgefuhrt. Wahrend der Pumpenimplantationen starben drei
Inhibitor-1 transgene Mause und zwei Wildtyptiere, die eine mit Isoprenalin geflllte Pumpe
implantiert bekommen hatten. Die Inhibitor-1 transgenen Mause starben 10-15 min nach

Implantation der Pumpen. Die Wildtyptiere Uberlebten tendenziell etwas langer. Nach 25 min
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waren jedoch auch alle Wildtyptiere verstorben. Auffallig war, dass sowohl alle Wildtyptiere
als auch alle Inhibitor-1 transgene Mause, die eine mit NaCl geflllte Pumpe implantiert
bekamen, den Eingriff Uberlebten und dass bei Untersuchungen, die parallel an Inhibitor-1
Knock-out Tieren durchgefiihrt wurden, einige Tiere die Implantation von Isoprenalinpumpen
Uberlebten. Fur die oben beschriebenen Versuche wurde deshalb eine Isoflurannarkose
gewahlt.

Da Inhibitor-1 transgene Mause tendenziell schneller gestorben waren, wurde die Interaktion
zwischen der Narkose mit Ketamin/Xylazin und Inhibitor-1 weiter untersucht. Hierzu wurden
Wildtyp-, Inhibitor-1- transgenen und Inhibitor-1 Knock-Out Tieren Isoprenalinpumpen unter
einer Ketamin/Xylazin-Narkose mit kontinuierlicher EKG-Uberwachung implantiert. Bei dieser
Versuchsanordnung starben alle Inhibitor-1 transgenen Tiere (3 von 3 Tieren) innerhalb von
15 min. Alle Wildtypgeschwistertiere sind innerhalb von 25 min gestorben (4 von 4 Tieren).
Im EKG waren dabei hdhergradige Herzrhythmusstérungen (gehaufte polymorphe
ventrikulare Extrasystolen, Ventrikulare Tachykardien und Kammerflimmern s. Abb. 3.21)
aufffallig. Inhibitor-1 Knock Out Mause waren partiell geschitzt. 43% der Knock Out Tiere
Uberlebten die Implantation. Vier von sieben Mausen starben 20 bis 40 min nach der
Implantation (Abb 3.22).

200 ms

Abbildung 3.21 EKG wahrend einer Isoprenalinpumpenimplantation unter einer
Ketamin-Xylazin-Narkose. Exemplarische Darstellung verschiedener Rhythmusstérungen,
wie Ventrikuldre Extrasystolen, Ventrikuldre Tachykardien und Kammerflimmern in typischer
Reihenfolge.
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Abbildung 3.22 Kummulatives Uberleben von Inhibitor-1-transgenen, Inhibitor-1
Knock-Out und Wildtypmausen. Kaplan-Meier-Kurve von Inhibitor-1 transgenen und
Inhibitor-1 Knock-out M&usen im Vergleich zu lhren Wildtypgeschwistertieren wéhrend der
Isoprenalinpumpenimplantation unter einer Ketamin/Xylazin-Narkose (120 mg/kg KG
Ketamin und 16 mg/kg KG Xylazin) .
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4 Diskussion

4.1 Inhibitor-1 in der Herzinsuffizienz

Die Therapie der Herzinsuffizienz hat in den letzten 30 Jahren, seit der erstmaligen
Anwendung von Beta-Blockern durch Waagstein, durch die Einfilhrung von ACE-Hemmern
und Aldosteronantagonisten Fortschritte gemacht. Erfreulicherweise nimmt die
Verschreibung dieser Medikamente zu. Die mittlere Uberlebensdauer nach einer erstmaligen
Krankenhausaufnahme aufgrund von Herzinsuffizienz ist mit 2,3 Jahren bei Mannern und 1,8
Jahren bei Frauen jedoch immer noch erschreckend niedrig (Jhund et al. 2009). Weitere
Medikamente sind also notwendig, mussen ihren Vorteil aber bei zusatzlicher Gabe zu der
etablierten Kombinationstherapie zeigen. Dies gelang durch die zusatzliche Gabe von
Endothelinrezeptor-, Angiotensinrezeptor-, TNFa- und Interleukin-1-Antagonisten nicht
(Teerlink et al. 2002, Anker et al. 2002, Pfeffer et al. 2003).

Ein alternatives Konzept ware das Eingreifen in der intrazellularen p-adrenergen
Signalkaskade. Inhibitor-1 kénnte ein mdglicher Angriffspunkt sein. Bisher lagen allerdings
nur Daten (ber eine kurzzeitige adenovirale Uberexpression in der Zellkultur, sowie an
Engineered Heart Tissue vor (ElI-Armouche et al. 2004). Rattenkardiomyozyten, die mit
einem Inhibitor-1 exprimierendem Adenovirus infiziert wurden, zeigten eine erhdhte PLB-
Phosphorylierung und eine erhdhte Kontraktilitdt (EI-Armouche et al. 2003). Ebenso zeigten
Kardiomyozyten aus insuffizienten menschlichen Herzen, die mit einem konstitutiv aktiven
Inhibitor-1 infiziert wurden, eine stirkere Zellverkiirzung und héhere Ca?"Transienten nach
B-adrenerger Stimulation (Carr et al. 2002). Das Ziel dieser Arbeit war die Uberpriifung der
Auswirkungen einer langfristigen herzspezifischen Inhibitor-1-Uberexpression im transgenen

Mausmodell.

Das dazu verwendete Mausmodell berexprimierte den Inhibitor-1 herzspezifisch unter der
Kontrolle des aMHC-Promoters. Die Aktivitat dieses Promoters beginnt bereits wahrend der

Embryogenese und steigt nach der Geburt an (Subramaniam et al. 1991).

Inhibitor-1 transgene Mause Uberexprimierten die ,Wildtypform* des Inhibitor-1 der Ratte ca.
200-fach. Diese Mause entwickelten spontan eine kardiale Hypertrophie und zeigten im Alter
von 10 Monaten eine um 17% erhohte Herz- zu Kérpergewicht Ratio. Des Weiteren zeigte
sich im Modell der Katecholamin-induzierten Hypertrophie eine gegenuber Wildtyptieren
gesteigerte Zunahme der Herz- zu Kérpergewicht Ratio. Auffallig war eine kompensatorisch
2-3-fach gesteigerte Phosphatase-1-Konzentration und Aktivitat. Im Folgenden werden die
Hauptergebnisse diskutiert, mit publizierten Daten verglichen und abschlieRend wird ein

Ausblick auf an diese Arbeit anschliefiende Experimente gegeben.
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4.2 Inhibitor-1-Uberexpression

Inhibitor-1 wird in gesunden menschlichen Herzen in einer Konzentration von 125 fmol/mg
exprimiert (EI-Armouche et al. 2004). Daten Uber die Konzentration im Mauseherzen waren
bisher nicht bekannt. Die kardiale Inhibitor-1-Konzentration bei Wildtypmausen betrug 500
fmol/mg und war damit héher als beim Menschen. Die Inhibitor-1-Konzentration der
transgenen Mauslinien betrug 90 pmol/mg bzw. 110 pmol/mg und war somit ca. 200-
fachhéher als bei Wildtyptieren. Die Inhibitor-1 mRNA-Konzentration war ca. 300-fach
erhoht, sodass die erhéhte Proteinkonzentration auf eine erhdhte Expression zurtickzuflihren
war. Eine 200-fache Uberexpression ist im Vergleich mit anderen transgenen Linien, die ein
Protein ebenfalls unter Kontrolle des aMHC-Promoters iberexprimieren, sehr hoch. Inhibitor-
2 transgene Tiere Uberexprimierten Inhibitor-2 40-fach (Kirchhefer et al. 2005). p2-Rezeptor
transgene Mause zeigten eine 5-45-fache (Turki et al. 1996) und B1-Rezeptor transgene
Mause eine 5-15-fache Uberexpression (Engelhardt et al. 1999). Somit liegt die Inhibitor-1-

Konzentration potentiell in einem unphysiologisch hohen Bereich.

4.3 Die Inhibitor-1-Phosphorylierungsstellen Threonin 35 und Serin 67

Inhibitor-1 besitzt an Threonin 35 und Serin 67 Phophorylierungsstellen, die ihn
gegensatzlich regulieren. Die Phosphorylierung an Threonin 35 aktiviert Inhibitor-1 (Cohen et
al. 1988). Eine Phosphorylierung an Serin 67 hingegen hemmt seine Funktion (Braz et al.
2004). Beide Phosphorylierungsstellen lieRen sich mittels phosphospezifischer Antikérper
detektieren. Hier konnten eine relativ niedrige Threonin 35 und eine hohe Serin 67-
Phosphorylierung nachgewiesen werden, sodass ein Grof3teil des tberexprimierten Inhibitor-
1 unter basalen Bedingungen in seiner inaktiven Form vorliegen kdnnte. Interessant ist, dass
eine niedrige Threonin 35-Phosphorylierung auch in der menschlichen Herzinsuffizienz
gefunden wurde (El-Armouche et al. 2004). Dagegen konnte eine Serin 67-
Hyperphosphorylierung auch bei insuffizienten menschlichen Herzen gesehen werden (Braz
et al. 2004). Somit zeigt sich bei Inhibitor-1 transgenen Tieren ein Phosphorylierungsmuster

des Inhibitor-1, wie es auch in der menschlichen Herzinsuffizienz vorkommt.

4.4 Inhibitor-1-Lokalisation

Immunhistologisch gelang der Nachweis von Inhibitor-1 in den transgenen Tieren. Dabei war
ein ungewohnliches membranstandiges, punktuelles Verteilungsmuster erkennbar. Der
endogene Inhibitor-1 ist als zytosolisches Protein bekannt, und adenoviral infizierte

Kardiomyozyten zeigten ebenfalls eine zytosolische Verteilung (ElI-Armouche et al. 2003).
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Die membranstandige Anfarbung von Inhibitor-1 in transgenen Mausen kdnnte auf einen
Sekretionsmechanismus der Zelle hinweisen, welcher als Reaktion auf die unphysiologische
hohe Konzentration zurlckzuflihren sein kdnnte. Eine endgultige Erklarung konnte nicht

gefunden werden.

4.5 Phosphatase-1 Konzentration und Aktivitat

Inhibitor-1 transgene Mause hatten eine drei- bis vierfach erhdhte Phosphatase-1-Protein-
Konzentration im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren, und die Phosphatase-1-
Aktivitat war entsprechend signifikant erhéht. Dies kann zum einen auf eine erhdhte
Expression zuriickzufihren sein, kdnnte andererseits aber auch aus einem verminderten
Abbau resultieren. Verschiedene Daten sprechen fir letzteres. Die Phosphatase-1 wird
schnell abgebaut und liegt deshalb in der Zelle kaum in freier Form vor (Bollen et al. 1994).
Verschiedene Mausmodelle zeigten, dass eine Veranderung regulatorischer Untereinheiten
der Phosphatase-1 zu gleichsinnigen Anderungen ihrer Konzentration fiihrten. Eine
Uberexpression von RGL/GM, einer muskelspezifischen regulatorischen Untereinheit hatte
eine erhdhte Phosphatase-1-Konzentration zur Folge (Aschenbach et al. 2001). Der gleiche
Befund resultierte aus einer Inhibitor-2-Uberexpression (Kirchhefer et al. 2005). Eine
RGL/GM-Deletion bewirkte dagegen eine Abnahme der Phosphatase-1-Konzentration
(Suzuki et al. 2001). Unterstutzt wird die Theorie einer Verlangerung der Halbwertszeit durch
eine Interaktion mit regulatorischen Untereinheiten durch Untersuchungen an Inhibitor-2
transgenen Mausen mittels Northern Blot. Ein Anstieg der Phosphatase-1-mRNA war dabei
nicht nachweisbar (Kirchhefer et al. 2005). Dies sprach fir eine Stabilisierung der
Phosphatase-1 durch Assoziation mit regulatorischen Untereinheiten und musste durch
Messung der Phosphatase-1-mRNA bei Inhibitor-1 transgenen Mausen weiter untersucht
werden. Es zeigt aber auch, dass es bei klassisch generierten transgenen Mausmodellen zu
komplexen Anpassungsreaktionen kommen kann, die eine Interpretation der Ergebnisse

erschweren.

Die erhdhte Phosphatase-1-Aktivitat erklart sich bei gleichzeitiger Uberexpression der
Phosphatase-1 und des Inhibitor-1 durch die Notwendigkeit zur Aktivierung des Inhibitor-1.
Da Inhibitor-1 die Phosphatase-1 nur nach Phosphorylierung an Threonin 35 hemmt (Cohen
et al. 1988), kann bei gleichzeitigem Uberschuss der beiden Gegenspieler eine erhéhte
Phosphatase-1-Aktivitat resultieren. Damit unterschieden sich Inhibitor-1 transgene Tiere
grundsatzlich von transgenen Tieren, die eine konstitutiv aktive Form des Inhibitor-1 bzw.
den Inhibitor-2 tGberexprimierten (Pathak et al. 2005, Kirchhefer et al. 2005).
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4.6 Auswirkungen auf Zielproteine

Die Protein-Konzentration von PLB, MyBPC und Tnl war in den Herzen Inhibitor-1
transgener Mause nicht verandert. Die MyBPC-Phosphorylierung an Serin 282 und die
Phosphorylierung von Tnl an Serin 23 und Serin 24 waren ebenfalls nicht verandert. Die
Untersuchung der PLB-Phosphorylierung erfolgte sowohl basal nach einfacher Praparation
der Herzen als auch im Langendorffmodell. Fir die Untersuchungen nach einfacher
Préaparation wurden die Mduse mit CO, narkotisiert und durch cervikale Dilokation getétet.

Hierbei zeigte sich kein Unterschied der PLB-Phosphorylierung an Serin 16.

Fir Untersuchungen im Langendorffmodell wurde das Herz freiprapariert und mit begaster,
angewarmter Thyrode-Lésung antegrad perfundiert. Die Phosphorylierung an Serin 16 war in
diesem Modell unter basalen Bedingungen vermindert. Nach Stimulation mit Isoprenalin
kehrte sich das Verhaltnis um, und es zeigte sich eine Hyperphosphorylierung. Die Erklarung
hierflr durfte erneut die gleichzeitig erhéhte Konzentration der Phosphatase-1 und des
Inhibitors-1 sein. Ohne Stimulation (d.h. ohne Aktivierung des Inhibitors-1) wie im
Langendorffmodell unter basalen Bedingungen fihrt die erhéhte Phosphatase-1-Aktivitat zu
verminderter PLB-Phosphorylierung. Vergleichbare Ergebnisse zeigten auch Phosphatase-1
Uberexprimierende Mause. Diese hatten bei dreifach erhéhter Phosphatase-1-Expression
eine signifikant niedrigere PLB-Phosphorylierung (Carr et al. 2002). Nach p-adrenerger
Stimulation mit Isoprenalin (10° M) war die PLB-Phophorylierung im Vergleich zu
Wildtypherzen erhdht. Dies stimmte mit Untersuchungen an Inhibitor-1 adenoviral infizierten
adulten Rattenkardiomyozyten uUberein, die bei p-adrenerger Stimulation eine PLB-
Hyperphosphorylierung zeigten (ElI-Armouche et al. 2003). Eine mdgliche Erklarung ist die
Verstarkerfunktion von Inhibitor-1, welche die basal erhéhte Phosphatase-1-Aktivitat

Uberwinden kann.

Widersprichlich sind jedoch die Daten der Phosphataseaktivititsmessungen. So zeigten
Inhibitor-1 transgene Mause auch nach maximaler Isoprenalinstimulation eine hohe
Phosphataseaktivitat. Eine Erklarung hierflr kénnte sein, dass Inhibitor-1 nur in bestimmten
Kompartimenten der Zelle wirkt und die Phosphataseaktivitat im Gesamthomogenat nicht
verandert wird. Ahnliche Ergebnisse ergaben Versuche mit Mausen, die eine konstitutiv
aktive Form des Inhibitor-1 Uberexprimieren. Diese M&ause zeigten eine erhohte PLB-
Phosphorylierungen, hatten jedoch eine unveranderte Tnl und RyR-Phosphorylierung
(Pathak et al. 2005). Obwohl es in diesem Punkt eine Ubereinstimmung zwischen Inhibitor-1
transgenen Mausen und Mausen, die eine konstitutiv aktive Form des Inhibitors-1
Uberexprimieren gibt, unterscheiden sich diese beiden Modelle deutlich. Ein genauer

Vergleich der beiden Modelle folgt weiter unten.
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Dass sich die PLB-Phosphorylierungslevel bei einfacher Praparation nicht unterschieden,
kdnnte auf eine durch die CO,-Narkose und cervikale Dislokation bedingte uniiberschaubare

B-adrenerge-Stimulation zurlickzufiihren sein.

4.7 Morphologische und funktionelle Untersuchungen

Inhibitor-1 transgene Mause unterschieden sich aulerlich nicht von ihren Geschwistertieren.
Bis zu einem Alter von einem Jahr zeigten sie keine erhdhte Sterblichkeit. Auffallig war, dass
sie im Alter von 3 Monaten ein um 14% hoheres Herz-zu-Kérpergewicht als ihre
Wildtypgeschwistertiere hatten. Im Alter von 10 Monaten stieg der Unterschied auf 17% an.
Das Herz-zu-Korpergewicht ist ein sensitiver und wichtiger Parameter, da murine Herzen
ahnlich wie ein menschliches Herz auf eine Einschrankung der Herzfunktion mit der
Entwicklung einer Hypertrophie reagieren. Somit kénnte das erhéhte Herz-zu-Kérpergewicht

auf eine eingeschrankte linksventrikulare Funktion hindeuten.

Um funktionelle Aussagen treffen zu kénnen, wurden 20 Wochen alte Mause mittels
Echokardiographie untersucht. Die Untersuchung der linksventrikularen Funktion und
weiterer hamodynamischer Parameter ist bei Mausen mittels Katheter mdglich. Diese
invasive Methode erlaubt jedoch keine wiederholten Untersuchungen um Veranderungen
zwischen verschiedenen Zeitpunkten bzw. vor und nach einer Intervention zu untersuchen.
Die Echokardiographie eignet sich hierfiir als nichtinvasive Untersuchungsmethode, die eine
morphologische und funktionelle Charakterisierung von Mauseherzen erlaubt (Tanaka et al.
1996). Es lassen sich serielle Untersuchungen der linksventrikuldren Funktion, GroRe und
Masse durchfuhren. Als Messgrofie der linksventrikularen Funktion diente die Fractional
Area Shortening in der parasternal kurzen Achse. Die Intra- bzw. Interuntersuchervariabilitat
wird bei dieser Methode in der Literatur mit 10% angegeben. Einzelne Parameter konnen
zwischen verschiedenen einzelnen Mausen bis zu 25% schwanken, was v.a. auf eine
unterschiedliche Narkosetiefe zurtickzufuhren ist (Collins et al. 2003). Die Aufnahmen zur
Berechnung der linksventrikularen Masse wurden ebenfalls im B-Mode gemacht. Die mit
dieser Methode berechnete linksventrikuldre Masse zeigte in der Untersuchung von Collins
(2003) eine hohere Korrelation als im M-Mode berechnete Werte. In unseren
Untersuchungen korrelierten die berechneten Werte mit 0,8 mit dem gewogenen gesamten
Herzgewicht. Das Gewicht des linken Ventrikels wurde von uns nicht gewogen. Die

Korrelation unterschied sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht.

Die Narkose der Tiere erfolgte zunachst mit Ketamin und Xylazin. Nachdem unter dieser
Narkose einige Tiere starben, erfolgte der Umstieg auf eine Isoflurannarkose. Nahezu alle
Anasthetika wirken kardiodepressiv. Dies gilt auch fir Isofluran. Mause neigen aufgrund der
hohen Thoraxcompliance (Leith 1976) wahrend einer Narkose zur Atelektasenbildung (Kass
et al. 1998). Zusatzlich ist die Sauerstoffbindungskurve bei Mausen nach rechts verschoben
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(Schmidt-Neilsen und Larimer 1958). Diese Faktoren kdnnen aufgrund einer moglichen
Hypoxie zur kardialen Depression beitragen. Isofluran scheint die beste Wahl zur Narkose zu
sein. Die Kardiodepression ist gering und das Schlagvolumen wird kaum herabgesetzt. In
einer Konzentration von 1,5% wird auch die Herzfrequenz, die positiv mit dem
Schlagvolumen korreliert (Chaves et al. 2001), wenig beeinflusst. Zusatzlich sind Daten unter
Isoflurannarkose besser reproduzierbar (Chaves et al. 2001, Roth et al. 2002).
Problematisch kann der Einfluss der Isoflurannarkose auf die Sympathikusaktivitat sein.
FVB/N-Mause reagierten mit einem geringeren Anstieg der Herzfrequenz und der
Kontraktilitat (dP/dt) auf Isoprenalin unter einer Isoflurannarkose verglichen mit einer
Ketamin/Inactin-Narkose (Pena und Wolska 2005). Dieser Effekt scheint abhangig vom

Mausstamm zu sein und trat bei C57/BI6 Mausen, wie wir sie verwendeten, nicht auf.

Wildtyptiere hatten im Alter von 20 Wochen eine Fractional Area Shortening von 52%. Dies
entspricht Daten von anderen Arbeitsgruppen (Mor-Avi et al. 1999). Uberraschenderweise
hatten Inhibitor-1 transgene M&ause eine signifikant reduzierte linksventrikuldre Funktion.

Hierfur sind mehrere Ursachen denkbar.
1. Die erhohte Phosphatase-1-Aktivitat
2. Die Inhibitor-1-Uberexpression
3. Die unphysiologisch hohe Inhibitor-1-Konzentration

Es gibt einige Befunde, die fur die erhdohte Phosphatase-1-Aktivitdt als Ursache der
kontraktilen Dysfunktion sprechen. Die Phosphatase-1-Aktivitat ist in insuffizienten
menschlichen Herzen erhéht (Neumann et al. 1997). Weiterhin gibt es ein transgenes
Mausmodell welches diese These stitzt. Transgene Mause, die die Phosphatase-1
herzspezifisch Uberexprimieren, entwickelten im Alter von sechs Monaten eine kardiale
Hypertrophie und hatten schon nach drei Monaten eine eingeschrankte linksventrikulare
Funktion (Carr et al. 2002).

Eine wichtige Rolle in der Entstehung der Hypertrophie dirfte dabei die reduzierte PLB-
Phosphorylierung und die daraus folgende verstarkte Hemmung der SERCA spielen, welche
zu einer verminderten diastolischen Calciumaufnahme in das SR flihrt. Dazu passend flihrte
ein PLB-Knock-Out, und damit Aufhebung der SERCA-Inhibition, bei Mdusen zu einer
gesteigerten Kontraktilitat (Luo et al. 1994). Dieses Modell konnte nach Kreuzung mit
verschiedenen Herzinsuffizienzmodellen sogar bei einigen dieser Modelle, jedoch nicht in
allen (Kiriazis et al. 2002, Song et al. 2003) die Entstehung einer Herzinsuffizienz verhindern
bzw. den Verlauf dieser abschwachen (Sato et al 2001, Minamisawa et al. 1999, Engelhardt
et al. 2004). Brittsan et al. konnten zeigen, dass eine nicht phosphorylierbare PLB-Mutante,

und damit verstarkte SERCA-Inhibition, eine Hypertrophie induziert (Brittsan et al. 2000).
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Ebenso fuhrte ein Modell mit einem superinhibitorischen PLB zur Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie (Hagighi et al. 2001). Die verminderte PLB-Phosphorylierung und damit
verstarkte Hemmung der SERCA scheint somit als Vermittler zwischen einer erhéhten
Phosphatase-1-Aktivitat und der Entwicklung einer Hypertrophie bei Mausen zu stehen. Zu
dieser Theorie passt die von uns im Langendorffmodell gefundene reduzierte PLB-
Phosphorylierung der Inhibitor-1 transgenen Mause, sodass die erhohte Phosphatase-1-
Aktivitat als Ausloser der Hypertrophie und eingeschrankten linksventrikuldren Funktion
moglich erscheint. Aus diesem Modell ergeben sich zwei Therapieansatze. Zum einen die
Inhibition von PLB, zum anderen die Uberexpression bzw. Verstarkung der SERCA. Ein
gentherapeutischer Ansatz zur Inhibition von PLB konnte im Tiermodell die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz verhindern bzw. abschwachen (Hoshijima et al. 2002, del Monte et al. 2002,
lwanaga et al. 2004). Die Uberexpression von SERCA fiihrte im Maus- und Schweinemodell
zur Verbesserung der linksventrikuldren Funktion in der Herzinsuffizienz (del Monte et al.
2001, Kawase et al. 2007). Da dieser Ansatz im Tiermodell vielversprechende Erfolge zeigte,
wurde kurzlich eine klinische Studie bei Herzinsuffizienzpatienten gestartet (Hajjar et al.
2008).

Interessanterweise bestehen, zumindest bezuglich Phospholamban, deutliche Unterschiede
zum Menschen. So fuhrt auch im Menschen eine ,Gain-of-function“-Mutation von PLB zu
einer dilatativen Kardiomyopathie (Haghighi et al. 2004). Andererseits wurde in zwei
griechischen Familien eine PLB-Mutation beschrieben, die zum Einbau eines Stopcodons
fuhrt. Heterozygote Trager dieser Mutation entwickeln eine Hypertrophie ohne
Einschrankung der linksventrikularen Funktion. Bei homozygoten Tragern fuhrt die Mutation
bereits im Jugendalter zu einer transplantationspflichtigen dilatativen Kardiomyopathie.
Verbliffenderweise ist in diesen explantierten Herzen kein PLB nachzuweisen, sodass von
einer Nullmutante mit Aufhebung der SERCA-Inhibition durch PLB auszugehen ist (Haghighi
et al. 2003). Das zeigt, dass sich die im Tiermodell erfolgreichen Ideen wahrscheinlich nicht

problemlos auf den Menschen Ubertragen lassen werden.

Fur eine Beteiligung von Inhibitor-1 an der Entstehung der Hypertrophie sprechen
Untersuchungen mit Inhibitor-1 Knock-out Mausen. Diese Mause haben eine normale
Herzfunktion mit erhaltener kontraktiler Reserve. Sie zeigen in vitro eine leichte
Subsensitivitat gegeniber p-adrenerger Stimulation. Nach chronischer Isoprenalininfusion
zeigten Inhibitor-1 Knock-out Tiere im Vergleich zu Wildtypgeschwistertieren aber eine
deutlich geringere Hypertrophie-Entwicklung und eine geringer ausgepragte interstitielle
Fibrose. Wahrend es bei den Wildtyptieren zu einer kompletten Desensitivierung gegenuber
akuter p-adrenerger Stimulation mit Dobutamin kam, war der positiv inotrope Effekt von
Dobutamin in den Inhibitor-1 Knock-out Mausen teilweise erhalten, d.h. das Fehlen von
Inhibitor-1 schitzte vor der Entwicklung einer Isoprenalin induzierten Hypertrophie und f-
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adrenergen Desensitivierung (EI-Armouche et al. 2008). Diese Befunde sprechen fir eine
pathophysiologisch unglinstige Rolle des Inhibitor-1 in der Herzinsuffizienz. Im
Umkehrschluss kénnte seine Uberexpression die Entwicklung einer Hypertrophie

begunstigen.

Eine dritte Erklarung ware die unphysiologisch hohe Expression von Inhibitor-1. Sie kdnnte
unabhangig von der Inhibitor-1 Funktion zur Hypertrophie fihren. So konnte gezeigt werden
dass transgene Mause, die Green Fluorescent Protein (GFP) herzspezifisch
uberexprimieren, eine dilatative Kardiomyopathie entwickelten (Huang et al. 2000).
Interessanterweise war hierbei eine deutliche Abhangigkeit vom Expressionsniveau zu
erkennen. Eine Mauslinie, die GFP in geringer Menge exprimierte zeigte keinen Anstieg der
Herzgewicht-zu-Kdérpergewicht-Ratio. Mauslinien die die 10 bis 12-fache Menge
exprimierten, entwickelten eine Kardiomyopathie, sodass davon auszugehen ist dass die
unphysiologisch hohe Konzentration eines Proteins, unabhangig von seiner physiologischen
Rolle zu einer Stérung der Zellfunktion, und letztlich zur Entwicklung einer kardialen

Hypertrophie flihren kann.

4.8 Herzinsuffizienzmodell der chronischen Isoprenalininfusion

Die Auswahl eines geeigneten Tiermodells fur die menschliche Herzinsuffizienz ist schwierig.
Es gibt kein Tiermodell, das alle Aspekte der menschlichen Herzinsuffizienz abbildet. Die
Atiologie der Herzinsuffizienz ist multifaktoriell und alle experimentellen Modelle haben ihre
Grenzen. Zudem bestehen deutliche Unterschiede in der Herz-Kreislaufphysiologie zwischen
dem Menschen und der Maus, wie am Beispiel des PLB-Knock-out Modells eindrucksvoll zu
sehen ist. Aus verschiedenen Griinden wurde das Modell der durch chronische B-adrenerge
Stimulation (Isoprenalin) hervorgerufenen Herzhypertrophie verwendet. Das Modell ist in
unserem Labor gut etabliert. Es ist ein technisch einfaches Modell und viele der
Veranderungen, die bei der Isoprenalin-induzierten Herzhypertrophie zu beobachten sind,
gehen in die gleiche Richtung wie in der menschlichen Herzinsuffizienz. Dies trifft

insbesondere auf die Veranderungen in der p-adrenergen Signalkaskade zu.

Die p-Rezeptorendichte nimmt ab (Mende et al. 1992). Die inhibitorischen GTP-bindenden
Proteine werden vermehrt exprimiert (Eschenhagen et al. 1992, Mende et al. 1992) und der
cAMP-Gehalt der Zellen ist vermindert (Stein et al. 1996). Weiterhin kommt es zu einer
erhdhten Aktivitat von p-Adrenozeptor-Kinasen (Urasawa et al. 1996) und damit zur
Entkopplung der -Rezeptoren vom nachgeschalteten Signalweg. Alle diese Veranderungen
sind auch in der menschlichen Herzinsuffizienz zu finden und fuhren letztlich zur

Desensitivierung, sodass der positiv inotrope Effekt von Isoprenalin nach chronischer
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Isoprenalininfusion abgeschwécht ist (Stein et al. 1996, Linck et al. 1996). Insbesondere die
von uns untersuchte Phosphatasen/Phosphatase-Inhibitor-Achse ahnelt im Modell der
chonischen Isoprenalininfusion der menschlichen Herzinsuffizienz. Chronische
Isoprenalininfusion fuhrt im Rattenmodell zu einer erhdhten Phosphataseaktivitat (Boknik et
al. 2000), vergleichbar der menschlichen Herzinsuffizienz. Und die Inhibitor-1-Konzentration
war im Modell der chronischen Isoprenalininfusion ebenfalls wie in der menschlichen

Herzinsuffizienz erniedrigt (EI-Armouche et al. 2007).

Natiirlich missen auch die Limitationen dieses Modells gesehen werden. Die Atiologie der
menschlichen Herzinsuffizienz ist zumeist multifaktoriell (z.B. ischamisch und Hypertonie
assoziiert). In vielen Fallen bendtigt die Entstehung einer Herzinsuffizienz viele Jahre (z.B.
Hypertonus). In anderen Fallen, wie z.B im Rahmen eines grof’en Vorderwandinfarkts,
entsteht sie innerhalb weniger Tage. Das Modell der chronischen Isoprenalininfusion ist auf
einen Faktor beschrankt und kann naturgemaR diese unterschiedlichen Zeitverlaufe nicht
abbilden. Interessanterweise sind Falle beschrieben, in welchen bei
Herzinsuffizienzpatienten, die zu einer Herztransplantation anstanden, ein
Phaochromozytom diagnostiziert wurde. Die Behandlung dieses Tumors verbesserte die
Herzfunktion, sodass eine Transplantation nicht mehr nétig war (Imperato-McGinley et al.
1987, Quigg und Om 1994, Brilakis et al. 1999). Dies zeigt, dass unregulierte, hohe
Katecholaminkonzentrationen zu einer Herzinsuffizienz fiihren kdnnen, die klinisch nicht von
einer Herzinsuffizienz anderer Atiologie unterschieden werden kann. Diese Befunde
unterstreichen die Bedeutung des Modells der chronischen Isoprenalininfusion als
Herzinsuffizienzmodell. Wir wahlten eine tagliche Isoprenalindosis von 15 mg Isoprenalin pro
Kilogramm Korpergewicht. Dies entspricht einer mittleren Dosierung im Vergleich zu von
anderen Arbeitsgruppen verwendeten Dosierungen. In der Literatur sind Dosierungen
zwischen 0,3 mg pro kg Kérpergewicht (Kudej et al. 1997, Hu et al. 2006) und 100 mg pro kg
Kdrpergewicht beschrieben (Faulx et al. 2005).

Inhibitor-1 transgene Mause reagierten auf die chronische Isoprenalininfusion mit einem
hoheren Anstieg des Herz-zu-Korpergewichts und des Verhaltnisses der linksventrikularen
Masse zum Korpergewicht als Wildtyptiere. Auffallig war hierbei, dass es bei Wildtyptieren
nur zu einem knapp 10%igen Anstieg kam. Ratten zeigten nach einer chronischen
Isoprenalininfusion von 2,4 mg pro kg Koérpergewicht einen Anstieg um knapp 40% (EI-
Armouche et al. 2007) und die Infusion von 0,3 mg Isoprenalin Uber funf Tage flhrte zu
einem Anstieg um knapp 30 % (Kudej et al. 1997). Eine mdgliche Erkldrung des geringen
Anstiegs konnte der verwendete Mausstamm sein. C57/BlI6-Mause reagierten mit einer
deutlich geringer ausgepragten Hypertrophie auf eine chronische Isoprenalininfusion als ein

A/J-Mausstamm. Dies war v.a. auf eine ausgepragte p-adrenerge Desensitivierung,
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ausgeldst durch eine Downregulation der p-Rezeptoren und verminderte AC-Aktivitat,

zuruckzufuhren (Faulx et al. 2005).

Diese Daten lassen auf eine pathophysiologisch unglinstige Rolle des Inhibitor-1 in der
Herzinsuffizienz schliessen und stehen im Kontrast zu einem Mausmodell, welches eine
trunkierte Form des Inhibitors-1 herzspezifisch Uberexprimiert. Diese transgenen Mause
waren im Modell der druckinduzierten Herzinsuffizienz geschiitzt (Pathak et al. 2005). Es gibt
jedoch wichtige Unterschiede zwischen dem von uns gewahlten Modell und der
Uberexpression einer trunkierten Form des Inhibitor-1. So ist diese Form konstitutiv aktiv und
muss nicht Uber die PKA aktiviert werden. Der trunkierten Form fehlen die beiden PKC-
Phosphorylierungsstellen an Serin 67 und Serin 75. Eine Phosphorylierung an diesen Stellen
fuhrte zu einer verminderten Affinitdt des Inhibitor-1 gegeniber der Phosphatase-1
(Rodriguez et al. 2007). Interessanterweise fuhrte eine verstarkte Phosphorylierung von
Inhibitor-1 durch die PKCa zu einer eingeschrankten linksventrikuldren Funktion (Braz et al.
2004) und Inhibitor-1 transgene Tiere zeigten eine starke Serin 67-Phosphorylierung. Die
PKC wurde von uns nicht weiter untersucht. Eine erhdhte PKC-Aktivitat in diesen Tieren
kénnte allerdings zur Entwicklung der Hypertrophie beitragen. Ein weiterer Unterschied ist
die niedrigere Affinitat von trunkiertem Inhibitor-1 zur Phosphatase-1 als die der Wildtypform.
Dieses Detail mag zuerst unwichtig erscheinen. Es kann jedoch dazu fuhren, dass trunkierter
Inhibitor-1 als partieller Agonist wirkt und die Phosphatase-1 unter basalen Bedingungen
inhibiert, unter p-adrenerger Stimulation jedoch mit der Wildtypform von Inhibitor-1
konkurriert und somit die p-adrenerge Stimulation inhibiert (EI-Armouche und Eschenhagen
2008). Ein weiterer Unterschied konnte die Wirkung auf verschiedene Zielproteine sein. Es
gibt Hinweise, dass die trunkierte Form spezifisch auf PLB wirkt und die Phosphorylierung
des RyR nicht beeinflusst (Pathak et al. 2005).

4.9 Ketamin/Xylazin-Narkose

Wahrend der ersten von uns durchgefuhrten Pumpenimplantationen starben
Uberraschenderweise unter der Narkose mit Ketamin und Xylazin alle Mause, die eine mit
Isoprenalin gefiillte Pumpe implantiert bekamen innerhalb kurzer Zeit. Dagegen Uberlebten
alle NaCl-Kontrolltiere. EKG-Aufzeichnungen zeigten vermehrt auftretende ventrikuléare
Rhythmusstérungen, die letztlich zum Tod flhrten. Dies stimmt Uberein mit Beobachtungen,
die eine vermehrte Arrhythmogenitat unter der kombinierten Gabe von Xylazin, Ketamin und
Katecholaminen zeigten (Wright et al. 1987). Da Inhibitor-1 eine Verstarkerfunktion in der 3-
adrenergen Signalkaskade hat, kdnnte sein Verlust zu einem Schutz vor diesen Arrhythmien

fihren. Wir haben deshalb diese Versuche mit Inhibitor-1-Knock-out-Tieren wiederholt. In
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dieser Gruppe Uberlebten 3 von 7 Tieren die Implantation von Isoprenalinpumpen unter der
Narkose mit Xylazin und Ketamin. Eine mdgliche Erklarung dieser Befunde kdnnte eine
durch den Verlust des Inhibitor-1 bewirkte partielle ,interne Beta-Blockade“ sein, welche die
Mause vor den Rhythmusstérungen schitzt. Hierfur spricht, dass Wildtyptiere, die mit dem
Beta-Blocker Metoprolol vorbehandelt waren, ebenfalls vor tédlichen Arrhythmien geschutzt

waren (El-Armouche et al. 2008).

Beta-adrenerge-Desensitivierung: Gut oder schlecht?

Eine zentrale Frage ist, ob die Veranderungen der p-adrenergen Signalkaskade, welche in
der Herzinsuffizienz gesehen werden, ursachlich fur diese sind oder nur eine Folge sind.

Verschiedene Argumente sprechen fir eine kompensatorische Desensitivierung.

1. Eine chronische Katecholamininfusion flhrt bei Nagetieren zu einer g-adrenergen
Desensitivierung (Osadchii et al. 2007, EI-Armouche et al. 2007).

2. Die Desensitivierung der p-adrenergen Signalkaskade ist unabhangig von der

Ursache der Herzinsuffizienz (EI-Armouche und Eschenhagen 2008).

3. Sie ist umso starker, je ausgepragter die Herzinsuffizienzsymptome und damit die

Plasmakatecholaminspiegel sind (Engelhardt et al. 1996, Cohn et al. 1984).

Falls die Desensitivierung also eine Reaktion darstellt, fihrt dies zur nachsten

entscheidenden Frage.

Ist dies eine protektive Reaktion vor proarrhythmischen und energieverbrauchssteigernden
Effekten der exzessiv erhdhten Katecholamine oder verstarkt sie z.B. Uber eine verringerte

PLB-Phosphorylierung die kontraktile Dyfunktion und ist letztlich sogar schadlich?

Begonnen wurde diese Arbeit mit der Hypothese, dass eine Uberexpression von Inhibitor-1
eine positive Wirkung in der Herzinsuffizienz erzielen kénnte. Letztlich reihen sich unsere
Daten jedoch in eine Anzahl von Befunden ein, welche die Theorie stutzen, dass die f3-
adrenerge Desensitivierung, und damit auch die Down-Regulation des Inhibitor-1 ein
protektiver Mechanismus ist. Hierfur spricht zuallererst, dass eine Therapie, welche auf eine
Uberwindung dieser Desensitivierung angelegt ist (Katecholamine,
Phosphodiesteraseinhibitoren), zu einer erhéhten Letalitat fihrt (O'Connor et al. 1999,
Feldman et al. 1993, Stevenson et al. 2003), eine Therapie mit Beta-Blockern dagegen

langfristig das Uberleben und die linksventrikulére Funktion verbessert (Hall et al. 1995).

Unterstutzt wird diese Theorie durch verschiedene Mausmodelle, in welchen Teile der -
adrenergen Signalkaskade Uberexprimiert bzw. ausgeschaltet wurden (Ubersicht in El-

Armouche und Eschenhagen 2008). Interessant ist hierbei, dass die Uberexpression eines
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stimulierenden Elements der p-adrenergen Signalkaskade primar zu einer Hyperkontraktilitat
fuhrt, langfristig aber zur Ausbildung einer Kardiomyopathie, vermehrten Arrhythmien und
einer erhodhten Letalitat (EI-Armouche und Eschenhagen 2008). Transgene Tiere, die den
p1-Adrenozeptor Uberexprimieren, zeigten initial eine Hyperkontraktilitat, entwickelten aber
im Alter eine linksventrikuldre Dysfunktion und kardiale Fibrose (Engelhardt et al. 1999).
Transgene Mause mit einer herzspezifischen Uberexpression des stimulierenden G-Proteins
(Gs) reagierten starker auf eine p-adrenerge Stimulation, verstarben jedoch frihzeitig.
Interessanterweise konnte dies durch die Gabe des Beta-Blockers Propranolol verhindert
werden (Vatner 2001). Ebenso wirkte sich die Uberexpression der Proteinkinase A negativ
aus. Diese Tiere hatten eine eingeschrankte linksventrikuldre Funktion und verstarben an
Arrhythmien (Antos et al. 2001) bereits nach 3 Monaten. Dass die Entwicklung der kardialen
Dysfunktion durch eine p-adrenerge Aktivierung verursacht ist, wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass die Effekte durch die Gabe von Propranolol aufgehoben werden konnten
(Asai et al. 1999). Neben den Mausmodellen gibt es noch weitere Untersuchungen, die auf
einen positiven Effekt der -adrenergen Desensitivierung deuten. So konnte kirzlich gezeigt
werden, dass eine gain-of-function-Mutation von GRK5, einem Enzym das Uber eine
Entkopplung des p1-Rezeptors von der intrazellularen Signalkaskade zu einer
Desensitivierung fiihrt, das Uberleben von herzinsuffizienten Afro-Amerikanern verlangert
(Liggett et al. 2008). Es gibt weiterhin transgene Mausmodelle mit dem Verlust eines
aktivierenden Elements der fp-adrenergen Signalkaskade. Die Ergebnisse dieser
Mausmodelle favorisieren ebenfalls die Idee der Desensitivierung als protektive Reaktion.
Adenylylcyclase 5 (AC 5)-Knock-out-Mause sind vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
im Modell der chronischen p-adrenergen Stimulation und im Modell der druckinduzierten
Herzinsuffizienz geschitzt (Okumura et al. 2003, 2007). Ahnliche Ergebnisse zeigten auch
Versuche mit Inhibitor-1-Knock-out-Mausen, welche vor der Entwicklung einer
linksventrikularen Dysfunktion nach chronischer Isoprenalininfusion geschutzt waren (El-
Armouche et al. 2008).

Allerdings fiihrte die Uberexpression der Adenylycyclase 6 (AC 6), eines stimulierenden
Elements der p-adrenergen Signalkaskade, zu einer Sensitivierung des Herzens gegenuber
kurzfristiger p-adrenerger Stimulation und auch langfristig kam es nicht zur Entwicklung einer
linksventrikularen Dysfunktion. Sie schutzte sogar vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
im Modell der ischamisch bedingten Herzinsuffizienz (Takahashi et al. 2008, Roth et al.
2002). Und ein weiteres transgenes Mausmodell ist auffallig. Die Ausschaltung der GRK2,
einer p-Adrenorezeptorkinase, und damit eines inhibierenden Elements der p-adrenergen
Signalkaskade, fuhrt zu einer verbesserten linksventrikularen Funktion und verringert die

Mortalitdt nach einem Myokardinfarkt. Und natirlich sind die bereits oben besprochenen
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Ergebnisse der transgenen Mause, welche die trunkierte, konstitutiv aktive Form des

Inhibitor-1 Gberexprimierten, zu beachten.

In Zusammenschau dieser Befunde Uberwiegen jedoch die Daten, die flr die f-adrenerge
Desensitivierung als protektiven Mechanismus sprechen. Es ist jedoch noch lange nicht
geklart, ob eine partielle interne Beta-Blockade bzw. die Resensitivierung des p-adrenergen
Signalweges eine neue therapeutische Option darstellen kénnte. Ein Ansatz fir eine interne
Beta-Blockade ware der Inhibitor-1. Interessant waren davor weitere Untersuchungen mit
konditionell transgenen Tieren, wie sie aktuell in unserem Labor durchgefihrt werden. Ein
weiterer moglicher Ansatzpunkt kdnnte die Hemmung der AC 5 sein. Alternativ ware eine
Resensitivierung der AC 6 denkbar oder mdglicherweise ein Ansatz mit dem konstitutiv
aktiven Inhibitor-1. Das groRe Hindernis hierbei ist sicherlich die Notwendigkeit eines
gentherapeutischen Ansatzes. Ein solcher Ansatz ware wichtig, da es aktuell so scheint, als
sei das Konzept der neurohumeralen Blockade in der Herzinsuffizienztherapie ausgereizt. So
konnte zuletzt eine Studie mit Ivabradin keinen Vorteil in Kombination mit der etablierten
Therapie zeigen (Fox et al. 2008). Neue medikamentdse Therapiestrategien sind deshalb

notwendig.
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5 Zusammenfassung

In der Herzinsuffizienz fihrt die chronische Erhéhung des Sympathikotonus zur
Desensitivierung des f-adrenergen Signalweges, wodurch nachfolgend die
Phosphorylierung von regulatorischen Phosphoproteinen verandert wird. Der
Phosphorylierungszustand wichtiger Phosphoproteine kann Uber eine Aktivierung der
entsprechenden Kinase oder eine Hemmung der entsprechenden Phosphatase verandert
werden. Die Proteinphosphatasen werden unter anderem durch inhibitorische Proteine
reguliert. Der Proteinphosphatase-Inhibitor-1 stellt eines dieser inhibitorischen Proteine dar.
Inhibitor-1 wird durch die cAMP abhangige Proteinkinase A an Threonin 35 phosphoryliert
und hemmt ausschlielBlich in diesem Zustand die im Herzen vorherrschende
Proteinphosphatase-1. Eine Phosphorylierung durch die Proteinkinasa Ca (PKCa) hat
funktionell den gegensinnigen Effekt, d.h. eine Serin 67-Phosphorylierung bewirkt eine
Abnahme der Inhibitor-Aktivitdt. Des Weiteren wird Inhibitor-1 von der Ca*/Calmodulin-
abhangigen Phosphatase (Calcineurin) an Threonin 35 dephosphoryliert (deaktiviert). Damit
kdnnte Inhibitor-1 als konditionelles, positiv inotropes Element der p-adrenergen
Signalskaskade mit einer doppelten endogenen Rickkopplung (PKCa/Calcineurin) wirken.
Die Inhibitor-1-Konzentration ist im insuffizienten menschlichen Myokard erniedrigt und seine
PKA-Phosphorylierung (Aktivitat) reduziert. Dies trdgt wahrscheinlich zur p-adrenergen
Subsensitivitdt und Einschrankung der kontraktilen Reserve bei. Dies flhrte uns zur
Hypothese, dass eine Erhdhung der Inhibitor-1 Proteinmenge die kontraktile Funktion
verbessern und somit einen potentiellen Angriffspunkt in der Therapie der Herzinsuffizienz
darstellen konnte.

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurde ein transgenes Mausmodell mit herzspezifischer

Inhibitor-1 Uberexpression etabliert. Folgende Haupergebnisse wurden erzielt:

1. Es wurden zwei transgene Mauslinien mit 200-300 facher Uberexpression von
Inhibitor-1 generiert. In diesen Linien waren die Phosphorylierungsstellen an Threonin
35 und Serin 67 intakt. Auffallig waren eine niedrige Threonin 35 und eine hohe Serin

67-Phosphorylierung.

2. Inhibitor-1 transgene Mause zeigten eine 2-3-fach erhéhte Phosphatase-1-
Konzentration und Aktivitat, die wahrscheinlich kompensatorisch war und eine

Ursache-Wirkungs Analyse hinsichtlich des Phanotyps erschwerte.

3. Im Langendorffmodell zeigten Inhibitor-1 transgene Mause eine verminderte PLB-
Phosphorylierung unter basalen Bedingungen und eine erhohte PLB-
Phosphorylierung nach Isoprenalinstimulation (10‘6 M), was implizierte, dass unter
basalen Bedingungen die Phosphatase-1-Aktivitat uberwog, nach f-adrenerger
Stimulation jedoch eine Aktivierung des Inhibitor-1 erfolgte, welche die erhéhte

Phosphatase-1-Aktivitat GUberwinden konnte.
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Zusammenfassung

4. Inhibitor-1 transgene Mause entwickelten im Alter von 3 Monaten spontan eine
kardiale Hypertrophie und zeigten eine Einschréankung der linksventrikularen

Funktion.

5. Im Modell der chronischen Isoprenalininfusion reagierten Inhibitor-1 transgene Tiere

mit einer signifikant héheren Zunahme der Herz-zu-Kérpergewichts Ratio.

6. Das Fehlen von Inhibitor-1 in parallel untersuchten Inhibitor-1 Knock-Out Mausen
schitzte vor Isoprenalin-induzierten tddlichen Arrhythmien unter einer

Ketamin/Xylazin-Narkose.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass eine Inhibitor-1 Uberexpression zur Entwicklung
einer kardialen Hypertrophie und kardialer Dysfunktion fihrt. Gleichzeitig sensitiviert sie
gegenuber Katecholamin-induzierter Hypertrophie, sodass diese Daten gegen eine
Uberexpression von WIidtyp-Inhibitor-1 zur Therapie der chronischen Herzinsuffizienz

sprechen.
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7 Anhang

7.1 Ergebnistabellen des Modells der chronischen Isopranlaininfusion

Nr. Alter G. LVM HG KG | LVM/KG | HG/KG | FAS HF
(W.) (mg) (mg) | (9) (mg/g) (mg/g) | (%) | (S/min)
227 17 f 113 141 | 273 4,1 5,2 55 490
229 17 f 108 122 | 26,1 4,1 4,7 49 454
234 17 m 135 188 | 357 3,8 5,3 52 517
251 21 m 137 183 | 34,5 4,0 5,3 24 545
233 17 m 103 160 | 34,3 3,0 4,7 45 467
65 18 f 83 125 | 26,5 3,1 4,7 50 447
66 18 m 17 157 | 323 3,6 4,9 47 451
78 18 m 147 153 | 30,5 4,9 5,0 40 483

Tabelle 7.1.1 Wildtyp (NaCl)
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Nr. Alter LVM HG KG LVM/KG HG/KG FAS HF
(W.) (mg) (mg) (9 (mglg) (mglg) | (%) | (S/min)
230 17 122 161 26,7 4,6 6,0 48 480
231 17 101 131 26,8 3,8 4,9 55 576
236 17 131 186 | 33,6 3,9 5,5 47 580
250 21 148 185 | 33,5 4,4 5,5 44 476
47 18 108 139 | 26,1 4,1 53 58 560
50 18 122 135 | 31,9 3,8 4,2 53 521
1 18 125 196 | 31,7 3,9 6,2 31 447
Tabelle 7.1.2 Wildtyp (Isoprenalin 10%")
Nr. Alter LVM HG KG LVM/KG HG/KG FAS HF
(W.) (mg) (mg) (9 (mglg) (mglg) | (%) | (S/min)
237 17 92 13 | 21,7 4,3 5,2 45 491
239 17 124 137 26,6 47 51 57 480
259 19 118 155 | 28,3 4,2 5,5 42 480
258 19 164 171 30,2 5,4 57 50 465
252 21 114 149 | 27,2 4,2 5,5 30 545
249 23 103 121 24,6 4,2 4,9 45 468
39 18 83 112 | 234 3,6 4,8 35 427
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44 18 114 161 31,6 3,6 5,1 39 560
45 18 106 170 32,5 3,3 5,2 39 521
42 18 118 168 29,4 4,0 5,7 35 447
49 18 91 122 29,0 3,2 4,2 50 504
56 18 138 161 26,7 5,1 6,0 43 483
67 18 111 173 28,3 3,9 6,1 42 483
Tabelle 7.1.3 Inhibitor-1 transgen (NaCl)
Nr. Alter LVM HG KG LVM/KG HG/KG FAS HF
(W.) (mg) (mg) (9) (mg/g) (mg/g) (%) | (S/min)
235 17 141 167 31,2 4,5 5,4 47 576
241 17 121 141 243 5,0 5,8 40 530
246 23 138 185 27,7 5,0 6,7 50 571
260 19 136 159 27,5 5,0 5,8 39 483
248 23 120 156 28,6 4,2 5,5 49 420
43 18 137 176 28,4 4,8 6,2 51 560
46 18 109 150 26,1 4,2 5,8 41 545
40 18 129 198 29,4 4,4 6,7 43 504
53 18 146 180 29,8 4,9 6,0 48 508
247 23 125 178 26,5 4,7 6,7 45 476

Tabelle 7.1.4 Inhibitor-1 transgen (Isoprenalin 10°")
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7.2 Ergebnistabellen des Herz-zu-Korpergewichtverhaltnis nach 10 Monaten

Nr. Alter Genotyp Geschlecht HG KG HG/KG
(W.) (mg) (9) (mg/g)
183 46 WT m 179 45,7 3,9
184 46 WT m 195 45,3 4,3
185 46 WT m 200 47,2 4,2
218 40 WT m 169 441 3,8
223 40 WT m 174 41,2 4,2
46 65 WT f 163 40,4 4,0
73 65 WT f 153 40,3 3,8
75 63 WT f 153 37,3 4,1
Tabelle 7.2.1 Wildtyp (10-12 Monate)
Nr. Alter Genotyp Geschlecht HG KG HG/KG
(W.) (mg) (9) (mg/g)
219 40 TG m 175 33,6 5,2
220 40 TG m 162 32,8 4,9
221 40 TG m 175 37,6 4,6
222 40 TG m 192 36,6 5,2
142 51 TG m 185 39,5 4,7
145 51 TG m 193 37,5 5,1
147 51 TG m 206 39,5 5,2
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7 51 TG 138 30,5 4,5
9 51 TG 150 33,4 4,5
8 51 TG 113 26,6 4,2
10 51 TG 194 40,7 4,8
11 51 TG 191 40,9 4,7
4 51 TG 143 35,4 4,0
6 51 TG 154 33,3 4,6

Tabelle 7.2.1 Inhibitor-1 transgen (10-12 Monate)
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