Aus dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
der Universitat Wurzburg

Vorstand: Professor Dr. med. Martin J. Lohse

Der Einfluss von RKIP auf die Progression von Herzinsuffizienz

Inaugural - Dissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde

der Medizinischen Fakultat

der

Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg

vorgelegt von
Katrin Kahlert

aus Gottingen

Wirzburg, Februar 2016







Referentin: Prof. Dr. Kristina Lorenz

Koreferent bzw. Koreferentin: Priv.-Doz. Dr. Peter Nordbeck

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Priufung: Dienstag, 23. August 2016

Die Promovendin ist Arztin






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis.........cccooiiciiiicci e IX
Tabellenverzeichnis.........cccooiiiiiiccic e Xl
Abkirzungsverzeichnis.........ccccccccciiiiiiecciicirrecc s Xl
(U =111 (= 0] T 1
1.1 Die Problematik der Herzinsuffizienz...........ccccccooiiiiiiiiiiiiccc 1
111 DefiNitioN ... 2
1.1.2 PathOgENESE ......oieee e 2
1.1.3 Prinzipien der pharmakologischen Therapie ............cc.ccevveviiiiieennnns 4
1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR).......cooooeeeiiiiiiiiiiieeee, 6
1.2.1 Die Familie der GPCR .......ccoooiiiiieeeeeeeeeee e 6
1.2.2 Die Desensibilisierung von GPCR-Signalen.............cccccvvvvviieeeennnn. 8
1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)...........cooovvviiiiiiicceeeennn. 10
1.3.1 Die Familie der GRK........cooiiiiiiiieeeeeeeee e 10
1.3.2 Die Rolle von GRK2 im kardiovaskularen System ........................ 12
1.4 Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) ... 14
1.4.1 Aufbau, Funktion und Regulation von RKIP ............cc.ccvviiieeennnn. 14

1.4.2 Die Rolle von RKIP bei physiologischen Prozessen und im
kardiovaskularen System ... 15
1.5 ZICISBLZUNG ..o 17
2 Material ... e e 19
2.1 VersUCRSHIEre .......oooeiiiiie e 19
2.2 Humane MyoKardbiOpSIi€Nn ...........uuiiiiiiiiiiiiee e 19
2.3 ANEKOIPET ... 20
2.4  OligonuKIeotidPrimMer ........uueiieiie e 20
2.5 Puffer, Losungen und Medien.............oooovimiiiiiiiiiiieee e, 21
2.6 ChemiKaliEN ......oooiiiiiieie e 22
A A 1= - | (= PRSP 23
2.8 Verbrauchsmaterial............ccoooiiiiiiiiiiiii e 23



Inhaltsverzeichnis

3 Methoden....... e s e 25
3.1 Histologische Methoden.............ooouiii i, 25
3.1.1  Anfertigung von Paraffinschnitten...............cccccoooo, 25
3.1.2 Histochemische Farbungen.............cccooiiii i, 25
3.1.2.1 Sirius Rot-Kollagenfarbung ............cceeeeiiiiiiiiiiiiiieeei, 25
3.1.2.2 TUNEL-ASSAY ...ceiiiiiiiiiieeee ettt 26
3.2 Proteinbiochemische Methoden..............oooiiiiiiiiiie 28
3.2.1 Quantifizierung der Proteinexpression ..........ccccceeeeeeeiiiiccciiinnnnee. 28
3.2.1.1 Herstellung von Proteinlysaten.............cccccceeiiiiiiiiiiieceeee, 28
3.2.1.2 Quantifizierung der Proteinkonzentration in Lysaten.............. 28
3.2.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)............ 28
3.2.1.4 WESIErnbIOL .........ccccooeeeieieieeeeeeeee e 29
3.2.1.5 Immundetektion der immobilisierten Proteine ........................ 29
3.3 Molekularbiologische Methoden ..............coiiiiiiiiiiii i, 30
3.3.1 Quantifizierung der mMRNA-Expression mittels real-time
Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR).........ccccooeveeeiiiiiin. 30
3.3.1.1 Isolation und Quantifizierung von mRNA ............cccccciiiiiinnn, 30
3.3.1.2 Umschreiben der RNA in komplementare DNA ..................... 31
3.3.1.3 Prinzip und Durchfihrung der real-time PCR......................... 31
3.3.1.4 Auswertung der real-time PCR...........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiiieiiii, 33
3.3.2  CaSPASE-ASSAY ...ovvrruuiiii e ————- 33
3.4 Physiologische Methoden ..o 34
3.4.1 Organentnahme...........ccccooiiiiiiiiiiiiiie e 34
3.4.2 Ligation der Aorta transversa (TAC)........vceeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeii, 34
3.4.3 Echokardiographi@..........cccoooiiiiiiiiiiiice e 35
3.5 SHALISHK coeeeiieieeeeee e e 35
4 ErgebnisSSe......cciiiiiiiieiiiiri s e e e 37
4.1 Die Expression von RKIP ist bei Herzinsuffizienz und
Aortenstenose gesteigert ... 37
4.2 Die herzspezifische Uberexpression von RKIP bewirkt dauerhaft
eine verbesserte Herzfunktion in MAusen...........cccccvevevviiiiiiieeeien, 39
4.3 RKIP schutzt vor durch TAC induzierter Herzinsuffizienz..................... 41
4.3.1 RKIP schitzt vor Verschlechterung der Herzfunktion ................... 41
4.3.2 RKIP schutzt vor kardialer Apoptose.........cccoeeeeviiiiiieiiiiiiiiiiee e 44

VI



Inhaltsverzeichnis

4.3.3 RKIP schutzt vor kardialer interstitieller Fibrose..........cceveeveien.... 46
4.3.4 RKIP beeinflusst die Expression der Herzinsuffizienzmarker

BNP UNA ANF . e e 49

LI B T 1= Q0 T3] [T o 51

5.1 Welche Funktion hat RKIP bei Herzinsuffizienz?.........coooeeeiiiveiiaeea.. 51

5.2 Die Expression von RKIP in humanem und murinem Herzgewebe
unter kardialen Stressbedingungen ...............ccccceiiiiiiii, 51

5.3 RKIP induziert einen gut tolerierten hyperkontraktilen Phanotyp in
MAUSEIN ...t e e e e e e e e e e e e e e eeerannnn 52

5.4 Die Ligation der Aorta transversa (TAC) bewirkt in C57BL/6J-

Mausen einen herzinsuffizienten Phanotyp ..., 54
5.5 Die herzspezifische RKIP-Uberexpression hat protektive Effekte

im murinen Herzinsuffizienzmodell TAC ..., 56
5.5.1 RKIP schiitzt vor Verschlechterung der Herzfunktion ................... 56
5.5.2 RKIP schutzt vor kardialer Apoptose und Fibrose......................... 58

5.5.3 Die herzspezifische Uberexpression von RKIP beeinflusst die
Expression der Herzinsuffizienzmarker ANF und BNP ................. 60
5.6 Inhibitoren der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase 2 (GRK2)........ 62
B.7  AUSDIICK. ... 65
6 ZusammenfassSuNg ........ccooimiiimemccsnrsn 67
7 LiteraturverzeiChnis. ... e 69

\l



Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:
Abbildung 4:

Abbildung 5:
Abbildung 7:

Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Struktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors.....................
Aktivierung eines GPCR und Interaktion mit einem G-
Protein ..o s
Homologe Desensibilisierung eines GPCR durch GRK2.........
Modell der gesteigerten Kardiomyozytenkontraktilitat

durch RKIP-GRK2-Interaktion.............ccoooeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeen
Protein-Expression von RKIP in Wildtyp-Mausen nach

drei WoChen TAC ...
Protein-Expression von RKIP bei Herzinsuffizienz ..................
Protein-Expression von RKIP bei Aortenstenose.....................
Verkurzungsfraktion von Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-

Uberleben von Wildtyp-M&ausen und RKIP-tg-Mausen ............
Verkurzungsfraktion von Wildtyp-Mausen und RKIP-tg
Mausen unter basalen Bedingungen und nach drei

WOCKhEN TAC ... . e
Uberleben von Wildtyp-M&ausen und RKIP-tg-Mausen

nach drei Wochen TAC .........oeiiiiiiiiiiii
Analyse der Kardiomyozytenapoptose in Wildtyp-Mausen
und RKIP-tg-Mausen mittels TUNEL-Assay ........cccccoevvvvnnnnnnnn.
Analyse der Kardiomyozytenapoptose in Herzen von

Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen mittels Caspase-

Analyse der kardialen interstitiellen Fibrose mittels Sirius-
Rot-Kollagenfarbung ............oooriiiiiiiiiccccee e,
MRNA-Expression verschiedener Fibrosemarker in
Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen..............ccccveieeeeeennnnnn.
MRNA-Expression von BNP und ANF in Wildtyp-Mausen

uNd RKIP-tg-MauSEeN.........oiiiiiiiie e






Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:

ANLKOIPEI ... e 20
OligonuKIEOtIde ......cooveeeeicceee e 20
Puffer, Losungen und Medien............cccceeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 21
(G 1T = | (S EEERURRRPRR 23
Verbrauchsmaterialien ..., 23
Echokardiographische Charakterisierung von Wildtyp-

Mausen und RKIP-tg-Mausen nach drei Wochen TAC............ 43

Xl



Xl



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

ACE

ANF
BCA
BNP
BSA
cAMP

Caspase
cDNA
CML
CTGF
DEPC
DCM
DNase
dUTP
FS
GAPDH
GDP
GTP
GIRK

GPCR
GRK
HI

IVS
LTCC
LVID

Angiotensin-konvertierendes Enzym (engl. angiotensin-converting

enzyme)

Atrialer Natriuretischer Faktor
Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid)
B-Typ natriuretisches Peptid

Bovines Serum Albumin

Zyklisches Adenosinmonophosphat (engl. cyclic
monophosphate)

engl. cysteine aspartic acid-specific protease
komplementare DNA (engl. complementary DNA)
Chronische myeloische Leukamie

Connective Tissue Growth Factor
Diethylpyrocarbonat

Dilatative Kardiomyopathie

Desoxyribonuklease

Deoxyuridintriphosphat

Verkurzungsfraktion (engl. fractional shortening)
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanindiphosphat

Guanintriphosphat

G-Protein-gekoppelter einwarts gleichrichtender
Kaliumkanal

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase
Herzinsuffizienz

Interventrikulare septale Wandstarke

L-Typ Calciumkanal (engl. L-type calcium channel)

Linksventrikularer innerer Durchmesser

adenosine

Xl



Abklrzungsverzeichnis

LVPW
mRNA
MS
NCD
NYHA
NF«xB
PCR
PEBP
PI

PKC
PMSF
PVDF
RAAS
RhoGEF
RNAse
RKIP
RNase
SDS
TAC
Tdt
TEMED
TGFR
TNF-a
TRIS
WGA
WHO

wit

Linksventrikulare posteriore Wandstarke
Boten-RNA (engl. messenger RNA)
Mitralstenose

nicht Ubertragbare Erkrankung (engl. non communicable disease)
New York Heart Association

Nuklearer Faktor kappa B
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin-bindendes Protein
Proteaseinhibitor

Proteinkinase C

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylidenfluorid
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Rho-Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
Ribonuklease

Raf Kinase Inhibitor Protein

Ribonuklease

Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
Ligation der Aorta transversa

engl. terminal desoxynucleotidyl transferase
Tetramethylethylendiamin

Transforming Growth Factor 8
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a.)
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Wheat germ agglutinin
Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization)
Wildtyp

XV



Einleitung

1 Einleitung

Das Funktionieren eines Organismus beruht auf dem Zusammenwirken
unzahliger Signalwege und der Interaktion tausender Proteine. Ein komplexes
molekulares Netz bewirkt den reibungslosen Ablauf physiologischer Prozesse.
Die Stoérung dieses Zusammenspiels kann eine ursachliche Rolle bei
Erkrankungen spielen.

Man nimmt an, dass bei Herzinsuffizienz die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
Signalgebung (GPCR-Signalgebung) verandert und dies mitverantwortlich flr
eine gestorte kardiale Kontraktilitat ist. Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP),
ein Regulatorprotein wichtiger Signalkaskaden, interagiert unter anderem mit
der fir die GPCR-Signalgebung wichtigen  G-Protein-gekoppelten
Rezeptorkinase 2 (GRK2) und koénnte eine protektive Wirkung bei
Herzinsuffizienz haben. Im Folgenden sollen die Problematik der
Herzinsuffizienz und die bereits bekannten molekularen Zusammenhange Uber
RKIP und GRK2 vorgestellt werden.

1.1 Die Problematik der Herzinsuffizienz

Nicht Ubertragbare Erkrankungen stellen weltweit laut aktuellem ,Global Status
Report on noncommunicable diseases 2014“ der ,World Health Organization*
die haufigste Todesursache dar. Mit Uber 30 % sind Herz-Kreislauf-
Erkrankungen vor malignen Erkrankungen die vorherrschende Todesursache
und ein weiterer Anstieg dieser Zahl in den kommenden Jahren ist zu erwarten
(Dietel et al. 2012, Mendis 2014, WHO 2014). Die zu den kardiovaskularen
Erkankungen zahlende koronare Herzkrankheit und arterielle Hypertonie sind
die haufigsten der Herzinsuffizienz vorausgehenden Krankheiten (Ho et al.
1993, Dietel et al. 2012).

Die ,Framingham Heart Study“ ist eine Langzeitstudie Uber die Epidemiologie
und die Ursachen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die im Zeitraum von 1948
bis 1988 durchgefiihrt wurde. Sie ermittelte einen rasanten Anstieg der
Pravalenz von Herzinsuffizienz mit zunehmendem Alter. Fir Manner stieg die

Pravalenz von 0,8 % bei 50- bis 59-Jahrigen auf 6,6 % bei 80- bis 89-Jahrigen.
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Frauen zeigten in den gleichen Altersgruppen einen Anstieg von 0,8 % auf 7,9
%. Die mittlere Uberlebensdauer nach Diagnosestellung lag fiir Manner bei 1,66
Jahren und fir Frauen bei 3,17 Jahren, das 5-Jahres-Uberleben bei unter 40 %
(Ho et al. 1993). Ahnliche Trends wurden in der ,Rotterdam Study* ermittelt,
einer weiteren Langzeitstudie zur Epidemiologie der Herzinsuffizienz, die
zwischen 1989 und 2000 durchgefiihrt wurde (Bleumink et al. 2004).

1.1.1 Definition

Die ,European Society of Cardiology” definiert Herzinsuffizienz in ihren
Leitlinien klinisch als ein Syndrom, welches als Folge einer Stérung der
kardialen Struktur oder Funktion auftritt, und mit der Unfahigkeit des Herzens
einhergeht, die peripheren Gewebe adaquat mit Sauerstoff zu versorgen. Das
klinische Bild ist vielfaltig und differiert je nach zu Grunde liegender Ursache. Es
manifestieren sich klinische Symptome wie zum Beispiel Luftnot, Kndchel-
Odeme und Miidigkeit, und es zeigen sich Krankheitszeichen wie zum Beispiel
ein erhdhter Jugularvenenpuls und Rasselgerausche in der Lunge (Dickstein et
al. 2008, McMurray et al. 2012).

Haufig ist die Ursache von Herzinsuffizienz eine myokardiale Erkrankung, die
zu einer ventrikularen systolischen Dysfunktion fuhrt. Von der systolischen
Herzinsuffizienz beziehungsweise der Herzinsuffizienz mit verminderter
Ejektionsfraktion unterscheidet man die Herzinsuffizienz mit erhaltener oder
leicht verminderter Ejektionsfraktion (McMurray et al. 2012).

Die NYHA-Stadien (,New York Heart Association“-Stadien) ermoglichen eine
Einteilung des Schweregrades von Herzinsuffizenz anhand der
symptomatischen Einschrankung bei kdrperlicher Aktivitat. Im NYHA-Stadium |
sind Patienten unter korperlicher Aktivitat beschwerdefrei, im NYHA-Stadium IV
bestehen in Ruhe Beschwerden wie zum Beispiel Luftnot (McMurray et al.
2012).

11.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Herzinsuffizienz mit eingeschrankter Ejektionsfraktion ist
weitgehend bekannt (Aktories et al. 2009, Dietel et al. 2012). Ein insuffizientes
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Herz weist eine gestdorte Herzkontraktion auf. Aus der haufig damit
einhergehenden verminderten Pumpleistung des Herzens resultiert eine nicht
adaquate Sauerstoffversorgung des Stoffwechsels und der peripheren Organe
sowie ein Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks. Im Anfangsstadium einer
Herzinsuffizienz sind Patienten asymptomatisch oder symptomarm, weil
Reflexmechanismen dem Sauerstoffdefizit vorlibergehend entgegenwirken und
unmittelbare Folgen des verminderten kardialen Auswurfes kompensieren. Der
Korper reagiert mit funktionellen, neurohumoralen und morphologischen
Anpassungsmechanismen: (1) Die verminderte Sauerstoffspannung im Blut und
der Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks flihren zur Reizung von Baro- und
Chemorezeptoren mit der Folge einer gesteigerten Ausschittung von
Katecholaminen durch das sympathische Nervensystem. Aus der Aktivierung
kardialer p-adrenerger Rezeptoren resultiert eine Steigerung von Herzfrequenz
und Herzkontraktilitat, was voribergehend das Herzzeitvolumen aufrechterhalt,
aber langfristig zu einem ungunstig erhdhten Energieverbrauch flihrt. Die Uber
a-Rezeptoren vermittelte periphere Vasokonstriktion fihrt zu erhéhtem vendsen
Ruckstrom und erhéhtem ventrikularen Fullungsdruck. (2) Durch den mit dem
geringen Auswurfvolumen verbundenen verminderten Blutdruck kommt es
aufgrund einer abnehmenden Nierendurchblutung und einem verminderten
glomeruléren Filtrationsdruck zur Freisetzung von Renin in den Nieren. Uber
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird eine periphere
Vasokonstriktion, die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Aldosteron
sowie uber Angiotensin-1-Rezeptoren die Freisetzung von Katecholaminen
vermittelt. (3) Der verminderte Blutdruck fluhrt zudem zur Freisetzung des
antidiuretischen Hormons (ADH) aus der Hypophyse mit dem Resultat einer
vermehrten Wasserretention in den Nieren und einer Erhdhung des peripheren
GefalRwiderstandes. (4) Durch die Freisetzung von atrialem natriuretischem
Faktor (ANF) und B-Typ natriuretischem Peptid (BNP) sowie anderer
vasodilatierender Molekile wie Prostaglandinen oder Stickstoffmonoxid wird
den Wirkungen von Renin und ADH vorubergehend entgegengearbeitet. Die
zwei  natriuretischen  Peptide  bewirken eine renale Salz- und

Wasserausscheidung. Durch den gesteigerten vendsen Ruckstrom kommt es
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zur Dehnung der Herzvorhofe und einem Wachstumsreiz der Herzmuskelzellen
sowie der Ausschuattung von ANF und BNP aus den Herzmuskelzellen (Aktories
et al. 2009, Dietel et al. 2012).

Langfristig bewirken die Reflexmechanismen eine kardiale Strukturschadigung
und Funktionseinschrankung. Zu den Veranderungen im Sinne des kardialen
Remodeling zahlen unter anderem Hypertrophie, Nekrose, Apoptose und
Phagozytose von Kardiomyozyten, die Desensibilisierung R-adrenerger
Rezeptoren, die Umstrukturierung der extrazellularen Matrix und veranderte
kontraktile Eigenschaften. Die mechanische Belastung der Kardiomyozyten
sowie die Freisetzung von neurohumoralen Faktoren wie zum Beispiel
Noradrenalin, inflammatorischer Zytokine wie zum Beispiel Tumor-Nekrose-
Faktor und Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel Endothelin sind Ausléser der

genannten Veranderungen (Dietel et al. 2012).

11.3 Prinzipien der pharmakologischen Therapie

Im Mittelpunkt der aktuellen Therapie der Herzinsuffizienz stehen die
Verlangerung des Uberlebens, die Besserung klinischer Symptome und die
Verringerung der Hospitalisierung (McMurray et al. 2012). Die
Pharmakotherapie besitzt neben nicht pharmakologischen
AllgemeinmalRnahmen zur Reduktion von kardiovaskularen Risikofaktoren
einen hohen Stellenwert in der Therapie der Herzinsuffizienz. Grundlage der
medikamentosen Behandlung sind Kenntnisse uber die Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz. Je nach Schweregrad und Vertraglichkeit werden
unterschiedliche Medikamentenkombinationen empfohlen.

Die Basis einer erfolgreichen Behandlung der chronischen systolischen
Herzinsuffizienz ~ stellt  die  Verringerung  der  FlUssigkeitsretention
beziehungsweise die Normalisierung des Volumenstatus durch Diuretika wie
zum Beispiel Thiazide dar. Bei Herzinsuffizienz mit verminderter
Ejektionsfraktion sollte zudem mit einem Angiotensin-converting enzyme-
Hemmer (ACE-Hemmer) beziehungsweise Angiotensin-I-Rezeptorantagonisten
sowie einem p-Blocker behandelt werden. Uber den Einsatz von ACE-

Hemmern oder Angiotensin-I-Rezeptorantagonisten wird die RAAS vermittelte
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Gefallkonstriktion vermindert und das kardiale Remodeling positiv beeinflusst.
B-Blocker wirken Uber die kompetitive Antagonisierung adrenerger Rezeptoren
der dauerhaften Aktivierung des sympathischen Nervensystems entgegen,
fuhren zur Regulation der Herzfrequenz und verbessern die Ejektionsfraktion. In
ausgewahlten Patientengruppen mit persistierenden Symptomen oder
Progression der Herzinsuffizienz kommen weitere Medikamente zum Einsatz.
Ivabradin wirkt Herzfrequenz-regulierend und kann bei Patienten mit
Sinusrhythmus, verminderter Ejektionsfraktion (= 35 %) und Herzfrequenz
> 70/min eingesetzt werden, die unter adaquaten Dosen der anderen
Medikamente (B-Blocker, ACE-Hemmer, Aldosteronantagonisten)
persistierende Symptome zeigen. Zur Kontrolle der Ventrikelfrequenz bei
persistierenden Symptomen und linksventrikularer Dysfunktion
(Ejektionsfraktion <= 45 %) oder bei persistierendem Vorhofflimmern und
linksventrikularer Dysfunktion dienen Digitalisglykoside als Reservemittel, wenn
B-Blocker nicht vertragen werden oder nicht ausreichend wirken. Der Einsatz
von Amiodaron stellt eine weitere Moglichkeit zur Kontrolle der
Ventrikelfrequenz bei Vorhofflimmern und linksventrikularer Dysfunktion dar.
Hydralazin und Isosorbiddinitrat sind als Alternative zu ACE-Hemmern oder als
zusatzliches  Therapeutikum  bei  Herzinsuffizienz ~mit  verminderter
Ejektionsfraktion in Erwagung zu ziehen. Bei nicht ausreichender Wirkung der
medikamentosen Behandlung kommen apparative und operative Therapien wie
zum Beispiel die Implantation eines Herzschrittmachers zur Verhinderung des
plétzlichen Herztodes oder im Endstadium der Herzinsuffizienz eine
Herztransplantation zum Einsatz. Zudem muss die medikamentose Therapie
bei bestehendem Thromboembolierisiko durch Vorhoffimmern und bei
Komorbiditaten ausgeweitet werden (Aktories et al. 2009, Dietel et al. 2012,
McMurray et al. 2012).

Einen besonderen Stellenwert in der Therapie der Herzinsuffizienz haben ACE-
Hemmer und f-Blocker, da sie kombiniert positive Effekte auf kardiales
Remodeling, Hospitalisierung und Lebenserwartung haben (Dietel et al. 2012).
Ihre Wirkung wird Gber GPCR vermittelt, namlich Angiotensin-1-Rezeptoren und
B-Adrenozeptoren (Guo et al. 2001, Wallukat 2002).
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1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)
1.2.1 Die Familie der GPCR

Es besteht groRes Potential fur die Entwicklung von Medikamenten, die Uber
GPCR wirken. Mehr als die Halfte der modernen Medikamente wirken Uber
GPCR (Flower 1999, Fredriksson et al. 2003).

Die Familie der GPCR ist die groRte unter den Membranproteinen. Im
menschlichen Genom sind Uber 800 verschiedene GPCR beschrieben. Viele
extrazellulare Stimuli, die auf eine Zelle einwirken wie zum Beispiel Hormone,
Neurotransmitter, Chemokine oder Calciumionen, setzen ihre Signale mit Hilfe
von GPCR um. Wichtige physiologische Prozesse wie zum Beispiel Sehen und
Schmecken sind GPCR-kontrolliert (Pierce et al. 2002). Gemeinsame
Strukturmerkmale von GPCR sind ein extrazellularer Aminoterminus (N-
Terminus), sieben hydrophobe transmembraniare Segmente und ein
intrazellularer Carboxyterminus (C-Terminus) (Kobilka 2007). Aufgrund der

Struktur werden GPCR auch heptahelikale Rezeptoren genannt.

N-Terminus

&

odb
S

C-Terminus

Abbildung 1:  Struktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors
Vereinfachte Darstellung der GPCR-Struktur. Der G-Protein gekoppelte
Rezeptor besitzt einen extrazellularen Aminoterminus (N-Terminus), sieben
transmembranare Segmente und einen intrazellularen Carboxy-Terminus
(C-Terminus).

Die Bezeichnung G-Protein gekoppelter Rezeptor bezieht sich auf den ersten
Teil des Signalzyklus, der fir die Transduktion der Rezeptoraktivierung in das
Zellinnere verantwortlich ist. Die Aktivierung eines GPCR fuhrt zur Interaktion
mit einem heterotrimeren G-Protein. G-Proteine besitzen eine a-Untereinheit,
die eine Bindungsstelle fir ein Guanin-Nukleotid aufweist, und je eine - und

eine y-Untereinheit, die einen festen Verbund in Form eines Dimers darstellen.
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Im inaktiven Zustand ist Guanindiphosphat (GDP) an die a-Untereinheit des G-
Proteins gebunden. Die Aktivierung eines GPCR durch einen Liganden flhrt
zum Austausch von GDP durch Guanintriphosphat (GTP) wund zur
anschlieRenden Dissoziation des G-Proteins in eine Ga-GTP-Untereinheit und
eine Gpy-Untereinheit. Je nach Effektor der Ga-Untereinheit werden vier
Klassen von G-Proteinen unterschieden: Gaos aktivieren die Adenylylcyklase,
Go; inhibieren die Adenylylcyclase und aktivieren G-Protein-gekoppelte
einwarts  gleichrichtende Kaliumkanale (GIRK), Gog aktivieren die
Phospholipase C, Ga4, aktivieren Rho-Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren
(RhoGEF). Die Gpy-Untereinheit interagiert mit sekundaren Botenstoffen und
zum Beispiel G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen. Die Spaltung von GTP in
GDP flhrt zur Reassoziation von GDP an die Ga-Untereinheit und zur
Deaktivierung der Signaltransduktion. Regulatoren von G-Protein-Signalen
(RGS) tragen zur Aktivierung der GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit und zur
Hydrolyse von GTP bei (Pitcher et al. 1992, Hamm 1998, Bunemann and Hosey
1999, Ross and Wilkie 2000, Pierce et al. 2002).

Durch die Aktivierung eines GPCR kommt es zur massiven Signalamplifikation.
Ein einziger GPCR aktiviert zum Beispiel um die hundert Gos-Proteine, die
jeweils eine Adenylylcyclase aktivieren. Wahrend GTP an das Gas-Molekdl
gebunden ist, katalysiert die Adenylylcyclase die Bildung einer groRen Anzahl
des sekundaren Botenstoffes zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP),
sodass mehrere hundert Molekile cAMP gebildet werden (Lodish 2000). Ein
Beispiel, dass auch die Gpy-Untereinheit fur die Signalumsetzung eine
essentielle Rolle spielt, ist die Fahigkeit zum Sehen im Dunkeln (Kolesnikov et
al. 2011).
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Abbildung 2:  Aktivierung eines GPCR und Interaktion mit einem G-Protein

Gezeigt ist eine vereinfachte Darstellung der GPCR-Aktivierung. A Im
inaktiven Zustand ist GDP an die a-Untereinheit des G-Proteins gebunden.
B Die Aktivierung des GPCR durch einen Liganden flihrt zum Austausch
von GDP durch GTP und zur Hydrolyse des G-Proteins. Es kommt zur
Interaktion der a-GTP-Untereinheit und des By-Dimers mit Effektoren. C
Regulatoren von G-Protein Signalen (RGS) tragen zur Aktivierung der
GTPase-Eigenschaft der a-Untereinheit bei, sodass es zur Reassoziation
von GDP und G-Protein sowie zur Beendigung des Signalzyklus kommt.

1.2.2 Die Desensibilisierung von GPCR-Signalen

Ein wichtiger Mechanismus zur Steuerung von Starke und Lange eines GPCR-
Signals ist die Desensibilisierung. Das Vorhandensein eines extrazellularen
Stimulus flhrt zeitabhangig zur Verminderung der Signalweiterleitung (Krupnick
and Benovic 1998, Pitcher et al. 1998, Bunemann et al. 1999).

Die Unterbrechung der Signalkaskade kann auf Ebene des Rezeptors, des G-
Proteins oder der Effektorproteine stattfinden (Bunemann and Hosey 1999).
Man unterscheidet nach zeitlichem Auftreten die schnelle und die langsame
Desensibilisierung, nach ursachlichem Stimulus die heterologe und die
homologe Desensibilisierung und nach Mechanismus unter anderem die
Funktionsunterbindung der GPCR-Signalgebung und die Abnahme der GPCR-
Dichte in der Plasmamembran (Lohse 1993).

Die homologe Desensibilisierung stellt den schnellsten und quantitativ
wichtigsten Mechanismus bei der Abschaltung von GPCR-vermittelten Signalen
dar. Dieser Funktionsverlust innerhalb von Sekunden oder Minuten betrifft nur

aktivierte, Rezeptor-besetzte GPCR und ist vermutlich Folge der
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Phosphorylierung durch spezifische Rezeptorkinasen. Eine wichtige Rolle spielt
hierbei die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) (Benovic
et al. 1986, Benovic et al. 1989, Benovic et al. 1991, Lohse 1993, Bunemann
and Hosey 1999). Durch die GRK-induzierte Phosphorylierung des GPCR
kommt es zur Bindung von f-Arrestin an den GPCR und die Interaktion
zwischen G-Protein und Rezeptor wird unterbunden. Man nimmt an, dass f-
Arrestin die Clathrin-abhangige Endozytose der GPCR in Endosomen bewirkt
und die Rezeptorinternalisierung die Resensibilisierung des GPCR einleiten
oder die Rezeptor-Desensibilisierung verursachen kann (Lohse et al. 1990,
Lohse et al. 1992, Ferguson et al. 1996, Goodman et al. 1996, Krupnick and
Benovic 1998). Die Vorstellung Uber den Ablauf der GRK-vermittelten
Desensibilisierung konnte durch in vitro-Versuche erhartet werden, die zeigten,
dass die Uberexpression von f-adrenergen Rezeptorkinasen (BARK, GRK)
beziehungsweise p-Arrestin zur gesteigerten homologen Desensibilisierung von

Bo-adrenergen Rezeptoren fihrte (Pippig et al. 1993).
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Abbildung 3: Homologe Desensibilisierung eines GPCR durch GRK2
Gezeigt ist eine vereinfachte Darstellung der homologen Desensibilisierung
eines GPCR. A Das langerfristige Vorhandensein eines Liganden flhrt zur
Phosphorylierung des GPCR durch GRK2. Die Interaktion zwischen GPCR
und G-Protein wird unterbunden. B Die GRK2-vermittelte Phosphorylierung
fuhrt zur Bindung von p-Arrestin. C p-Arrestin vermittelt die Clathrin-
abhangige Endozytose des GPCR in Endosomen.

Eine wichtige Rolle bei der langsamen heterologen Desensibilisierung
aktivierter und nicht aktivierter GPCR spielt die Rezeptor-Phosphorylierung
durch Proteinkinasen, die durch sekundare Botenstoffe aktiviert werden. Die
Proteinkinase A und die Proteinkinase C vermitteln die Desensibiliserung der

Rezeptoren vermutlich Uber die Phosphorylierung von Sequenzen innerhalb der
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GPCR, die fir deren Interaktion mit G-Proteinen wichtig sind (Pitcher et al.
1992, Lohse 1993).

Weitere Mechanismen, die zu einer abgeschwachten Rezeptorsignalgebung
trotz vorhandenem Stimulus flhren, sind die Rezeptordegradation zum Beispiel
in Lysosomen oder die Regulation der GPCR-Transkription beziehungsweise
der GPCR-Translation (Collins et al. 1991, Tsao and von Zastrow 2000, Pierce
et al. 2002).

1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)
1.3.1 Die Familie der GRK

GRK gehdren zu den Serin/Threoninkinasen (Premont et al. 1995, Pitcher et al.
1998). Es existieren sieben GRK-Isoformen mit unterschiedlichen
Expressionsmustern: Wahrend GRK1 und GRK7 Uberwiegend in
Photorezeptoren der Retina (Weller et al. 1975, Hisatomi et al. 1998, Weiss et
al. 1998) und GRK4 hauptsachlich im Hoden exprimiert werden (Premont et al.
1996, Virlon et al. 1998), zeigen GRK2, GRK3, GRK5 und GRK6 eher
ubiquitare Expressionsmuster (Benovic et al. 1989, Benovic et al. 1991,
Benovic and Gomez 1993, Kunapuli and Benovic 1993). Hinsichtlich
sequenzieller und funktioneller Gemeinsamkeiten werden GRK in drei Gruppen
unterteilt: GRK1-Gruppe (GRK1, GRK7), GRK2-Gruppe (GRK2, GRK3) und
GRK4-Gruppe (GRK4, GRK5, GRKG6) (Premont et al. 1999, Gurevich et al.
2012).

Der generelle strukturelle Aufbau ist bei allen GRK gleich: Die Proteine besitzen
eine zentrale katalytische Domane mit einer Lange von 263-266 Aminosauren,
die von einer aminoterminalen Domane mit einer Lange von circa 185
Aminosauren und einer in der Lange variierenden carboxyterminalen Domane
eingeschlossen ist (Pitcher et al. 1998). Dem N-Terminus, welcher innerhalb
der GRK-Familie einen einheitlichen Aufbau zeigt, schlieBen sich eine
homologe RGS-Domane (engl. regulator of G-Protein signaling, RH) und eine
Serin/Threonin-Proteinkinase-Domane (KD) an (Gurevich et al. 2012). Der C-
Terminus der verschiedenen GRK-Isoformern enthalt Sequenzen, die flir die

Membrantranslokation verantwortlich gemacht werden (Gurevich et al. 2012):
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GRK1 und GRKY7 weisen zum Beispiel eine Prenylierungssequenz auf (Inglese
et al. 1992, Hisatomi et al. 1998), GRK2 und GRK3 enthalten eine Pleckstrin-
Homologie (PH) (Pitcher et al. 1992, DebBurman et al. 1995, Pitcher et al.
1998), GRK4 und GRK6 tragen Palmitoylierungsstellen (Stoffel et al. 1994,
Premont et al. 1996) und GRK5 und GRKE6 Lipid-bindende Elemente (Pitcher et
al. 1996, Thiyagarajan et al. 2004, Jiang et al. 2007).

Gemeinsames funktionelles Merkmal aller GRK ist, dass sie aktivierte, Agonist-
besetzte GPCR phosphorylieren und inaktivieren. Durch die Interaktion der
GRK mit dem Rezeptor wird ihre Kinaseaktivitat gesteigert. Es existieren um die
800 GPCR und nur finf nicht-visuelle GRK-Isoformen. Fir die
Phosphorylierung der GPCR durch GRK sind Mechanismen nétig, die zur
Membrantranslokation der GRK und zur Substratspezifitat beitragen. Unklar ist,
wie die Rezeptorspezifitat von GRK reguliert wird. Neben GPCR
phosphorylieren GRK viele andere Proteine, zum Beispiel
Transkriptionsfaktoren. Die Vielfalt an Zielmolekilen zeigt, dass GRK Einfluss
auf wichtige Prozesse wie Zellwachstum, Proliferation, Zelltod, Immunitat oder
Entwicklung haben kénnten (Pitcher et al. 1998, Gurevich et al. 2012).

Als weiterer Regulationsmechanismus von GRK sind Protein-Protein-
Interaktionen beschrieben. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass Gpy-
Untereinheiten die Aktivitdt von GRK2 und GRKS3 uber die oben genannte PH-
Domane im C-Terminus von GRK2 und GRKS3 verstarkten (Kim et al. 1993,
Pitcher et al. 1995). Verschiedene in vitro-Studien zeigten, dass auch die
Phosphorylierung zur Regulation von GRK beitragt: Die Autophosphorylierung
von GRK1 (Buczylko et al. 1991), die PKA-vermittelte Phosphorylierung von
GRK1 und GRK7 (Horner et al. 2005), die Erk1/2-vermittelte Phosphorylierung
von GRK2 (Pitcher et al. 1999) und die PKC-vermittelte Phosphorylierung von
GRK5 (Pronin and Benovic 1997) flhrten jeweils zu einer verminderten
Kinaseaktivitat. Die Autophosphorylierung von GRK5 (Kunapuli et al. 1994) und
die PKC- (Winstel et al. 1996) und PKA-vermittelte (Cong et al. 2001)
Phosphorylierung von GRK2 verursachten eine Steigerung der jeweiligen

Kinaseaktivitat.
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1.3.2 Die Rolle von GRK2 im kardiovaskularen System

Viele menschliche Erkrankungen korrelieren mit einer veranderten Expression
von GRK-Isoformen. In vitro-Untersuchungen zeigten zum Beispiel eine
verminderte GRK2-Expression in Leukozyten bei Multipler Sklerose (Vroon et
al. 2005) und eine gesteigerte Expression von GRK2 und GRKS5 in neutrophilen
Granulozyten von septischen Patienten (Arraes et al. 2006). Die Hochregulation
von GRK2 bei Herzinsuffizienz ist ein Beispiel flr ein verandertes GRK-
Expressions-Muster bei einer kardiovaskularen Erkrankung (Ungerer et al.
1993, Ungerer et al. 1994).

GRK2 soll im Folgenden aufgrund ihrer Relevanz fir diese Arbeit genauer
betrachtet werden. Die als Kinase des fp-adrenergen Rezeptors (BAR)
beschriebene GRK2 ist ein Uberwiegend zytosolisches Protein (Lefkowitz
1998). Sie wird ubiquitar exprimiert mit besonders hohen Konzentrationen in
Gehirn, Milz und Herz (Benovic et al. 1989). Im Herzen ist GRK2 die am
meisten exprimierte G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase (Koch et al. 2000,
Hata and Koch 2003).

Es existieren zahlreiche Hinweise zur Bedeutung von GRK2 im
kardiovaskularen System. Untersuchungen verschiedener kardiovaskularer
Erkrankungen verdeutlichen den Zusammenhang zwischen einer gesteigerten
Aktivitat von GRK2 und einer verminderten Aktivitat von fur die Regulation des
Herz-Kreislauf-Systems wichtiger GPCR: (1) Die Untersuchung von Proben des
menschlichen linken Ventrikels bei Herzinsuffizienz (dilatative und ischamische
Kardiomyopathie) zeigte eine erhdhte GRK2-mRNA-Expression und GRK2-
Aktivitat bei deutlich verminderter mRNA-Expression und Anzahl 31-adrenerger
Rezeptoren und unveranderten Werten von p2-adrenergen Rezeptoren
(Ungerer et al. 1993). (2) Eine Untersuchung von Rattenherzen ergab, dass
eine langerfristige myokardiale Ischamie zu einer erhdhten Aktivitat und einer
gesteigerten mRNA-Expression von GRK2 fihrt und die Aktivitat der
nachgeschalteten Adenylylcyclase abschwacht (Ungerer et al. 1996). (3) In
murinen Herzen, die aufgrund einer chronisch gesteigerten Nachlast eine
linksventrikulare Hypertrophie entwickelten, konnte eine gesteigerte Aktivitat

von GRK2-Molekilen sowie eine gesteigerte GRK2-Protein-Expression neben
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dem Funktionsverlust $-adrenerger Rezeptoren nachgewiesen werden (Choi et
al. 1997). (4) Zudem ergab die Untersuchung von Lymphozyten hypertensiver
Ratten eine gesteigerte GRK2-Aktivitdat und GRK2-Protein-Expression neben
einer verminderten Aktivitat der nachgeschalteten Adenylylcyclase (Gros et al.
1997).

Arbeiten Uber die Konsequenzen der Inhibition von GRK2 konnten die
pathophysiologische Relevanz von GRK2 bei kardiovaskularen Erkrankungen
erharten: (1) Wahrend die herzspezifische Uberexpression von GRK2 eine
reduzierte kardiale Kontraktilitat, eine verminderte Adenylylcyclaseaktivitat
sowie die B1-AR-Desensitisierung zur Folge hatte, bewirkte die kardiale
Uberexpression eines GRK2-Peptidinhibitors (BARKct) eine erhdhte kardiale
Kontraktilitat in Mausen. Der verwendete Peptidinhibitor zeigte eine mit dem C-
Terminus von GRK2 (dbereinstimmende Sequenz und enthielt die
Bindungsstelle fur die Gpy-Untereinheit. Durch kompetitive Blockade der Gpy-
Untereinheit wurde die GRK2-Aktivitat unterbunden (Koch et al. 1995). Volkers
et al. lieferten kurzlich einen Erklarungsansatz fur eine gesteigerte Kontraktilitat
durch PBARKct: Moglicherweise verhindert der Peptidinhibitor, dass Gpy-
Untereinheiten flr die Kontraktilitdit wichtige kardiale LTCC-Strome (L-Typ
Calciumkanal) inhibieren (Volkers et al. 2011). (2) Weiter zeigten Rockman et
al., dass die herzspezifische Uberexpression von BARKct in Mausen die
Entwicklung einer Kardiomyopathie in einem murinen genetischen
Herzinsuffizienzmodell verhinderte. Echokardiographische Untersuchungen
zeigten, dass die Verschlechterung der Herzfunktion bei BARKct-
Uberexpression ausblieb (Rockman et al. 1998).

Die beschriebenen Zusammenhange Uber GRK2 verdeutlichen die Relevanz
GPCR-gesteuerter Signale im Herz-Kreislauf-System und eréffnen die
Diskussion Uber die Inhibition von GRK2 als Ansatzpunkt zur Verhinderung der
Progression von kardiovaskularen Erkrankungen. Die Entwicklung spezifischer
GRK2-Inhibitoren flr die Therapie der Herzinsuffizienz wird seit einigen Jahren
intensiv erforscht und verschiedene Ansatze zur Kinaseinhibition wurden bereits
beschrieben. 2003 wurde das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) als
physiologischer Inhibitor von GRK2 charakterisiert (Lorenz et al. 2003). Uber
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die Wirkung dieses im Herzen physiologisch vorkommenden Proteins konnten

GPCR-gesteuerte und kardiovaskulare Prozesse beeinflusst werden.

1.4 Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP)
1.4.1 Aufbau, Funktion und Regulation von RKIP

Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) ist ein Protein, das in zahlreichen
menschlichen Organen exprimiert wird. Es greift regulierend in wichtige
biologische Signalkaskaden wie zum Beispiel GPCR-Signalwege und MAPK-
Signalwege (engl. mitogen-activated protein kinases) ein (Zeng et al. 2008) und
beeinflusst zum Beispiel die Zellteilung (Eves et al. 2006).

RKIP wird unter anderem im Menschen (Banfield et al. 1998), im Rind (Serre et
al. 1998) und in Bakterien (Serre et al. 2001) exprimiert. Das Protein RKIP hat
eine Lange von 187 Aminosauren (Zeng et al. 2008) und ein molekulares
Gewicht von ~23 kDa (Bernier and Jolles 1984). Die dreidimensionale Struktur
von RKIP wurde mittels Rontgenkristallographie ermittelt und beinhaltet ein
zentrales p-Faltblatt, welches von weiteren p-Faltblattern und a-Helices
umgeben wird (Banfield et al. 1998, Serre et al. 1998).

RKIP wurde erstmalig als zytosolisches Protein in Rinderhirn beschrieben
(Bernier and Jolles 1984) wund ist aufgrund seiner Eigenschaften
Phosphatidylethanolamin-bindendes Protein 1 (PEBP1) genannt worden
(Bernier et al. 1986). Die PEBP-Familie ist hochkonserviert und zeigt keine
signifikante Sequenzahnlichkeit mit anderen Proteinen (Banfield et al. 1998).
Alle PEBP weisen eine konservierte Bindungstasche auf (Bernier et al. 1986),
die als Ursprung der Grundfunktion der PEBP verstanden wird. Die
funktionellen Unterschiede einzelner PEBP-Varianten sind vermutlich auf
variable Strukturareale zurlckzufihren (Banfield et al. 1998, Serre et al. 2001,
Zeng et al. 2008).

Die Bezeichnung RKIP wurde eingeflihrt, als Yeung et al. die Raf1-inhibierende
Eigenschaft des Proteins entdeckten und charakterisierten. RKIP inhibiert
kompetitiv die Interaktion von Raf-1 und MEK und die Aktivierung der
Raf/MEK/Erk-Signalkaskade (Yeung et al. 1999). Als physiologischer Inhibitor
von Raf-1 hat RKIP einen regulierenden Einfluss auf den MAPK-Signalweg
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(Yeung et al. 1999). Raf-1 spielt als Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Kinase
eine regulierende Rolle in der MAPK/Erk-Kaskade (MAPK-Raf/MEK/Erk1/2).
Aktivierte Erk1/2 regulieren die Phosphorylierung von vielen intrazellularen
Zielproteinen und Transkriptionsfaktoren und induzieren Zellwachstum,
Proliferation, Differenzierung und anti-apoptotische Effekte. Im Herzen scheint
die Raf/MEK/Erk1/2-Kaskade eine Rolle bei der Entwicklung kardialer
Hypertrophie zu spielen und anti-apoptotische Effekte zu vermitteln.
Dysregulationen des MAPK-Signalweges kénnen zu Entwicklungsstérungen
und zum Beispiel Krebs fuhren (Harris et al. 2004, Raman et al. 2007,
Schubbert et al. 2007, Lorenz et al. 2009).

Neben der Rolle im MAPK-Signalweg dient RKIP als Modulator von GPCR-
Signalen. Unter basalen Bedingungen ist RKIP mehrheitlich an Raf-1
gebunden. Die Stimulation von Proteinkinase C-Isoformen (PKC) und die
resultierende Phosphorylierung von RKIP an Serin'? fiihrt zur Dissoziation der
RKIP-Raf-1-Bindung und zur Interaktion von RKIP und GRK2 (Lorenz et al.
2003). Deiss et al. zeigten im Jahr 2012, dass die RKIP-Dimerisierung, die
durch die PKC-vermittelte RKIP-Phosphorylierung initiiert wird, eine Rolle fir
den Substratwechsel von Raf-1 zu GRK2 und die Interaktion von RKIP und Raf-
1 und GRK2 spielt (Deiss et al. 2012).

RKIP beeinflusst zudem die NFkB-Signal-Transduktions-Kaskade, indem es in
der Lage ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nuklearer Faktor kappa B
(NFxB) zu regulieren. Die Transkriptionsfaktoren der NFkB-Famile koordinieren
fur das Immunsystem und die Stressverarbeitung wichtige Gene. Die
Stimulierung von NFxB durch TNF-a oder IL-1p kann durch RKIP antagonisiert
und damit die Signalkaskade unterbrochen werden (Yeung et al. 2001, Li and
Verma 2002, Karin and Greten 2005).

1.4.2 Die Rolle von RKIP bei physiologischen Prozessen und
im kardiovaskularen System

Als Modulator und Integrator zahlreicher auf den Organismus einwirkender
Umweltstimuli scheint RKIP (Zeng et al. 2008) bei Mechanismen und

Signalwegen wichtig zu sein, die mdglicherweise bei der Pathophysiologie
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verschiedener Erkrankungen eine Rollle spielen. Es existieren Arbeiten zur
Korrelation zwischen einer verminderten RKIP-Expression und der Progression
von Krebserkrankungen, zum Beispiel flr die Metastasierungstendenz bei
Brustkrebs und die Tumorgenese von Melanomen (Hagan et al. 2005, Park et
al. 2005) sowie der Pathogenese von Alzheimer (Maki et al. 2002).
Untersuchungen an RKIP-knockout-Mausen zeigten, dass das Fehlen von
RKIP olfaktorische Defizite und verminderte Reproduktionsraten zur Folge hat
(Moffit et al. 2007, Theroux et al. 2007).

Kardiale Erkrankungen wie Herzinsuffizienz (Ungerer et al. 1993) und
Bluthochdruck (Gros et al. 1997, Gros et al. 2000) korrelieren mit einer erhéhten
GRK2-Expression. Diese Ergebnisse sind interessant, da RKIP als
physiologischer Inhibitor von GRK2 charakterisiert wurde (Lorenz et al. 2003).
Die physiologische Relevanz von RKIP im kardiovaskularen System wurde an
isolierten  Rattenkardiomyozyten beschrieben. Die Verminderung von
endogenem RKIP durch Gene-silencing fihrte zu einer reduzierten Kontraktilitat
nach p-adrenerger Rezeptor-Stimulation durch Isoprenalin (Lorenz et al. 2003).
Bei einer anderen Untersuchung wurde mittels Linksherzkatheter ein
hyperkontraktiler Phanotyp bei acht Wochen und zwolf Monate alten fur RKIP
transgenen Mausen beobachtet (Lorenz et al., unpublizierte Daten). Die
Aktivitatssteigerung von GPCR im Herzen (insbesondere [-adrenerger
Rezeptoren) koénnte das Ergebnis der Hemmung von GRK2 durch

phosphoryliertes RKIP sein.
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Abbildung 4: Modell der gesteigerten Kardiomyozytenkontraktilitit durch RKIP-GRK2-
Interaktion
Im nicht phosphorylierten Zustand bindet RKIP an Raf1. Die Phosphorylierung
von RKIP durch PKC-Isoformen bewirkt dessen Dimerisierung. Die Inhibition
von GRK2 durch phosphorylierte RKIP-Dimere bewirkt eine Steigerung der
GPCR-AKktivitat und der Kardiomyozytenkontraktilitat.

Kardiomyozyten-
kontraktilitat
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Aufgrund der ubiquitaren Expression von RKIP und dessen vielfach ungeklarten
Einflusses auf den menschlichen Organismus hat die Erforschung und der

potentielle Einsatz von RKIP in der Medizin eine grofl’e Bedeutung.

1.5 Zielsetzung

Kardiale Kontraktilitat wird hauptsachlich Uber p1-adrenerge Rezeptoren
vermittelt, die zur Gruppe der GPCR gehdren. Bei einigen Erkrankungen des
kardiovaskularen Systems kommt es zur verminderten Aktivitat von f-
adrenergen Rezeptoren im Herzen. Verminderte Pumpleistung und
Kontraktionsfahigkeit sind die Hauptursachen von Herzinsuffizienz. Die
Resensitisierung beziehungsweise die verminderte Desensitisierung von f-
adrenergen Rezeptoren durch die Inhibition von GRK2 kénnte eine potentielle
neue Strategie bei der Behandlung von Herzinsuffizienz darstellen. In
transgenen Mausen bewirkte die RKIP-Uberexpression eine Steigerung der
Kontraktilitat ohne schadliche Langzeitfolgen (Lorenz et al., unpublizierte
Daten). Diese Beobachtung ist moéglicherweise ein Hinweis darauf, dass RKIP
als physiologischer Inhibitor von GRK2 eine wichtige Rolle bei der
Resensitisierung von kardialen $-Adrenozeptoren spielt.

Hauptthema dieser Arbeit war es den Effekt einer herzspezifischen
Uberexpression von RKIP bei der Progression von Herzinsuffizienz zu
evaluieren sowie dessen Funktion bei Signalwegen und dessen Einfluss auf
Rezeptoren im Herzen (GPCR) besser zu verstehen.

Grundlage fur die Untersuchungen war das murine Herzinsuffizienzmodell TAC
(Ligation der Aorta transversa). Die Verringerung des Aortendurchmessers
bedeutet hamodynamisch eine chronisch erhéhte Druckbelastung fir das Herz.
TAC erwies sich in Voruntersuchungen als geeignet, eine Herzinsuffizienz in
der verwendeten Mauslinie zu erzeugen.

Um die potentiell protektive Rolle von RKIP zu bewerten, wurden typische
Merkmale der Herzinsuffizienz wie zum Beispiel die Fibrosierung des linken
Ventrikels mittels histologischer Methoden untersucht. Zudem wurde das
kardiale Expressionsmuster von RKIP bei Herzinsuffizienz mit dem in gesunden

humanen und murinen Herzen mit Hilfe von Immunoblots verglichen. Um
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weitere Erkenntnisse Uber den Einfluss von RKIP auf morphologische und
funktionelle Veranderungen im Herzen durch chronische Druckbelastung zu
gewinnen, wurden mittels Echokardiographie kardiale Wandstarken sowie der
systolische und enddiastolische linksventrikulare innere Durchmesser
untersucht. Als Parameter der Kontraktilitdt wurde die Verkurzungsfraktion und
als Mall der kardialen Hypertrophie das Verhaltnis aus Herzgewicht zu

Tibialange errechnet.
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2 Material

2.1 Versuchstiere

Die untersuchten Mausherzen wiesen einen C57BL/6J-Hintergrund auf und
uberexprimierten RKIP herzspezifisch durch Verwendung des Maus-a myosin
heavy chain-Promoters (schwere Kette des a-Myosins). Die Mause wurden im
FVB/N-Hintergrund generiert. Dieser gilt als gut geeignet zur Erzeugung
transgener Mause mittels DNA-Mikroinjektion (Taketo et al. 1991). Uber
mindestens zehn Generationen wurden die transgenen FVB/N-Mause in den
C57BL/6J-Hintergrund zurlckgekreuzt. Die transgenen Mause wurden im

Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Wirzburg generiert.

2.2 Humane Myokardbiopsien

Die menschlichen Myokardbiopsien aus dem basalen Septum entstammten
Herzen von Individuen, die aufgrund von Herzinsuffizienz im Endstadium
(NYHA V) eine Herztransplantation erhielten. Weitere Myokardbiopsien
entstammten Patienten mit high-gradient-Aortenklappenstenose (>40 mmHg).
Das Gewebe wurde im Rahmen des Aortenklappenaustausches gewonnen,
wenn bei der Operation eine Resektion des Septums wegen eines zu engen
Ausflusstraktes notwendig war. Als Kontrollen dienten kardiale Septumbiopsien
von gesunden Spenderherzen ohne Herzerkrankung in der Vorgeschichte und
unauffalliger Echokardiogaphie, die nicht als Transplantat zum Einsatz kamen.

Entsprechend der ,Deklaration von Helsinki“ erfolgte die schriftliche Einwilligung
nach Aufklarung der Teilnehmer oder Familienangehdriger potentieller
Herzspender vor Entnahme des Herzens beziehungsweise vor Gewinnung der
Septumbiopsien. Alle Experimente wurden mit Genehmigung des
Ethikkommitees der Medizinischen Fakultat der Universitat Wurzburg
durchgefuhrt. Die Experimente, bei denen Proben herzinsuffizienter Patienten
und der o.g. Kontrollherzen verwendet wurden, wurden zudem durch das
Ethikkommitee des ,BIOSS Centre for Biological Signaling Studies” der

Universitat Freiburg genehmigt.
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2.3 Antikorper

Tabelle 1: Antikorper

Epitop Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Priméarer RKIP

Antikoérper

Sekundarer Kaninchen IgG

Antikoérper

Kaninchen 1:5000 eigene Herstellung

(Lorenz et al., 2003)

Ziege 1:10000 Dianova

Der primare Antikérper wurde in Blockmilch, der sekundare Antikorper in BSA-

haltigem Waschpuffer (Bovines Serum Albumin Fraktion V) (s. 2.5) angesetzt.

Sekundare Antikdrper waren an Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish-

peroxidase, HRP) gekoppelt.

24 Oligonukleotidprimer

Tabelle 2: Oligonukleotide

Primer

Sequenz

ANF vorwarts
ANF ruckwarts
BNP vorwarts
BNP rickwarts
COL3a1 vorwarts
COL3a1 rlckwarts
CTGF vorwarts
CTGF ruckwarts
GAPDH vorwarts
GAPDH ruckwarts
Periostin vorwarts
Periostin rickwarts
RKIP vorwarts
RKIP ruckwarts
TGFp vorwarts

TGFp rlickwarts

5- ACAGATCTGATGGATTTCAAGAACCTGC -3’
5- AGTGCGGCCCCTGCTTCCTCA -3’

5" GGATCGGATCCGTCAGTCGTT 3’

5" AGACCCAGGCAGAGTCAGAAA 3’
5'AAACAGCAAATTCACTTACAC 3’
5’ACCCCCAATGTCATAGG 3’

5- AAGGGCCTCTTCTGCGATTTC -3’

5- TGCACACTCCGATCTTGCG -3’

5" TGGCAAAGTGGAGATTGTTG 3’

5" CATTATCGGCCTTGACTGTG 3’

5- CTGGTATCAAGGTGCTATCTGC -3

5- ATTGCCCAGCGTGCCATAA -3
5’-CGGGCCTCCCAGTGGCACAGG-3’

5- GCCGCGATTGTCTCCAGACTTGTTGC-3’
5- TCCAGAGTTTCACTCCCCC -3’

5- GGCACCGTGGGAAATAGTAGA -3’
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2.5 Puffer, Losungen und Medien

Alle Losungen wurden mit bi-destilliertem, vollentsalztem Wasser hergestellt.

Tabelle 3: Puffer, Losungen und Medien

Losung

Inhaltsstoffe

Erlauterung / Konzentration

100 x Proteaseinhibitormix

10 x Phophataseinhibitormix

Blockmilch

BSA-Waschpuffer

Lysispuffer

SDS-Polyacrylamidgel
(12,5 %),

Ansatz fur zwei Gele der
Male 16 x 18 cm

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
Benzamidin
TRIS

NaF

Na,P,0-;

Naz;VO,

NaN;
B-Glycerolphosphat

NaCl
Magemilchpulver
TRIS-HCI

Tween 20

H.O

NaCl

TRIS-HCI

Nonidet P40
Albumin Fraktion V

1XTSE-Puffer (pH 7,4)
Triton X 100
H.O

Sammelgel (4 % Acrylamid)
Rotiphorese 30
(Acrylamid/Bisacrylamid 30 %
/0,8 % (m/V))

4x Sammelgelpuffer

(0,5M TRIS (pH 6,8) 0,4 %
SDS (m/V))

H.O
Ammoniumperoxodisulfat
(APS)-Lésung (10 % (m/V))
Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

21

0,1 % (m/V)
25 mM
50mM,pH 7,4

500 mM
50 mM
10 mM
3 mM
50 mM

100 mM

5% (m/V)

10 mM, pH 7,4
0,1 % (VIV)

150 mM
50mM,pH 7,4
0,2 % (VIV)
0,25 % (m/V)

1% (VIV)

3mL

6 mL

15 mL

240 pL
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Trenngel (12 % Acrylamid)

Rotiphorese 30 24 mL
4x Trenngelpuffer (1,5 M 15 mL
TRIS
(pH 8,8) 0,4 % SDS (m/V)) 21 mL
H.0 400 pL
APS-LAsung (10 % (m/V)) 30 uL
TEMED
Stripping-Puffer (pH 2,5) Glycin 100 mM
SDS 0,1 % (m/V)
Transferpuffer TRIS-HCI 20 mM
Glycin 150 mM
Methanol 20 % (VIV)
H.O

2.6 Chemikalien

Es wurden folgende Chemikalien verwendet: Apothekenwasser und Ethanol
(Krankenhausapotheke des Universitatsklinikums Wirzburg), Fluoromount-G™
(Biozol, Eching), Proteinmarker 27-1111 (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen),
Wheat germ agglutinin (Alexa Fluor® 488 conjugate, Invitrogen, Darmstadt).
Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von AppliChem (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Soweit erhaltlich,
wurden Chemikalien hdchster analytischer Qualitat (mindestens p.A.)

verwendet.
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2.7 Gerate

Bis auf die folgenden sind alle verwendeten Gerate im Methodenteil vermerkt.

Tabelle 4: Gerate
Gerat

Hersteller

Centrifuge 5810 R
EBA12R
Gewebeprobenentwasserung
Inkubator Typ B-6200

Oberflachen-TEMP-Heizplatte
IKAMAG ® RCT
IKA-COMBIMAG REO

Ofen
Plattformschuttler
Plattformschuttler
Thermomixer 5436
Trockenplatte

Vortex Genie 2TM

Eppendorf

Hettich Zentrifugen

Sakura Tissue-Tek

Heraeus instruments, Kendro Laboratory Products

IKA

Memmert

Biometra WT12
Heidolph Promax 2020
Eppendorf

Medax

Bende & Hoblin AG

2.8 Verbrauchsmaterial

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material Firma
Entwicklerflissigkeit Sigma Aldrich
Fixierflissigkeit Sigma Aldrich
Autoradiographiefilm Fuijifilm

Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran

Superfrost ® PLUS (Objekttrager)

GE Healthcare

Thermo-Scientific
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3 Methoden

3.1 Histologische Methoden

3.1.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Direkt nach Entnahme wurde das Herzgewebe 24 h in 4 %-iger
Formaldehydlésung fixiert. Die Dehydrierung des Gewebes erfolgte Uber eine
ansteigende Isopropanolreihe. Nach Behandlung mit Xylol erfolgte die
Einbettung in Paraffin in einer beheizten Paraffingielstation (EG 1150H, Leica).
Mit einem Mikrotom (RM2165, Leica) wurden Schnitte (2 ym) angefertigt, die
anschlieRend fur mindestens 3 h bei 42 °C getrocknet wurden. Die Anfertigung

der Paraffinschnitte Gbernahm die technische Assistentin Marianne Babl.

3.1.2 Histochemische Farbungen

3.1.2.1 Sirius Rot-Kollagenfarbung

Die Sirius Rot-Kollagenfarbung ermdglicht die Bestimmung des Fibrosegrades
in einem Herzschnitt. Bei der Sirius Rot-Kollagenfarbung werden interstitielles
Bindegewebe (Kollagen) rot, Parenchym gelb und Zellkerne schwarz
dargestellt.

Fir diese Farbung wurden die Paraffinschnitte zuerst in Roti-Histol
entparaffiniert, dann in absteigender Ethanolkonzentration und in bi-destilliertem
Wasser gewaschen. Daran schloss sich eine 45-minltige Inkubation in Sirius
Rot (Direct Red 80)-Lésung zur Anfarbung des Kollagens im Herzschnitt an. Die
Schnitte wurden in H,O gewaschen und Uber eine ansteigende Ethanolreihe
sowie Roti-Histol entwassert. Zuletzt wurden die Herzschnitte mit Eukitt (Fluka
03989) eingedeckt. Die Durchfiihrung der Sirius Rot-Kollagenfarbung tibernahm
die technische Assistentin Marianne Babl.

An einem Fluoreszenzmikroskop (Leica DM4000B) wurden bei finf- und
zehnfacher VergroRerung digitale Fotos reprasentativer Gewebeschnitte
erstellt. Mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms ,Adobe Photoshop CS5*

(Adobe) konnte anschlieliend der Fibrosegrad des linken Ventrikels mittels
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halbautomatischer, semiquantitativer  Pixelzahlung ermittelt werden. Die

Auswertung erfolgte verblindet.

3.1.2.2 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der
Darstellung apoptotischer Zellkerne. Wahrend der Apoptose, dem
programmierten und haufigsten Zelltod in Eukaryoten, kommt es zu
charakteristischen strukturellen Veranderungen im Zellkern und im Zytoplasma.
Zytoplasmatische Endonukleasen fragmentieren die DNA in Mono- und
Oligonukleosomen. Die dabei entstehenden Bruchstlicke weisen an ihren
Enden freie Hydroxygruppen (3'-OH-Gruppen) auf. Die terminale Transferase
TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase) versieht die Hydroxygruppen mit
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden und ermdglicht so die Detektion
apoptotischer Zellkerne. Der TUNEL-Assay wurde mit Hilfe des ,In Situ Cell
Death Detection Kit“ (Roche Applied Science, Mannheim) nach Hersteller-
Anleitung durchgeflnhrt.

Die Behandlung der Gewebeschnitte in Xylol diente der Entparaffinierung.
Mittels absteigender Ethanolreihe wurde im nachsten Schritt das Xylol entfernt
und dann die Schnitte in PBS gelegt. Anschlieend wurden die Gewebeschnitte
in einer Proteinase-K-LAdsung (Proteinase K, AppliChem, Darmstadt) 20 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert, um das Gewebe zu permeabilisieren. Nach
Waschen in PBS wurde eine Behandlung mit RNAse (5 ug/mL) (Ribonuklease,
Sigma-Aldrich) durchgeflhrt. Dazu wurden die Gewebeschnitte 20 min bei 37
°C inkubiert und dann in PBS gewaschen. Danach wurde das auf Eis
angesetzte TUNEL-Reagenz und die darin enthaltenen fluoreszenzmarkierten
Nukleotide auf die Proben gegeben und fir 1 h bei 37 °C im Brutschrank in der
feuchten Kammer unter Lichtausschluss inkubiert. Tetramethyl-Rhodamin-
dUTP (Deoxyuridintriphosphat) diente der direkten Fluoreszenzmarkierung der
DNA-Bruchstucke.

Als Positivkontrolle diente ein 10 min mit DNase (Desoxyribonuklease, Sigma-
Aldrich) (1:1 in PBS) behandelter Schnitt, der bei 15-25 °C unter

Lichtausschluss inkubiert wurde. Die DNase induziert kinstliche DNA-
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Doppelstrangbriiche und maximiert durch die anschlieBende Anlagerung von
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden das Fluoreszenzsignal. Als Negativkontrolle
diente ein Gewebeschnitt, der nicht mit TUNEL-Reagenz behandelt wurde.
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst-Reagenz, welches an DNA
bindet (Ghosh et al. 2015) und Gegenfarbung der Zellgrenzen mit Wheat Germ
Agglutinin, einem pflanzlichen Lektin, welches an Bestandteile der
Plasmamembran bindet (Sialinsaure- und N-Acetylglukosaminreste) (Chazotte
2011). Nach Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit WGA 30 min bei 37 °C
im Brutschrank unter Lichtausschluss inkubiert und anschlieBend in PBS
gewaschen. Die Schnitte wurden mit Hoechst-Reagenz benetzt, 5 min bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert und dann in PBS gewaschen.
Danach wurden die Schnitte nach einmaligem Waschen in Xylol mit
Fluoromount eingebettet.

Die Auswertung des TUNEL-Assays und die Auszahlung apoptotischer Zellen
wurde am Fluoreszenzmikroskop (Leica DM4000B) mit Hilfe der Software
,Diskus“ (Leica) durchgeflhrt.

Im Fluoreszenzmikroskop werden Farbstoffe zur Fluoreszenz angeregt und
das Fluoreszenzlicht mikroskopisch beobachtet. Farbstoffe eignen sich
Zellbestandteile  beziehungsweise Zellen selektiv zu markieren. Mit Hilfe
optischer Filter wird die Beleuchtungswellenlange im Mikroskop eingestellt, bei
der spezifische Farbstoffe absorbieren und angeregt werden und mit ihrer
charakteristischen Wellenlage Fluoreszenzlicht aussenden. Auf diese Weise
werden markierte Zellen oder Zellbestandteile im Fluoreszenzmikroskop
sichtbar. Die  verwendeten Fluorophore  weisen unterschiedliche
Absorptionsspektren auf und emittieren Licht unterschiedlicher Wellenlangen.
Apoptotische Zellen, Zellgrenzen und Zellkerne werden durch Verwendung der
0.g. Fluorophore in unterschiedlichen Farben dargestellt. Das verwendete
Hoechst-Reagenz weist ein Anregungsmaximum von 346 nm auf und emittiert
blaues Licht (max. 460 nm), das verwendete WGA-Fluorophor ein
Anregungsmaximum von 488 nm und emittiert griines Licht (max. 525 nm), das
TUNEL-Reagenz ein Anregungsmaximum von 540 nm und emittiert rotes Licht

(max. 580 nm).
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Die intrazellulare Lage des roten TUNEL-Fluoreszenzsignals galt als
Voraussetzung far die Identifikation eines apoptotischen

Kardiomyozytenzellkerns.

3.2 Proteinbiochemische Methoden
3.2.1 Quantifizierung der Proteinexpression

3.2.1.1 Herstellung von Proteinlysaten

Die bei -80 °C aufbewahrten murinen Herzen wurden sofort nach Entnahme
aus dem Gefrierfach mit Hilfe eines Ultraturrax mechanisch homogenisiert,
nachdem das Gewebe mit Lysispuffer (s. 2.5.), Proteaseinhibitoren und
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) versetzt wurde. Um Verunreinigungen zu
minimieren, wurde der Ultraturrax (IKA Labortechnik) vor Versuchsbeginn
mindestens 30 min in 0,5 molarem NaOH eingeweicht und mit H,0 gewaschen.
Nach 5 min Zentrifugation bei 1000 x g (4 °C) wurde der Uberstand
abgenommen und eine Proteinbestimmung durchgefuhrt. Die Herstellung von
Proteinlysaten aus humanen Myokardproben erfolgte analog zu der Herstellung

von Proteinlysaten aus murinem Gewebe.

3.2.1.2 Quantifizierung der Proteinkonzentration in Lysaten

Die Proteinbestimmung wurde mittels ,BCA-Protein Assay Kit®"“ (Thermo
Scientific, Pierce, Rockford USA) nach Anweisung des Herstellers durchgefuhrt.
In einer Reaktion von Bicinoninsaure (BCA), zweiwertigen Kupferionen und
dem Protein entsteht eine violette Verbindung. Mithilfe eines Plattenlesegerats
(Spectra MAX340 Corporation, Molecular Devices Corporation) wurde anhand
dieser Verbindung die Proteinmenge in der enthaltenen Probe photometrisch
bei 562 nm ermittelt. Die Proben wurden mit PBS auf eine Konzentration von 2

Mg/uL eingestellt.

3.2.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die zweidimensionale SDS-PAGE ermoglicht die Darstellung von Proteinen in

Abhangigkeit von ihrer molekularen Masse. Durch Anlagerung des negativ
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geladenen Natriumlaurylsulfats (SDS) an die Proteine wird deren Eigenladung
uberdeckt. Alle Proteine bewegen sich im elektrischen Feld in Richtung Anode.
Eine Auftrennung innerhalb des Polyacrylamidgels erfolgt abhangig von der
Molekilmasse und unabhangig von der Eigenladung. Je kleiner das Protein,
desto schneller wandert es durch die Poren des Polyacrylamidgels (Al-Tubuly
2000). SDS ist wichtiger Bestandteil von Gelladepuffer, Laufpuffer und
Polyacrylamidgelen (s. 2.5). Der prozentuale Anteil des Acrylamids entscheidet
Uber die PorengroRe der Gelmatrix und die Wandergeschwindigkeit der
Proteine. Im Sammelgel werden die Proteine an der Lauffront fokussiert und
anschliellend im Trenngel nach Grof3e aufgetrennt. In der Regel wurden 20 uL
des jeweiligen Lysats auf ein Gel aufgetragen und bei 70 V/Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gelektrophoresegerat ,Power Pac ™ HC*
(BioRad) und das Netzgerat ,PS 500 XT DC* (Hoefer Scientific Instruments)

dienten der Durchfihrung.

3.2.1.4 Westernblot

In einem Semi-Dry-Blotter (Transfer-Blot R SD, Biorad) erfolgte der Transfer der
elektrophoretisch aufgetrennten negativ geladenenen Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran, die vorher einige Minuten in Methanol
aktiviert wurde (Gultekin and Heermann 1988). Den elektrophoretischen
Transfer der SDS-Proteinkomplexe auf eine PVDF-Membran bezeichnet man
als Westernblot (Burnette 1981). In aufsteigender Reihenfolge wurden auf der
mit Transferpuffer (s. 2.5) befeuchteten Anoden-Elektrode des Blotters drei
Lagen in Transferpuffer getranktes Filterpapier, die aktivierte Membran, das
Gel, drei Lagen in Transferpuffer getranktes Filterpapier und die befeuchtete
Kathodenelektrode geschichtet. Der Proteintransfer erfolgte bei einer Spannung

von 15V fur eine Dauer von mindestens 1 h.

3.2.1.5 Immundetektion der immobilisierten Proteine

Die Immundetektion der immobilisierten Proteine diente dazu, die Proteine auf
Grundlage einer Antigen-Antikorper-Reaktion sichtbar zu machen. Eine 1,5-

stiindige Behandlung der beladenen Membranen mit Blockmilch (5 % (m/V)) bei
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Zimmertemperatur diente der Absattigung unspezifischer Bindungsstellen. Bei 4
°C wurden die Membranen Uber Nacht unter leichtem Schutteln mit dem
primaren Antikorper gegen das gesuchte Protein (RKIP) inkubiert und dreimal
15 min in BSA-Waschpuffer (s.2.5) gewaschen, um ungebundenen
Erstantikérper zu entfernen. Anschlieend wurden die Membranen mindestens
1 h in einem an eine HRP gekoppelten sekundaren Antikorper inkubiert. Der
sekundare Antikérper bindet an das IgG der Spezies des primaren Antikérpers.
Um Uberschissigen, nicht gebundenen Zweitantikorper zu entfernen, wurde die
Membran dreimal gewaschen (s.0.). Informationen zu Konzentration und
Herkunft der verwendeten Antikérper sind im Materialteil (2.3) zu finden.

Das ,Amersham ECL Plus Detection Reagent®“ (GE Healthcare) ermoglichte
die Detektion des Proteins. Die Membran wurde mit luminolhaltigem Substrat
(PS-3 Acridan) benetzt. Die an den sekundaren Antikorper gekoppelte HRP
katalysiert die Oxidation des Iumineszenten Substrats und ein
Chemilumineszenz-Signal wird erzeugt. Die Chemilumineszenz wurde durch
Schwarzung eines Autoradiographiefiims sichtbar gemacht. Die Software
,~Adobe Photoshop CS5“ ermoglichte die Quantifizierung der unterschiedlichen

Schwarzung des Autoradiographiefilms.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Quantifizierung der mRNA-Expression mittels real-time
Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR)

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR) diente der
Quantifizierung der messenger RNA-Expression (mRNA) bestimmter

Markergene.

3.3.1.1 Isolation und Quantifizierung von mRNA

Mit Hilfe des ,RNeasy Midi Kit“ (Qiagen, Hilden) wurde mRNA aus Herzgewebe
isoliert. Die Durchflihrung des Versuchs erfolgte nach Anleitung des Herstellers.
Wahrend des gesamten Versuchs wurde ausschliel3lich RNAse-freies Wasser

verwendet. Vor der Aufreinigung der mRNA wurde das Arbeitsmaterial mit
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,RNase-ExitusPlus™“ behandelt, um eine Dekontamination von RNA-

Ruckstanden zu erreichen.

3.3.1.2 Umschreiben der RNA in komplementiare DNA

Mittels ,Superskript™-Kit“ (Invitrogen) erfolgte das Umschreiben der RNA in
komplementdre DNA (cDNA), um die Analyse der Expression spezifischer
Gene mittels quantitativer real-time PCR zu ermdglichen.

Der fur mRNA spezifische Poly-A-Schwanz am 3’-Ende der gespleilten RNA
ist wichtig fur die Einleitung der Translation. Der Einsatz von Oligo(dt)-Primern
einer Lange von circa 20 Basen, die spezifisch an den Poly-A-Schwanz
eukaryotischer mRNA binden, ermoglichte eine mRNA-spezifische
Untersuchung. Die aus Retro-Viren stammende reverse Transkriptase ist in der
Lage aus einstrangiger RNA cDNA im Verhaltnis 1:1 zu generieren, indem sie
an einen Startpunkt der RNA bindet und in 3’-Richtung die cDNA synthetisiert.
Durch Verwendung von Primern, die ein Intron Uberspannten, wurde die
ausschlieBliche Vervielfaltigung der gespleidten mRNA ermdglicht und die
Vervielfaltigung genomischer DNA blieb aus.

Eine Probe ohne reverse Transkriptase diente als Negativkontrolle. Fur das
Umschreiben der mRNA wurde deren Konzentration am Photometer Nanodrop
(Peqlab) gemessen und dann 1 ug RNA auf 10 pyL mit RNAse freiem Wasser
aufgefiillt und mit dem , Superskript™-Kit“ (Invitrogen) nach Herstellerangaben in

cDNA umgeschrieben.

3.3.1.3 Prinzip und Durchfiihrung der real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine spezielle Form der Polymerase-
Kettenreaktion. Neben der Vervielfaltigung des PCR-Produkts wird zusatzlich
eine quantitative Analyse der mRNA ermoglicht. Durch Zugabe eines
Fluoreszenz-Farbstoffs, der mit doppelstrangiger DNA interkaliert, kann die
Zunahme der PCR-Produkte wahrend der PCR verfolgt werden (real-time).
Nach jedem Amplifizierungszyklus wird die Fluoreszenz in der Probe
gemessen. Unter optimalen Bedingungen verdoppeln sich die PCR-Produkte

und die Fluoreszenz nach jedem Zyklus. Aus der Zyklusanzahl (threshold cyice,
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Ct), die zum Erreichen eines Schwellenwerts nétig ist, kann spater die in der
Probe enthaltene mRNA bestimmt werden. Je weniger mRNA in der Probe
vorhanden ist, desto hoéher ist die Zykluszahl. Als nicht-reguliertes Gen
(housekeeping-Gen) und Referenzwert wurde die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Sinn der Expressionsanalyse eines
housekeeping-Gens ist es die Ergebnisse der real-time PCR unabhangig von
Pipettierungenauigkeiten und der Ausgangskonzentration bewerten zu kdnnen.
Die quantitative real-time PCR wurde unter Verwendung des ,C7000
Thermocyclers® (CFX384 TM real-time-System, Biorad) und der Software
»SOFTmax ® PRO for Lmax” (Version 1.0L Software, MDS Analytical
Technologies) durchgeflhrt.

In einem 384-well-Format wurde die cDNA jeweils in Triplikaten analysiert. Es
wurden jeweils 2,5 yL cDNA des Standards, der Negativkontrolle und eines
Leerwertes (DEPC-Wasser) vorgelegt. AnschlieRend wurden die Primer (480
nM) mit dem Supermix (dNTPs, DNA-Polymerase, Fluorophor in gepufferter
Ldsung) dazu gegeben. Fur die Amplifikation der cDNA von Periostin, Col3a1,
TGFp, CTGF, BNP, ANF und GAPDH verwendete ich ein Reaktionsgemisch
aus , Supermix SsoFast Eva Green*“ (Biorad).

Folgendes Schema des ,,C71000 Thermocyclers“ (CFX384 TM real-time System,

Biorad) wurde fur die real-time PCR verwendet:

98 °C 2 min Doppels.trang-
Denaturierung

98 °C 0,2 min 40 Zyklen Primer-Aktivierung

56 °C 0,2 min Fluoreszenzmessung | 40 Zyklen Primer-Anlagerung

65 °C 0,4 min Fluoreszenzmessung | 40 Zyklen Primer-Anlagerung

65-95°C | +0,5°C/ 0,05 min | Fluoreszenzmessung Amplifikation und
Schmelzkurve

Durch die schrittweise Temperaturerhohung und die kontinuierliche
Fluoreszenzmessung konnte die Denaturierung der Doppelstrange verfolgt
werden, da denaturierte Doppelstrange kein Fluoreszenzsignal erzeugen, und

anhand der erzeugten Schmelzkurve bewertet werden.
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3.3.1.4 Auswertung der real-time PCR

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der 2"22°-Methode nach Livak
(Livak and Schmittgen 2001), um die Daten in ein analysierbares Format zu
bringen: Die Expression der mRNA wird in Bezug zu einem Referenzgen (hier
GAPDH) gesetzt und als Vielfaches eines basalen Zustandes (hier Wildtyp-

basal) dargestellt.

3.3.2 Caspase-Assay

Caspasen (engl. cysteine aspartic acid-specific proteases) spielen eine
entscheidende Rolle bei der Apoptose. Mit Hilfe des auf Lumineszenz
beruhenden ,Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kits“ (Promega Corporation, Madison
USA) wurde die Aktivitat der Effektorcaspasen 3 und 7 bestimmt. Die
Durchfihrung der Versuche erfolgte entsprechend Herstelleranleitung. Der
Assay enthalt ein luminogenes Substrat flir die Caspasen 3 und 7, das die
Tetrapeptidsequenz DEVD aufweist (DEVD-Aminoluciferin). Das Substrat ist in
einem Reagenz gelost, das flr Caspasenaktivitat, Luciferaseaktivitat und
Zelllyse optimiert ist. Durch Zugabe des Caspase-Glo 3/7-Reagenzes lysieren
die Zellen und die enthaltenden Caspasen werden freigesetzt. Die Caspasen
spalten das DEVD-Aminoluciferin, sodass ein Substrat, das Aminoluciferin, flr
die in dem Assay enthaltende Luciferase entsteht. Die Luciferase katalysiert die
Oxidation von Aminoluciferin und generiert so ein Lumineszenzsignal, das
proportional zur Aktivitat der Caspasen 3 und 7 ist. Das Lichtsignal konnte mit
Hilfe des ,Multi-Label-Reader Querty, Wallac EnVis“ (EnVision) von
PerkinElmer erfasst werden.

Zunachst wurden Proteinlysate aus murinen Mausherzen hergestellt und
quantifiziert (siehe 3.2.1.1). Die Lysate wurden auf eine Konzentration von 0,2
Mg/uL eingestellt. Fir die Caspase-Aktivitatsbestimmung wurde eine 24-well-
Platte verwendet. 50 yL Lysat wurden im Verhaltnis 1:1 mit 50 yL Kit-Losung
(mit enthaltener Luciferase) in ein well gegeben und 1 h bei Raumtemperatur

inkubiert. Das Lumineszenz-Signal wurde nach 1 h gemessen.
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3.4 Physiologische Methoden
3.4.1 Organentnahme

Die Mause wurden durch Genickbruch getétet und das Herz enthommen. Durch
vorsichtigen Druck auf das Herz mit einer Pinzette wurde das Blut entfernt und
das Organ auf Ebene der Papillarmuskel-Urspringe in Herzbasis und
Herzspitze geteilt. Die kraniale Herzhalfte wurde fur histologische Analysen wie
zum Beispiel den TUNEL-Assay in 4 %-igem Formalin fixiert. Die Herzspitze
wurde geteilt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert, um
eine adaquate Aufbewahrung bis zum Einsatz fir RKIP-Expressionsanalysen

und Caspase-Aktivitatsuntersuchungen zu sichern.

3.4.2 Ligation der Aorta transversa (TAC)

Tiermodelle werden verwendet, um pathophysiologische Zusammenhange in
vivo unter definierten Bedingungen zu erforschen. Kardiale Erkrankungen in
Modellorganismen konnen das Resultat zum Beispiel einer genetischen
Veranderung oder eines bestimmten operativen Eingriffs sein.

TAC dient seit seiner Validierung durch Rockman et al. (Rockman et al. 1991)
haufig als Grundlage fur die Erforschung der Entwicklung von Herzinsuffizienz.
Die Reproduzierbarkeit von TAC in Bezug auf die Entwicklung von
Herzinsuffizienz ist verlasslicher als zum Beispiel ein induzierter Myokardinfarkt
durch den kompletten Verschluss der linken Koronararterie (deAlmeida et al.
2010).

Das in den Untersuchungen verwendete Herzinsuffizienzmodell TAC wurde
operativ bei sieben bis acht Wochen alten Mausen angewendet. Die Tiere
wurden Uber eine intraperitoneale Injektion mit Pentobarbital (40 mg/kg
Korpergewicht) betaubt. Eine Nadel der Gauge ,27“ wurde verwendet, um die
Ligation der Aorta transversa durchzufuhren. Fir die postoperative Analgesie
wurde Carprofen (4 mg/kg Koérpergewicht) subkutan gespritzt. Drei Wochen
nach der Operation wurden die Tiere wie oben beschrieben getbtet, es erfolgte
die Entnahme der Herzen und die Aufbewahrung der Organe bei -80 °C. Die

TAC-Operationen ubernahm Frau Professorin Kristina Lorenz.
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3.4.3 Echokardiographie

Unter Verwendung der hochauflésenden Bildverarbeitungssysteme ,Vevo700*
oder ,Vevo 2100“ (Visual Sonic) und hochauflésenden Schallképfen (30 MHz)
wurden transthorakale Echokardiographien durchgeflhrt. Die Experimente
erfolgten verblindet. Untersuchungen innerhalb der parasternalen kurzen Achse
in Hohe der Papillarsehnen im 2D M-Mode ermoglichten die Ermittlung der
enddiastolischen linksventrikularen posterioren (LVPW) und der
enddiastolischen interventrikularen septalen Wandstarke (IVS) sowie des
systolischen und enddiastolischen linksventrikularen inneren Durchmessers
(LVID). Mittels der Software ,VisualSonics Cardiac Measurements“ wurde die
Verkurzungsfraktion (engl. fractional shortening, FS) errechnet (FS = ((LVID,
diastolisch — LVID, systolisch) / LVID, diastolisch) * 100 (%)). Zudem wurde als
Mal} der kardialen Hypertrophie das Verhaltnis aus Herzgewicht zu Tibialange
ermittelt (HW/TL). Die verwendeten Daten reprasentieren Durchschnittswerte

aus mindestens sechs Herzzyklen pro Maus.

3.5 Statistik

Die Analysen wurden unter verblindeten Bedingungen ausgewertet. Alle
Ergebnisse zeigen den Mittelwert * SEM (engl. standard error of the mean).
Die Auswertung erfolgte mittels zweiseitiger t-Test-Analyse fur den Vergleich
von zwei Gruppen.

ANOVA (analysis of variances) und bonferroni-Test (post-hoc Test,
Paarvergleich) dienten dem Vergleich von mehr als zwei Gruppen. Als
signifikant wurde ein p-Wert < 0.05 angenommen. Fur die Analysen verwendete
ich die Software ,Prism*“ (GraphPad, San Diego, USA). Ich erstellte Diagramme
mit der Software ,Adobe lllustrator” (Adobe) und Abbildungen mit der Software

»,Microsoft PowerPoint” (Microsoft).
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4 Ergebnisse

4.1 Die Expression von RKIP ist bei Herzinsuffizienz
und Aortenstenose gesteigert

Es ist bekannt, dass die Expression verschiedener Proteine (z.B. natriuretischer
Peptide und GRK2) bei Herzinsuffizienz verandert ist. Die Expression von
GRK?2 ist wie weiter oben beschrieben (s. 1.3.2) bei Herzinsuffizienz gesteigert.
RKIP koénnte aufgrund seiner Funktion als GRK2-Inhibitor eine Rolle bei
Herzinsuffizienz spielen und moglicherweise ist auch die Expression von RKIP
bei Herzinsuffizienz verandert. Die Untersuchung der RKIP-Protein-Expression
mittels Westernblots in gesundem und krankem murinem und humanem
Herzgewebe diente dazu, Erkenntnisse Uber eine mdgliche Anderung der
Expression von endogenem RKIP im Herzen unter kardialen Stresssituationen
Zu gewinnen.

In Mausen bewirkte die dreiwdchige linksventrikulare Druckbelastung durch

TAC tatsachlich eine signifikante Steigerung der RKIP-Expression (Abb.5).
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Abbildung 5:  Protein-Expression von RKIP in Wildtyp-Mausen nach drei Wochen

TAC

(a) Gezeigt sind Immunoblot-Analysen der RKIP-Protein-Expression in
Herzlysaten von 8 Wochen alten Kontroll-Mausen (Kon) und Mausen nach
drei Wochen Ligation der Aorta transversa (TAC). Es wurden anti-RKIP-
Antikérper verwendet. RKIP = 23 kDA, Gp = 36 kDa. (b) Die quantitative
Auswertung des gezeigten Immunoblot zeigt die Signalintensitat normiert
auf die RKIP-Expression in Kontrollherzen. Mittelwert+ SEM; *, p < 0.05
vs. Kon; n = 9 (Kon) und 9 (TAC).

Das Ergebnis konnte Resultat einer Hochregulation oder eines verminderten
Abbaus von RKIP sein. Daher wurde im nachsten Schritt die mRNA-Expression

von RKIP untersucht. Diese war nach TAC signifikant gesteigert (Abb.6).
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Demnach scheint die kardiale Genexpression von TAC unter erhohter
linksventrikularer Druckbelastung beziehungsweise bei Herzinsuffizienz

hochreguliert zu sein.
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Abbildung 6: mRNA-Expression von RKIP in Wildtyp-Mausen nach drei Wochen
TAC
Mittels real-time PCR wurde die mRNA-Expression von RKIP bestimmt. Der
Graph zeigt die Quantifizierung der RKIP-mRNA-Expression von Kontroll-
Mausen (Kon) und Mausherzen nach drei Wochen TAC. Mittelwert+ SEM;
*, p <0.05 vs. Kon; n=5 (Kon) und 5 (TAC).

Analysen der RKIP-Expression aus humanen Myokardbiopsien von
herzinsuffizienten Patienten (Abb.7) und an Aortenstenose erkrankten Patienten
(Abb. 8) zeigten eine signifikant hohere RKIP-Protein-Expression im Vergleich
Zu gesunden Kontrollherzen. Die Myokardproben entstammten
herzinsuffizienten Patienten im NYHA Stadium IV, Patienten mit einer high-
gradient-Aortenstenose und Kontrollherzen von Patienten mit herzgesunder

Vorgeschichte und unauffalliger Echokardiographie.
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Abbildung 7: Protein-Expression von RKIP bei Herzinsuffizienz

(a) Die Abbildung zeigt Immunoblot-Analysen der RKIP-Protein-Expression
in humanen Herzlysaten von gesunden Kontroll-Herzen (Kon) und
herzinsuffizienten Herzen (HI). Als Kontrollen dienten Herzen, die nicht als
Spenderherzen verwendet werden konnten. Es wurden anti-RKIP-
Antikérper verwendet. RKIP = 23 kDA, Gp = 36 kDa. Die quantitative
Auswertung des gezeigten Immunoblot (b) zeigt die Signalintensitat
normiert auf die RKIP-Expression in Kontrollherzen. Mittelwert+ SEM; *, p <
0.05 vs. Kon; n =7 (Kon) und 7 (HI).
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Abbildung 8:  Protein-Expression von RKIP bei Aortenstenose

(a) Die Abbildung zeigt Immunoblot-Analysen der RKIP-Protein-Expression
in humanen Herzlysaten von gesunden Kontrollherzen (Kon) und Herzen
bei Aortenstenose (AS). Es wurden anti-RKIP-Antikérper verwendet. RKIP
= 23 kDA, Gp = 36 kDa. (b) Die quantitative Auswertung des gezeigten
Immunoblot zeigt die Signalintensitat normiert auf die RKIP-Expression in
Kontrollherzen. Mittelwert+ SEM; *, p < 0.05 vs. Kon; n = 3 (Kon) und 7
(AS).

Die gesteigerte Expression von RKIP stellt moglicherweise einen
Anpassungsmechanismus des Organismus als Reaktion auf eine kardiale
Mehrbelastung dar, um pathologisch geschwachte GPCR-Signale, wie sie bei
Herzinsuffizienz vorliegen, zu verstarken. Die Ergebnisse verdeutlichen eine
physiologische Funktion von RKIP bei Herzinsuffizienz. Sie kdnnten ein erster
Hinweis darauf sein, dass RKIP tatsachlich die GPCR-Signalgebung verstarkt
und dass dies interessanterweise keinen negativen Einfluss auf den

Herzmuskel in Mausen zu haben scheint.

4.2 Die herzspezifische Uberexpression von RKIP
bewirkt dauerhaft eine verbesserte Herzfunktion
in Mausen

Um die Funktion von RKIP bei Herzinsuffizienz und den mdglichen Sinn der
Hochregulation unter kardialen Stresssituationen zu verstehen, wurden Mause
generiert, die RKIP herzspezifisch unter Verwendung des a-MHC-Promoters
uberexprimierten (RKIP).

Voruntersuchungen an FVB/N-Mausen zeigten bereits, dass die
herzspezifische RKIP-Uberexpression dauerhaft bis zu einem Alter von zwolf

Monaten eine gesteigerte Kontraktilitdit ohne nachteilige Effekte auf das Herz
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ermdglicht. In acht Wochen und zwolf Monate alten RKIP-tg-Mausen war die
Verkirzungsfraktion (engl. fractional shortening, FS), ein Maly fur die
linksventrikulare Kontraktilitdt, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen signifikant
gesteigert (Abb. 9). Interessant ist, dass der dauerhaft hyperkontraktile RKIP-tg-
Phanotyp die Lebensdauer der Mause nicht verkirzte (Abb.10) (Lorenz et al.
unpublizierte Daten). Chronische Hyperkontraktilitdt, z.B. im Rahmen einer
dauerhaften, sympathischen Stimulation bei arterieller Hypertonie, flhrt

dagegen zu kardialer Hypertrophie, Dilatation und Herzversagen.
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Abbildung 9:  Verkiirzungsfraktion von Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen

Die kardiale Verkirzungsfraktion (FS) wurde in Mausen mit FVB/N-
Hintergrund mittels Echokardiographie bestimmt. Graphisch dargestellt sind
in (a) die Verkurzungsfraktion (FS) acht Wochen alter Wildtyp-Mause (wt)
und RKIP-tg-Mause (RKIP) (n = 14 (wt) und 11 (RKIP)) und in (b) die
Verkurzungsfraktion (FS) zwdlf Monate alter Wildtyp-Mause (wt) und RKIP-
tg-Mause (RKIP) (n = 13 (wt) und 17 (RKIP)). Mittelwert+ SEM; *, p < 0.05
vs. RKIP-tg.9
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Abbildung 10: Uberleben von Wildtyp-Miusen und RKIP-tg-Mausen
Graphisch dargestellt als Kaplan-Meier-Uberlebenskurve ist das

prozentuale Uberleben von FVB/N-Wildtyp-M&usen (wt) und -RKIP-tg-
Mausen (RKIP); n= 148 (wt) und 148 (RKIP).
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4.3 RKIP schutzt vor durch TAC induzierter Herzin-
suffizienz

Die Frage, ob die herzspezifische Uberexpression von RKIP eine Rolle bei der
Entwicklung von Herzinsuffizienz spielt, blieb bisher ungeklart. Das
Herzinsuffizienzmodell TAC sollte dazu dienen, die Rolle von RKIP bei
Herzinsuffizienz zu untersuchen. TAC ist ein etabliertes, murines, operatives
Herzinsuffizienzmodell, welches sich durch gute Reproduzierbarkeit
auszeichnet. Wildtyp-FVB-Mause entwickelten zwar eine kardiale Hypertrophie,
eine Zunahme von Fibrose und Apoptose, aber zeigten keine funktionellen
Anzeichen fur eine Herzinsuffizienz. Wildtyp-C57/BL6-Mause zeigten nach drei
Wochen TAC deutliche Anzeichen fir eine verminderte Herzfunktion. Die
Ergebnisse der Untersuchungen von RKIP-tg-C57/BL6-Mausen sollen im

Folgenden beschrieben werden.

4.3.1 RKIP schitzt vor Verschlechterung der Herzfunktion

Um die Rolle von RKIP bei der Entwicklung von Herzinsuffizienz zu beurteilen,
wurde zunachst der kardiale Phanotyp in Wildtyp-Mausen und in RKIP-tg-
Mausen unter basalen Bedingungen im Alter von acht Wochen (Kon) und nach
drei Wochen TAC (TAC) hinsichtlich typischer Zeichen von Herzinsuffizienz
charakterisiert.

Echokardiographische Untersuchungen zeigten, dass C57/BL6-Mause, die
RKIP herzspezifisch Uberexprimierten, eine bessere kardiale Kontraktilitat
(Verkurzungsfraktion) als Wildtyp-C57/BL6-Mause aufwiesen (Abb. 11). Zudem
fuhrten drei Wochen chronische Druckbelastung (TAC) zur signifikanten
Abnahme der Herzfunktion von Wildtyp-Mausen, wahrend sich diese bei RKIP-
tg-Mausen nicht signifikant anderte (Abb. 11 und 12). Unter basalen
Bedingungen und drei Wochen nach TAC war die Verklrzungsfraktion bei
RKIP-tg-Mausen signifikant hoéher als bei Wildtyp-Mausen unter den
entsprechenden Bedingungen. Chronische linksventrikulare Druckbelastung

scheint die Herzfunktion in RKIP-tg-Mausen kaum zu beeinflussen
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Abbildung 11: Verkiirzungsfraktion von Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen unter
basalen Bedingungen und nach drei Wochen TAC
Graphisch dargestellt ist die Verkirzungsfraktion (FS) von Wildtyp-Mausen
(wt) und RKIP-tg-Mausen (RKIP) im Alter von acht Wochen und nach drei
Wochen TAC (n =12 (wt - TAC), 8 (RKIP - TAC), 21 (wt TAC) und 13 (RKIP
TAC). Mittelwert+ SEM; *, p < 0.05 wie angegeben.
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Abbildung 12: M-Mode-Echokardiogramme von Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen
Die Abbildungen zeigen reprasentative M-Mode-Echokardiogramme des
linken Ventrikels einer Wildtyp-Maus (wt) und einer RKIP-tg-Maus (RKIP)
nach TAC. Die reflektierten Signale des sich wahrend des Herzzyklus
andernden Durchmessers des linken Ventrikels werden zeitabhangig auf
der x-Achse (Zeitachse) dargestellt.

Interessanterweise zeigten Wildtyp-Mause und RKIP-tg-Mause nach
dreiwochiger kardialer Druckbelastung eine ahnlich starke linksventrikulare
Hypertrophie. Die interventrikuldre septale Wandstarke (IVS) und die
linksventrikulare posteriore Wandstarke (LVPW), beides Parameter fur kardiale
Hypertrophie, nahmen in Wildtyp-Mausen und in transgenen Mausen signifikant
zu und das relative Herzgewicht, gemessen als Verhaltnis aus Herzgewicht und
Tibialange (HWI/TL) stieg in beiden Gruppen signifikant an. Die Tibialange
diente als Referenzwert, da sie gut messbar und proportional zur Kérpergrolie

ist.
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Folge einer dauerhaften kardialen Stimulation oder einer kardialen
Zusatzbelastung, z.B. im Rahmen einer Aortenstenose, ist wie auch in den
Mausen beobachtet, eine Zunahme der linksventrikularen Wanddicke. Zunachst
bewirkt eine solche Zunahme der Wandstarke eine kardiale Kraftsteigerung. Bei
Fortbestehen einer kardialen Belastung kommt es gewohnlich zur Dilatation des
linken Ventrikels und schlieBlich zum Herzversagen durch eine gestorte
Herzfunktion. Bei Wildtyp-Mausen bewirkte TAC eine linksventrikulare Dilatation
und somit wie oben beschrieben eine Abnahme der Herzfunktion. Der linke
Ventrikel von RKIP-tg-Mausen dilatierte nach TAC nicht signifikant (Tab. 6). Die
nahezu erhaltene, oben beschriebene Herzfunktion in RKIP-tg-Mausen nach

TAC ist mdglicherweise die Folge der ausbleibenden Dilatation.

Tabelle 6: Echokardiographische Charakterisierung von Wildtyp-Mausen und

RKIP-tg-Mausen nach drei Wochen TAC

Tabellarisch dargestellt sind echokardiographische Analysen von Wildtyp-
Mausen und RKIP-tg-Mausen im Alter von acht Wochen (Kon) und nach
drei Wochen chronischer linksventrikularer Druckbelastung (TAC). Die
Tabelle zeigt Messergebnisse der interventrikularen septalen Wandstarke
(IVS), der linksventrikularen posterioren Wandstarke (LVPW), dem
linksventrikularen inneren Durchmesser (LVID), der Verkirzungsfraktion
(FS) und das relative Herzgewicht, Herzgewicht/Tibialange, (HW/TL).
Gezeigt sind die Mittelwerte (£ SEM); * p < 0.05 vs. jeweilige Kontrolle; § p
< 0.05 vs. wt Kon; + p < 0.05 vs. wt TAC.

wt RKIP-tg wt RKIP-tg

Kon Kon TAC TAC
IVS, enddiastolisch  0.64 0.69 0.95 0.99
(mm) +0.018 +0.034 +0.022* +0.025*
LVPW, enddiastolisch 0.65 0.71 0.90 0.95
(mm) +0.018 +0.035 +0.026* +0.034*
LVID, enddiastolisch 3.62 3.31 3.91 3.31
(mm) +0.055 +0.091 +0.081* £0.091+
FS (%) 32.6 40.0 24.6 36.0

+1.08 +1.14§ +0.99* +1.81+
n 12 8 21 13
HWITL 5.8 55 9.8 9.1
(mg mm'1) +0.16 +0.12 +0.27* +0.33*
n 28 29 21 13

Der schitzende Effekt von RKIP unter kardialen Stressbedingungen konnte

nicht nur im Hinblick auf die Herzfunktion, sondern auch im Hinblick auf das
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Uberleben gezeigt werden. Wildtyp-M&use starben friiher unter TAC als RKIP-
tg-Mause (Abb.13).
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Abbildung 12: Uberleben von Wildtyp-Miusen und RKIP-tg-Miusen nach drei
Wochen TAC
Graphisch  dargestellt als Kaplan-Meier-Uberlebenskurve ist das
prozentuale Uberleben von Wildtyp-Mausen (wt) und RKIP-tg-M&usen
(RKIP) nach chronischer linksventrikularer Druckbelastung (TAC); n= 22
(wt) und 21 (RKIP).
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Durch TAC kommt es in Wildtyp-Mausen scheinbar zur Entwicklung einer
progressiven Herzinsuffizienz mit zunehmender Verschlechterung der
Herzfunktion. RKIP-tg-Mause scheinen die Belastung durch TAC deutlich
besser zu tolerieren und die gute Herzfunktion bleibt langfristig erhalten. Das
frihere Sterben von Wildtyp-Mausen unter TAC ist Folge des versagenden

Herzens oder einer Hypertrophie- oder Fibrose-induzierten Arrythmie.

4.3.2 RKIP schiitzt vor kardialer Apoptose

Folge chronischer kardialer Belastung und Zeichen nicht vitalen Gewebes sind
gesteigerter Zelltod und Apoptose. Unter Apoptose versteht man den
programmierten Zelltod. Durch Apoptose kommt es zum Verlust
funktionsfahiger Kardiomyozyten und zur kardialen Funktionseinschrankung.
Es sollte untersucht werden, ob RKIP Einfluss auf die kardiale Apoptose hat.
Der TUNEL-Assay ermoglicht es, apoptotische Kardiomyozyten darzustellen,
indem wahrend der Apoptose entstehende DNA-Bruchsticke mittels
fluoreszenzmarkierter Nukleotide sichtbar gemacht werden (Gavrieli et al. 1992,
Kyrylkova et al. 2012). Im TUNEL-Assay wurde gezeigt, dass es unter basalen
Bedingungen keinen signifikanten Unterschied der Apoptose zwischen Wildtyp-
Mausen (wt) und RKIP-tg-Mausen (RKIP) gibt. Nach drei Wochen chronischer

44



Ergebnisse

Druckbelastung (TAC) zeigten Wildtyp-Mause eine signifikant gesteigerte
Apoptose im Vergleich zu basalen 8 Wochen alten Wildtyp-Mausen,
wohingegen es keinen signifikanten Unterschied zwischen RKIP-tg-Mausen
gab.

In Wildtyp-Mausen kommt es nach drei Wochen TAC zum signifikanten Anstieg
der Anzahl apoptotischer Kardiomyozyten, im Vergleich dazu zeigt sich in
RKIP-tg-Mausen ein deutlich geringerer, nicht signifikanter Anstieg der
Apoptose durch TAC (Abb. 14). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass

RKIP einen Schutz vor Apoptose infolge chronischer Druckbelastung bietet.
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Abbildung 13: Analyse der Kardiomyozytenapoptose in Wildtyp-Mausen und RKIP-

tg-Mausen mittels TUNEL-Assay

Mittels TUNEL-Assay erfolgte die Quantifizierung der Kardiomyozyten-
Apoptose in murinen Herzen von Kontroll-Mausen und murinen Herzen
nach drei Wochen TAC. Graph (a) zeigt die Quantifizierung TUNEL-
positiver Kardiomyozyten. Abbildung (b) zeigt ein reprasentatives Foto
eines Herzschnitts mit TUNEL-positivem Zellkern (4). Links oben werden
TUNEL-positive apoptotische Zellkerne, links unten Hoechst-positive
Zellkerne, rechts oben durch WGA gefarbte Zellgrenzen sichtbar. Rechts
unten ist die Uberlagerung als Mehrkanalbild dargestellt. Mittelwert+ SEM;
*, p < 0.05 wie angegeben; n =7 (wt -TAC), 13 (RKIP - TAC), 8 (wt TAC)
und 8 (RKIP TAC).

Um die Ergebnisse des TUNEL-Assays zu validieren, bestimmte ich die
myokardiale Apoptose auf molekularer Ebene mittels Caspase-Assay und
bestatigte die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen. Caspasen,
,Cystein-Aspartat spezifische Proteasen” sind Enzyme, die eine entscheidende
Rolle bei Apoptose spielen. Der Caspase-Assay ermdglicht es die Aktivitat der

Caspasen 3 und 7 zu messen, indem nach Zelllyse und Freisetzung der
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Caspasen ein Substrat durch die Caspasen gespalten und daraufhin durch
Luciferase ein Lumineszenzsignal erzeugt und dessen Starke gemessen wird.
Unter basalen Bedingungen zeigten sich bei niedriger Caspase-Aktivitat keine
signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen.
Nach chronischer linksventrikularer Druckbelastung zeigte der Caspase-Assay
eine signifikante Steigerung der Caspasen-Aktivitat bei Wildtyp-Mausen. Die
Aktivitat der Caspasen 3 und 7 war nach drei Wochen TAC in RKIP-tg-Mausen
signifikant geringer als in Wildtyp-Mausen (Abb. 15).

Die geringere Zunahme der Apoptose nach chronischer, linksventrikularer
Druckbelastung in RKIP-tg-Mausen im Vergleich zu Wiltyp-Mausen konnte eine
potentiell protektive Funktion von RKIP bei der Entwicklung von Herzinsuffizienz

anzeigen.
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Abbildung 14: Analyse der Kardiomyozytenapoptose in Herzen von Wildtyp-Mausen
und RKIP-tg-Mausen mittels Caspase-Assay
Mittels Caspase-Assay erfolgte die Quantifizierung der Kardiomyozyten-
Apoptose in murinen Herzen von Kontroll-Mausen (wt - TAC) und murinen
Herzen drei Wochen nach TAC. Mittelwert: SEM; *, p < 0.05 wie
angegeben; n = 4 (wt - TAC), 6 (RKIP - TAC), 4 (wt TAC) und 3 (RKIP
TAC).

4.3.3 RKIP schiitzt vor kardialer interstitieller Fibrose

Kardialer Stress fuhrt zur Umstrukturierung vom Herzgewebe. Es kommt zum
bindegewebigen Umbau, zur Zunahme des Kollagenanteils und schliel3lich zur
Versteifung und Funktionseinschrankung des Herzens (Brower et al. 2006),
zudem wird durch die zusatzlichen Myofibroblasten die Gefahr kardialer
Arrhythmien erhéht (Rohr 2009). Es sollte untersucht werden, ob RKIP einen
Einfluss auf den gewdhnlich mit Herzinsufffizienz einhergehenden

bindegewebigen Umbau hat. Die Sirius-Rot-Kollagenfarbung ermdglicht, in
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histologischen Schnitten Kollagengewebe rot anzufarben und somit den
Kollagenanteil im Gewebe sichtbar zu machen. Untersuchungen der
myokardialen interstitiellen Fibrose mittels Sirius-Rot-Kollagenfarbung ergaben
unter basalen Bedingungen keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp-
Mausen und RKIP-tg-Mausen. Nach dreiwochiger chronischer Druckbelastung
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der kardialen interstitiellen Fibrose in
Wildtyp-Mausen und ein nicht signifikanter Anstieg in RKIP-tg-Mausen. Die
interstitielle Fibrose war nach drei Wochen TAC in Wildtyp-Mausen signifikant
héher als in RKIP-tg-Mausen (Abb. 16). Diese Ergebnisse bestatigen weiter,
dass RKIP madglicherweise einen schitzenden Effekt in Bezug auf die

Entwicklung von Herzinsuffizienz unter TAC hat.
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Abbildung 15: Analyse der kardialen interstitiellen Fibrose mittels Sirius-Rot-

Kollagenfarbung

Graph (a) zeigt die Quantifizierung der kardialen interstitiellen Fibrose
mittels Sirius-Rot-Kollafgenfarbung von histologischen Schnitten des linken
Ventrikels. Die rote Farbung wurde als Anteil der Gesamtflache des
Querschnitts graphisch dargestellt. Reprasentative Schnitte von den mittels
Sirius-Rot-Farbung bearbeiteten linken Ventrikel aus Kontroll-Mausen und
Mausherzen drei Wochen nach TAC werden in (b) gezeigt. Mittelwert+
SEM; *, p < 0.05 wie angegeben; n =7 (wt - TAC), 10 (RKIP - TAC), 18 (wt
TAC) und 12 (RKIP TAC).

Zur Validierung der Ergebnisse der histologischen Analysen untersuchte ich die
MmRNA-Expression von vier Fibrose-Markergenen. Kardiale Fibrosierung
bedeutet eine Zunahme und Veranderung des Grundgeristes der kardialen
extrazellularen Matrix (EZM), dabei sind Kollagen | und Il der Hauptbestandteil

der kardialen EZM (Berk et al. 2007). Das Protein Periostin wird als geeigneter

47



Ergebnisse

Fibrosemarker beschrieben. Untersuchungen humaner, insuffizienter Herzen
zeigten, dass die Periostin-Expression gut mit dem Grad der Fibrosierung
korreliert (Zhao et al. 2014). Auch Transforming Growth Factor B (TGFf) und
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) werden mit kardialer Fibrosierung in
Verbindung gebracht. Es wurde gezeigt, dass TGFf spezifisch die Bildung von
CTGF in Kardiomyozyten und Fibroblasten induziert und die Hochregulation
von TGFB und CTGF in Rattenherzen nach einem myokardialen Infarkt gut mit
der Produktion Fibrose-relevanter Proteine, zum Beispiel Kollagen Typ | oder
[, korreliert (Chen et al. 2000).

Kollagen Typ Ill alpha 1 (Col3a1), Periostin, TGFp und CTGF zeigten bei
Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen unter basalen Bedingungen keine
signifikant unterschiedliche MRNA-Expression. Nach chronischer
linksventrikularer Druckbelastung zeigte sich bei Wildtyp-Mausen eine
signifikante Steigerung der mRNA-Expression der Fibrosemarker Col3a1 und
Periostin. Die mRNA-Expression dieser Marker nach TAC ergab in Wildtyp-
Mausen signifikant hohere Werte als in RKIP-tg-Mausen. Nach drei Wochen
TAC zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mMRNA-Expression von TGFf und
CTGF in Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen. Jedoch war der Unterschied
der mRNA-Expression in RKIP-tg-Mausen nicht signifikant geringer als in
Wildtyp-Mausen (Abb.17).

Die geringere Fibrose-Entwicklung nach drei Wochen chronischer
linksventrikularer Druckbelastung in RKIP-tg-Mausen im Vergleich zu Wiltyp-
Mausen konnte eine protektive Funktion von RKIP bei der Entwicklung von
Herzinsuffizienz anzeigen. Eine Erkarung flr den simultanen Anstieg der
MRNA-Expression der Fibrosemarker TGFp und CTGF in RKIP-tg-Mausen und
in Wildtyp-Mausen kénnte auf eine nicht flr Fibrose spezifische Markerfunktion

hinweisen.
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Abbildung 16: mMRNA-Expression verschiedener Fibrosemarker in Wildtyp-Mausen
und RKIP-tg-Méausen
Die Quantifizierung der mRNA-Expression von (a) Kollagen Typ Il (Col3af1;
n=5 (wt - TAC), 4 (RKIP - TAC), 5 (wt TAC) und 5 (RKIP TAC)), (b) Periostin
(n=5 (wt— TAC), 5 (RKIP — TAC), 4 (wt TAC) und 5 (RKIP TAC)), (c) TGF8 (
n=5 (wt — TAC), 5 (RKIP — TAC), 4 (wt TAC) und 5 (RKIP TAC)) und (d)
CTGF (n= 5 (wt — TAC), 5 (RKIP — TAC), 4 (wt TAC) und 5 (RKIP TAC))
erfolgte mittels real-time-PCR in Herzen von Kontroll-Mausen (- TAC) und
drei Wochen nach TAC (TAC). Mittelwert+ SEM; *, p < 0.05 wie angegeben,
n reprasentieren die Anzahl Mause, die in Triplikaten gemessen wurden.

4.3.4 RKIP beeinflusst die Expression der
Herzinsuffizienzmarker BNP und ANF

In der Literatur sind das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) und der atriale
natriuretische Faktor (ANF) als prognostische und diagnostische Biomarker fur
Herzinsuffizienz und kardiale Hypertrophie beschrieben (Falcao et al. 2004,
Battistoni et al. 2012, Sergeeva and Christoffels 2013). BNP wird zudem als
geeignter Herzinsuffizienzmarker im klinischen Alltag beschrieben und genutzt
(Palazzuoli et al. 2012). Beide Peptide werden unter kardialer Belastung aus

dem Herzgewebe ausgeschduttet.
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Ich analysierte die mRNA-Expression der Marker, um zu untersuchen, ob die
Ligation der Aorta transversa ein geeignetes Herzinsuffizienzmodell darstellt
beziehungsweise um den potentiell protektiven Effekt von RKIP bei
Herzinsuffizienz zu untermauern. Mit Hilfe der real-time PCR wurden BNP und
ANF auf mRNA-Ebene bei Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen bestimmt.
Unter basalen Bedingungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied der BNP-
und ANF-mRNA-Expression zwischen acht Wochen alten Wildtyp-Mausen und
RKIP-tg-Mausen. Drei Wochen chronische linksventrikulare Druckbelastung
(TAC) bewirkten in Wildtyp- und RKIP-tg-Mausen je einen signifikanten Anstieg
der BNP- und ANF-mRNA-Expresssion. Wahrend die BNP-mRNA-Expression
in RKIP-tg-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach TAC signifikant
niedriger lag, war der Unterschied der ANF-mRNA-Expression zwischen
Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen nach Ligation nicht signifikant (Abb. 18).
Der signifikante Anstieg der BNP- und ANP-Expression spricht fur die kardiale
Mehrbelastung durch TAC. Die signifikant geringere BNP-Expression nach TAC
in  RKIP-tg-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen bestatigt die
vorangegangen Ergebnisse und spricht fir die schitzende Funktion von RKIP

bei der Entwicklung von Herzinsuffizenz durch TAC.
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Abbildung 17: mRNA-Expression von BNP und ANF in Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-

Mausen

Gezeigt sind die Ergebnisse der Quantifizierung der mRNA-Expression von
BNP (a) und ANF (b) mittels real-time PCR in basalen Herzen und murinen
Herzen vor (-TAC) und nach drei Wochen TAC (+ TAC). Mittelwert+ SEM;
*, p < 0.05 wie angegeben; n =5 (wt - TAC), 5 (RKIP - TAC), 4 (wt + TAC)
und 5 (RKIP + TAC), n resprasentiert die Anzahl Mause, die in Triplikaten
gemessen wurden.
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5 Diskussion

5.1 Welche Funktion hat RKIP bei Herzinsuffizienz?

GRK?2 ist bei Herzinsuffizienz hochreguliert (Ungerer et al. 1993, Ungerer et al.
1994). Die direkte Interaktion von RKIP und der Proteinkinase GRK2 wurde
2003 beschrieben und RKIP als physiologischer Inhibitor von GRK2
charakterisiert (Lorenz et al. 2003). Es wurde gezeigt, dass RKIP nach
Aktivierung von verschiedenen GPCR phosphoryliert und dadurch die
Phosphorylierung unter anderem von p-adrenergen Rezeptoren gehemmt wird.
Phosphoryliertes RKIP senkt z.B. die Phosphorylierung des p2-Adrenozeptors
durch GRK2 und die Rezeptorinternalisierung (Lorenz et al. 2003). Daher sollte
in dieser Arbeit untersucht werden, ob RKIP als GRK2-Inhibitor eine maégliche
Rolle bei Herzinsuffizienz spielt. Verzogert eine gesteigerte RKIP-Expression
uber GRK2-Inhibition und Resensitisierung beziehungsweise verminderte
Desensitisierung kardialer p-adrenerger Rezeptoren moglicherweise die
Progression von Herzinsuffizienz? Es wurden die Auswirkungen einer
gesteigerten RKIP-Expression flr die Progression von Herzinsuffizienz anhand
typischer Herzinsuffizienzparameter beurteilt. Das Expressionsmuster von
endogenem RKIP bei Herzinsuffizienz sollte untersucht werden, um
herauszufinden, ob der Organismus selbst die protektiven Wirkungen von RKIP
unter kardialen Stressbedingungen nutzt. Eine Korrelation zwischen RKIP-
Expression und der Progression zum Beispiel von Krebserkrankungen oder
Alzheimer wurde bereits beschrieben (Maki et al. 2002, Hagan et al. 2005, Park
et al. 2005).

5.2 Die Expression von RKIP in humanem und
murinem Herzgewebe unter kardialen Stress-
bedingungen

Ein  verandertes  Expressionsmuster von RKIP unter kardialen

Stressbedingungen im Vergleich zu basalen Bedingungen kénnte Hinweise auf

die Funktion des Proteins im Organismus geben. Da RKIP als GRK2-Inhibitior

funktioniert und GRK2 bei Herzinsuffizienz verstarkt exprimiert wird (1.3.2),
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konnte auch die Expression von RKIP bei Herzinsuffizienz verandert sein.
Deswegen wurde die RKIP-Protein- und -mRNA-Expression unter kardialen
Stressbedingungen bestimmt und mit Expressionsmustern unter basalen
Bedingungen verglichen. Nach drei Wochen TAC wurde eine signifikante
Steigerung der kardialen RKIP-Protein- und RKIP-mRNA-Expression in Mausen
und auf Proteinebene auch in Proben humaner herzinsuffizienter Herzen und
humaner Herzproben bei Aortenstenose im Vergleich zu gesunden Herzproben
beobachtet. Moglicherweise stellt die erhohte RKIP-Expression einen kardialen
Stress-induzierten Anpassungsmechanismus dar. Die Hochregulation von RKIP
konnte Uber die GRK2-Inhibition eine gesteigerte GPCR-Aktivitat im Herzen,
insbesondere B-adrenerger Rezeptoren, bewirken und so die Herzfunktion
starken und die Entwicklung von Herzinsuffizienz verzogern (siehe 1.4.2). Man
nimmt an, dass die Dauerstimulation von p-adrenergen Rezeptoren im Herzen
zur GRK2-vermittelten homologen Desensibilisierung von GPCR fihrt (siehe
1.2.2). Eine Hochregulation von RKIP kénnte dazu beitragen, dass durch
Inhibition von GRK2 die Desensibilisierung von GPCR vermindert wird und die

GPCR-AKktivitat trotz Dauerstimulation nicht beeintrachtigt wird.

5.3 RKIP induziert einen gut tolerierten hyperkon-
traktilen Phanotyp in Mausen

Da RKIP als GRK2-Inhibitor wirkt und die Inaktivierung von Rezeptoren, die
unter anderem flr die kardiale Kontraktilitdt wichtig sind, moglicherweise durch
diesen Mechanismus beeinflusst werden, konnte die Uberexpression des
Proteins eine verbesserte Herzfunktion bewirken. Es konnte gezeigt werden,
dass die herzspezifische Uberexpression von RKIP in Mausherzen positive
Effekte auf die Herzfunktion hat. Echokardiographische Untersuchungen acht
Wochen bis zwdlf Monate alter Mause, die RKIP herzspezifisch
Uberexprimierten, zeigten eine gesteigerte Verkurzungsfraktion als Mal} fir die
linksventrikulare Kontraktilitat und der lebenslang bestehende hyperkontraktile
Phanotyp wurde gut toleriert ohne Verkirzung der Lebenszeit (Lorenz et al.,
unpublizierte Daten). Die RKIP-Uberexpression kénnte durch GRK2-Inhibition

eine ungehemmte GPCR-Signalgebung und eine verminderte
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Desensibilisierung beziehungsweise die Resensitisierung kardialer f-
Rezeptoren bewirken.

Fir den hyperkontraktilen Phanotyp scheint insbesondere die Stimulation von
f1-adrenergen Rezeptoren wichtig zu sein. Es wurde gezeigt, dass der
selektive B1AR-Antagonist Esmolol in Wildtyp- und RKIP-tg-Mausen die
Herzfrequenz reduzierte und Kontraktions- und Relaxationszeiten verlangerte.
In RKIP-tg-/f1-knockout-Mausen wurden keine kirzeren Kontraktions- oder
Relaxationszeiten und kein gulnstiger Einfluss von RKIP auf die
Verkirzungsfraktion beobachtet. Das Fehlen von B2AR beeinflusste die
Hyperkontraktilitat RKIP-tg-Mause dagegen nicht (Schmid et al. 2015).
Interessanterweise wird die dauerhafte Hyperkontraktilitdt durch die RKIP-
Uberexpression gut toleriert. Es scheint nicht zu strukturellen oder funktionellen
Einschrankungen zu kommen. Wie in den Versuchsergebnissen beschrieben,
reduziert RKIP durch chronische Druckbelastung hervorgerufene, schadliche,
strukturelle Veranderungen wie Apoptose oder Fibrose. Auch funktionelle
Einschrankungen (z.B. verminderte Verkurzungsfraktion oder Auftreten tétlicher
Arrhythmien) treten unter RKIP reduziert auf. Dies ist mdglicherweise durch die
dauerhafte Stimulation von f2AR erklarbar. Es wurde gezeigt, dass nach drei
Wochen TAC positiv inotrope, anti-apoptotische und anti-fibrotische Effekte in
RKIP-tg-/p1-knockout-Mausen erhalten blieben. Das Fehlen von f2AR in RKIP-
tg-/p2-knockout-Mausen bewirkte nach drei Wochen TAC eine Zunahme von
Apoptose und Fibrose (Schmid et al. 2015).

Scheinbar bewirkt RKIP auf der einen Seite eine gesteigerte Kontraktilitat und
schitzt das Herz gleichzeitig vor Schaden, die durch eine vermehrte Belastung
des Herzens hervorgerufen werden. Denn gesteigerte Kontraktilitat bedeutet fir
das Herzgewebe eine Belastung im Sinne von z.B. einer starkeren

Wandspannung.
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5.4 Die Ligation der Aorta transversa (TAC) bewirkt
in C57BL/6J-Mausen einen herzinsuffizienten
Phanotyp

Um die Rolle von RKIP bei Herzinsuffizienz zu untersuchen, sollte ein gut
reproduzierbares, stabiles Modell gewahlt werden. Es gibt verschiedene
Ursachen fur Herzinsuffizienz und diese kdnnen durch verschiedene Modelle
simuliert werden. So kdnnen Gendefekte zur Herzinsuffizienz fuhren. Murine
Herzinsuffizienzmodelle wie die herzspezifische Uberexpression oder Deletion
bestimmter Gene wurden mehrfach beschrieben. Zum Beispiel bewirkte die
herzspezifische Uberexpression von Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) in
Mausen die Entwicklung von Herzisuffizienz (Kubota et al. 1997). Ein anderes
Beispiel sind Mause, denen das Muskel-spezifische LIM-Protein fehlte, welches
eine wichtige Rolle fur die Zytoarchitektur im Herzen spielt, und dadurch eine
dilatative Kardiomyopathie entwickelten (Arber et al. 1997). Schmitt et al.
zeigten 2003, dass eine missense-Mutation im Phospholambangen ursachlich
fur eine dilatative Kardiomyopathie ist und in Mausen zur Entwicklung von
Herzinsuffizienz fihrte. Eine Dysregulation der flr die kardiale Kontraktilitat
wichtigen Calciumhomobostase war in diesem Modell die Ursache der
Entwicklung des Herzversagens (Schmitt et al. 2003). Des Weiteren ist
bekannt, dass bestimmte Substanzen, z.B. Medikamente, kardiotoxisch wirken
und bei Menschen das Herz schadigen beziehungsweise die Entwicklung von
Herzinsuffzienz bewirken. Ethanol (Berk et al. 1975), das Zytostatikum
Doxorubicin (Delgado et al. 2004) und Isoprenalin, ein synthetisches
Sympathomimetikum, welches friher als Bronchospasmolytikum und bei der
Reanimation zum Einsatz kam, fihrten zur Herzinsuffizienz in Mausen (Oudit et
al. 2003). Haufige Grinde fir eine Dysfunktion des Herzens sind ein
Myokardinfarkt oder eine dauerhaft gesteigerte Nachlast und kardiale Belastung
z.B. durch eine Aortenstenose. Operative Herzinsuffizienzmodelle, die genau
diese Pathologien simulieren, kommen am haufigsten in der Forschung zur
Anwendung. Die Ligation der Aorta transversa (TAC) bewirkt durch chronisch
gesteigerte linksventrikulare Druckbelastung, dass Mause innerhalb weniger

Wochen herzinsuffizient werden. Der operative Verschluss einer Koronararterie
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verursacht einen myokardialen Infarkt und macht Mause herzinsuffizient
(Breckenridge 2010).

TAC gilt als gut reproduzierbar, es zeichnet sich durch hohe chirurgische
Uberlebensraten und eine gleichmaRige Entwicklung von Herzinsuffizienz aus.
Druckbedingt entwickeln Mause zunachst eine konzentrische kardiale
Hypertrophie mit gesteigerter Kontraktilitat. Langfristig kommt es zur Dilatation
des linken Ventrikels und Herzinsuffizienz (deAlmeida et al. 2010). In
Voruntersuchungen erwies sich TAC als geeignet, um einen herzinsuffizienten
Phanotyp in C57BL/6J-Mausen zu generieren (siehe 4.2.1, Abb.12 und Tab.6 ).
Acht Wochen alte Mause erhielten eine Ligation der Aorta transversa und
wurden drei Wochen spater echokardiographisch untersucht. Die Analysen
zeigten, dass nach chronischer Druckbelastung durch TAC die linksventrikulare
posteriore Herzwand (LVPW) signifkant verdickt und der linksventrikulare innere
Durckmesser (LVID) signifikant vergrolRert waren. Zudem war die
Verkirzungsfraktion (FS) nach TAC signifikant reduziert. Nach einem Zeitraum
von drei Wochen TAC waren die Herzfunktion geschadigt und die Mause
herzinsuffizient (Lorenz et al., unpublizierte Daten).

Die Ligation der Aorta transversa (TAC) fuhrt wie eine Aortenstenose zur
kardialen Druckbelastung. Bei Aortenstenose ist eine verringerte
Aortenklappendéffnungsflache der Grund fir einen Druckgradienten zwischen
prastenotischem und poststenotischem Abschnitt. In beiden Fallen ist eine
gesteigerte Kraft nétig, um Blut aus dem Herzen in die Peripherie zu pumpen.
Die gesteigerte Kontraktilitat resultiert aus der kompensatorischen
Dickenzunahme  der linksventrikularen  Wand. Zudem  fihrt  die
kompensatorische Dickenzunahme des linken Ventrikels zur Reduktion der
durch gesteigerten Druck erhéhten Wandspannung. Das LAPLACE-Gesetz
beschreibt physikalisch den Zusammenhang der (hier linksventrikularen)
Wandspannung (T), der Wandstarke (hier des linken Ventrikels) (d), dem (hier
linksventrikularen) Druck (p) und dem Radius (hier linksventrikularer innerer
Radius): Die linksventrikulare Wandspannung (T) ist proportional zu dem
Produkt aus intraventrikularem Radius (r) und transmuralem Druck (p) und

umgekehrt proportional zu der Dicke der Herzwand (d) (T =rp /(2 d)).
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Durch Kardiomyozytenwachstum und Neuformierung von Sarkomeren bewirkt
die durch Aortenstenose verursachte pathologische Hypertrophie zunachst die
Normalisierung der Wandspannung. Langfristig fluhren die Ubermallige
Anreicherung von Fibroblasten und die damit verbundene Vermehrung
kollagenen Bindegewebes und extrazellularer Matrix zur kardialen Versteifung
und Dysfunktion. Zudem wird die pathologische Hypertrophie mit der
Hochregulation fetaler Gene wie zum Beispiel ANP oder fetaler Isoformen
kontraktiler Proteine in Verbindung gebracht (Brower et al. 2006, McMullen and
Jennings 2007). Untersuchungen herzkranker Menschen zeigten zudem, dass
die Entwicklung einer Hypertrophie aufgrund einer Aortenstenose mit einer
Blutminderversorgung des betroffenen Herzgewebes korreliert (Marcus et al.
1982). Die chronische Mangelversorgung koénnte ein mitverantwortlicher
Stimulus fur Apoptose und Zunahme des kollagenen Bindegewebes sein.

Wie weiter oben beschrieben, bewirken kardiale Stressbedingungen wie TAC
und in humanen Herzen eine Aortenstenose die Hochregulation von RKIP. Dies
ist interessant, da die RKIP-Uberexpression in Mausen Schutz vor einer
Verschlechterung der Herzfunktion (Verklrzungsfraktion), antiapoptotische und
antifibrotische Effekte bietet. Die Hochregulation untermauert die protektive
Funktion von endogenem RKIP und konnte einen Versuch oder
Kompensationsmechanismus des Organismus darstellen, um die bei

Herzinsuffizienz verminderte Herzfunktion zu stabilisieren und zu starken.

5.5 Die herzspezifische RKIP-Uberexpression hat
protektive Effekte im murinen Herzinsuffizienz-
modell TAC

5.5.1 RKIP schitzt vor Verschlechterung der Herzfunktion

Um eine potentiell protektive Rolle von RKIP zu zeigen, wurden mittels
Echokardiographie als Male fur die Herzfunktion die Verkirzungsfraktion (FS)
und die linksventrikulare Dilatation ermittelt. Es sollte untersucht werden, ob
Mause, die RKIP herzspezifisch tGberexprimieren, einen Vorteil im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen haben bezlglich der Resistenz gegenulber einer dauerhaften
kardialen Mehrbelastung durch TAC.
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Bei Herzinsuffizienz ist die Herzfunktion geschwacht und der Organismus wird
unzureichend mit Sauerstoff versorgt. Kompensatorisch kommt es zur
Aktivierung des sympathischen Nervensystems, zunachst mit Steigerung von
Herzkraft und Herzfrequenz. Die dauerhafte sympathische Stimulation flhrt
zum Verlust der Herzfunktion und zu Herzversagen. Auch bei TAC ist eine
gesteigerte Herzarbeit notig, um die gesteigerte Nachlast zu bewaltigen. In
Wildtyp-Mausen nahm nach drei Wochen TAC die Verklrzungsfraktion
siginifikant ab und die linksventrikulare Dilatation signifikant zu, in RKIP-tg-
Mausen hatte chronische linksventrikulare Druckbelastung keine signifikante
Abnahme der Verkirzungsfraktion und auch keine signifikante linksventrikulare
Dilatation zur Folge. Interessant ist, dass Wildtyp-Mause und RKIP-tg-Mause
nach dreiwochiger kardialer Druckbelastung eine ahnlich starke kardiale
Hypertrophie (IVS, LVPW) und einen ahnlichen Anstieg des Herzgewichts
(HW/TL) aufwiesen. Die Herzfunktion in RKIP-tg-Mausen wurde auf Dauer, wie
oben beschrieben, trotz zunehmender Hypertrophie nicht signifikant
beeintrachtigt.

Es ist bekannt, dass ein Anstieg von Herzfrequenz und Herzkontraktilitat Gber
B1-adrenerge Rezeptoren vermittelt wird. Engelhardt et al. zeigten 1999, dass
Mause, die p1-adrenerge Rezeptoren herzspezifisch Uberexprimierten, eine
gesteigerte kardiale Kontraktilitat und eine myozytaren Hypertrophie
entwickelten. Im Verlauf kam es zur progressiven Herzinsuffizienz mit
funktionellen und histologischen Defiziten (Engelhardt et al. 1999). Die
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Aktivierung des sympathischen
Nervensystems und p1-adrenerger Rezeptoren zwar vorubergehend zur
Verbesserung der Herzfunktion fihrt, aber auf lange Sicht das Herz schadigt.
Eine herzspezifische Uberexpression von RKIP scheint zu verhindern, dass die
standige sympathische Stimulation das Herz schadigt, denn RKIP-tg-Mause
weisen nach drei Wochen TAC eine deutlich bessere Herzfunktion und -struktur
auf als Wildtyp-Mause.

Maoglicherweise ist die Interaktion von RKIP und PKC fir das simultane
Auftreten von Herzwachstum und kaum veranderter Herzfunktion in RKIP-tg-

Mausen bedeutsam. Wie weiter oben beschrieben bewirkt die Phosphorylierung
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von RKIP an Serin'®® durch PKC-Isoformen, dass phosphoryliertes RKIP GRK2
inhibiert und darliber protektive Effekte bezlglich der Herzfunktion vermittelt.
Und die Raf/MEK/Erk1/2-Signalkaskade, die nach Phosphorylierung von RKIP

ungehemmt ablaufen kann, vermittelt kardiale Hypertrophie (siehe 1.4.1).

5.5.2 RKIP schitzt vor kardialer Apoptose und Fibrose

Um die potentiell protektiven Effekte von RKIP fiur die bei Herzinsuffizienz
auftretenden kardialen Strukturanderungen zu evaluieren, fuhrte ich Versuche
zur Beurteilung der linksventrikularen Apoptose und kardialen interstitiellen
Fibrose durch. Zunahme kardialen interstitiellen Bindegewebes und Verlust
funktionsfahiger Kardiomyozyten bedingen eine Versteifung des Herzgewebes
und sind mitverantwortlich  fir eine eingeschrankte  Herzfunktion
beziehungsweise Herzinsufiizienz.

Histologische Analysen zeigten nach chronischer Druckbelastung in Wildtyp-
Mausen gesteigerte Fibrose (Sirius Rot-Kollagenfarbung) und Kardiomyozyten-
Apoptose (TUNEL-Assay). Unter basalen Bedingungen zeigten sich keine
Unterschiede zwischen Wildtyp-Mausen und RKIP-tg-Mausen. Die Analyse der
Aktivitat der Caspasen 3 und 7 mittels Caspase-Assay verifizierte die oben
genannten Ergebnisse des histologischen TUNEL-Assays und die mittels
quantitativer real-time PCR gemessene gesteigerte mRNA-Expression der
Fibrosemarker Kollagen Il und Periostin nach chronischer linksventrikularer
Druckbelastung untermauerten die Ergebnisse der Sirius-Rot-Kollagenfarbung.
Die RKIP-Uberexpression scheint tatsachlich zu einer besseren Toleranz von
durch TAC verursachter Druckbelastung zu flihren und vor TAC induzierten
Schaden zu schitzen. In Mausen, die durch eine missense-Mutation im
Phospholambangen herzinsuffizient wurden, hatte RKIP auch protektive Effekte
im Hinblick auf strukturelle Veranderungen und bewirkte eine Reduktion von
Apoptose und Fibrose (Lorenz et al., unpublizierte Daten).

Unklar ist, wie RKIP auf molekularer Ebene den beobachteten Effekt auf
Fibrose und Apoptose bewirkt. Moglicherweise vermittelt der p,-adrenerge
Rezeptor antiapoptotische und antifibrotische Effekte. Kirzlich wurde gezeigt,

dass RKIP-tg/B.-knockout-Mause nach TAC Apoptose und Fibrose in gleichem
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Ausmald wie B2-knockout-Kontrollmause entwickelten. Der antiapoptotische und
antifibrotische Effekt von RKIP blieb in RKIP-tg-/f1-knockout-Mause dagegen
erhalten (Lorenz et al., unpublizierte Daten).

Interessanterweise kann RKIP auch als Raf1-Inhibitor fungieren (s. 1.4.1). Die
aus der Raf1-Inhibition resultierende Abschwachung der Erk1/2-Signalgebung
sollte eine Zunahme der Apoptose von Kardiomyozyten bewirken. Mehrfach
wurde gezeigt, dass Erk1/2 antiapoptische Effekte in murinen Kardiomyozyten
hat (Bueno et al. 2000, Harris et al. 2004, Purcell et al. 2007, Kehat and
Molkentin 2010, Ruppert et al. 2013). Dass eine sehr ausgepragte
herzspezifische Uberexpression von RKIP in Mausen eine Raf1-Inhibition und
eine Zunahme TUNEL-positiver Kardiomyozyten in Mausherzen bewirkte,
wurde kurzlich durch Fu et al. gezeigt (Fu et al. 2013). Physiologische RKIP-
Konzentrationen dagegen scheinen Erk1/2 nicht zu beeinflussen (K.Lorenz et
al., unpublizierte Daten). In fir RKIP transgenen Mausen wurden wie oben
beschrieben starke antiapoptotische Effekte beobachtet und in weiteren
Versuchen zeigten RKIP-defiziente Mause eine gesteigerte Apoptose.
Madglicherweise wirkt RKIP bei physiologischen Konzentrationen nur als GRK2-
Inhibitor und die Raf1-Aktivitat bleibt unbeeinflusst. Ein anderer
Erklarungsansatz ist, dass sich die gleichzeitige Aktivierung von Erk1/2 Uber
stimulierte GPCR und die Erk1/2-Inhibition in einem Gleichgewicht befinden,
sodass sich der Effekt auf die Erk1/2-Aktivitat nicht verandert (K. Lorenz et al.,
unpublizierte Daten).

Die mRNA-Expression der Fibrosemarker Transforming Growth Factor beta
(TGFB) und Connective Tissue Growth Factor (CTGF) nach drei Wochen TAC
in transgenen und in Wildtyp-Mausen stieg signifikant an, aber ein signifikanter
Unterschied der mMRNA-Expression zwischen Wildtyp-Mausen und der
transgenen Mausgruppe bestand nicht. Moglicherweise sind die Proteine nicht
spezifisch fur Fibrose im Herzen. TGF und CTGF werden auch mit der
kardialen Hypertrophie in Verbindung gebracht. In Proben aus humanen Herzen
mit hypertropher Kardiomyopathie war die mRNA-Expression von TGFf
gesteigert (Li et al. 1997). CTGF-transgene Mause entwickelten nach vier

Monaten eine kardiale Hypertrophie und verdeutlichen die Hypertrophie-
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induzierende Rolle von CTGF (Panek et al. 2009). Vorergebnisse von
Herzechoanalysen der in dieser Arbeit untersuchten Tiere zeigten, dass die
linksventrikulare posteriore Wandstarke (LVPW), ein Maly fir die kardiale
Hypertrophie, drei Wochen nach Ligation der Aorta transversa bei Wildtyp-
Mausen als auch bei RKIP-transgenen Mausen signifikant gesteigert war. Diese
Untersuchungsergebnisse und der weiter oben (siehe 4.3.3) beschriebene
Effekt von TGFp auf die CTGF-Expression in Fibroblasten und in
Kardiomyozyten kdnnte eine Erklarung fir den nicht signifikanten Unterschied
zwischen den zwei Gruppen nach TAC sein.

Zwar konnte kein inhibierender Effekt von RKIP auf die Entwicklung von
Hypertrophie und Herzwachstum gezeigt werden, wohl aber auf die
strukturellen  Eigenschaften des wachsenden Gewebes. Bei RKIP-
Uberexpression entwickelte sich trotz pathologischem Stimulus (chronische

Druckbelastung durch TAC) keine pathologische kardiale Hypertrophie.

5.5.3 Die herzspezifische Uberexpression von RKIP
beeinflusst die Expression der Herzinsuffizienzmarker
ANF und BNP
Die Plasmakonzentrationen von ANF und BNP sind bei Herzinsuffizienz erhoht.
Sie gelten als Biomarker fur Herzinsuffizienz mit verminderter Ejektionsfraktion.
Es ist bekannt, dass sie kardioprotektiv wirken und man nimmt an, dass sie
unter anderem aufgrund ihrer diuretischen Wirkung einen kompensatorischen
Effekt bei Herzinsuffizienz haben (Nishikimi et al. 2006, Dietel et al. 2012). ANF-
und BNP-Spiegel werden durch zahlreiche Faktoren beeinflusst. Zunehmendes
Alter oder eine schlechte Nierenfunktion fihren zu einem Anstieg. Bei
Adipositas oder unter adaquater Therapie konnen die Werte verringert sein
(Dietel et al. 2012).
Um die Rolle von RKIP fir die Expression von ANF und BNP zu beurteilen,
untersuchte ich die mMRNA-Expression der Proteine in Herzen von Wildtyp- und
transgenen Mausen vor und nach chronischer kardialer Druckbelastung. Wie
weiter oben beschrieben haben RKIP-tg-Mause nach TAC eine bessere
Herzfunktion, aufgrund eines fehlenden Effekts von RKIP auf die

linksventrikulare Wanddicke weisen sie aber einen hypertrophen kardialen
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Phanotyp auf. Die beobachtete signifikante Steigerung der mRNA-Expression
von ANF und BNP in Wildtyp- und in transgenen Mausen nach drei Wochen
TAC steht mdglicherweise damit in Zusammenhang.

Verschiedene Studien zeigten, dass BNP besser als Herzinsuffizienzmarker
geeignet ist als ANF. Eine Langzeitstudie an Patienten mit chronisch
progredienter Herzinsuffizienz zeigte einen Anstieg von ANF und BNP mit
fortschreitender Herzinsuffizienz. Es wurde beobachtet, dass BNP als
prognostischer Marker flr die Mortalitat besser geeignet war als ANF
(Tsutamoto et al. 1997). Eine andere Studie zur Aussagekraft natriuretischer
Peptide bewertete BNP als nutzlichen pradiktiven Indikator fir Herzinsuffizienz.
Im Rahmen dieser Studie wurden Plasmakonzentrationen natriuretischer
Peptide (ANF, N-terminales ANF und BNP) bei Patienten mit neu aufgetretener
Herzinsuffizienz gemessen. BNP erwies sich aufgrund von Sensitivitat,
Spezifitat und positivem pradiktivem Wert als der am besten geeignete
Biomarker (Cowie et al. 1997). Der in meiner Arbeit beschriebene signifikant
hohere Wert der BNP-Expression bei Wildtyp-Mausen im Vergleich zu
transgenen Mausen nach drei Wochen TAC passt gut zu der Annahme, dass
BNP eine hohere Spezifitdt als Marker fur Herzinsuffizienz besitzt.
Madglicherweise ist der signifikante Anstieg von BNP nach TAC in RKIP-tg-
Mausen durch die Funktion auch als Hypertrophiemarker erklarbar. Die
signifikant hohere Expression von BNP nach TAC in Wildtyp-Mausen im
Vergleich zu RKIP-tg-Mausen konnte das Ergebniss der Kombination aus
Herzinsuffizienz und Hypertrophie sein.

Eine weitere Erklarung flr die Expressionsmuster von ANF und BNP nach
chronischer Druckbelastung kénnten unterschiedliche Sekretionsstimuli sein,
namlich die Vorhofdehnung fir ANF und die Ventrikeldehnung fir BNP.

In einer Studie wurden die ANF- und BNP-Plasma-Spiegel von Patienten mit
Mitralstenose (MS) und Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
verglichen. Patienten mit MS und DCM wiesen einen vergleichbaren signifikant
héheren wedge-Druck, ein Mal} flr den Druck im linken Vorhof, und signifikant
héhere ANF-Werte als die Kontrollen auf. Der linksventrikulare enddiastolische
Druck und der BNP-Wert lagen bei Patienten mit DCM signifikant hdher als bei
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Patienten mit MS und bei MS hoéher als bei den Kontrollen. Die Ergebnisse
bestatigen die Annahme, dass die Ventrikeldehnung ein Stimulus fir die
Expression von BNP beziehungsweise die Vorhofdehnung ein Stimulus fir die
Expression von ANF ist (Yoshimura et al. 1993). Mdglicherweise bewirkt die
Ligation der Aorta transversa (TAC), dass der linke Ventrikel einer starkeren
Volumenbelastung ausgesetzt ist und somit der linksventrikulare Druck starker
ansteigt als der linksatriale Druck und damit starkere Stimuli fir die Sekretion

von BNP vorliegen.

5.6 Inhibitoren der G-Protein gekoppelten Rezep-
torkinase 2 (GRK2)

Charakteristisch flr Herzinsuffizienz ist eine verminderte linksventrikulare
Pumpfunktion und strukturelle Umbauvorgadnge im Herzgewebe (kardiales
Remodeling). Merkmale auf molekularer Ebene sind eine gesteigerte GRK2-
Expression (Ungerer et al. 1993), die damit verbundene verminderte
f-Rezeptor-Dichte (Bristow et al. 1982, Ungerer et al. 1993) und die
verminderte Empfindlichkeit auf positiv inotrope Substanzen (Bristow et al.
1982). Diese Erkenntnis macht die GRK2-Inhibition als therapeutischen Ansatz
bei Herzinsuffizienz interessant. Ziel der Forschung ist es uUber diesen
Mechanismus die kardiale Inotropie zu steigern, Symptome zu lindern und eine
Verlangerung des Uberlebens zu erreichen.

In anderen Bereichen der Medizin, insbesondere in der Onkologie, ist die
Inhibition von Kinasen als Therapieprinzip bereits etabliert. Imatinib ist zum
Beispiel ein Standardmedikament in der Behandlung der chronischen
myeloischen Leukamie (CML), das hohe Erfolgsraten verzeichnet (Druker et al.
2001, Druker et al. 2006). Uber die kompetitive Inhibition der ATP-
Bindungsstelle der bei der CML pathophysiologisch durch eine
Chromosomentranslokation vorkommenden Abl-Tyrosinkinase verhindert das
niedermolekulare Imatinib die Produktion unreifer weilder bcr-abl-positiver
Blutzellen (Gambacorti-Passerini et al. 1997).

Die GRK2-Inhibition wurde bereits vielfach als potentieller Ansatzpunkt fir die

Therapie der Herzinsuffizienz beschrieben. Ein Beispiel fur die Hemmung der
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Kinaseaktivitat durch eine niedermolekulare Substanz ist das RNA-Molekul C13
(Adaptamer), dessen Funktion als potenter, spezifischer GRK2-Inhibitor durch
in vitro-Studien beurteilt wurde (Mayer et al. 2008). Auch die polyanionischen
Verbindungen Heparin und Dextransulfat zeigen GRK2-inhibierende
Eigenschaften (Benovic et al. 1989). Durch in vitro-Untersuchungen permeabler
Zellen wurde 1989 gezeigt, dass Heparin die Desensibilisierung p-adrenerger
Rezeptoren inhibiert, indem es die Isoproterenol-induzierte Phosphorylierung f3-
adrenerger Rezeptoren durch GRK2 verhindert (Lohse et al. 1989). Der
Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer Paroxetin besitzt auch GRK2-inhibierende
Eigenschaften. In vitro- und in vivo-Studien zeigten die positiven Effekte von
Paroxetin auf die Herzfunktion in Mausen. Der GRK2-inhibierende Effekt von
Paroxetin beruht auf der Stabilisierung einer speziellen GRK2-Konformation
durch die Bindung an eine spezifische Schlaufe in der Kinase (Thal et al. 2012).
Die GRK2-Inhibition mittels Gentherapie ist ein anderer Ansatzpunkt. Das
kardioprotektive Potential des Peptidinhibitors fARKct wurde bereits mehrfach
beschrieben (siehe 1.3.2). Die GRK2-Hemmung durch ARKct beruht auf der
kompetitiven Hemmung der Gpy-Untereinheit. Normalerweise kommt es durch
Aktivierung von GPCR zur Interaktion von Gpy-Untereinheit und Carboxy-
Terminus von GRK2. Dieses Zusammenspiel fuhrt zur Membrantranslokation
und zur Aktivierung von GRK2 (Pitcher et al. 1992). Die fur die Interaktion
spezifische Region des Carboxy-Terminus von GRK2 wurde 1992 durch in
vitro-Studien von Koch et al. gefunden (Koch et al. 1993). Linksherzkatheter-
Untersuchungen von Mausen zeigten zum Beispiel, dass die kardiale
Uberexpression von PARKct die durch GRK2-Uberexpression erzeugte
verminderte kardiale Kontraktilitdit normalisierte (Akhter et al. 1999). Eine
andere Analyse zeigte, dass BARKct die akute Schadigung des Myokards durch
einen myokardialen Infarkt reduziert. Mause, die PARKct herzspezifisch
Uberexprimierten, wiesen eine signifikant kleinere Infarktnarbe und weniger
Apoptose auf als Tiere, die GRK2 herzspezifisch Uberexprimierten (Brinks et al.
2010). Eine Untersuchung von Schweinen, die nach Myokardinfarkt
herzinsuffizient wurden, verdeutlichte die potentielle Relevanz der PBARKct-

Gentherapie. Sechs Wochen nach BARKct-Gentransfer (durch retrograde
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Injektion des an ein Virus gekoppelten Inhibitors in die vordere interventrikulare
Vene) zeigten die herzinsuffizienten Schweine eine reduzierte linksventrikulare
Fibrosierung und verringerte Katecholaminspiegel im Vergleich zu Kontrollen
(Raake et al. 2013). Verschiedene Untersuchungen liefern potentielle
Erklarungsansatze fir den Mechanismus uber die PARKct-vermittelte GRK2-
Inhibition. Mdglicherweise ist der regulierende Einfluss von GRK2 auf den
kardialen L-Typ Calciumkanal (LTCC) fur die kardiale Kontraktilitat von
Bedeutung. Volkers et al. zeigten 2011 durch in vitro-Analysen adulter
Rattenkardiomyozyten, dass PARKct die kardiale Kontraktilitat steigert,
vermutlich, indem es verhindert, dass Gpy-Untereinheiten kardiale LTCC-
Strome inhibieren und weniger durch cAMP-abhangige Mechanismen (Volkers
et al. 2011). Auch Raake et al. verdeutlichten durch Analysen adulter
Kardiomyozyten, dass GRK2 einen regulatorischen Effekt auf den kardialen
Calcium-Haushalt und den LTCC haben kénnte. Sie zeigten, dass bei GRK2-
knockout-Mausen ein lokaler Anstieg der Proteinkinase-A fur die Aktivierung

des LTCC mitverantwortlich zu sein scheint (Raake et al. 2012).

Die beschriebenen Mdglichkeiten zur GRK2-Inhibition sind Ausgangspunkte fur
die Entwicklung potenter, spezifischer GRK2-Inhibitoren. Der Wirkmechanismus
des von mir untersuchten, physiologisch vorkommenden GRK2-Inhibitor-Protein
RKIP ist nicht vollstandig geklart, aber die beschriebenen Effekte, namlich die
Steigerung der kardialen Kontraktilitdt und die protektive Wirkung bei der
Progression von Herzinsuffizienz, verdeutlichen sein Potential. Zudem macht
RKIP besonders, dass es als endogenes Protein im Korper vorkommt und der
Organismus scheinbar sein protektives Potential versucht zu nutzen. Die
Hochregulation von RKIP bei Herzinsuffizienz und die von mir beschriebenen
schitzenden Effekte bezlglich Herzinsuffizienz durch kinstlich erzeugte
Hochregulation weisen darauf hin, dass RKIP tatsachlich eine Funktion bei
Herzversagen hat.

Der Einfluss anderer Substanzen auf die RKIP-Expression stellt einen
potentiellen Ansatzpunkt dar, die protektive Wirkung von RKIP zu nutzen.

Genauere Erkenntnisse darlber kdnnten in Zukunft Entscheidungskriterien flr
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den Einsatz bestimmter Medikamente darstellen, wenn zum Beispiel komorbide
eine Herzinsuffizienz besteht oder andere kardiotoxische Medikamente die
Herzfunktion gefahrden.

Der Einsatz als Therapeutikum fir die Herzinsuffizienz misste beachten, dass
RKIP in vielen Organen exprimiert wird und bei physiologischen Vorgangen des
menschlichen Organismus eine Rolle spielt, insbesondere bei der
Beeinflussung wichtiger Signalkaskaden (Yeung et al. 2000, Yeung et al. 2001,
Lorenz et al. 2003, Eves et al. 2006). Die Zusammenhange sind erst
ansatzweise untersucht und erfordern eine grof3e Umsicht bei der Entwicklung
einer moglichen Therapie, die Uber RKIP wirkt. Das Ziel sollte sein mit Hilfe von
RKIP selektiv in die Physiologie des Herzens einzugreifen und allenfalls positive

Nebeneffekte auf andere physiologische Prozesse zu bewirken.

5.7 Ausblick

In dieser Arbeit zeigte ich, dass RKIP eine protektive Wirkung bei der
Progression von Herzinsuffizienz hat. Durch die herzspezifische
Uberexpression des Proteins wird das Voranschreiten von Herzinsuffizienz in
Mausen verzdogert. Die Hochregulation des Proteins unter kardialem Stress als
moglicher Anpassungsmechanismus verdeutlicht die physiologische Funktion
des Proteins.

Die durchgefihrten Untersuchungen fokussieren sich auf die Wirkungen einer
herzspezifischen Uberexpression von RKIP in M3usen und dessen Effekte auf
Herzinsuffizienz. Aktuelle Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Kristina Lorenz zum Effekt einer globalen RKIP-Uberexpression bei
Herzinsuffzienz in Mausen sind ein wichtiger Schritt zum weiteren Verstandnis
der Wirkungen von RKIP.

Die Effekte von RKIP als GRK2-Inhibitor bei Herzinsuffizienz weisen darauf hin,
dass bei anderen kardiovaskularen Erkrankungen, die pathogenetisch mit
GPCR-Signalgebung in Verbindung gebracht werden, protektive Effekte
moglich sind. Die Wirkung einer gesteigerten RKIP-Expression in anderen
Organen oder bei Erkrankungen, bei denen GPCR-Signalgebung eine Rolle

spielt, sollte untersucht werden, um die Wirkweise von RKIP weiter zu
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verstehen. Eine weitere zu klarende Frage ist, ob es mdglicherweise Substrate,
zum Beispiel Medikamente, gibt, die die Expression von RKIP beeinflussen und

seine kardioprotektive Wirkung férdern.
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6 Zusammenfassung

GRK2 vermittelt Gber die Phosphorylierung und Inaktivierung kardialer p1-
Rezeptoren eine verminderte kardiale Kontraktilitat. RKIP als GRK2-Inhibitor
spielt eine Rolle in der GPCR-Signalgebung. Die Uberexpression des Proteins
fuhrt zu einer verbesserten Herzfunktion. Dieser Effekt wird mdglicherweise
uber die GRK2-Inhibition vermittelt und erdffnet die Diskussion Uber weitere
durch RKIP vermittelte protektive Effekte im Herzen.

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die kardiale RKIP-Expression in
Mausen und humanem Herzgewebe bei Herzinsuffizienz gesteigert ist. Zudem
beschrieb ich den protektiven Effekt einer gesteigerten Expression von RKIP in
murinen Herzen im Hinblick auf die Auspragung typischer struktureller und
morphologischer Zeichen von Herzinsuffizienz.

Echokardiographische Untersuchungen zeigten, dass RKIP die Herzfunktion
positiv beeinflusst. RKIP-tg-Mause wiesen eine gesteigerte Verkiurzungsfraktion
und einen dauerhaft hyperkontraktilen Phanotyp auf. Trotz fehlenden Einflusses
auf die kardiale Hypertrophie bewirkte die chronische linksventrikulare
Druckbelastung durch TAC in RKIP-tg-Mausen eine geringere kardiale
Dilatation und den Erhalt einer starkeren Kontraktilitat als in Wildtyp-Mausen.
Die Ligation der Aorta transversa bewirkte bei Wildtyp-Mausen zudem
strukturelle und molekulare Veranderungen, die typisch fir einen
herzinsuffizienten Phanotyp sind. Der Anteil fibrotischen Gewebes und die
Apoptose im Herzen nahmen zu. Strukturelle Veranderungen des Herzgewebes
sind ein Korrelat fur ein herzinsuffizientes Herz. RKIP-tg-Mause zeigten diese
Veranderungen in einem deutlich geringeren Ausmald und weisen auf eine
protektive Wirkung einer kardialen RKIP-Uberexpression hin.
Interessanterweise war die mRNA-Expression der Fibrosemarker CTGF und
TGF[R nach chronischer linksventrikularer Druckbelastung sowohl bei Wildtyp-
Mausen als auch bei RKIP-transgenen Mausen erhoht. Die Ursache fur das
Fehlen eines signifikanten Unterschiedes konnte sein, dass diese Marker nicht
spezifisch fir die kardiale Fibrosierung sind, sondern deren Expression auch

mit der kardialen Hypertrophie zusammenhangt.
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Zusammenfassung

Eine weitere Beobachtung war der Anstieg der mRNA-Expression der
Herzinsuffizienz-Marker BNP und ANF nach chronischer Druckbelastung in
Wildtyp- und RKIP-tg-Mausen. Die Ergebnisse bestatigten, dass BNP
spezifischer flr die durch chronische linksventrikulare Druckerhéhung
verursachte Herzinsuffizienz zu sein scheint.

Ich beobachtete eine gesteigerte RKIP-Expression bei Herzinsuffizienz und
kardialer Hypertrophie. Herzbiopsien herzinsuffizienter und an Aortenstenose
erkrankter Patienten wiesen im Vergleich zu Kontrollen eine erhohte RKIP-
Proteinexpression auf. Auch C57BL/6J-Mause wiesen nach chronischer
linksventrikularer Druckbelastung eine gesteigerte kardiale RKIP-Expression im
Vergleich zu Kontrollen auf. Die Hochregulation der RKIP-Expression kénnte
als protektiver feedback-Mechanismus interpretiert werden.

Resultat dieser Arbeit ist, dass RKIP eine protektive Wirkung bei der
Progression von durch chronische linksventrikulare Druckbelastung induzierte
Herzinsuffizienz hat, am ehesten durch seine Funktion als GRK2-Inhibitor und

seine Rolle bei der GPCR-Signalgebung.
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