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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1  Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz wird definiert als Unfahigkeit des Herzens, das vom Organis-
mus benoétigte Herzzeitvolumen (HZV) bei normalem enddiastolischen Druck zu for-
dern. Klinisch duBlert sich diese ventrikuldre Funktionsstorung durch eine verminderte
korperliche Belastbarkeit (WHO, 2014). Allerdings ist dieses Symptom nur die gemein-
same Endstrecke unterschiedlicher Atiologien kardialer Schidigung: Neben Kardiomy-
opathien unterschiedlicher Genese, Myokarditiden, Klappen- und Herzvitien, ist laut
Framingham-Offspring-Studie in 50% der Félle ein arterieller Hypertonus und damit
eine pathologische Erhhung der Nachlast priméire Ursache der Herzinsuffizienz.

Es kommt in diesen Féllen zur im Folgenden beschriebenen pathologischen Sequenz:
Die arterielle Hypertonie fiihrt durch eine Mehrbelastung des Myokards zu einer an-
fangs konzentrischen muskuldren Hypertrophie des Herzens, was wiederum einen er-
hohten Sauerstoffbedarf im Herzmuskelgewebe nach sich zieht. Durch mangelnde An-
giogenese und embolische Ereignisse in den Herzkranzgefdlen kommt es zum Infarkt-
geschehen. Oft zieht dieses bei inaddquater, bzw. nicht rechtzeitiger Therapie eine De-
fektheilung ohne restitutio ad integrum nach sich, sodass die Pumpleistung des Herzens
dadurch gemindert bleibt und sich eine Herzinsuffizienz ausbilden kann '.

Pathophysiologisch kann somit eine Funktionsstérung des linken Ventrikels im Vor-
dergrund stehen, die sich in einer Verminderung des HZV und damit einer Blutunter-
versorgung der Peripherie dulert: Vorwirtsversagen.

Durch chronische Uberlastung des linken Ventrikels kann es allerdings zusitzlich
zum verminderten Abtransport des Blutes aus dem Lungenkreislauf und damit zu einer
vermehrten Druck- und Vorlumenbelastung des rechten Ventrikels kommen, was sich
dann im Verlauf in einem verminderten Abtransport des Blutes aus der Peripherie du-
Bert: Riickwirtsversagen.

Die Kombinationsform aus Linksherz- und Rechtsherzinsuffizienz wird globale
Herzinsuffizienz genannt.

Um der Entwicklung einer globalen Herzinsuffizienz mit kombiniertem Vorwérts-

und Riickwirtsversagen entgegenzuwirken und eine ausreichende Perfusion der Peri-
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pherie aufrecht zu erhalten, stehen dem Korper unterschiedliche Kompensationsmecha-
nismen zur Verfligung: Neben der oben bereits erwdhnten konzentrischen Hypertrophie
des Myokards ohne Dilatation des Ventrikels bei chronischer Hochdruckbelastung zieht
eine Volumenbelastung durch Riickstau des Blutes im Verlauf zusitzlich zu einer ex-
zentrischen Hypertrophie mit Dilatation des Ventrikels. Diese Dilatation fiihrt ihrerseits
wiederum zur dehnungsinduzierten Apoptose und begiinstigt somit die weitere Entwick-
lung der Herzinsuffizienz *.

Zudem kommt es zu einer neuroendokrinen Sympathikusaktivierung mit einer kon-
sekutiven Mehrausschiittung ino-, lusi- und chronotroper Substanzen wie Adrenalin,
Noradrenalin und Dopamin. Dies fiihrt nach kurzer Verbesserung der Symptomatik im
Verlauf zu einer Herunterregulierung und Desensitivierung B-adrenerger Rezeptoren an
der Zellmembran der Kardiomyozyten > und damit zu einer verminderten Wirksamkeit
besagter Hormone, sowie iiber eine Steigerung des Arteriolentonus zu einem hoéheren
peripheren Widerstand. Zum Erhalt eines ausreichenden Perfusionsdrucks wird deswei-
teren das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) verstirkt aktiviert und die
Synthese und Ausschiittung von Botenstoffen wie Antidiuretischem Hormon gesteigert.
Neben einer Zunahme der Nachlast, sowie der Salz- und Wasserretention und damit
einer weiteren Steigerung der Druckbelastung des Herzens begiinstigen die Hormone
des RAAS auBlerdem die Apoptose und den bindegewebigen Umbau der Herzmuskula-
tur, das sog. kardiale Remodeling *, sodass lingerfristig durch eigentliche Kompensati-

onsmechanismen eine weitere Verstirkung der Herzinsuffizienz vorangetrieben wird.

1.2 B-adrenerge Rezeptorsignale

Fiir die Vorbereitung einer Fluchtreaktion des Organismus, oder eine addquate Reak-
tion auf Stresssituationen ist vor allem der Symphatikus als Teil des autonomen Ner-
vensystems mit Botenstoffen wie Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin verantwortlich.
Diese Katecholamine haben zusammenfassend eine leistungssteigernde, positiv-
ergotrope Wirkung auf den Organismus. Zu den organspezifischen, sympathischen Re-
aktionen unter anderem die Erhohung des Blutdrucks durch Steigerung der Herzarbeit
und Erhohung des GefdBtonus (s. Kap. 1.1), die Weitstellung der Pupillen, die Erweite-
rung der Bronchien, die Steigerung der Glykolyse oder auch die parallele Herunterregu-

lation nicht unmittelbar benétigter Prozesse wie zum Beispiel der Verdauung .
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Ermoglicht wird dieses vielfdltige Spektrum an Reaktionen durch eine Vielzahl un-
terschiedlicher Rezeptoren, die unter anderem der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren angehdren. Diese werden gewebespezifisch exprimiert und sind in der Lage,

durch intrazelluldr unterschiedliche Signalkaskaden differenzierte Effekte auszuldsen.

1.2.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

1.2.1.1 Struktur und Funktion

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind die grofite Familie transmembraner
Rezeptoren, und nehmen mit ungefiahr 800 Genen ca. 4% des fiir Proteine kodierenden
menschlichen Genoms ein °. Sie sind fiir die Verarbeitung einer Vielzahl physiologi-
scher Prozesse verantwortlich. Unter anderem ist Thre Funktion entscheidend fiir ver-
schiedene Sinnesmodalitdten, sie modulieren Entziindungsprozesse, spielen eine ent-
scheidende Rolle in der Zelldifferenzierung, sind Zielstrukturen hormoneller Botenstof-
fe und molekularer Angriffspunkt fiir die Hélfte aller weltweit verordneten Medikamen-
te °. Die bekanntesten GPCR sind unter anderem B-adrenerge Rezeptoren, Rhodopsin-,
Endothelin- und Adenosinrezeptoren '. Die ungefihr 1000 Subtypen konnen in drei
groBe Subfamilien dhnlicher Sequenz (A, B, C) eingeteilt werden. Alle Mitglieder wei-
sen eine streng konservierte heptahelikale Struktur mit sieben Transmembrandoménen,
einem extrazelluldr liegenden N-Terminus und einem intrazelluldr liegenden C-
terminalen Ende auf *°.

Fiir die Signalwege im Zellinneren wichtige und in der Mehrzahl der Félle beteiligte
Bindungspartner sind mit der Zellmembran assoziierte, gruppiert vorliegende, hete-
rotrimere Guanin-Nukleotid-bindende Proteine (G-Proteine). Diese bestehen aus einer
Ga-, einer G- und einer Gy-Untereinheit. Im Ruhezustand bindet Ga Guanosindiphos-
phat (GDP). Eine Vielzahl von extrazelluldr an den GPCR bindenden Liganden ist in
der Lage, in den transmembranidren und intrazelluldren Abschnitten des Rezeptors Kon-
formationsinderungen auszulsen '°. Dies ermoglicht eine dynamische Interaktion mit
den heterotrimeren G-Proteinen. Der GPCR selbst kann nun mit Hilfe des oben be-
schriebenen C-Terminus als Guanin-Nucleotide-Exchange-Factor (GEF) fungieren und
katalysiert an Ga den Austausch von GDP zu Guanosintriphosphat (GTP). Dies indu-

ziert eine Aktivierung von Ga, damit eine Dissoziation der G-Proteine vom GPCR und
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eine Loslosung der aktivierten a-Untereinheit von den - und y-Untereinheiten. Je nach
Subtyp der a-Untereinheiten, die unter anderem den Klassen Gas, Gaijo, Gatio/13 und Gog
angehoren ', sind diese unter anderem in der Lage, Zielmolekiile wie die Adenylatcyc-
lase zu aktivieren (Gay) oder zu inhibieren (Goiyp), die Aktivitdt von RhoGEF zu modu-
lieren (Gai2/13), oder Einfluss auf die Phospholipase CB (Gag) zu nehmen.

Diese Zielmolekiile beeinflussen nun distal in der Kaskade liegende Signale. Entwe-
der durch direkte Molekiilinteraktion oder iiber die Herauf-, oder Herabregulation der
Produktion von sogenannten Second-Messenger-Molekiilen wie z.B. zyklischem Ade-
nosinmonophosphat, Diazylglycerin, oder Inositoltrisphosphat. Nach Dissoziation der
By-Untereinheiten aus dem heterotrimeren Proteinkomplex sind zusétzlich auch diese in
der Lage, zum Beispiel durch Bindung von Ionenkanélen an der Zellmembran oder der
Phospholipase Cp deren Aktivitit zu modulieren und das Spektrum moglicher Signalef-
fekte zu erweitern '%. Durch eine intrinsische GTPase-Aktivitit der a-Untereinheit, er-
folgt im Verlauf die Hydrolyse des GTP und damit eine Deaktivierung des G-Proteins.
Eine Reassoziation mit den By-Untereinheiten und damit eine Reaktivierung der G-
Proteine durch den GPCR wird somit erméglicht . So entsteht durch G-Proteine ein
breites Spektrum moglicher zelluldrer Effekte wie unter anderem die Reorganisation des
Zytoskeletts, Veranderung von Phosphorylierungszustinden und/oder Expressionsmus-

tern, oder die Depolarisation der Zellmembran ',

1.2.1.2 Subtypen und Expression

Die Subgruppe der Adrenorezeptoren kann in fiinf Subtypen unterteilt werden, die in
unterschiedlichen Geweben exprimiert werden und dort spezifische Wirkung haben. Im
Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber die hiufigsten Lokalisationen und wichtigsten

Funktionen dieser Rezeptorsubtypen gegeben werden:
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Subtyp G-Protein Organ Funktion
. glatter GefaBmuskel Vasokonstriktion
01
! Herzmuskulatur gesteigerte Herzarbeit
G Préasynapse Hemmung Sympathikus
1) i
Fettgewebe Antilipolyse
Herzmuskulatur gesteigerte Herzarbeit
B1 G Niere Reninausschiittung
Fettgewebe Lipolyse
Herzmuskulatur gesteigerte Herzarbeit
glatte Bronchialmuskulatur Bronchodilatation
B2 Gs, G glatte GefaBmuskulatur Vasodilatation
glatte Darmmuskulatur Senkung Darmmotilitét
glatte Uterusmuskulatur Tokolyse
B . Herzmuskulatur u.a. gesteigerte Herzarbeit
3
i Fettgewebe Lipolyse

Tab. 1: Ubersicht iiber Lokalisation und Funktion unterschiedlicher GPCR-Subtypen im Menschen.

1.2.2 B-adrenerge Signalkaskaden im Herzen

Die Anpassung der Herzarbeit an unterschiedliche Anforderungen wird maligeblich
iber das autonome Nervensystem und damit folglich vor allem {iber f-adrenerge Sig-
nalwege reguliert. Sowohl akuter Sauerstoftbedarf in der Peripherie z.B. im Rahmen
sportlicher Betdtigung, als auch chronische kardiale Stresssituationen wie z.B. ein arte-
rieller Hypertonus oder eine Herzinsuffizienz fiihren mittels Mehrausschiittung von Ad-
renalin, Noradrenalin und Dopamin zu einer Steigerung des Herzzeitvolumens.

Sowohl kardiale B;-, als auch f;-adrenerge Rezeptoren konnen klassische Gs-
gekoppelte Signalwege modulieren: Durch G-abhéngige Aktivierung der Adenylatzyk-
lase kommt es intrazelluldr zur gesteigerten Bildung vom cAMP, dessen priméres Ziel-
protein die Proteinkinase A (PKA) ist. Diese wiederum ist nun in der Lage, eine Viel-
zahl -fiir die Herzfunktion essentieller- zelluldrer Zielproteine durch Phosphorylierung

Zu steuern:
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Durch Phosphorylierung von L-Typ-Kalziumkanilen (LTCC) '° und des Rya-
nodinrezeptors (RyR) '” kommt es zu einem verstirkten systolischen Kalziumeinstrom
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Eine Sensitivierung des kontraktilen Ap-
parats fiir Kalzium wird durch Phosphorylierung des kardialen Troponin I (¢TnI) '®
des Myosin-bindendem Protein-C (MyBP-C) " erreicht. Diese Modulationen fiihren zu
einer Steigerung der Inotropie.

Der verbesserte diastolische Kalzium-Riicktransport in das SR wird durch Phospho-
rylierung von Phospholamban (PLN) ** und damit eine verstirkte Funktion der Kalzi-
umpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) bedingt. Dies fiithrt zu einer
verbesserten Relaxationsféahigkeit (Lusitropie) im Herzmuskel.

Eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit von hyperpolarization-activated cyclic nucleo-
tide-gated channels (HCN) ' in kardialen Schrittmacherzellen durch erhéhte cAMP-

Levels ist fiir eine gesteigerte Chronotropie verantwortlich.

A B
. Ligand

‘ . HCN [n nn GPC T-Tubulus Zellmembran

cAMP A P ( QD
. b ‘\
LTCC

cAMP‘

Pl SERCA

¥> cTnl
@MyBP-C  Sarkomer
Chronotropie A Inotropie A Lusitropie 4

Abb. 1: A: HCN-Kanal in kardialer Schrittmacherzelle;
HCN: hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel.

B: Schematische Ubersicht iiber intrazellulire, PK A-vermittelte Phosphorylierungen in Kardiomyozyten;
PKA: Proteinkinase A; LTCC: L-Typ-Kalziumkanal; RyR: Ryanodinrezeptor; PLN: Phospholamban;
cTnl: kardiales Troponin I; SERCA: sarcoplasmic reticulum calcium ATPase / Kalziumpumpe des sarko-
plasmatischen Retikulums; MyBP-C: Myosin bindendes Protein C.
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1.2.2.1 Die Wirkung verschiedener Rezeptorsubtypen am Herzen

Fiir das Herz als Organ und den Kardiomyozyten als zelluldren Baustein ist die Ex-
pression von sowohl Bi-, .-, als auch Ps-adrenergen Rezeptoren beschrieben. Alle Re-
zeptorsubtypen besitzen unterschiedliche Affinitit zu IThren jeweiligen Liganden . ;-
und [,-adrenerge Rezeptoren werden in einem Verhdltnis von 70:30 exprimiert und
beiden Rezeptorsubtypen wird die Fihigkeit zugeschrieben, Kontraktilitdt und Schlag-
frequenz iiber Gs-gekoppelte Signalwege (siche 2.2) zu steigern >,

Allerdings gibt es auch drastische Unterschiede in der Funktion von kardialen f3;-
und P,-adrenergen Rezeptoren: Miuse, in denen kardial der f;-Rezeptor {iberexprimiert
wird, zeigen kurzfristig eine verbesserte Pumpleistung *°. Allerdings entwickeln diese
Tiere im Verlauf eine verstirkte Hypertrophie des Herzmuskels, erhohte Fibrose- und
Apoptoseraten und zeigen schlussendlich einen herzinsuffizienten Phinotyp *°. Mecha-
nistisch wird fiir eine gesteigerte Apoptoserate und ein verstirktes Auftreten von Ar-
rhythmien eine ;-abhéngige Hyperphosphorylierung des RyR und diastolische Kalzi-
um-Leckstréme verantwortlich gemacht .

Im Gegensatz dazu konnten fiir kardial B,-Rezeptor-iiberexprimierende Méuse bei
30-facher Uberexpression eine gesteigerte Kontraktilitit und geringere Apoptoseraten
0 sowie in herzinsuffizienten Miusen nach adenoviraler B,-AR-Uberexpression eine
Verbesserung der Herzfunktion gezeigt werden °'. Bei Steigerung des Expressionslevels
auf die 250-fache Hohe gehen diese positiven Effekte allerdings verloren und auch hier
entwickelt sich ein herzinsuffizienter Phénotyp mit verstirktem kardialen Remodeling
2

Da sowohl Bi-, als auch P,-adrenerge Rezeptoren klassischerweise Gs-gekoppelte
Signalkaskaden ausldsen, stellt sich die Frage, wie die unterschiedlichen zelluldren Ef-
fekte dieser Rezeptorsubtypen zustande kommen. Hierflir werden mehrere Erklérungs-
ansétze diskutiert.

Fiir B;-adrenerge Signalwege ist bisher die klassische Gs-abhéngige Signalkaskade
bekannt, wihrend fiir B,-abhingige Signalwege auch eine Kopplung an G; *>**, sowie
iiber B-Arrestin vermittelte Interaktionen mit der mitogen-aktivierten-Protein-Kinase
(MAPK)-Kaskade als nicht-klassische Wege beschrieben sind *°.

Ein zusdtzlicher Ansatz zur Erkldrung Rezeptorsubtyp-spezifischer Signalkaskaden
ist die Theorie der Bildung von sog. Signalosomen: Die rdumlich unterschiedlich aus-

gepriagte Expression von Rezeptoren innerhalb der Zellmembran von Kardiomyozyten

7



1 Einleitung

und die dazugehorige ortsabhiingige Expression von distalen Bestandteilen einer Sig-
nalkaskade fiihrt zu unterschiedlichen Effekten innerhalb der Zelle. Als Beispiel sei hier
die rdumlich nahe Anordnung von ;-AR und RyR in den T-Tubuli von Kardiomyozy-
ten und die daraus in dieser Region B,-abhdngige RyR-Hypophosphorylierung genannt
3638 - Auch fiir sekundire Botenstoffen wie cAMP konnten innerhalb der Zelle rezeptor-
abhéngige, unterschiedliche Verteilungsmuster und damit auch unterschiedliche Effekte
gezeigt werden *°.

Fiir Bs-adrenerge Rezeptoren, die sich in weitaus geringerer Zahl als ;- und ,-AR
an der kardiomyozytiren Zellmembran befinden, sind neben einer negativ-inotropen

40-43

Wirkung iiber nicht-klassische Gi-/NO-gekoppelte Signalwege auch Gs-abhingige,

44-46 . - N A .
. Versuche in p;AR”-Miusen legen eine pro-

positiv-inotrope Effekte, beschrieben
tektive Rolle dieser Rezeptorsubklasse im Herzen nahe: Diese Tiere zeigen nach chroni-
scher Nachlasterhohung durch transverse Aortenkonstriktion eine verstirkte links-
ventrikuldre Dilatation und einen verschlechterten linksventrikuliren Auswurf *. Die
Wichtigkeit und genaue Funktion dieser Rezeptorsubklasse im Herzen bleibt allerdings

in hohem Mafle unbefriedigend geklért und bedarf weiterer zukiinftiger Erdrterung.

1.2.2.2 Regulationsmechanismen im Herzen

Wie in Kap. 1.2.2.1 beschrieben, verstirkt eine anhaltende, schlecht regulierte kardi-
ale B;-adrenerge Stimulation, wie sie bei chronischer Hochdruckiiberlastung durch zum
Beispiel eine arterielle Hypertonie oder im Rahmen einer Herzinsuffizienz vorherrscht,
das kardiale Remodeling, bedingt zudem eine Hypertrophie des Herzens und fiihrt tiber

lingere Zeit zur Ausbildung einer Herzinsuffizienz ***

. Dem Organismus stehen endo-
gene Moglichkeiten zur Balancierung dieser schéddigenden, anhaltend verstirkten
GPCR-Signale zur Verfligung:

Zum einen kann eine direkte negative Riickkopplung im Rahmen der sog. heterolo-
gen Desensibiliserung erfolgen. Diese beschreibt den Vorgang, dass eine Phosphorylie-
rung des aktivierten GPCR durch eigene Effektorkinasen wie die PKC oder die PKA
stattfindet. Dies hat eine Entkopplung des GPCR vom G-Protein und damit eine Unter-
brechung des Signalings zur Folge *°.

Als im Herzen mafigeblich verantwortlicher Mechanismus fiir die homologe Desen-

sitivierung und Internalisierung von aktiven GPCRs - einem negativen Feedbackmecha-



1 Einleitung

nismus - seien an dieser Stelle G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) genannt.
In Sdugetieren sind in gewebeabhingiger Expression sieben unterschiedliche GRK-
Isoformen beschrieben, die sich in 3 Subgruppen aufgeteilt werden >'. Neben den Isof-
ormen GRK3 und GRK6 werden im menschlichen Herzen vorrangig die Isoformen
GRK2 und GRKS5 exprimiert °**, Zudem erscheint fiir die Isoformen GRK3 und GRK4
durch die Expression in Schilddriisengewebe und einer Hochregulation im Rahmen ei-
ner Hyperthyreose eine kardiale Einflussnahme mdglich >, Fiir die GRK2 und GRK3
sind eine intrazelluldre Lage und die GPy-abhéngige Rekrutierung an die zytosolische
Seite der Zellmembran bei Bindung von Agonisten an den GPCR beschrieben >’
Nach Anndherung der GRK an den GPCR erfolgt die Phosphorylierung der GPCR
durch die GRK, was wiederum die Anlagerung von -Arrestinen an den GPCR ermdg-
licht. Es ist freien G-Proteinen aus sterischen Griinden nicht mehr moglich, den GPCR
zu binden ®, sodass eine Unterbrechung des GPCR-abhingigen Signalwegs erfolgt.
Dieser Prozess wird als homologe Desensitivierung bezeichnet. In einem weiteren
Schritt kann es zusitzlich noch zur sogenannten Internalisierung des GPCR kommen:
Durch die oben beschriebene Anlagerung von B-Arrestin an den GPCR wird dieser zum
Zielmolekil fiir clathrin-coated-pits, durch welche der Rezeptor internalisiert wird. In
weiteren Schritten kann der GPCR bei Bedarf entweder wieder in die Zellmembran ein-

gebaut, oder intrazellulir degradiert werden °.

1.3 Raf kinase inhibitor protein

Das Raf kinase inhibitor protein (RKIP) ist Mitglied der Familie der Phos-
phatidylethanolamin bindenen Proteine (PEBP), deren Name urspriinglich in der Féhig-
keit begriindet ist, Phospholipide zu binden °'. Neben Sdugetieren kommt RKIP auch in

Pflanzen, Hefen und Bakterien vor .

1.3.1 Expression und Struktur

In der Maus existieren fiinf isoforme Gensequenzen fiir PEBP1 bis PEBPS auf den
Chromosomen 5, 6, 10, 12, und 19, wovon PEBP1 (im Folgenden RKIP) ubiquitir, aber
stirker im Hoden und Gehirn exprimiert wird ®. Die Transkription und Translation von

PEBP2 findet spezifisch im Hoden statt ®* und PEBP4 wird nur in retinalen Ganglien-

9
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zellen exprimiert ®. Fiir die Gensequenzen von PEBP3 und PEBP5 gibt es zum jetzigen
Zeitpunkt keine Erkenntnisse zu Expressionsmustern. Sie werden deshalb bisher als
stille Gene bezeichnet. Die fiir PEBP1 (RKIP) kodierende Gensequenz befindet sich auf
Chromosom 5, weist vier kodierende Exons mit einer Gesamtlédnge von 1243 Basenpaa-
ren auf und wird schlussendlich in ein Protein mit einer Linge von 187 Aminoséuren

translatiert.

PEPB1

In. 1 In. 2 In. 3

Ex. 1 Ex. 2 Ex. 3 Ex. 4

Abb. 2: Schematische Darstellung der fiir PEBP1 (RKIP) kodierenden Genequenz auf Chrom. 5;

Késten: Exons; Verbindungen: Introns.

Im Menschen sind nur zwei exprimierte PEBP-Isoformen bekannt: Humanes RKIP,
dessen Gensequenz auf Chromosom 12 liegt, ubiquitdr exprimiert wird und wie das
Maus-RKIP eine Liange von 187 Aminosiuren aufweist, sowie humanes PEBP4, kodiert
auf Chromosom 8, mit ebenfalls ubiquitirem Expressionsmuster und Expressions-
schwerpunkt auf Tumorzellen *.

Mit einer Lange von 187 Aminosduren hat RKIP eine geringe Molekiilmasse von
21kDa und besitzt eine stark konservierte Ligandenbindungstasche fiir Interaktionen mit
anderen Molekiilen. Untersuchungen in Losung zeigen, dass RKIP hauptsédchlich aus
zwei antiparallelen B-Faltblittern, zwei a-Helices und zwei 30-Helices besteht ®’. Wih-
rend die grundlegende Struktur von RKIP rigide ist, sind das C-terminale Ende und Be-
reiche der Ligandenbindungstasche -z.B. nach Phosphorylierung an Serin153- in der
Lage, Konformationsidnderungen einzugehen und erlauben so Interaktionen mit ver-

schiedenen Bindungspartnern *7°,

10
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1.3.2 Funktion von RKIP

1.3.2.1 Interaktion mit intrazelluldren Signalwegen

RKIP gehort einer evolutionér stark konservierten Gruppe von Proteinen an, die in
der Lage sind, die Signalkaskade der mitogen-aktivierten-Protein-Kinase (MAPK) zu
modulieren. So ist RKIP in der Lage, Rafl, MEK und ERK als Bestandteile besagter
Kaskade zu binden. RKIP fungiert als MAPK-Inhibitor "' und nimmt durch diesen Me-
chanismus auch indirekten, inhibitorischen Einfluss auf die Aurora B Kinase '*. Damit
ist RKIP an der Regulation von Zellproliferation, -differenzierung und Apoptose, sowie
der Zellzykluskontrolle beteiligt.

Yeung et. al. konnten zudem eine die inhibitorische Wirkung von RKIP auf die nu-
clear factor-kappa B (NF-xB) -abhéngige Transkription zeigen. Dies wird durch Inhibi-
tion der IxB Kinase (IKK), einem Bestandteil des durch Tumor Nekrose Faktor-a indu-
zierten IKK-Komplex erreicht °. Dadurch beeinflusst RKIP die NF-xB —abhingige
Produktion von Zytokinen, -rezeptoren, Zelladhdsionsmolekiilen und Apoptoseef-
fektoren.

RKIP ist desweiteren in der Lage, die aktive Form der Glykogen-Synthase-Kinase 33
(GSK3p) als Inhibitor pro-onkogener Signalwege wie Wingles Intl (Wnt) oder Cyclin
D1 zu stabilisieren. Dies spricht fiir RKIP als ein zelluldres Element zur Reduktion des
Wachstums von Tumorzellen ",

Weitere wichtige Signalwege, die durch RKIP maBgeblich reguliert werden, sind int-
razellulire GPCR-Signale. Durch phosphorylierungsabhingige Inhibition der GRK2 *
werden GPCR-abhingige, intrazelluldre Signale verstérkt (s. Abb 3).

11
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MAPK Kaskade GPCR Signale

[ e

Degradierung <¢—"

Abb. 3: A: Schematische Darstellung beispielhafter Interaktionen von RKIP mit Rafl und GRK2.
B: Schematische Darstellung der Hemmung Aktivitit des IxB Kinase (IKK) Komplexes durch RKIP und
der daraus folgenden Hemmung der Translokation von NF-xB in den Nucleus.
Klysik et al. 2008, modifiziert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass RKIP durch phosphorylierungsabhin-
gige Aktivititszustinde als modulierende Schnittstelle einer Vielzahl verschiedener int-

razelluldrer Signalwege und damit zelluldrer Funktionen fungiert.
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1.3.2.2 Organ- und krankheitsbezogene Funktion von RKIP

Fiir RKIP ist eine Vielzahl von Interaktionen mit Signalkaskaden beschrieben, die in
nahezu allen Gewebetypen eine steuernde Rolle iibernehmen. Dadurch besitzt RKIP
modulierenden Einfluss auf zahlreiche Korperfunktionen. Hier soll in einem Ausschnitt
eine kleine organ- bzw. funktionsbezogene Ubersicht gegeben werden:

Die hochsten Expressionslevels fiir RKIP sind zerebral im Bereich des limbischen
Systems und in testikulirem Gewebe zu finden. In zentralem Nervensystem (ZNS) ist
RKIP unter anderem fiir die Ausbildung des Geruchssinns von Bedeutung. Ein Mangel
von RKIP im ZNS fordert zudem Verhaltensauffilligkeiten ®”°. Desweiteren ist RKIP
als Vorldufer des hippocampal cholinergic neurostimulating peptide (HCNP) beschrie-
ben. HCNP ist maBgeblich an der cholinergen Homdostase im ZNS beteiligt ist, welche
im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung gestort ist. Ein Zusammenhang zwischen der
zentralen Expression von RKIP und der Alzheimer-Erkrankung wird unter anderem
durch Versuche in RKIP"-Miusen gestiitzt, in denen iiber vier Monate alte Tiere Lern-
schwierigkeiten aufweisen .

Neben einer zentralnervésen Funktion erfiillt RKIP zudem in der Lunge, der Niere
und im Hoden wichtige Funktionen:

Ein Mangel an RKIP fiihrt in RKIP”-Mausen unter chronischem Sauerstoffmangel
zur Entwicklung einer aggravierten pulmonal-arteriellen Hypertonie ', wihrend RKIP
in testikuldrem Gewebe eine essentielle Rolle in der Reifung von Spermien wahrend der
Dekapazitation zu spielen scheint. Ein Mangel von RKIP in méinnlichen Méusen hat in
diesen Tieren verminderte Reproduktionsraten zur Folge ”. Als Substrat der PKC wird
eine Beteiligung von RKIP an der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie disku-
tiert "7

Nicht nur organbezogen, sondern auch auch in onkologischen Krankheitsmodellen
kommt RKIP eine tragende Rolle zu: In Metastasen des Prostatakarzinoms zum Beispiel
ist die Expression im Vergleich zur Expression in Zelllinien des Primarius erniedrigt *.
Eine chemotherapeutische Behandlung von Prostatakrebszellen steigert in diesen die
RKIP-Expression *'. Eine Uberexpression von RKIP in Metastasenzellen steigert zudem
deren Apoptoserate und kann Invasivitidt durch Hemmung der Angiogenese reduzieren.

So wird RKIP unter anderem als Tumorsuppressor bezeichnet ’'.

13
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Metastasensuppression

andere Gewebe

Apoptose Signalwege dekapazitation

Zellzyklus zell. @ Gonaden Spermien-

Gehirn

HCNP
Regulation der Synthese und Sekretion von Acetylcholin,

Endokrine Funktionen, Verhalten, Lernprozesse, Geruchssinn

Abb. 4: Ubersicht iiber die gewebeabhiingige Funktion von RKIP in Siugetieren.
Klysik et al. 2008, modifiziert.

1.3.2.3 Funktion im Herzen

Wie in Kap. 1.3.2.1 beschrieben, sind fiir RKIP als direkte Interaktionspartner Rafl,
MEK und ERK?2, sowie die G-Protein gekoppelte Rezeptor Kinase 2 (GRK?2) beschrie-

69,71,82

ben . Im monomeren, unphosphorylierten Zustand bindet und inhibiert RKIP vor

allem Rafl, einen Bestandteil der MAPK-Kaskade, welche eine entscheidende Rolle bei
der Entwicklung einer pathologischen kardialen Hypertophie spielt "*""*,

Durch Phosphorylierung an Serinl153 durch die Proteinkinase C (PKC) ist RKIP in
der Lage, zu dimerisieren, die GRK2 an deren N-Terminus zu binden und diese zu inhi-

68.69 . . . . e .
*”. Hieraus resultiert eine verminderte Rezeptordesensitivierung und —

bieren
internalisierung, damit eine Verstarkung des f-adrenergen Signalwegs. Die Phosphory-
lierung von RKIP an Serinl53 ist fiir die Inhibition der GRK2 notwendig. Dies konnte
in Versuchen mit human embryonic kidney (HEK) Zellen gezeigt werden . Auch in
vivo konnte diese Theorie gestiitzt werden. Méduse, die eine phosphorylierungsdefiziente
RKIP-Mutante (RKIP®'***) aufweisen, zeigen im Gegensatz zu Mausen, in denen RKIP
kardioselektiv iiberexprimiert wird, keine verstirkte Hemmung der GRK2 **.

An mit einem PKC-Inhibitor perfundierten Mauseherzen konnte zudem bereits ge-

zeigt werden, dass RKIP im Herzen vor allem phosphoryliert und damit hauptsédchlich
als GRK2 Inhibitor vorliegt .
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MAPK Kaskade B-adrenerge Signale

Abb. 5: Schematische Darstellung der PKC-abhingigen Phosphorylierung von RKIP und den dadurch
bedingten Interaktionswechsels von Rafl zu GRK?2.
Deiss et al., modifiziert.

Dies legt die Vermutung nahe, dass die endogene Funktion von RKIP im Herzen
hauptséchlich die eines GRK-Inhibitors ist. RKIP stellt damit einen moglichen GRK-
abhéngigen Angriffspunkt zur Modulation der kardialen Pumpfunktion dar.

In mehreren Modellen wurden bereits unterschiedliche Ansétze der kardialen GRK-
Inhibition in vivo ndher beschrieben. Zum einen wurde der kardiomyozytire Knockout
der GRK * untersucht, zum anderen wurde die Inhibition von GRK2 durch die herzspe-
zifische Expression von B-ARKct, einem Protein, welches den C-Terminus der GRK2

und die GBy-Bindungsstelle enthalt ¥

, erreicht. In beiden Modellen hatten diese For-
men der chronischen GRK-Inhibition deletére Folgen.

Im Gegensatz dazu stellt sich die kardiale GRK-Inhibition durch eine kardiale Uber-
expression von RKIP anders dar: Wie in Abbildung 5 dargestellt, kommt es zu einem
hyperkontraktilen Phénotyp in RKIP kardial iiberexprimierenden Méusen (nachfolgend
RKIP*®). Sowohl unter Ruhebedingungen, als auch unter chronischer Nachlasterhdhung
durch dreiwochige TAC zeigen diese Tiere eine verbesserte kardiale Pumpfunktion im
Vergleich zu Wildtypmiusen (s. 6). Auch vermag eine kardiale Uberexpression von

RKIP die Dilatation des linken Ventrikels als Uberlastungsreaktion auf eine chronischer

Nachlasterhhung signifikant zu reduzieren.
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Des weiteren hat eine kardiale RKIP-Uberexpression antiapoptotische und antifibro-
tische Effekte und fiihrt somit zu einer Verbesserung des kardialen Remodeling (s. 6): In
RKIP®-Miusen konnten erniedrigte Expressionslevels des Herzinsuffizienzmarkers
Brain natriuretic peptide (BNP) und eine abgeschwéchte Expression von Kollagen 3 als
Bestandteil von kollagenem Bindegewebe gezeigt werden. Dies gilt sowohl fiir zwolf
Monate alte, ungestresste Méduse, als auch fiir Tiere, in denen eine chronische Nachlas-

terhohung durch TAC erzielt wurde.

RKIP

RKIP

LV-Kontraktion

Abb. 6: Schematische Darstellung der kardialen (LV/linksventrikuldr) und systemischen Folgen einer

herzspezifischen Uberexpression von RKIP in Méusen. Nach Schmid et al. 2015.

Zusétzlich zu den hier beschriebenen Ergebnissen zeigt sich sowohl in mit TAC be-
handelten Mé&useherzen, als auch in humanen Herzen von Herzinsuffizienzpatienten
eine gesteigerte endogene, kardiale RKIP-Expression. Dies spricht in Zusammenschau
mit den oben genannten Ergebnissen fiir eine Art kardialer Rescue-Funktion von RKIP:
Eine herzspezifische RKIP-Uberexpression und dadurch verursachte GRK-Inhibition
schiitzt unter chronischem, kardialem Stress nicht nur vor der Entwicklung einer Herz-
insuffizienz, sondern fiihrt zudem zu einem verbesserten Herzfunktion unter physiologi-

schen Bedingungen **.
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1.4 Ziele dieser Arbeit

RKIP spielt im Herzen hauptsdchlich als endogen vorkommender Regulator der
GRK2 und damit B-adrenerger Signalwege eine groB3e Rolle. Es wurde in vitro und in
vivo in Miusen mit myokardialer Uberexpression von RKIP gezeigt, dass RKIP iiber
die Hemmung der GRK-2 féhig ist, die kontraktile Funktion von Herzmuskelzellen zu
verbessern  und negative kardiale Langzeitfolgen wie eine Verschlechterung der Insuf-
fizienz, sowie Remodeling-Prozesse wie Zunahme der Fibrosierung und eine gesteigerte
Apoptoserate protektiv zu beeinflussen **.

In dieser Arbeit soll deshalb die endogene kardiale Funktion von RKIP im Herzen
mit Hilfe von RKIP-Miusen naher charakterisiert werden. Es wurden homozygote
RKIP"- Miuse im C57/Bl6J-Hintergrund generiert, welche mit C57/Bl6J-
Wildtypméausen verglichen werden konnen. Durch operative Ligation des transversen
Aortenbogens (TAC) wird bei diesen Tieren eine Steigerung der Nachlast von mindes-
tens 60 mmHg verursacht, was bei chronischer Belastung eine Herzinsuffizienz zur
Folge hat ®. Durch verschiedene invasive und nicht-invasive Verfahren werden die
Herzen in Bezug auf physiologische, morphologische und histologische Verdnderungen
charakterisiert.

Diese Studie soll die endogene Rolle von RKIP im Rahmen der Herzinsuffizienz er-
weitern und zusatzliche Informationen dariiber liefern, ob mit RKIP ein interessanter
korpereigener Angriffspunkt fiir die kontraktilititssteigernde Therapie der Herzinsuffi-

zienz zur Verfiigung stehen konnte.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Tiere

Heterozygote RKIP-Knockout-Mause (RKIP+/') stammen vom Mutant Mouse Regi-
onal Resource Center (MMRRC), einer Zweigstelle der University of California, Davis.
Durch Einfligen eines im Folgenden gezeigten En2-Splice-Site-abhingigen Gen-
Trapping-Vektors zwischen Exon 3 und 4 der RKIP-Sequenz, kommt es in diesen Tie-
ren zum transkriptionellen Abbruch und damit zur Verhinderung der Genexpression.
Durch Primerplatzierung um die Insertionsstelle des Trapping-Vektors (fiir Primer s.
Kap. 2.1.4) werden homozygote RKIP”"-Miuse mittels PCR-Analyse detektiert. Die
Zucht der RKIP”"-Miuse erfolgt in einem C57BL/6]-Hintergrund.

— EN2 intr1 §A pUC backbone

R-geo poly A
Lox71 loxP FRT

Abb. 7: Schematische Darstellung des fiir den transkriptionellen Abbruch

verantwortlichen Genkonstrukts.

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
[32P]-Nicotinsdure-Adenin-Dinukleotid Hartmann Analytic, Braunschweig
2, 3 Butandion-monoxim (BDM) Sigma Aldrich, Steinheim
5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU) Sigma Aldrich, Steinheim

8-(4 Chlorophenylthio)-2°

O-methyladenosin- 3¢,5° Biolog, Bremen

cyclic monophosphat Monohydrat

Adenosintriphosphat (ATP) Sigma Aldrich, Steinheim
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Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aprotinin

Benzamidin (PI)

Bisindolylmaleimid I (GF 109203x)
Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA)
Collagenase A

Collagenase D
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
Diethyldicarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Direct red 80

Dithiothreitol (DTT)

Entwicklerlosung

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsdure (EGTA)
Eukitt®

Fetales Kélberserum (FCS)
Fixiererfliissigkeit

Forskolin

Fura-2-AM

Glycin

Guanosin 5° diphosphat (GDP)

HCI, rauchend 37%

Isoproterenol Hydrochlorid

Isotonische Kochsalzlosung
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kollagenase Typ 2 (323U/mg)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Minimun Essential Medium Eagle (MEM)

19

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Calbiochem

Applichem, Darmstadt
Roche Applied Science, Mannheim
Roche Applied Science, Mannheim
Invitrogen, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, Steinheim
Tocris, Bristol
Invitrogen, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Fresenius

Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Worthington, Lakewood
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldirch, Steinheim



2 Material und Methoden

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)
Natriumlauryllsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat (Na;VOy)
Natriumpyrophosphat (NasP,0O7)
Nonident P40

Paraformaldehyd

Pertussis Toxin aus Bordetella pertussis
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phorbol-12-myristat-13-Acetat (PMA)
Pikinséure

ProteinmarkerllI (farbig)

RNAse-freie DNAse

Roti®-Histol

Roti®-Load 1

Rotiphorese® Gel 30

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
Superscript (reverse Transkriptase)
Taurin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris Base)
Triton X-100

Trypsin

Trypsininhibitor aus Sojbohnen
Tween-20

Vitamin B12

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
QIAGEN, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim
Invitrogen, Frankfurt
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
PAN-Biotech, Aidenbach
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien.
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2.1.3  Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller Wirt

primér

anti-RKIP 1:5000 cigene Herstellung Kaninchen
' (Lorenz et al., 2003)

anti-RKIP 1:4000 Santa Cruz Ziege

anti-ERK1/2 1:1000 Cell Signaling Kaninchen

anti-pERK1/2 1:1000 Cell Signaling Kaninchen

anti G- 1:400 Santa Cruz Kaninchen

sekundér

anti-Kaninchen 1:7000 Dianova Ziege

anti Ziege 1:7000 Dianova Ziege

Tabelle 3: Liste der verwendeten Antikorper.

2.1.4 Oligonukleotide

Mittels Oligonukleotiden (sog. Primer) werden die Startpunkte einer Polymerase-

Kettenreaktion definiert. Sie sind jeweils komplementdr zur zu amplifizierenden Gense-

quenz und flankieren diese (for und rev). Zur genauen Darstellung der Methode s. Kap.

2.2.7.

Primer Sequenz

RKIP for 5"-ACTATGTGCCCAAGCTGTACG-3’
RKIP rev 5'-AGCACAGCTAAGAACTCCCAA-3’

Genotyp for
Genotyp rev
GAPDH for
GAPDH rev
BNP for

BNP rev

ANP for

ANP rev
Kollagen 3a for

5-GCTTTCCAGGCCTCTCAGTGTTCATCAG-3’
5’-CCCGCCCATCCTGCCCATAGG-3’
5-TGGCAAAGTGGAGATTGTTG-3’
5-CATTATCGGCCTTGACTGTG-3"
5'-GGATCGGATCCGTCAGTCGTT-3’
5'-AGACCCAGGCAGAGTCAGAAA-3’
5'-ACAGATCTGATGGATTTCAAGAACCTG-3'
5'-AGTGCGGCCCCTGCTTCCTCA-3
5'-AAACAGCAAATTCACTTACAC-3’
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Kollagen 3a rev 5'-ACCCCCAATGTCATAGG-3'

Tabelle 4: Liste der verwendeten Primersequenzen.

2.1.5 Pufferliste

Puffer
10x IBX: NaF 500mM
NasP20, 50mM
Naz;VOy 10mM
NaNj 0,02% (MIV)
100x Protease Inhibitor: Trypssininhibitor aus der Sojabohne Img/ml
Benzamidin 1,5mg/ml
in 50mM Tris pH 7,4
PMSEF: PMSF 100mM
In absolutem Ethanol
2xTSE-Puffer: Tris 100mM
NaCl 600mM
EDTA 10mM
NaNj 0,02% (MIV)
pH 7,4 (HCI)
Lysepufter: IxIBX
IXTSE
Triton X 1% (VIV)
PMSF ImM
1xPI
10xSDS: Tris 250mM
Glycin 1,92M
SDS 0,10% (VIV)
Transferpuffer: Methanol 20% (VIV)
Tris 20mM
Glycin 150mM
BSA-Waschpuffer: Bovines Serum Albumin 0,25% (MIV)

22



2 Material und Methoden

Magermilchldsung:

10x PBS:

PFA (4%):

Perfusionspuffer:

Verdaupufter:

Stopppuffer:

Messpufter:

NaCl

Tris pH 7,6
Nonident P40
Magermichpulver
Tris pH7,6
Tween 20

NaCl

KCl1
Na,HPO4x2H,0
KH,PO,
Paraformaldehyd
in 1xPBS

NaCl

KCl1

Na,HPO,
KH,PO,
MgSO4x7H,O
NaHEPES
NaHCO;

Taurine

BDM

Glucose

pH 7,3-7,4 (NaOH)
IxPerfusionspuffer
Trypsin
Kollagenase A
Kollagenase D
CaCl,
IxPerfusionspuffer
FCS

CaCl,

NaCl

KCl1

CaCl,

23

150mM
50mM
0,20% (VIV)
5% (MIV)
10mM
0,10% (VIV)
1,37 M
27mM
0,ImM
I15SmM
750mM

120mM
15mM
0,6mM
0,6mM
1,2mM
10mM
4,6mM
30mM
10mM
5,5mM

0,03% (MIV)
0,7mg/ml
2,Img/ml
12,5uM

10% (VIV)
12,5uM
137mM
5,4mM
1,0/1,2mM
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MgCl, ImM
HEPES 10mM
Glucose 5,5mM
pH 7,3-7,4 (NaOH)

SAP-Puffer: Tris 50mM
MgCl, 10mM
pH 8,5(HCI)

Homogenisierungspuffer: Tris 50mM
MgCl, SmM
EDTA SmM
EGTA ImM
Aprotinin Ipg/ml

Tréagerflissigkeit: HEPES (pH 7.4) 20mM
EDTA 2mM
MgCl, 10mM

Tabelle 5: Liste der verwendeten Pufferlosungen.

2.2  Methoden

2.2.1 Transverse Aortenkonstriktion

Um eine chronische Erh6hung der Nachlast von mind. 60 mm Hg zu erreichen, wird
das Prinzip der sogenannten transversen Aortenkonstriktion angewandt *°. Die Operati-
on der Méuse findet im Alter von 8 Wochen unter operationsmikroskopischer Kontrolle
statt. Es erfolgt die Konstriktion der Aorta zwischen den aortalen Abgéngen Truncus
brachiocephalicus und Arteria carotis sinistra. Hierfir wird eine Nadel mit einer Dicke
von 27 Gauge (0,40 mm) auf das Gefdl3 gelegt. Anschlieend wird die Aorta inklusive
Nadel mit einem Seidenfaden (6.0 Prolene) umschlungen und ligiert. Somit wird eine
reproduzierbare Einengung der Aorta auf den Durchmesser der Nadel erzielt °'. Aus-
schlusskriterium ist ein Druckgradient iiber der Ligatur von unter 60 mmHg. Die hier

beschriebene Operation wird von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgefiihrt.
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ASS

Ligatur

AA AD

Abb. 8: Schema der operativen Ligatur des Aortenbogens, transverse Aortenkonstriktion;
AA: Aorta ascendens; AD: Aorta descendens; TB: Truncus brachiocephalicus;

ACS: Arteria carotis sinistra; ASS: Arteria subclavia sinistra,

2.2.2  Echokardiographie

Um die Pumpfunktion der Méuseherzen in vivo néher beschreiben zu kénnen, wur-
den die Tiere unter Ruhe- sowie unter chronischen Hochdruckbedingungen echokardio-

grafisch untersucht.

2.2.2.1 Funktionsweise

Die Ultraschalluntersuchung kann Gewebe durch das sogenannte Impuls-Echo-
Verfahren darstellen. Der Schallkopf produziert und entsendet mit Hilfe von in ihm an-
geordneten Kristallen Ultraschallwellen (piezoelektrischer Effekt) mit einer Wellenlén-
ge zwischen 1 und 40 Mhz. Durch Widerstandsunterschiede zwischen Geweben unter-
schiedlicher Zusammensetzungen kommt es zur Reflexion des Ultraschalls und der re-
flektierte Schall wird von der Sonde in unterschiedlicher Zeit und Intensitit wieder
empfangen. Unterschiedlich starke Reflexion (Echogenitdt) kann in verschiedenen
Graustufen umgerechnet werden. Laufzeitunterschiede stellen die Eindringtiefe dar.
Somit ist eine Orts-, als auch Zusammensetzungsauflosung moglich. Die Qualitdt der
Ortsauflosung, also die Ndhe zwischen zwei nebeneinander dargestellten Punkten ist
direkt proportional zur Impulswiederholungsfrequenz. Die Eindringtiefe verhilt sich

umgekehrt proportional zur Frequenz. Das verwendete System entsendet Ultraschall-
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wellen mit einer Frequenz von 30 Mhz. Das Schema in Abbildung 9 veranschaulicht

das Prinzip der Laufzeit- und Echogenititsmessung.

= Lt

L

Impuls Impulsecho

Abb. 9: Schematische Darstellung der Laufzeit- und Echogenititsmessung; Laufzeiten werden in der
horizontalen Zeitachse vom Zeitpunkt der Impulsaussendung bis zum Empfang des Impulsecho
gemessen; Echogenitit (Stirke des empfangenen Echos) wird in der vertikalen Achse (Pfeile) gemessen.

Alfaomega 2008, modifiziert.

2.2.2.2 Darstellungsmethoden

Im M-Mode (m fiir motion), lasst sich die Amplitude des Ultraschallsignals vertikal,
und die Zeit horizontal gegeneinander darstellen. Somit ist eine zweidimensionale Un-
tersuchung von Gewebe und damit eine Darstellung von Bewegungsabldufen moglich.

Mit Hilfe des Doppler-Verfahrens, welches darauf beruht, dass das von Erythrozyten
reflektierte Ultraschallecho durch die Bewegung des Blutes um eine bestimmte Fre-
quenz (Doppler-Frequenz) verschiebt, lassen sich Blutflussgeschwindigkeiten und die

Flussrichtung messen und darstellen.

2.2.2.3 Untersuchungsablauf

Die untersuchten Méuse werden fiir die Ultraschalluntersuchung mit einer intraperi-
tonealen Phenobarbitalgabe von 35 mg/kg KG anisthesiert. Nach Fixierung auf einem
schwenkbaren und beheizbaren (42°C) Untersuchungstisch erfolgt die transthorakale
Echokardiographie (Vevo2100, VisualSonics), mit einem 30 Mhz-Schallkopf (RMV-

707B). Im M-Mode koénnen auf Hohe der proximalen Papillarmuskeln in der kurzen
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Achse, also parallel zur Klappenebene des linken Ventrikels der endsystolische, als
auch der enddiastolische innere Durchmesser (LVIDES und LVIDED), sowie die
ventrikuldre Septumdicke und die Hinterwanddicke des linken Ventrikels ermittelt wer-
den. Zum FEinen ist es dadurch mdglich, {iber Septum- und Hinterwanddicke Aussagen
zur Hypertrophie des Myokards zu machen, zum anderen kann eine Dilatation des lin-
ken Ventrikels quantifiziert werden.

Zudem ist es moglich, die Verkiirzungsfraktion als physiologischen Parameter fiir die
Kontraktionsfahigkeit des linken Ventrikels wie folgt mit Hilfe der im Gerit integrierten

Software von VisualSonics zu berechnen:

Verkiirzungsfraktion (%) = [(LVIDED — LVIDES) / LVIDED] x 100

Um einen Aufschluss iiber den Grad der durch TAC hervorgerufene Stenose des
Aortenbogens zu erhalten, wurde die Flussgeschwindigkeit (Vmax) liber dem Ausfluss-
trakt mit Hilfe einer Doppleruntersuchung beurteilt (s. Kap. 2.2.1). Aus den gemessenen
Flussgeschwindigkeiten werden die Druckgradienten iiber der kiinstlichen Stenose er-

rechnet:

Druckgradient = 4 X (Viax / 1,000)

Der hier beschriebene Versuch wurde von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgefiihrt.

2.2.3 Organentnahmen

Um kardiales Gewebe zu gewinnen, erfolgt die Totung zu untersuchenden Tiere mit
anschlieBender Organentnahme. Nach der Totung der Maus mittels Genickbruch wird
diese gewogen (body weight, BW). Nach ziigiger Thorakotomie und stumpfer Pripara-
tion der kardialen Kavitit wird das Herz entnommen, die groBen Gefdfle herznah abge-
setzt und die Herzohren beidseits mit der Schere abprépariert. Nach Ausstreichen des
durch Riickstau noch in den Herzhdhlen befindlichen Bluts wird auch das Herz gewo-
gen (heart weight, HW). Es erfolgt eine scharfe Teilung des Gewebes auf Papillarmus-

kelebene. Die apikale Hélfte wird fiir histologische und morphologische Untersuchun-
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gen in 4%-igem Formalin fixiert. Das kaudale Gewebe wird bis zur Weiteren Verwen-

dung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.4 Histologische und morphologische Untersuchungen, TUNEL-Assays

Fiir die Analyse des Herzmuskelgewebes werden im Anschluss an die Organentnah-
me reprisentative Querschnitte auf Ventrikelebene angefertigt, anschlieend einer Siri-

usRot®-, HE- und TUNEL®-Firbung unterzogen und im letzten Schritt untersucht.

2.2.4.1 Erstellung von Gewebeschnitten

Die Herstellung von Gewebeschnitten wird durch das Pathologische Institut der Uni-
versitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Nach Organentnahme werden die Herzen in 4%-iger
Paraformaldehydlosung fixiert, anschlieend in einer aufsteigenden Alkoholreihe ent-
wissert, mit Xylol als Zwischenmedium getrdnkt und schlussendlich in verfliissigtem
Paraffin eingebettet. Nach GieBen des Gewebes in der Apparatur EG1150H der Firma
Leica kann dieses mit Hilfe eines Mikrotoms in Schichten von 2pm Dicke geschnitten
und nach abschlieBender Trocknung iiber Nacht bei 45°C die gewiinschten Farbungen

angefertigt werden.

2.2.4.2 SiriusRot®-Farbung

Bei SiriusRot® handelt es sich um einen anionischen Farbstoff, welcher durch Bin-
dung an die stark basischen Bestandteile des Kollagenmolekiils diese anférbt und daher
fiir die Quantifizierung der Fibrose des linken Ventrikels genutzt wird. Nach Entparaffi-
nierung der Gewebeschnitte erfolgt die Farbung in SiriusRot®-Férbelosung, wie durch

Schmid et al. beschrieben **,

2.2.4.3 HE-Férbung

Um Aussagen zur ZellgroBe machen zu konnen, werden Hidmatoxylin-Eosin-
Farbungen (HE) von linksventrikuldren Querschnitten angefertigt. Das enthaltene Ha-

matoxylin férbt als stark basischer Bestandteil die in der Probe enthaltenen basophilen
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Strukturen (v.a. Zellkerne) blau. Eosin farbt als synthetischer, saurer Farbstoff die
azidophilen Zellbestandteile (v.a. den Intrazellularraum) rot.
Auch hier erfolgt zunéchst eine Entparaffinierung der Gewebeschnitte. Im Anschluss

kann die Firbung mit Himatoxylin und Eosin wie beschrieben stattfinden **,

Die in Kap. 2.2.4.2 bis Kap. 2.2.4.3 beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch die

technische Assistentin Marianne Babl ausgefiihrt.

2.2.4.4 TUNEL-Férbung

Um Aussagen zur Apoptose in Kardiomyozyten des linken Ventrikels treffen zu
konnen, werden Ventrikelquerschnitte mit Hilfe des Terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labeling Assays (TUNEL) eingefarbt. Wahrend der Apoptose von
Zellen kommt es durch apoptotische Signalkaskaden (s. Einleitung) zur Fragmentierung
von DNA. Die dadurch in den DNA-Stringen entstehenden Knicke, bzw. freie 3'-OH-
Gruppen koénnen durch das Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) identi-
fiziert und an diesen Stellen das Einsetzen von an fluorescein gebundenen dUTPs kata-
lysiert werden.

Um den Assay durchfiihren zu konnen, miissen die wie in Kap. 2.2.4.1 erstellten,
2um dicken Gewebeschnitte entwachst und rehydriert werden. Im Anschluss wird das
Gewebe mit Proteinase K (AppliChem) durchgédngig gemacht und mit RNAse behan-
delt. Die TUNEL-Férbung erfolgt nach dem Protokoll des Herstellers (The In Situ Cell
Death Detection Kit, Roche). Zusédtzlich zu den zu untersuchenden Querschnitten er-
folgt bei jedem Durchgang des Assays eine Positiv- und Negativkontrolle. Hierfiir wird
jeweils ein Gewebeschnitt mit DNase [ (Sigma) vorbehandelt (Positivkontrolle). Bei
einem anderen wird die fiir die TUNEL-Reaktion notwendige TdT nicht appliziert. Zur
Differenzierung zwischen physiologischen und apoptotischen Zellkernen erfolgt eine
Gegenfiarbung dieser mit Hoechst33258-Farbung (Sigma), sowie eine Farbung der
Zellmembranen mit Weizenkeim-Agglutinin. Im Anschluss an das Farbeprocedere kon-
nen nach Waschung die apoptotischen Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop (Lei-
ca DM 4000B, HCX PL Fluotar Objektive (1.25x und 40x), JVC KY-F75U Kamera,
GFP-ET, A und N2.1 Filter) sichtbar gemacht und schlussendlich nach Verblindung

quantifiziert werden.
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2.2.4.5 Auswertung histologischer Querschnitte

Fiir die Auswertung der histologischen Farbungen werden die Ventrikelquerschnitte
in 1,25-facher Vergroferung digital abfotografiert und anschlieBend fiir die spétere
Auswertung verblindet. Um quantitative Aussagen zu den Féarbungen treffen zu konnen,
wird als Software Adobe Photoshop CS4 verwendet.

Zur Auswertung der SiriusRot®-Fiarbung werden im ersten Schritt Areale, die nicht
Bestandteil des linken Ventrikels sind, manuell durch den Untersucher markiert und im
Anschluss mittels Histogrammfunktion und einer Toleranzbreite von 25 quantifiziert.
Somit ist nach Subtraktion dieser Pixelzahl von der Gesamtpixelzahl des Bildes die
GroBe des linken Ventrikels erfasst. Um die fibrotischen Verdnderungen zu erfassen,
wird ein der SiriusRot®-Firbung entsprechender Rotton festgelegt und auch dieser da-
rauthin mittels Color-Range-Auswahlfunktion und einer Toleranzbreite von 160 in Pi-
xeln quantifiziert. Nun kann der Grad der Fibrose als Prozentsatz des Querschnitts des
linken Ventrikels angegeben werden.

Zur Auswertung der mit HE gefdrbten Schnitte werden pro Tier zwischen 29 und 79
reprasentative Zellen (sichtbarer Zellkern im Querschnitt, klare Zellgrenzen) mittels
Auswahlwerkzeug umrandet, die Zellfliche in Pixeln ausgemessen und die Werte im

Anschluss gemittelt.

2.2.5 Analyse von Proteinexpressionen

Um Aussagen zur endogenen Expression von RKIP im Herzen machen zu konnen,

werden diese Expressionslevels auf Proteinebene untersucht.

2.2.5.1 Herstellung von Herzlysaten

Nach der in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Organentnahme kann das kaudale Gewebe
des linken Ventrikels zur Herstellung von Gewebelysaten verwendet werden. Im Ersten
Schritt werden die Gewebeproben mittels Ultra-Thurrax® T25 (IKA Labortechnik) in
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) zerkleinert. AnschlieBend erfolgt die Homogenisie-
rung des linksventrikuliren Gewebes in einem Lysepuffer (s. Tabelle 4) unter Zugabe
der Proteaseinhibitoren Aprotinin und PMSF. Danach schlief3t sich ein Zentrifugations-

schritt iiber 10 Minuten bei 4°C und 1000g zur Abtrennung von Zelltriimmern und die
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Uberfiihrung des Uberstands, in dem die 16slichen Proteine enthalten sind, in ein neues
GefiB an. Es kann nun die Analyse der Proteinkonzentration im Uberstand mittels
BCA-Methode (Thermo Scientific) stattfinden. Diese Methode basiert auf der Analyse
eines Farbumschlags, der sich durch die Komplexbildung von Bicinchoninsdure (BCA)
mit einwertigen Kuper-Ionen (Cu") ergibt >, Da diese einwertigen Kupfer-Ionen in al-
kalischer Losung aus Cu”'-Protein-Komplexen entstehen, die im Uberstand enthalten
sind, korreliert der Farbumschlag mit der in der Losung enthaltenen Proteinkonzentrati-
on. Mittels einer Standardverdiinnungsreihe aus in Wasser geldstem bovinem Serumal-
bumin (BSA) und einer Leerprobe aus reinem Wasser erfolgt im Anschluss in Triplets
die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Lysaten: 25ul Uberstand werden mit
200ul BCA-Reagenz fiir 25 Minuten inkubiert und schlussendlich die Absorption bei

562nm in einem SpectraMax 340 (Molecular Devices) gemessen.

2.2.5.2 SDS-Page

Um Proteingemische der GroBe nach auftrennen zu kdnnen, wird die sogenannte
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-Page) verwendet. Da
hierfiir ein elektrisch angelegtes Feld mit Anode und Kathode genutzt wird, miissen
zunidchst alle Proteine denaturiert und die Eigenladungen der Aminoreste einheitlich
negativ iiberdeckt sein. Dafiir zeichnet sich Natriumaurylsulfat (SDS) verantwortlich,
welches sowohl im Gel, in welchem die Proteine sich Richtung Anode bewegen, als
auch im Lade- und Laufpuffer enthalten ist. Acrylamid ist zum einen Grundbaustein der
Gelmatrix, zum anderen ist der prozentuale Acrylamidanteil umgekehrt proportional zur
PorengroBe des Gels. Das Gel besteht aus zwei strukturellen Abschnitten: Ein Sammel-
gel mit 4% Acrylamid, in dem sich die Proteine zu einer scharfen Lauffront ansammeln
und ein Trenngel mit zwischen 6% und 15% Acrylamid, in welchem sich die Proteine
auf dem Weg zur Anode nach ihrer Grof3e auftrennen. Die Gele werden in mit Laufpuf-
fer (1-fach SDS) gefiillte Kammern (Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System,
BioRad) platziert und anschlieBend mit den Proteinproben beladen. Schlussendlich er-
folgt die Proteinauftrennung iiber ungefahr eine Stunde bei einer angelegten Spannung

von 200V. In Abbildung 10 ist schematisch der Ablauf einer SDS-Page dargestellt.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des SDS-PAGE; hellgrau: Laufpuffer; dunkelgrau: Ladepuffer;

A: Beladen der Geltaschen mit zu untersuchendem Protein (schwarz) und Proteinmarker (Tropfen);
B: Auftrennung der Proteine im vertikal angelegten elektrischen Feld;
C: Aufgetrennte Proteinbanden im Gel;

SigmaAldrich, modifiziert.

2.2.5.3 Proteintransfer

Die im Gel aufgetrennten Proteine werden nun mittels ,,Wet“-Blot-Verfahren (Mini
Trans-Blot Cell, BioRad) auf eine PVDF-Membran (Amersham Hybond TM-P; 0,45
pum Porengrofle) iibertragen. Auch hierfiir wird wieder ein elektrisches Feld (Spannung
von 100V) angelegt. Allerdings sind die Anode und Kathode in diesem Fall so ausge-
richtet, dass sich die noch immer negativ geladenen Protein nicht im Gel, sondern verti-
kal aus dem Gel in die dariiber platzierte PVDF-Membran bewegen. Das System ist
hierfiir mit Transferpuffer (s. Kap. 2.1.5) gefiillt und wird fiir die Dauer des Transfers
(80 Minuten) gekiihlt.

2.2.5.4 Immunodetektion

Die auf die PVDF-Membran iibertragenen Proteinbanden kénnen nun spezifisch mit-
tels Immunodetektion, also mit spezifisch an die zu untersuchenden Proteine bindenden
Antikorpern sichtbar gemacht werden. Um unspezifische Interaktionen mit der Memb-
ran und damit undeutliche Signale zu verhindern, wird diese iiber 120 Minuten mit Hil-
fe einer 5%-igen Magermilchldsung (s. Kap. 2.1.5) aufgesittigt. Es folgt dann die Inku-
bation der Membran mit dem spezifisch an das gewiinschte Protein bindenden Pri-

mérantikorper bei 4°C fiir zirka 12 Stunden. Im Anschluss folgt das Waschen der
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Membran zur Beseitigung des iliberschiissigen Antikorpers in fiinf Schritten fiir jeweils
mindestens zehn Minuten in BSA-Puffer (s. Kap. 2.1.5).

Nach Verdiinnung in BSA Puffer in gewiinschtem Verhéltnis schlie3t sich die zwei-
stiindige Inkubation der Membran mit dem Sekundérantikdrper an. Dieser bindet mit
seiner Fab-Einheit zum Einen an die Fc-Einheit des Primérantikdrpes, zum Anderen ist
an die Fc-Einheit des Sekundirantikorpers eine Meerrettichperoxidase gekoppelt, durch
welche mittels Chemilumineszenz-Reaktion die Belichtung eines auf die Membran ge-
legten Rontgenfilms (Super RX, Fujifilm) moglich ist. Substrat fiir die Peroxidase ist
das Amersham ECL Plus TM Western Blotting Detection Reagent. Schlussendlich
werden die Immunoblotsignale auf dem Rontgenfilm mit Adobe Photoshop CS4 quanti-

fiziert.

2.2.6 GRK2-Aktivitét

2.2.6.1 Phosphorylierungsassays

Da RKIP im Herzen vor allem phosphoryliert und damit als funktioneller GRK2-
Inhibitor vorliegt ®®, soll die Aktivitit von GRK2 in kardialem Geweben von Wildtyp-
und RKIP"-Tieren untersucht werden. Um Aussagen iiber die Aktivitit der GRK2 ma-
chen zu koénnen, wird sich deren Féhigkeit zu Nutze gemacht, in vitro die Gpy-
vermittelte Phosphorylierung von Rhodopsin inhibieren zu kénnen **. Im Versuch wird
Rhodopsin in den Segmentmembranen von mit Harnstoff vorbehandelten, retinalen
Stibchenzellen zur Verfiigung gestellt ™.

Nach Aktivierung der Rhodopsinsignalkaskade durch eine Lichtquelle und die GPy-
vermittelte Phosphorylierung mit hinzugefiigten y-32-Phospho-ATP erfolgt im nichsten
Arbeitsschritt die Isolierung von radioaktivem, phosphoryliertem Rhodopsin mittels
SDS-Page (fiir Methode s. Kap. 2.2.5.1). Schlussendlich schlieBt sich die Auswertung
der isolierten Signale mittels Autoradiographie und eine Quantifizierung mit Hilfe eines
Phosphorlmagers an. Der hier beschriebene Versuch wurde durch Frau Dr. Katharina

Deiss ausgefiihrt.
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2.2.7 Analyse von Genexpressionen

Um einen mehrdimensionalen Einblick in die Fibrosierung und Herzinsuffizienz der
basalen und mit chronischem Hochdruck iiberlasteten Mauseherzen zu gewinnen, wurde
neben Fiarbemethoden und Ultraschalluntersuchungen die quantitative Polymeraseket-
tenreaktion (realtime PCR) genutzt. Mit der realtime PCR ist eine Quantifizierung der
mRNAs bestimmter Gene moglich. mRNAs werden wéhrend der Transkription, einem
ndtigen Zwischenschritt in der Expression von Genen gebildet, und stellen somit ein

direktes Aquivalent fiir die Expressionsakivitiit bestimmter Gene dar.

2.2.7.1 RNA-Préparation

Zur Priparation der mRNA wird das RNAeasy Midi Kit der Firma Quiagen genutzt
und im Vorfeld alle verwendeten Arbeitsmaterialien durch RNAse-Zap® von RNAsen
befreit. Um alle im Herzgewebe vorhandenen RNAsen zu deaktivieren, wird die Lyse in
stark denaturierendem Puffer durchgefiihrt. Um das durch den kontraktilen Apparat sehr
proteinreiche Gewebe des Herzmuskels addquat aufzubereiten, wird ein weiterer Ver-
dauungsschritt mit Proteinase K durchgefiihrt. Um ideale Bindungsvoraussetzungen zu
gewihrleisten, wird eine Féallung der Nukleinsduren RNA und DNA durch die Zugabe
von Ethanol zum salzhaltigen Puffer durchgefiihrt. AnschlieBend werden mit Rneasy-
Silica-Membran bestiickte Sdulen mit diesem Lysat beladen. An diesen Membranen
bindet nur RNA, welche eine Lange von iiber 200 Nukleotiden aufweist. Dadurch wer-
den alle kiirzeren RNA-Formen wie z.B. t-RNA bei Reinigungschritten mit Ethanol
abgewaschen. Durch Verdau mit RNAse-freier DNAse wird verunreinigende, lange,
genomische DNA verkiirzt und ebenfalls abgewaschen. Aufgereinigte, konzentrierte
RNA wird dann mit RNAse-freiem Wasser eluiert und anschlieend bis zur reversen

Transkription bei -80°C gelagert.

2.2.7.2 Reverse Transkription

Neben mRNA ist in den aufgereinigten RNA-Proben auch eine Vielzahl anderer
RNA-Subtypen, wie z.B. ribosomale RNA enthalten. Zur Umschreibung von RNA in
einzelstrangige, komplementdre cDNA wird eine retrovirale reverse Transkriptase ge-
nutzt. Wie alle Polymerasen schreibt auch die reverse Transkriptase die cDNA in 3'-

34



2 Material und Methoden

Richtung und bendtigt einen zur mRNA spezifischen, komplementdren Primer als
Startpunkt. Da dieser oligo dt-Primer so gewdhlt wird, dass er an den nur in mRNA am
3'-Ende vorhandenen Poly-A-Schwanz bindet, wird ausschlieBlich mRNA in ¢cDNA
umgeschrieben. Da dies im Verhéltnis 1:1 geschieht, ist die Quantifizierung der cDNA
dquivalent zur mRNA.

Um eine falsch-positive Messungen von z.B. genomischer DNA in der realtime PCR
ausschlieBen zu konnen, wird zum Einen in einer Probe auf die Zugabe reverser Tran-
skriptase verzichtet und diese Probe als Negativkontrolle verwendet. Zum Anderen
werden die PCR-Primer so gewdhlt, dass sie in genomischer DNA noch vorhandene
Introns iiberspannen und durch eine zu grofle Linge des zwischenliegenden Abschnitts
dieser nicht mehr amplifizierbar ist. Aus vier willkiirlichen Proben wird zusitzlich eine
Standardreihe erstellt.

Nach Messung der RNA-Konzentration am Nanodrop der Firma Peqlab wurde fiir
die reverse Transkription in cDNA 1ug RNA eingesetzt. Diese wird mit dem Super-
script' M-Kit der Firma Invitrogen durchgefiihrt: Es erfolgt eine 10 miniitige Erhitzung
der RNA gemeinsam mit oligo dt-Primern (Endkonzentration: 1uM) und den dNTPs
(Endkonzentration: 0,5mM) auf 70°C, um doppelstringige DNA zu denaturieren und
das Binden der oligo dt-Primer zu gewéhrleisten. Die reverse Transkription erfolgt fiir
60min bei 42°C nach Zugabe von 5xPuffer, DTT (Endkonzentration: 10mM), RNAsin
(RNAse-Inhibitor der Firma OMEGA) und der reversen Transkriptase. In der Negativ-
kontrolle wird auf eine Zugabe der reversen Transkriptase verzichtet. AnschlieBend
wird die reverse Transkriptase bei 70°C fiir 15min inaktiviert. Die gewonnene cDNA

wird 1:12,5 mit DEPC-Wasser verdiinnt.

2.2.7.3 Realtime PCR

Durch die Auswahl spezifischer, komplementérer Primer wird der zu ampifizierende
DNA-Bereich bestimmt. Im Gegensatz zur kompetetiven PCR wird nicht erst nach Ab-
lauf der PCR eine Quantifizierung der Fragmente vorgenommen, sondern nach jedem
Zyklus die Fluoreszenz der eingesetzten Probe gemessen. Hierflir wird jeder Probe ein
mit doppelstrangiger DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen zugesetzt.
Mit der Anzahl der umgeschriebenen PCR-Fragmente verdoppelt sich im Idealfall mit

jedem Zyklus auch die Fluoreszenz der Probe. Die zum Uberschreiten der Hintergrund-
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fluoreszenz benoétigte Zykluszahl wird threshhold cycle (Cr) genannt. Fiir weniger ex-
pimierte Gene, deren mRNA, bzw. cDNA in geringerer Menge vorliegt, werden mehr
Zyklen zum Uberschreiten der Hintergrundfluoreszenz benétigt, als fiir stirker expri-
mierte Gene. Um einen Pipettierfehler und unterschiedlich eingesetzte cDNA-Mengen
auszugleichen, werden die untersuchten cDNA-Konzentrationen immer im Verhéltnis
zu einem Referenzwert (sogenannten housekeeping Genen) angegeben. Hierbei handelt
es sich um Gene, die in Zellen konstant und stark exprimiert werden. In diesem Fall
dient die cDNA der Gylcerinaldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein in der
Glykolyse bendtigtes Enzym, als Referenzwert. Fiir die realtime PCR wird der
2xSupermix SsoFast TM EvaGreen (Biorad) benutzt, der aus dNTPs, eine DNA-
Polymerase und das Fluorophor in einer gepufferten Losung besteht. In einer 384-Well
Platte werden jeweils 2,5ul der cDNA (entspricht 10ng der Ursprungs-RNA), der vier
Standards, der Negativkontrolle und eines Leerwerts (DEPC-Wasser) vorgelegt und
anschliefend die Primer (480nM) inkl. Supermix hinzugefiigt. Die PCR wird anschlie-
Bend im Thermocycler C1000 der Firma Biorad mit dem folgenden Programm durchge-
fithrt:

98°C 2min

98°C 0,2min 40 Zyklen
56°C 0,2min Fluoreszenzmessung 40 Zyklen
65°C 0,4min Fluoreszenzmessung 40 Zyklen
65°C -95°C 0,5°C pro 0,05 min  Fluoreszenzmessung Schmelzkurve

Zur Bestimmung der Schmelzkurve wird die Temperatur schrittweise erhdht und
kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Ein Abfall der Fluoreszenz zeigt den Zeit-
punkt an, zu dem der Doppelstrang denaturiert. Die Schmelztemperatur ist ldingen- und
sequenzabhingig und deshalb produktspezifisch. Dadurch kann mit der Schmelzkurve
am Ende der PCR iiberpriift werden, ob die Fluoreszenzkurve das Resultat nur eines
oder mehrerer PCR-Produkte ist.

Die Auswertung der realtime PCR wird mit Hilfe der 2 *“T -Methode nach Livak
durchgefiihrt. Um oben genannte Fehlerquellen auszuschlieBen, wird zunéchst das un-

tersuchte Gen durch GAPDH normalisiert.
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Bildung von ACr:
ACt = Ct (untersuchtes Gen) — Ct (GAPDH)

Dann werden die unterschiedlichen Expressionslevels des untersuchten Gens als n-
fache Expression eines basalen Zustands angegeben. In diesem Fall dienen unbelastete

Wildtyptiere als Basalwert:
AACt = ACr (belastet/anderer Genotyp) — ACt (Mittelwert der basalen Wildtypen)

Da pro Zyklus eine Verdopplung der amplifizierten Fragmente stattfindet, wird die
n-fache, normalisierte Expression eines Gens im Verhéltnis zum basalen Zustand (unbe-
lastete Wildtyptiere) durch diese Gleichung berechnet:

n-fache Expression =2 <7

Der Nachweis des RKIP-Knockouts auf mRNA-Ebene mittels realtime PCR gestaltet
sich im Falle der RKIP™"-Tiere relativ kompliziert. Da 556 der 561 kodierenden Basen-
paare identisch mit der Gensequenz der im Herzen exprimierten a-Untereinheit von Gq
der Gattung Mus musculus ist, konnen nicht beide Primer in der kodierenden Sequenz
fiir RKIP platziert werden. Ein Primer muss fiir eine ausreichende RKIP-Spezifitit in
der 3'UT-Region von PEBP1 lokalisiert sein. Abbildung 11 zeigt diese Primerplatzie-

rung schematisch auf:

5 Cap‘S’UTR Start CDS RKIP Stop| 3UTR |3 polyA

—> <
545-565 686-663

Abb. 11: Schematische Darstellung der RKIP mRNA mit Primerpositionen (Pfeile);
5’-Kappe; 5'UT-Region (5’UTR); Start- und Stopcodon; fiir RKIP kodierende Sequenz (CDS RKIP);
3’UT-Region (3°UTR); 3"-polyA-Schwanz.
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2.2.8 Kontraktionsverhalten und Kalziumkinetik isolierter

Kardiomyozyten

Zur weiteren Erorterung der phénotypischen Verinderungen in RKIP"-Miusen wer-
den Untersuchungen des Kontraktions- und Relaxationsverhaltens, sowie der dafiir zu-

grunde liegenden Kalziumkinetik an isolierten Kardiomyozyten durchgefiihrt.

2.2.8.1 Prdparation adulter Kardiomyozyten

Die Préparation adulter Kardiomyozyten erfolgt aus zwischen acht und zehn Wochen
alten Méusen im C57BL/6J-Hintergrund, wobei wildtypische, als auch RKIP”-Miuse
herangezogen werden. Die adulten Kardiomyozyten werden durch retrograde Perfusion
mittels enzymatischen Verdaus aus dem zelluldren Verbund geldst und mit Hilfe eines
Filtrationsschrittes aus der Suspension getrennt °*.

Die perizelluldre Kalziumkonzentration muss nun stetig und in fiir die Kardiomyzy-
ten nicht letalen Schritten an die Kalziumkonzentration des Pufferbads in der Messappa-
ratur angepasst werden. Hierfiir werden der Stopppufferlosung in vierminiitigen Inter-
vallen jeweils 10pl, 20ul, 30pl und 40ul einer 100mM Kalziumldsung appliziert.
Schlussendlich kann das Pufferbad durch eine 1mM Kalziumpufferlosung ersetzt wer-
den.

Im Anschluss erfolgt die Aufteilung der Zellsuspension in mehrere Fraktionen und
die Beladung darin enthaltener Herzmuskelzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff fura-2.
Dafiir wird der ersten Fraktion fiir 15 Minuten lpumolarer fura-2-Acetoxymethylester
beigefiigt. Es erfolgt eine Veresterungsreaktion, die es fura-2 ermoglicht, nach intrazel-
luldr zu diffundieren, wo wiederum eine durch intrazelluldr vorliegende Esterasen
durchgefiihrte Abspaltung des Acetoxymethylesters stattfindet. fura-2 liegt nun geladen,
also nicht membrangéingig und damit zwangsldufig intrazelluldr vor. Es erfolgen zwei
achtminiitige Waschschritte mit 1mM Kalziumpuffer und der abschlieBende Wechsel

des Puffers auf einen Messpuffer mit einer Kalziumkonzentration von 1,2mM.
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2.2.8.2 Messungen zur intrazelluldren Kalziumkinetik und zum
kardiomyozytiren Kontraktionsverhalten

Das Kontraktionsverhalten der Kardiomyozyten wird zum Einen mit Hilfe eines
edge-to-edge-detection Videosystems erfasst, welches die Verkiirzung der gesamten
Muskelzelle aufzeichnet. Zum anderen wird durch hochauflosende Videoaufnahmen die
Anderung der Sarkomerlinge dokumentiert. In Kombination mit dem dual-excitation-
single-emission Photomultiplier der Firma Ionoptix TM (Milton, USA) ist zudem im
selben Arbeitsschritt eine Untersuchung der Kalziumkinetik mit Hilfe des Fluoreszenz-
farbstoffes fura-2 moglich. In Abbildung 12 ist der Aufbau der Messapparatur schema-
tisch dargestellt.

Temperatur-Einheit

Software PMT

Lichtquelle

Abb. 12: Schematische Darstellung der Apparatur zur Messung des Kontraktionsverhaltens und der Kal-
ziumkinetik; CFA = Cell Framing Adapter, PMT = Photo Multiplier;

Ionoptix 2011, modifiziert.

Nach Durchtritt durch einen 550nm Langpass-Filter féllt kontinuierlich Licht auf die
sich im Messbecken (siehe Pfeilziele in Abb. 14) befindlichen Herzmuskelzellen. Durch
diesen Filter bleibt die Qualitdt des Fluoreszenzfarbstoffes lédnger erhalten. Es erfolgt
eine Auftrennung des emittierten Lichtes mit Hilfe eines dichroitischen Spiegels,
wodurch Licht mit einer Wellenlénger als 550nm zum Kamerasystem (MyoCam IonOp-
tix TM) geleitet und das von fura-2 emittierte Licht mit kiirzeren Wellenléngen Rich-
tung Photomultiplier reflektiert wird. Eine Xenonbogenlampe mit einer Leistung von
75W dient als Lichtquelle. Die Anregungswellenldngen von fura-2 liegen bei 340nm -

sofern an Kalzium gebunden- und bei 380nm in ungebundenem, freiem Zustand. Diese
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beiden Wellenldngen werden mit Hilfe eines rotierenden Spiegels (HyperSwitch light
source system, lonOptix TM) erzeugt. Durch ihn gelangt das Licht iiber zwei verschie-
dene Filter schlieBlich in das unterhalb des Messbeckens platzierte inverse Mikroskop
(Motic AE31).

Die im Messbecken befindlichen Zellen werden kontinuierlich von Messpuffer mit
einer Kalziumkonzentration von 1,2mM und einer Temperatur von 27,0 °C umspiilt.
Mit Hilfe des rotierbaren Kamerasystems (Cell-framing-adapter IonOptix TM) wird
eine fiir die Messung geeignete Zelle auf dem Bildschirm zentriert und horizontal dar-
gestellt. Geeignet ist die Zelle dann, wenn sie deutlich abgrenzbare, nicht abgerundete
Zellgrenzen, sowie keinerlei spontane Kontraktion aufweist. Am verwendeten Messbe-
cken (FHD Microscope Chamber System, IonOptix) ist es mit Hilfe eines angeschlos-
senen Pacers (Myopacer, lonOptix) mdglich, die Kardiomyozyten fiir jeweils 3ms mit
einer Frequenz von 0,5Hz und einer Spannung von 20V zu stimulieren. Durch eine zum
System passende Software (Ionwizard, lonOptix) erfolgt die Erfassung der Messdaten.

Um die Kontraktion der Zelle optisch zu quantifizieren, wird in der Software die
Zellgrenze markiert und bei Kontraktion vom System verfolgt. Aufgrund sehr stérungs-
anfilliger Messungen bei Erfassen beider gegeniiberliegender Zellgrenzen wird nur die
rechtsseitige Kontraktion der Zelle gemessen und spéter ausgewertet. Um die Kontrak-
tion auf Sarkomerebene zu detektieren, wird ein Messfenster iiber einer storungsfreien,
kontrastreichen intrazelluldren Region platziert.

Im selben System kann eine Messung der Kalziumkinetik mit Hilfe von fura-2 statt-
finden. Bei fura-2 handelt es sich um einen dual-excitation-single-emission Fluores-
zenzfarbstoff, als auch einen Kalziumchelator. Die Anregungswellenéingen wechseln in
hoher Frequenz zwischen 340nm (an Kalzium gebundener Farbstoff) und 380nm (un-
gebunden), wihrend das Emissionsspektrum unverdndert zwischen 480nm und 520nm
verbleibt. Die Anregungs- und Emissionsspektren von an Kalzium gebundenem und

freiem fura-2 sind in Abbildung 13 dargestellt:
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Abb. 13: Anregungs- (links) und Emissionsspektrum (rechts) von fura-2 in an Kalzium gebundenem
(graue Kurve) und freiem (schwarze Kurve) Zustand.

Sigma Aldrich, modifiziert.

Aus beiden Emissionen wihrend der verschiedenen Anregungswellenldngen wird ei-
ne ratio gebildet, wobei der Numerator (Zédhler) die Emission bei 340nm (gebunden)
und der Denominator (Nenner) die Emission bei 380nm (ungebunden) darstellt. Somit

ist die gebildete ratio proportional zur intrazelluliren Kalziumkonzentration.

2.2.8.3 Auswertung der gemessenen Daten

Mit Hilfe der zum System passenden Software lonwizard kann das Kontraktionsver-
halten und die Kalziumkinetik sowohl aufgezeichnet, als auch ausgewertet werden. Am
Beispiel der in Kap. 2.2.8.2 beschriebenen fura-2 ratio sollen die verwendeten Parame-
ter erldutert werden. Abbildung 14 zeigt eine schematische Darstellung eines vollstéin-
digen Verlaufs dieser Ratio (schwarz / 100%) nach Stimulation einer Herzmuskelzelle.
Alle fiir ein Tier gemessenen Ratios werden im Anschluss gemittelt. Es erfolgt ein Aus-
schluss unregelméBiger, bzw. deformierter Peaks. Der Startpunkt einer Messung eines
Peaks wird bei 0,2 Sekunden vor Beginn eines Stimulus festgelegt (t=0 in Abb. 16) und
dauert 1,2 Sekunden.
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fura-2 Ratio
(340/380 nm)

Kontraktion
B Relaxation

(') Zeit
(Sek.)

Abb. 14: Schema liber gemessene Vergleichspunkte (in Sekunden) der fura-2 ratio (10%, 50%, 90%)

wihrend der Kontraktion (helle Kurven) und Relaxation (dunkle Kurven).

Die Basislinie wird mit den Werten von Numerator und Denumerator zur Storgro-
Benbeseitigung korrigiert. Darauthin kann die Analyse des Kurvenverlaufs und damit

der Kalziumkinetik vorgenommen werden. Hierfiir werden folgende Parameter ermit-

telt:

I.  Zeit bis zum Erreichen von 10%, 50% und 90% der Peakhohe, gemessen ab
der Basislinie (helle Kurven in Abb. 16) als Kontraktions-Parameter.
II.  Zeit bis zum Erreichen von 10%, 50% und 90% der Basislinie, gemessen ab

der Peakhohe (dunkle Kurven in Abb. 16) als Relaxations-Parameter.

Die Evaluation der Video-gestiitzten Daten auf zelluldrer und Sarkomerebene erfolg-

te dquivalent zu den Punkten I und II.

2.2.8.4 Statistische Analysen

Fiir die statistischen Analysen wurde die Software GraphPad Prism (San Diego,
USA) verwendet. Ein P-Wert von P<0,05 wird als statistisch signifikant angesehen.
Alle Datensets sind normalverteilt. Die Ergebnisdarstellung erfolgt in allen Graphen
mittels Durchschnittswert = Standardfehler (Mean + SEM). Fiir eine statistische Unter-

suchung von zwei Gruppen wird der T-Test herangezogen. Sollen mehrere Gruppen
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verglichen werden, erfolgt eine Varianzanalyse (analysis of variance /| ANOVA). Die

Alphafehlerkumulierung wird mittels Bonferroni-Korrektur neutralisiert.
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3 Ergebnisse

Wihrend kardialen Stresses kommt es zu einer Zunahme der RKIP-Expression im
Herzen. Sowohl in Mauseherzen, welche dem Stress einer chronischen Nachlasterho-
hung durch dreiwdchige TAC ausgesetzt sind, als auch in humanen Herzmuskelprépara-
ten von Herzinsuffizienzpatienten kann dies gezeigt werden **. Dies lasst eine potenziell
kardioprotektive Funktion von RKIP vermuten und gibt weiteren Anlass zur ndheren

Deskription der endogenen RKIP-Funktion im Herzen.

3.1 RKIP-Knockout und dessen Einfluss auf die intrazellulare

Signalwege

3.1.1 Nachweis des RKIP-Knockout

Um die endogene Rolle von RKIP néher beschreiben zu kénnen und zu eruieren, ob
sich die unphysiologische Abwesenheit von RKIP auf die Herzfunktion auswirkt, wer-
den Miuse genutzt, die einen ubiquitiren RKIP-Knockout aufweisen. Wie in Kap. 2.1.1
bereits beschrieben, werden hierfiir aus heterozygoten RKIP-Knockout-Miusen
(RKIP"") des Mutant Mouse Regional Resource Center (Davis, Kalifornien) homozygo-
te RKIP"-Miuse im C57BL/6J-Hintergrund geziichtet. Mittels En2-Splice-Site-
abhéngigem Gen-Trapping-Vektor zwischen Exon 3 und 4 der RKIP-Sequenz erfolgt
ein transkriptioneller Abbruch und damit eine Verhinderung der Genexpression.

Dies wird mit Hilfe einer Realtime-PCR gezeigt: In Abbildung 15 ist die fehlende
mRNA Expression von RKIP in Herzen von RKIP”-Miusen im Vergleich zur physio-
logischen RKIP-Expression in Wildtyptieren dargestellt. Fiir Informationen zur Platzie-

rung der Primer sei auf Kapitel 2.2.7.3 verwiesen.
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Abb. 15: Kardiale mRNA Expression von RKIP in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=4-5;

Des Weiteren erfolgt die Kontrolle des erfolgreich auf beiden Allelen eingebrachten
Gen-Trapping-Vektors mittels PCR-Genotypisierung. Hierfiir werden Primerpaare um
den Locus des Vektors platziert. Durch die Linge der zwischen den Primern liegenden
Kassette ist der zu amplifizierende Abschnitt zu lang, als dass eine Abschrift mittels
Polymerase erfolgen kann. Im Falle einer homozygoten Insertion, also einer Insertion
auf beiden Allelen, erfolgt deshalb keine Amplifikation mittels PCR (s. 17A). Diese
Genotypisierungs-PCR wurde durch die Technische Assistentin Martina Fischer durch-
geflihrt.

SA
R-geo poly A [
I 1
loxP FRT
GCTTTCCAGGCCTCTCAGTGTTCATCAG CCCGCCCATCCTGCCCATAGG
bp 1243 ... 1270 bp1659 ... 1639

Abb. 16: Schematische Darstellung der fiir die Genotypisierung verwendeten Primerplatzierung um die

zwischen Exon 3 und Exon 4 (graue Késten) eingebrachte Kassette.

Um die sich durch oben beschriebenes Konstrukt ergebende homozygote Deletion
von RKIP auch auf Proteinebene zu zeigen, wird die RKIP-Protein-Expression in den
Herzen dieser Tiere untersucht. Hierfiir wird apikales, linksventrikuldres Gewebe wie in

Kapitel 2.2.5 beschrieben aufbereitet. AnschlieBend konnen die kardialen Proteine ihrer
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GroBe nach mittels SDS-Page aufgetrennt und RKIP schlussendlich mit Hilfe der Im-

munodetektion sichtbar gemacht werden:

A B

reip [ < °0° bP RKIP & == <23 kDa
myosin R

Gp ™= &= . 35kDa
WT KO WT KO

Abb. 17: A: PCR-Genotypisierung von homozygoten RKIP”-Miusen; Platzierung der Primerpaare um
den Locus des eingebrachten Gene-Trapping-Vektors; Myosin als Ladekontrolle. B: Immunoblot nach

Anti-RKIP in Wildtyp- und homozygoten RKIP”-Miuseherzen; Gf als Ladekontrolle.

Abbildung 17B zeigt den Vergleich der kardialen RKIP-Expression zwischen Wild-
typ- und RKIP""-Tieren im Immunoblot. In diesen Versuchen ist ein persistierendes,
abgeschwichtes Signal auf der Laufthhe von RKIP messbar. Somit ist es mit allein die-
ser Methode nicht moglich, die RKIP-Deletion auf Proteinebene zufriedenstellend
nachzuweisen (s. zusétzlich Kap. 4.1).

Zur weiteren Erdrterung der Atiologie dieser fraglich unspezifischen Bande wird die
sogenannte 2-D-Gelelektrophorese genutzt. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist eine beson-
ders hochaufldosende Trennung komplexer Proteingemische mdglich. Sie beruht auf der
Kombination von isoelektrischer Fokussierung (IEF) und SDS-PAGE, sowie der ortho-
gonalen Ausfiihrung dieser beiden Verfahren zueinander. Mit Hilfe der IEF im ersten
Schritt werden die Proteine innerhalb eines pH-Gradienten-Gels im elektrischen Feld
eindimensional nach ihrer Ladung aufgetrennt. In Abhéngigkeit des Umgebungs-pH-
Werts im Gel durchlaufen sie De- und Protonierungszustdnde und éndern so Thre La-
dung. Am sogenannten isoelektrischen Punkt neutralisieren sich positive und negative
Ladungen der Proteine und es findet keine Bewegung mehr im elektrischen Feld statt *°.
Im zweiten Schritt erfolgt orthogonal dazu die GrofBenaufteilung der Proteine mittels
SDS-PAGE.

Das Ergebnis dieser 2-D-Gelelektrophorese ist in Abbildung 20A dargestellt. Um ei-
ne moglichst hochauflésende ladungsabhingige Auftrennung des Proteingemisches zu
erzielen, wurde eine schmale pH-Bandbreite zwischen pH 5,9 und pH 4,7 gewéhlt. In
wildtypischen Tieren zeigt sich nun sowohl die unphosphorylierte (,,1°), als auch die

phosphorylierte (,,2°) Form von RKIP, wihrend in RKIP""-Tieren die Proteine, die im
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konventionellen Immunoblot fiir die persistierende Bande verantwortlich sind (s. rechte
Spalte 18A), durch die IEF auferhalb des abgebildeten Fensters zum Liegen gekommen
sein miissen und deshalb nicht mehr sichtbar sind. Somit kann mit diesem Versuch die
fehlende RKIP-Expression in RKIP”-Tieren auch auf Proteinebene gezeigt werden **.
Abbildung 18B zeigt eine Coomassie-Brillant-Blau Fiarbung der Regionen aus Abbil-
dung 18A als Gel-Ladekontrolle. Die 2-D-Gelelektrophorese wurde von Doktorandin
Evelyn Schmid durchgefiihrt.

A anti-RKIP T2
WT - = « 4«23 kDa
KO - 4«23 kDa
pH 5.9 pH 4.7
B Coomassie-Brillant-Blau
' . ‘4120 kDa
WT et <90 kDa
- 5 L o
- P 450 kDa
» <120 kDa
KO = ey <90 kDa
.6 b [
i . oo <50 kDa
pH 5.9 pH 4.7

Abb. 18: A: 2D-SDS Gelelektrophorese nach anti-RKIP in Wildtyp- und RKIP"-Miuseherzen. Diese
zeigt, dass das anti-RKIP Signal in RKIP”-Miuseherzen ein unspezifisches ist. Um unspezifische Protei-
ne auszuschlielen, wurde zur isoelektrischen Fokussierung eine schmale pH-Bandbreite zwischen pH 4,7
und pH 5,9 verwendet. Rechte Spalte: eindimensionale Auftrennung des Proteinlysats ohne isoelektrische

Fokussierung. ,,1””: unphosphoryliertes RKIP. ,,2”: phosphoryliertes RKIP. B: Coomassie-Brillant-Blau

Féarbung der Regionen aus A als Ladekontrolle. Schmid et al., 2015, modifiziert.

Nachdem der Knockout von RKIP auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen ist,
stellt sich die Frage, ob das Fehlen von RKIP Einfluss auf im physiologischen Zustand
durch RKIP modulierte Signalwege hat.

3.1.2 Einfluss der Deletion von RKIP auf die kardiale Aktivitit der GRK

Es konnte bereits gezeigt werden, dass RKIP im Herzen vor allem phosphoryliert

und damit als Inhibitor der kardialen GRK2 ® vorliegt. Die kardiale RKIP-Wirkung
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scheint daher vor allem durch die Wirkung auf die kardiale GRK vermittelt zu sein. Aus
diesem Grund wird mittels radioaktivem Phosphorylierungsassay deren Aktivitdt unter-
sucht (s. auch Kap. 2.2.6.1). Hierbei wird sich die Féhigkeit der GRK zu Nutze ge-
macht, in vitro die GBy-vermittelte Phosphorylierung von Rhodopsin inhibieren zu kon-
nen .

Abbildung 19 zeigt den Vergleich der Aktivitit der GRK in Wildtyp- und RKIP"-
Méuseherzen. Hier wird die signifikant hohere Kinaseaktivitit in RKIP"-Miusen sicht-
bar, was die wegfallende Hemmung der GRK durch RKIP in diesen Tieren widerspie-

gelt. Die hier beschriebenen Aktivitdtsassays wurden durch Dr. Katharina Deiss durch-

geflihrt.

Rhodopsin Phosphorylierung
(normiert Gber WT)
FS

WT KO

[32P]Rh|

Abb. 19: Kardiale Rhodopsin-Phosphorylierung in Wildtyp- und RKIP”-Mausen.
Mean£+SEM; *, p<0,05; n=3; Schmid et al., 2015, modifiziert.

Als namensgebender, weiterer Interaktionspartner von RKIP sei Rafl als Bestandteil
der MAPK-Kaskade genannt. Dass RKIP im Herzen vor allem phosphoryliert, damit
dimerisiert und dissoziiert von Rafl vorliegt 68 ist ein Hinweis darauf, dass RKIP kar-
dial wahrscheinlich geringen oder keinen regulatorischen Einfluss auf die MAPK-
Kaskade hat. Deshalb soll ergdnzend zur kardialen GRK-Aktivitit auch die Phosphory-
lierung und damit der Aktivierungsgrad von kardialen ERK1/2 als Effektorkinasen der
MAPK-Kaskade in RKIP”"-Miusen iiberpriift werden.
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3.1.3 Einfluss der Deletion von RKIP auf die Phosphorylierung von
ERK1/2 im Herzen

ERK1/2 als Bestandteil der MAPK-Kaskade ist maB3geblich an der Entwicklung ei-
ner pathologischen Hypertrophie des Herzen beteiligt *°. Um den Grad der kardialen
ERK1/2-Phosphorylierung und damit Aktivitdt dieser unter anderem an der pathologi-
schen Hypertrophie des Herzens beteiligten Kinase in RKIP"-Miusen mit Wildtypen
vergleichen zu konnen, wird diese Phosphorylierung mittels Immunoblot untersucht.

In Abbildung 20 ist exemplarisch die Phosphorylierung von ERK1/2 in RKIP”"- und

W <40 kDa
ERK1/2 “
<40 kDa

WT KO
Abb. 20: Exemplarische ERK 1/2-Phosphorylierung in Herzen aus Wildtyp- und RKIP”-Miusen.

Wildtypherzen dargestellt.

ERK1/2 als Expressionskontrolle. Die Banden wurden nach Versuchsdurchfiihrung digital nebeneinander

dargestellt (vertikale Trennlinie).

Hier zeigt sich kein Unterschied des Phosphorylierungsgrads von kardialem ERK1/2
zwischen RKIP"-Miusen und Wildtyptieren. In RKIP”-Tieren wird Rafl und damit die
MAPK-Kaskade durch den Mangel an RKIP nicht durch selbiges reguliert. Dass sich
ein dquivalenter ERK1/2-Phosphorylierungsgrad in wildtypischen Herzen zeigt und
gleichzeitig in RKIP”-Miuseherzen eine gesteigerte GRK-Aktivitit vorliegt, unter-
streicht die durch Deiss et al. propagierte Theorie, dass RKIP im Herzen nicht als Inhi-
bitor von Rafl fungiert, sondern PKC-abhingig ® hauptsichlich als GRK-Inhibitor
wirkt.

Um die phinotypische Wirkung der Deletion von RKIP und damit der erhdhten
GRK-Aktivitit in RKIP”-Miusen niher beschreiben zu kénnen, werden in vivo Studien

mit diesen Tieren durchgefiihrt.
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3.2 Phénotyp von RKIP"-Miusen

Um in vivo die endogene Rolle von RKIP im Herzen weiter zu untersuchen, werden
RKIP"-Miuse unter basalen Ruhe-, als auch unter Stressbedingungen bei chronischer
Nachlasterhohung durch dreiwdchige TAC untersucht. Fiir diese Phinotypisierung wer-
den verschiedene Methoden genutzt. Es wird die kardiale Pumpfunktion mit Hilfe der
Echokardiographie untersucht und iiber das Lungengewicht ein Riickschluss auf den
durch ein mogliches Riickwirtsversagen des linken Ventrikels verursachten pulmonalen
Blutstau gezogen. Die Expression von im klinischen Alltag herangezogenen Herzinsuf-
fizienzmarkern wird quantifiziert und der bindegewebige Umbau und die Apoptose im
Herzen, also das kardiale Remodeling untersucht. Des weiteren wird die Hypertrophie
des Herzmuskels beurteilt und als abschliefender Versuch die Lebensdauer der Tiere

verglichen.

3.2.1 Quantifizierung der durch TAC erzielten Nachlasterh6hung

Um durch TAC einen vergleichbaren kardialen Stress sowohl in RKIP”"-Miusen, als
auch in Wildtypmiusen zu induzieren, erfolgt eine echokardiographische Kontrolle des
Druckgradienten iiber der kiinstlichen Stenose zwischen Truncus brachiocephalicus und
Arteria carotis sinistra nach 10 und 21 Tagen. Ausschlusskriterium ist ein Druckgradi-
ent unter 60 mmHg. Wie in Abbildung 21 zu sehen, wurde in den wildtypischen, als

auch in den RKIP""-Tieren eine vergleichbare Nachlasterhohung durch TAC erzielt.
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(arbitrare Einheit)

WT KO WT KO
10T + TAC 21T + TAC

Abb. 21: Mittels Doppler-Ultraschall bestimmte Druckgradienten iiber Konstriktion der Aorta
zwischen Truncus brachiocephalicus und Arteria carotis sinistra. Arbitrére Einheiten.

Mean+SEM; p>0,05; n=3-12;

3.2.2 Beurteilung der kardialen Pumpfunktion

Fiir die Bestimmung der kardialen Pumpfunktion in vivo wird unter anderem die
transthorakale Echokardiographie genutzt. Als echokardiographischen Parameter fiir die
linksventrikuldre Kontraktilitdt wird die Verkiirzungsfraktion herangezogen (s. Kap.
2.2.2.3). Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, ist unter basalen Ruhebedingungen ohne
TAC (hier an Tag 0) kein Unterschied in der linksventrikuldren Funktion zwischen
Wildtyptieren und RKIP"-Miusen messbar. Allerdings verschlechtert sich die Kontrak-
tilitit des linken Ventrikels in den RKIP”"-Tieren nach TAC zusehends, sodass nach
dreiwdchiger, chronischer Nachlasterhohung durch TAC eine deutlich verschlechterte

kardiale Pumpfunktion der RKIP”"-Tiere im Vergleich zu Wildtypméausen vorliegt.
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Abb. 22: Echokardiographisch bestimmte Verkiirzungsfraktion in % des linksventrikuldren, inneren
Durchmesser unter Ruhebedingungen (Tag 0), sowie unter chronischer Nachlasterh6hung
durch TAC (Tag 10, Tag 21) in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.

Mean+SEM; *, p<0,05; n=6-11;

Um die Dilatation des linken Ventrikels im Sinne einer mangelnden Kompensations-
fahigkeit an die chronische Hochdruckbelastung beurteilen zu kénnen, wird der links-
ventrikuldre, innere Durchmesser (LVID) am Ende der Diastole echokardiographisch
bestimmt. Wie in Abbildung 23B dargestellt ist, ist auch hier unter Ruhebedingungen
ohne TAC kein Unterschied zwischen Wildtypen und RKIP”-Tieren messbar. Aquiva-
lent zur geschwichten Pumpfunktion nach dreiwdchigem kardialem Stress allerdings,
zeigen die RKIP”-Miuse nach dreiwdchiger TAC eine starke Dilatation des linken
Ventrikels im Sinne einer mangelhaften Kompensationsfahigkeit der Druckbelastung
durch TAC im Vergleich zu den Wildtyptieren. Abbildung 23A zeigt exemplarische M-
Mode-Aufnahmen nach dreiwdchiger TAC zur Verbildlichung der linksventrikuldren

Dilatation und verschlechterten Kontraktilitit in RKIP”"-Musen.
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Abb. 23: A: Exemplarische, linksventrikuldre M-Mode-Aufnahmen nach dreiwdchiger TAC.
B: Enddiastolischer, linksventrikuldrer, innerer Durchmesser in mm unter Ruhebedingungen sowie unter
chronischer Nachlasterhéhung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=8-11;

Ein weiterer phénotypischer Parameter fiir die linksventrikuldre Funktion, bzw. fiir
ein eventuelles Riickwértsversagen des linken Ventrikels ist das Ausmal des blutigen
Riickstaus in die Lungenstrombahn. Um diesen Riickstau zu quantifizieren, werden
nach der Organentnahme ohne eine Kompression des Gewebes die Lungengewichte von
Wildtypen und RKIP”-Tieren verglichen. Um mégliche Fehler durch unterschiedliche
KorpergroBen auszuschlieBen, erfolgt eine Normierung des Lungengewichts zur Tibial-
dnge der Tiere.

Abbildung 24 zeigt die Lungengewichte bei den RKIP™"- und Wildtyptieren unter ba-
salen, als auch unter Stressbedingungen durch dreiwdchige TAC. Im Einklang mit den
echokardiographisch erhobenen Daten zur linksventrikuldren Funktion und Kompensa-
tionsfahigkeit ist unter physiologischen, stressfreien Bedingungen kein Unterschied im
Lungengewicht zwischen RKIP”"- und Wildtyptieren messbar. Nach dreiwdchiger TAC
kommt es allerdings zu einer signifikanten Zunahme des Lungengewichts bei RKIP"-
Maiusen, was fiir ein linksventrikuldres Riickwirtsversagen und damit eine Dekompen-
sation des linken Herzens spricht und Hand in Hand mit der verminderten Verkiirzungs-

fraktion und deutlichen Ventrikeldilatation dieser Tiere nach TAC geht.
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Abb. 24: Lungengewichte (LGW) in mg, normiert zur Tibialdnge (TL) in mm unter Ruhebedingungen
sowie unter chronischer Nachlasterhdhung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP”-Musen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=11-28;

Zusammenfassend lésst sich bis hierher sagen, dass sich der Mangel von RKIP unter
physiologischen Ruhebedingungen nicht negativ auf die kardiale Pumpfunktion auszu-
wirken scheint. Allerdings verschlechtert sich diese massiv unter dem Einfluss von
chronischem, kardialem Stress in RKIP”-Miusen. Dies deutet darauf hin, dass endoge-
nes RKIP unter diesem Stresseinfluss durchaus an der Verhinderung einer kontraktilen

Dysfunktion beteiligt zu sein scheint.

3.2.3 Expression von Herzinsuffizienzmarkern

Zur klinischen Beurteilung einer Herzinsuffizienz werden unter anderem Herzinsuf-
fizienzmarker wie Brain Natriuretic Peptide (BNP) und Atriales Natriuretisches Peptid
(ANP) herangezogen. Beide Proteinkonzentrationen korrelieren mit dem Schweregrad
der Herzinsuffizienz und sind Bestandteil der kardialen Reaktion auf Uberlastungssitua-
tionen. BNP ist ein 32 Aminosduren umfassendes Protein, welches bei Dehnung der
Ventrikel in Kardiomyozyten gebildet und sezerniert wird. ANP ist ein Protein mit einer
Linge von 28 Aminosiuren. MaBgeblich fiir seine Synthese und Sekretion sind Uber-
bzw. Dehnungsreize des Vorhofmyokards. Sowohl BNP, als auch ANP haben iiber ei-
nen cGMP-abhingigen Signalweg eine vasodilatative Wirkung am Gefil3, sowie eine
natriuretische und diuretische Wirkung in der Niere sind somit in der Lage, in kardialen

Uberlastungsreaktionen die Nachlast zu senken.
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Fiir die Bestimmung der Expressionslevels von BNP und ANP wird die Realtime-
PCR genutzt (s. Kap. 2.2.7). Es erfolgt eine Quantifizierung der jeweiligen Transkripte
auf mRNA-Ebene. Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, lassen sich sowohl fiir BNP, als
auch fiir ANP unter basalen Bedingungen keine Unterschiede in den jeweiligen Expres-
sionslevels zwischen Wildtyptieren und RKIP”-Mzusen feststellen. Konkordant mit der
Verschlechterung der kardialen Pumpleistung kommt es nach chronischer Hochdruck-
belastung allerdings zu einem signifikanten Anstieg beider Herzinsuffizienzmarker in
den Herzen der RKIP"-Tiere im Vergleich zu den Wildtypméusen. Exemplarisch ist
hier die mRNA Expression von BNP gezeigt.
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Abb. 25: Kardiale mRNA Expression von brain natriuretic peptide (BNP) unter Ruhebedingungen sowie
unter chronischer Nachlasterhohung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.
Normiert {iber GAPDH. Angabe als Vielfaches von WT unter Ruhebedingungen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=4-8;

3.2.4 Kardiales Remodeling in RKIP”"-Miusen

Ein wesentlicher fiir das rasche Fortschreiten einer Herzinsuffizienz und fiir den Ver-
lust der Pumpleistung mitverantwortlicher Prozess ist das kardiale Remodeling *’. Hier-
unter ist die zum groBten Teil durch blutdrucksteigernde Botenstoffe wie Adrenalin und
Noradrenalin und Bestandteile des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
vermittelte kardiale Fibrosierung, also der bindegewebige Umbau von zuvor kontrakti-
lem Muskelgewebe, sowie die Apoptose und auch die Hypertrophie von Kardiomyozy-
ten zu verstehen. Im klinischen Ansatz der Herzinsuffizienztherapie wird deshalb ver-

sucht, mit der Gabe von ACE-Hemmern, AT;-Rezeptorblockern und Aldosteron-
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Antagonisten hemmend in das RAAS einzugreifen und so den Prozess des Remodeling
zu unterbrechen, bzw. zu verlangsamen **. Um diese Umbauprozesse auch im Kontext
der Deletion von RKIP beschreiben zu konnen, werden Untersuchungen zum fibroti-
schen Umbau, der Apoptose und der Hypertrophie im linken Ventrikel angestellt. Letz-
tere wird separat in Kapitel 3.2.5 beschrieben.

Um das Ausmal} der Fibrosierung quantifizieren zu konnen, werden zum einen
Bindegewebsfiarbungen von linksventrikuldren histologischen Querschnitten angefertigt
und analysiert (s. Kap. 2.2.4). Zum anderen erfolgt eine Quantifizierung der kardialen
Expression von Kollagen 3 als Grundbaustein kollagenen Bindegewebes mittels Real-
time-PCR (s. Kap 2.2.7).

Abbildung 26 zeigt in Abschnitt A eine exemplarische Ubersicht von mit Sirius-Rot
gefirbten, linksventrikuliren Querschnitten in Wildtyp- und RKIP”"-Tieren unter physi-
ologischen Bedingungen (-TAC) und unter chronischem kardialem Stress (+TAC). In
Abschnitt B ist die Quantifizierung dieser kollagenen, fibrotischen Verdanderungen auf-
getragen. Kongruent zur linksventrikuldren Pumpfunktion (s. Kap. 3.2.2) wirkt sich die
Deletion von RKIP ohne den Einfluss kardialen Stresses nicht negativ auf die links-
ventrikuldre Fibrose aus. Allerdings aggraviert sich diese in den RKIP”-M&usen nach
dreiwdchiger TAC deutlich, was ein weiterer Hinweis auf die endogene Rescue-
Funktion von RKIP gegen die Entwicklung des Vollbilds einer Herzinsuffizienz unter

dem Einfluss von kardialem Stress ist.
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Abb. 26: A: Ubersicht iiber beispielhafte, mit Sirius Rot gefirbte, linksventrikulire, histologische Quer-
schnitte unter Ruhebedingungen sowie unter chronischer Nachlasterhohung durch 21-tdgige TAC in
Wildtyp- und RKIP”-Miusen. B: Quantifizierung der interstitiellen, linksventrikuliren Fibrosierung

unter Ruhebedingungen sowie unter chronischer Nachlasterhohung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und

RKIP""-Miusen. Arbitrire MaBeinheit, Angabe als Vielfaches von WT unter Ruhebedingungen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=4-7;

Um den fibrotischen Umbau im linken Herzen weiter zu charakterisieren, wird die
Expression von Kollagen 3 als Grundbaustein kollagenen Bindegewebes mittels Real-
time-PCR quantifiziert. Abbildung 27 zeigt diese Quantifizierung unter Ruhebedingun-
gen und nach dreiwdchiger TAC. Hand in Hand zur Auswertung der Bindegewebsfar-
bungen (s. Abb. 30) ist unter Ruhebedingungen kein Unterschied in der Expression von
Kollagen 3 zwischen Wildtyptieren und RKIP”-Mzusen messbar. Jedoch kommt es
nach TAC analog zur histologisch festgestellten Fibrosierung in RKIP”-Mauscherzen

zu einer massiven Steigerung der Kollagen 3-Expression.
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Abb. 27: Kardiale mRNA Expression von Kollagen 3 unter Ruhebedingungen sowie unter chronischer
Nachlasterhdhung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP”-Méusen. Normiert iiber GAPDH.
Angabe als Vielfaches von WT unter Ruhebedingungen. MeantSEM; *, p<0,05; n=4-7;

Weiterer Bestandteil des Prozess des Remodeling ist der programmierte Zelltod, also
die Apoptose von Kardiomyozyten. Die Quantifizierung dieser erfolgt in linksventriku-
laren, histologischen Querschnitten mittels TUNEL-Assay. Mit dieser Methode ist es
moglich, durch apoptotische Signalkaskaden fragmentierte DNA in Kardiomyozyten
enzymatisch mit einem Fluoreszenzfarbstoff sichtbar zu machen (zur Methode s. Kap.
2.2.4.4).

In Abbildung 28A ist ein exemplarisches Bild einer apoptotischen Herzmuskelzelle
dargestellt. Die fragmentiere DNA wird durch die TUNEL-Fiarbung markiert (s. 28A
links oben). Zudem werden Zellkerne als Kontrolle mit Hilfe der Hoechst-Fiarbung
sichtbar gemacht (s. Abb. 28 A rechts oben). Schlussendlich werden Zellgrenzen mittels
WGA angefirbt (s. Abb. 28A links unten). In der Overlay-Ansicht (s. Abb. 28A rechts
unten) konnen alle Farbungen gemeinsam angezeigt werden. So kann eine Auswahl der
apoptotischen Kardiomyozyten durch Beurteilung der typischen Morphologie von
Herzmuskelzellen erfolgen.

Abbildung 28B zeigt die Quantifizierung dieser Apoptosen in Kardiomyozyten von
Wildtyp- und RKIP”-M#usen ohne Stresseinfluss und nach dreiwdchiger TAC. Kon-
kordant zur linksventrikuldren Fibrosierung zeigt sich auch in der Apoptoserate kein
Unterschied zwischen Wildtypen und RKIP”-Tieren unter Ruhebedingungen. Aller-
dings fithrt der Verlust von RKIP in RKIP"-Tieren zu einer signifikante Zunahme der
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3 Ergebnisse

Apoptose nach chronischer Hochdruckbelastung. Diese Ergebnisse unterstreichen ein-
mal mehr die Theorie, dass endogenes RKIP protektiv gegen die Entwicklung des Voll-

bilds einer Herzinsuffizienz unter dem Einfluss von kardialem Stress zu wirken scheint.

TUNEL Hoechst

- *
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.t‘ ~ 3-
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0
WGA Overlay WT KO WT KO
- TAC + TAC

Abb. 28: A: Beispielhafte Einzelfdrbungen des TUNEL-Assay; oben links: TUNEL-Reaktion; oben
rechts: Hoechst-Féarbung; unten links: WGA-Férbung; unten rechts: Overlay aus allen drei vorherigen
Bildern. B:TUNEL-positive Kardiomyozyten pro Herzmuskelquerschnitt unter Ruhebedingungen sowie
unter chronischer Nachlasterhohung durch 21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=8-16;

3.2.5 Hypertrophie

Wie in Kapitel 3.2.4 dargestellt, umfasst das kardiale Remodeling im Rahmen einer
Herzinsuffizienz neben der Fibrosierung und Apoptose von Herzmuskelzellen auch de-

ren reaktive Hypertrophie, also GroBenzunahme "

. Diese pathologische Hypertrophie
wird maBgeblich durch Aktivierung der MAPK-Kaskade vermittelt **. Da im Herzen
RKIP allerdings vor allem dissoziiert von Rafl und gebunden an die GRK als deren
Inhibitor vorliegt ®®, stellt sich die Frage, ob sich die Deletion von RKIP in diesem Tie-
ren iiberhaupt auf eine Hypertrophie von Kardiomyozyten auswirkt, oder nicht. Wie in
Kapitel 3.1.3 dargestellt, zeigt sich in RKIP”-Mauscherzen kein Unterschied in der
Phosphorylierung, also dem Aktivierungsgrad von ERK1/2 als Effektorkinasen der

MAPK-Kaskade. Dies unterstreicht die genannte These von Deiss et al..
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Um im Rahmen der Phinotypisierung Aussagen iiber die linksventrikuldre Hypertro-
phie in RKIP"-Miusen machen zu kénnen, wird zum einen die GroBe von Kardiomy-
ozyten in histologischen, mit HE gefarbten, linksventrikularen Querschnitten ermittelt,
sowie das Herzgewicht nach Organentnahme bestimmt. Zum anderen erfolgt die echo-
kardiographische Messung der interventrikuldren Septumdicke in vivo.

Abbildung 29A zeigt eine exemplarische Ubersicht iiber mit HE gefirbte Ventrikel-
querschnitte in Wildtyp- und RKIP”-Méusen vor und nach dreiwochiger TAC. Abbil-
dung 29B zeigt die in diesen Schnitten ausgemessenen, durchschnittlichen kardiomy-
ozytiren Einzelzellgroen (zur Methode s. Kap. 2.2.4.5).

Im Einklang mit den Erkenntnissen, dass pathologische Hypertrophie mafBgeblich
durch Bestandteile der MAPK-Kaskade vermittelt wird und sich in RKIP”-Miusen
keine Verdnderung der Effektorkinasen ERK1/2 zeigt, ist auch in der GroBenbestim-
mung der Einzelzellen kein Unterschied zwischen Wildtyp- und RKIP”"-Mzusen sowohl

unter Ruhebedingungen, als auch nach chronischer Nachlasterh6hung messbar.
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Abb. 29: A: Ubersicht iiber beispielhafte ZellgroBen aus mit HE gefirbten, linksventrikuldren,
histologischen Querschnitten unter Ruhebedingungen sowie unter chronischer Nachlasterh6hung durch
21-tigige TAC in Wildtyp- und RKIP""-Méusen. B: Digital bestimmte, durchschnittliche Einzelzellgro-

Ben unter Ruhebedingungen sowie nach chronischer Nachlasterh6hung durch 21-tidgige TAC in Wildtyp-
und RKIP”-Miusen. Arbitrire Mafeinheit.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=5-10;
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3 Ergebnisse

Wie bereits beschrieben, werden als weitere Parameter fiir die Hypertrophie des
Herzmuskels zusitzlich die echokardiographische Bestimmung der interventrikuldren
Septumdicke und die Bestimmung des Herzgewichtes nach Organentnahme herangezo-
gen.

Abbildung 30A zeigt die echokardiographisch bestimmte interventrikuldre Septum-
dicke in mm, Abbildung 30B das Herzgewicht nach Organentnahme. Um Fehler durch
GroBenunterschiede der Tiere auszuschlieBen, wird dieses Gewicht ins Verhaltnis zur
Schienbeinldnge der Tiere gesetzt. Hand in Hand mit der Grofenbestimmung der Ein-
zelzellen zeigt sich sowohl in der Dicke des interventrikuldren Septums, als auch im

Herzgewicht der Tiere kein Unterschied zwischen RKIP™- und Wildtypméausen.
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Abb. 30: A: Echokardiographisch bestimmte, enddiastolische, interventrikuldre Septumdicke (IVS) in
mm unter Ruhebedingungen, sowie unter chronischer Nachlasterhohung durch 21-tigige TAC in Wild-
typ- und RKIP”"-Miusen. Mean+SEM; * p<0,05; n=8-11; B: Herzgewicht im Verhéltnis zur Tibialdnge
unter Ruhebedingungen, sowie nach 21-tigiger TAC TAC in Wildtyp- und RKIP”-Miusen.
Mean+SEM; *, p<0,05; n=5-18;

Die Ergebnisse zur Hypertrophie und zur Aktivierung der MAPK-Kaskade (s. Kap.
3.1.3) unterstreichen somit die These, dass die Effekte von endogenem RKIP im Herzen
vor allem unabhéngig von der MAPK-Kaskade zu sein scheinen. Sie sind vielmehr {iber

eine Regulation der kardialen GRK zu erkléren (s. Kap. 3.1.2 und Kap. 3.2.2).
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3.2.6 Uberleben

Um den Phénotyp der RKIP"-Miuse zu komplettieren, wurde als Endpunkt das
Uberleben nach chronischer Hochdruckbelastung analysiert. Wie in Kapitel 3.2 bereits
beschrieben, wirkt sich die Deletion von RKIP unter dem Einfluss von chronischem
kardialem Stress durch dreiwdchige TAC negativ auf die Pumpfunktion, aber auch ag-
gravierend auf die Entwicklung des Vollbildes einer Herzinsuffizienz in diesen Méusen
aus. Dies spiegelt die These wieder, dass endogen exprimiertes RKIP im Herzen eine
Art Rescue-Funktion zu besitzen scheint, indem es dazu beitrigt, den kardialen Auswurf
in der Stresssituation zu erhalten und kardiale Umbauprozesse, wie sie beim kardialen
Remodeling stattfinden, zu bremsen.

Passend zum herzinsuffizienten Phinotyp von RKIP”-Mzusen unter dem Einfluss
von chronischem Stress zeigt sich bei diesen Tieren nach TAC eine verkiirzte Lebens-
dauer und damit signifikant erhohte Mortalitdt im Vergleich zu wildtypischen Kon-
trollmédusen (dargestellt in Abbildung 31). Dies unterstreicht die in Kapitel 3.2.1 bis
Kapitel 3.2.4 dargestellten Ergebnisse.
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Abb. 31: Kaplan Meier Uberlebenskurve von Wildtyp- und RKIP”"-Miusen nach TAC.
Zeit in Tagen. *,p<0,05; n=22-25;

Um die verschlechterte kardiale Pumpfunktion von RKIP”-Mausen auch auf Einzel-
zellebene noch nédher zu charakterisieren, erfolgt zusétzlich zu den Studien in vivo die
Untersuchung des Kontraktionsverhaltens und des Ein- und Ausstromverhaltens von
Kalzium als fiir die Kontraktion hauptséchlich verantwortlichen Botenstoffes an isolier-

ten Kardiomyozyten.
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3 Ergebnisse

3.3 Kalziumkinetik und Kontraktionsverhalten von

Kardiomyozyten

In Kapitel 3.1.2 wurde bereits dargestellt, dass RKIP”-Mzuse kardial eine erhShte
GRK-Aktivitdt aufweisen. Hand in Hand mit dieser zeigen diese Tiere in der Stresssitu-
ation eine verminderte Pumpfunktion (s. Kap. 3.2.2). Um diese in vivo untersuchte
Herzschwiche noch néher zu charakterisieren, erfolgen spezifische Untersuchungen an
isolierten Kardiomyozyten. Neben der Analyse der Ein- und
Ausstromkinetik und intrazelluldren Konzentrationen von Kalzium als fiir die kardiale
Kontraktilitdit malgeblich verantwortlichen Botenstoff durch Fluoreszenz-Echtzeit-
Messungen, erfolgt die Aufzeichnung und Analyse der Kontraktion auf zelluldrer und
auf Sarkomerebene durch ein optisches Kamerasystem (s. Kap. 2.2.8). So kann neben
dem bereits beschriebenen Pumpverhalten des gesamten Organs auch die einzelne

Herzmuskelzelle als kleinster kontraktiler Baustein des Herzens beurteilt werden.

3.3.1 Kalziumkinetik wiahrend Kontraktion und Relaxation

Mit Hilfe des intrazelluldren, Kalzium bindenden Floureszenzfarbstoffs fura-2 wird
die Anderung der Konzentration von intrazellulir frei vorliegendem Kalzium kontinu-
ierlich wihrend Systole und Diastole gemessen *'? (zur Methode s. Kap. 2.2.8). Als
Vergleichspunkte werden die Zeiten herangezogen, um 50% und 90% des maximal ge-
messenen Unterschieds der intrazelluldren Kalziumkonzentration wéhrend der Kontrak-
tion (Time to peak), bzw. Relaxation (Time to baseline) zu erreichen, was als Parameter
fiir die Féahigkeit des Kardiomyozyten verwendet wird, in welcher Geschwindigkeit
Kalzium als fiir die Kontraktion notwendiger Botenstoff bereitgestellt, als auch wieder
abtransportiert werden kann.

Abbildung 32A zeigt den Vergleich der Bereitstellung von Kalzium wéhrend der
Systole, also die Zeiten bis zum Erreichen von 50% und 90% der maximal intrazelluldr
vorliegenden Kalziumkonzentration in wildtypischen und RKIP”-Kardiomyozyten. In
diesen Messungen ldsst sich kein Unterschied in der Einstromgeschwindigkeit zwischen
besagten Gruppen nachweisen.

Ein dhnliches Bild zeigt sich fiir den Abtransport von Kalzium aus der Zelle wahrend

der Diastole: Abbildung 32B zeigt den Vergleich der Zeiten, bis 50% und 90% des ma-

63
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ximal innerhalb der Zelle vorliegenden Kalziums abtransportiert sind. Auch hier lésst
sich kein Unterschied in der Ausstromgeschwindigkeit zwischen wildtypischen und
RKIP""-Kardiomyozyten feststellen. Das Fehlen von RKIP scheint sich unter diesen

Versuchsbedingungen also nicht auf die Kalziumkinetik in Kardiomyozyten auszuwir-

ken.
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Abb. 32: A: 50% und 90% der Time to peak der fura-2 ratio in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP”
Kardiomyozyte. Mean=SEM; * p<0,05; n=5-9; B: 50% und 90% der Time to baseline der fura-2 ratio in
Millisekunden in Wildtyp- und RKIP'/'—Kardiomyozyten. Mean+SEM; *, p<0,05; n=5-9;

Nachdem das Ein- und Ausstromverhalten von Kalzium wéhrend der Systole und
Diastole mittels fura-2 untersucht wurde, wird der Kontraktionsvorgang der Herzmus-

kelzellen auf zwei unterschiedlichen Ebenen beurteilt.

3.3.2 Beurteilung der Kontraktion und Relaxation auf Zellebene

Mit Hilfe eines optischen Kamerasystems kann das Kontraktionsverhalten der iso-
lierten Kardiomyozyten zum einen durch videographische Analyse der Kontraktion des
Sarkomers und damit des intrazelluldren kontraktilen Apparats der Herzmuskelzellen
beurteilt werden. Zum anderen erfolgt die videographische Analyse der Kardiomyozy-
ten durch Verfolgung der Zellgrenzen (zur Methode s. Kap. 2.2.8.2). Aquivalent zur
Kalziumkinetik werden auch hier die Laufzeiten bis zum Erreichen von 50% und 90%

der maximalen Kontraktion, bzw. Relaxation verglichen.
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Abbildung 33A zeigt die Zeiten bis zum Erreichen von 50% und 90% der maximalen
Kontraktion des Sarkomers in wildtypischen und RKIP”-Kardiomyozyten. Hand in
Hand mit den Ergebnissen zum Kalziumeinstrom wéhrend der Systole zeigt sich kein
Unterschied in der Kontraktionsgeschwindigkeit zwischen wildtypischen und RKIP"-
Herzmuskelzellen auf Sarkomerebene.

Auch der Relaxationsvorgang, also das Entspannen der Herzmuskelzellen in der Di-
astole wird in Einzelzellen auf Sarkomerebene untersucht. Und auch in diesen Untersu-
chungen zeigen sich keine Unterschiede in den Zeiten bis zum Erreichen von 50% und
90% der kompletten Relaxation zwischen RKIP”- und Wildtypkardiomyozyten (s.
33B).
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Abb. 33: A: 50% und 90% der Time to peak der Sarkomerlinge in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP™-
-Kardiomyozyten. Mean+SEM; *,p<0,05; n=5-8; B: 50% und 90% der Time to baseline der Sarkomer-
linge in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP”-Kardiomyozyten.

Mean+SEM; *, p<0,05; n=5-8;

In der Beurteilung des Kontraktions- und Relaxationsverhaltens mit Hilfe der video-
graphischen Erfassung der Zellgrenzen zeigt sich ein dquivalentes Bild zur Analyse der
Kontraktion und Relaxation auf Sarkomerebene.

Abbildung 36 zeigt die Laufzeiten bis zum Erreichen von 50% und 90% der maxima-
len Kontraktion der gesamten Zelle (s. 34A), sowie die Zeiten bis zum Erreichen von
50% und 90% der kompletten Relaxation der Kardiomyozyten (s. 34B) aus Wildtyp-
und RKIP”-Miusen. Hand in Hand mit den Ergebnissen zur Kalziumkinetik und des

Kontraktions- und Relaxationsvorgangs auf Sarkomerebene ist auch auf zelluldrer Ebe-
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ne kein Unterschied in der Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit zwischen

Wildtyp- und RKIP""-Kardiomyozyten messbar.
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Abb. 34: A: 50% und 90% der Time to peak der Zellgrenzen in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP™-
Kardiomyozyten. Mean+SEM; * p<0,05; n=5-8; B: 50% und 90% der Time to baseline der Zellgrenzen
in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP'/'-Kardiomyozyten. Mean+SEM; *, p<0,05; n=5-8;

Um diese Ergebnisse der Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten einordnen
zu kénnen, sei nochmals auf die Untersuchungen von RKIP”-Méausen in vivo verwiesen
(s. Kap. 3.2). Sowohl in den Versuchen zur kardialen Pumpfunktion, als auch zum kar-
dialen Remodeling zeigen sich unter basalen, physiologischen Rahmenbedingungen
keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und RKIP”-Tieren. Der Verlust von RKIP durch
einen ubiquitidren Knockout macht sich erst unter dem Einfluss eines chronischen (-
adrenergen Stresses durch dreiwdchige TAC bemerkbar. Unter diesen Bedingungen
zeigen RKIP"-Miuse im Vergleich zur Wildtypméusen das aggravierte Vollbild einer
Herzinsuffizienz, was fiir eine kardiale Schutzfunktion von endogen exprimiertem RKIP
spricht.

Um auch an isolierten RKIP”-Kardiomyozyten den Einfluss einer andauernden p-
adrenergen Aktivierung zu untersuchen und damit eine Art Aquivalent zur dreiwdchi-
gen TAC in vivo zu schaffen, findet im weiteren Verlauf dieser Studie zusitzlich die
Untersuchung der Kalziumkinetik und des Kontraktions- und Relaxationsverhaltens
unter dem Einfluss von Isoproterenol, einem Noradrenalin-Derivat und damit Sympa-
thomimetikum statt. Fiir die Ergebnisse dieser von Markus Weidendorfer durchgefiihr-

ten Messungen sei auf Kapitel 4.3 verwiesen.
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4  Diskussion

4.1  Untersuchungen zur ubiquitdren Deletion von RKIP

Fiir die in dieser Arbeit verwendete Mauslinie konnte der ubiquitire Knockout von
RKIP auf mehreren Ebenen bestétigt werden. Zum Einen erfolgte fiir jedes Versuchstier
eine Genotypisierung mittels PCR, bei welcher die Primerpaare um die Insertionsstellen
des eingebrachten gene-trapping Vektors platziert wurden, um zu kontrollieren, ob das
Genkonstrukt in beiden RKIP-Allelen enthalten ist (s. Kap. 3.1.1, Abb. 17A).

Zum anderen wurde die kardiale Transkription von RKIP (s. Kap. 3.1.1, Abb. 15) in
den RKIP""-Tieren zusitzlich mittels realtime PCR ausgeschlossen.

Desweiteren wurden Immunoblotverfahren angewandt, um den Knockout auf Pro-
teinebene nachzuweisen. Wie in Abbildung 19B (s. Kap. 3.1.1) zu sehen ist, findet sich
ein Anti-RKIP-Signal auf Hhe von 21kDa im Immunoblot der RKIP"-Tiere. Fiir diese
Bande kommen mehrere Ursachen in Betracht: Ein Binden des Antikdrpers an die Isof-
orm PEBP2 (Gen auf Chrom. 6), deren kodierende Sequenz mit einer Lénge von 564
Nukleotiden und einer Ubereinstimmung von 459 Basenpaaren mit PEBP1 auch ein
Proteinprodukt aus 187 Aminosduren und einem spezifischen Gewicht von zirka 21 kDa
ergibt. Laut vorherigen Studien ist die Expression dieses Proteins allerdings auf den
Hoden beschrinkt *°*. Eine kardiale Expression von PEBP2 konnte auch in den fiir
dieses Projekt verwendeten Tieren mittels realtime PCR ausgeschlossen werden (keine
Abbildung). Die anderen Isoformen PEBP4, PEBP3 und PEBPS5 scheiden als weitere
mogliche Ursachen fiir die Bande aus: Das Signal fiir PEBP4, eine in der Maus auf
Chrom. 14 kodierte Isoform mit einer Sequenzlinge von 729 Nukleotiden, 242 Amino-
sduren und damit einer GroBe von 27 kDa, ldge im Immunoblot nicht auf Héhe von
RKIP. PEBP3 und PEBP5 werden als sog. stille Gene nicht exprimiert. Im weiteren
Verlauf wurde mittels 2D-Gelelektrophorese gezeigt (s. 18), dass es sich bei der Bande
auf Hohe von 21 kDa in den RKIP"-Herzen um eine unspezifische Bande handelt **.

Somit wurde in mehreren Stufen sowohl die Insertion des fiir den Knockout verant-
wortlichen Vektors, als auch die dadurch fehlende Expression von RKIP auf mRNA-

und Proteinebene nachgewiesen.
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4.2 Untersuchungen zur Interaktion von RKIP mit
intrazelluldaren Signalwegen

Namensgebend fiir RKIP ist im monomeren, unphosphorylierten Zustand die Bin-
dung und Inhibition von Rafl, einem Bestandteil der MAPK-Kaskade. Unter anderem
vermittelt durch B-adrenerge Stimulation ist RKIP nach PKC-abhingiger Phosphorylie-
rung an Serinl53 in der Lage, von Rafl zu dissoziieren, zu dimerisieren und in diesem
Zustand die GRK2 zu inhibieren. Die durch GRKs vermittelte Rezeptordesensibilisie-
rung und —internalisierung wird geschwécht, und das ursdchliche B-adrenerge Signaling
durch RKIP verstirkt ©. Des Weiteren konnte bereits in mit PKC-Inhibitor perfundier-
ten Méuseherzen gezeigt werden, dass RKIP in Miuseherzen vor allem phosphoryliert,

dimerisiert und damit als Inhibitor der kardialen Isoform GRK?2 vorliegt ®*.

MAPK Kaskade B-adrenerge Signale

Abb. 37: Ubersicht iiber PKC abhiingigen RKIP-switch von Rafl zur GRK2.
Deiss et al., modifiziert.

Da RKIP im Knockout-Mausmodell nicht exprimiert wird, kann es weder Rafl, noch
die GRK2 inhibieren. In Kap. 3.1.2 konnte die dadurch fehlende Hemmung der GRK2
in den RKIP""-Mauseherzen in einer gesteigerten Kinaseaktivitit im Vergleich zur phy-
siologischen Situation in Wildtyptieren gezeigt werden. Dies steht im Einklang zur Be-
obachtung in RKIP {iberexprimierenden Miusen: In diesen Tieren konnte eine vermin-
derte kardiale GRK-Aktivitit nachgewiesen werden **.

Die Ergebnisse von Deiss et al. (2012) legen die Vermutung nahe, dass RKIP im
Herzen nicht in groBem Mafe als Interaktionspartner und Inhibitor von Rafl agiert.
Diese These konnte mittels Immunoblotverfahren (s. Kap. 3.1.3) weiter gestiitzt werden.

Gleich wie in RKIP®-Tieren unterscheidet sich der Grad der kardialen Phosphorylie-
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rung von ERK1/2 als Effektorkinase der durch Rafl modulierten MAPK-Kaskade zwi-
schen Wildtyptieren und RKIP"-Méusen nicht. Fraglich bleibt, ob nach kardialem
Stress durch TAC ein Unterschied in der Phosphorylierung und damit Aktivitit von
ERK1/2 zeigt. Zudem konnte mittels Immunoblot in Méuseherzen mit einer phospho-
rylierungsdefizienten Mutante von RKIP, in der Serinl153 zu Alaninl53 ausgetauscht
wurde, eine verminderte Phosphorylierung von ERK1/2 gezeigt werden *, was den
vorher dargestellten, phosphorylierungsabhingigen Switch-Mechanismus zur GRK2

unterstreicht.

4.3  Phénotypisierung von RKIP"-M3susen unter
physiologischen Rahmenbedingungen

Um die endogene Funktion von RKIP weiter beschreiben zu kénnen, wurden RKIP™
-Méuse zunichst unter basalen, stressfreien Bedingungen phinotypisiert. Hier zeigte
sich an isolierten Kardiomyozyten aus RKIP”-Miusen keine Verschlechterung des
Kontraktionsverhaltens auf zelluldrer Ebene als auch keine Verdnderung der Kalzium-
kinetik wéhrend Systole und Diastole (s. Kap. 3.3). Auch in vivo lie} sich zum einen
mittels echokardiographisch bestimmter Pumpfunktion keine Verdnderung der Aus-
wurfleistung des Herzens feststellen (s. Kap 3.2.2). Gleichwertige Lungengewichte im
Vergleich zu wildtypischen Maiusen, eine unverdnderte Expression von Herzinsuffi-
zienzmarkern und ein nicht vermehrt stattfindendes kardiales Remodeling mit unverin-
derter Fibrosierung und Apoptose des kardialen Gewebes (s. Kap. 3.2.3) sprechen gegen
die Entwicklung eines herzinsuffizienten Phidnotyps durch den Knockout von RKIP
unter stressfreien Rahmenbedingungen. Nachdem in Kap. 3.1.3 der nicht verdnderte
Phosphorylierungsgrad von ERK1/2 in RKIP”-Miuseherzen als maBgeblich an der
Entwicklung kardialer Hypertrophie beteiligter Kinase dargestellt wurde *°, lieB sich
passend zu diesen Beobachtungen in phédnotypischen Untersuchungen zur Hypertrophie
(Herzgewicht, Dicke der linksventrikuldren Hinterwand, Dicke des interventrikuldren
Septums, EinzelzellgroBen) kein Unterschied zwischen Wildtypmausen und RKIP"-
Tieren feststellen.

Im Einklang mit oben genannten Ergebnissen konnte fiir Méuse, die die GRK1/2
(das Zielprotein von RKIP) kardial iiberexprimieren, bereits gezeigt werden, dass sich

unter basalen Ruhebedingungen in Herzkatheteruntersuchungen keine Verschlechterung
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des kardialen Pumpverhaltens feststellen lisst *. Zudem konnte an Kardiomyozyten, in
denen die Expression von RKIP durch gene-silencing mittels siRNA herunter reguliert
wurde, ohne B-adrenerge Stimulation durch Isoproterenol kein Unterschied in der intra-
zelluldiren cAMP-Konzentration als intrazelluldrer Botenstoff B-adrenergen Rezeptor-
signalings gemessen werden. Kongruent dazu zeigte sich in mit siRNA, als auch in mit
anti-RKIP-Antikorper behandelten Herzmuskelzellen keine verminderte Kontraktilitét
ohne B-adrenerge Stimulation durch Isoproterenol ®°. Des Weiteren existieren zahlreiche
weitere genetische transgene Tiermodelle, in denen Effekte erst unter dem Einfluss von
Stress verstirkt, oder teilweise erst sichtbar werden. Als genetisches Modell, welches
unter Ruhebedingungen keine verschlechterte Pumpfunktion zeigt, sei auf Untersu-
chungen an ;-/B,-Doppelknockoutméuse verwiesen. In Herzkatheteruntersuchungen
zeigen diese Tiere keine Verminderung der Herzfrequenz noch des mittleren arteriellen
Blutdrucks '”!. Und auch Miuse, die eine gain-of-function-Form von ERK2 aufweisen,
entwickeln unter Ruhebedingungen keine kardiale Hypertrophie *°. Aus diesen Griinden
wurde die phinotypische Untersuchung von RKIP”-Méusen auch unter dem Einfluss

chronischen Stresses durchgefiihrt.

4.3  Herzinsuffizienter Phinotyp von RKIP”-M#usen unter
dem Einfluss von chronischem kardialem Stress

Eine chronische Erhéhung der Nachlast fiihrt in der Maus, als auch im menschlichen
Herzen durch chronische, B-adrenerge -unter anderem- PKC-Aktivierung zur Entwick-
lung einer Herzinsuffizienz '°>'”. Sowohl in Mausen, in denen dies durch dreiwdchige
TAC erzielt wurde, als auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz ldsst sich eine Steige-
rung der kardialen RKIP-Expression und -Phosphorylierung nachweisen **. Zudem
fihrt die Aktivitit der PKC dazu, dass RKIP als GRK2-Inhibitor fungiert **®. Diese
Tatsache legt die Vermutung nahe, dass endogenes RKIP bei der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz eine Art Rescue-Funktion erfiillen kdnnte. Deshalb wurden zum einen
Versuche zur Kontraktilitidt und zur Kalziumkinetik an isolierten Kardiomyozyten unter
B-adrenerger Stimulation gemacht, zum anderen RKIP”-Tiere nach Induktion einer
Herzinsuffizienz durch dreiwdchige TAC phénotypisiert.

Unter dem Einfluss von Isoproterenol, einem B-Adrenorezeptor-Agonist, zeigt sich -

wie in Abbildung 36 dargestellt - in isolierten Kardiomyozyten im Gegensatz zur basa-
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len Messung ohne Stimulation (s. Kap. 3.3.1) wihrend der Kontraktion eine schnellere
Zunahme der intrazelluldren Kalziumkonzentration, sowie wahrend der Relaxation ein

schnellerer Kalziumabtransport.
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Abb. 36: 50% und 90% der Time to peak der fura-2 ratio in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP™"-
Kardiomyozyten unter -adrenerger Stimulation mit Isoproterenol. B: 50% und 90% der Time to baseline
der fura-2 ratio in Millisekunden in Wildtyp- und RKIP'/'-Kardiomyozyten unter J-adrenerger Stimulati-

on mit Isoproterenol.

Kongruent zu diesen Ergebnissen und im Gegensatz zur Situation unter basalen Be-
dingungen (s. Kap. 3.3.2) zeigt sich auch in den videographischen Untersuchungen der
Einzelzellen sowohl bei Betrachtung der Zellgrenzen, als auch der Sarkomerlénge unter
B-adrenerger Stimulation eine Verlangsamung der Kontraktion, als auch der Relaxation
der RKIP”-Kardiomyozyten (keine Abbildung; s. Schmid et al.). Die hier beschriebe-
nen Stimulationsversuche an isolierten Kardiomyozyten wurden von Markus Weiden-
dorfer durchgefiihrt *.

Im in vivo Modell zeichnet sich ein dquivalentes Bild ab. Im Gegensatz zum basalen
Phinotyp zeigt sich unter chronischem Stress in RKIP”-Musen ein aggravierter Ver-
lauf einer Herzinsuffizienz. Nach TAC kommt es zu einer massiven Verschlechterung
der linksventrikuldren Pumpfunktion, zur Dilatation des linken Ventrikels mit konseku-
tivem Blutriickstau in die Lungenstrombahn (s. Kap. 3.2.2). BNP als klinischer Marker
fiir den Schweregrad einer Herzinsuffizienz zeigt sich in RKIP"-Tieren erhéht (s. Kap

3.2.3), auBlerdem ist ein fortgeschrittenes kardiales Remodeling in diesen Tieren sicht-
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bar (s. Kap. 3.2.4). In der Konsequenz der ausgepréigteren Befunde ldsst sich eine erhdh-
te Mortalitit der schwer herzinsuffizienten RKIP”-Méuse feststellen.

Dieser Herzinsuffizienz-Phénotyp unter chronischem Stress erscheint im Einklang
mit GRK1 iiberexprimierenden Mausen, welche nach Stimulation mit Isoproterenol eine
Verschlechterung der linksventrikuliren Pumpfunktion zeigen *’ und fiigt sich ins Ge-
samtbild zum hyperkontraktilen, nicht herzinsuffizienten Phiinotyp von RKIP®-Miusen
(s. Kap. 1.3.2.3).

Allerdings zeigen RKIP-Tiere auch unter basalen Bedingungen bereits eine verbes-
serte kardiale Pumpfunktion. In Versuchen mit neonatalen Rattenkardiomyozyten zeigte
sich erst nach Transfektion hoher Konzentrationen von RKIP eine Steigerung der PKA-
Aktivitit durch Isoproterenol **. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass fiir
das kardiale Expressionslevel von RKIP ein bestimmter Schwellenwert fiir die Sensiti-
vierung B-adrenerger Rezeptoren existiert und starkt die Theorie, dass RKIP unter phy-
siologischen Bedingungen in zu niedriger Konzentration vorliegt, jedoch unter chroni-
schem kardialem Stress mittels Uberexpression und PKC-abhingiger Phosphorylierung
einen bedeutenden Feedback Mechanismus erfiillt, welcher in RKIP”-Miusen nicht

mehr greifen kann.

4.4  Die Rolle von RKIP in humanen Herzerkrankungen

Fiir RKIP gibt es im Menschen bisher neben der gesteigerten kardialen Phosphorylie-
rung und Expression bei Herzinsuffizienzpatienten wenige Erkenntnisse iiber pathogene
Mutationen, oder bestimmte Expressionsmuster. Es stellt sich die Frage im Hinblick auf
zukiinftige Studien, ob es fiir RKIP -dhnlich wie fiir andere kardiale Proteine- Mutatio-
nen im Menschen gibt, die fiir das Fortschreiten oder die Entwicklung einer Herzinsuf-
fizienz verantwortlich sein kdnnen. Als Beispiel fiir ein anderes kardiales Protein sei an
dieser Stelle Phospholamban (PLN) genannt: Eine fehlende kardiale PLN-Expression,
oder die Deletion PLN-R14DEL, bei der es zu einer Deletion von Arginin an Position
14 des PLN-Gens kommt, im Menschen zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomypa-

thie mit konsekutiver Herzinsuffizienz 1'%
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4.5 Ausblick

Eine kontraktilititssteigernde Langzeittherapie der Herzinsuffizienz fiihrt sowohl im
klinischen, als auch im experimentellen Modell in den meisten Fillen zu einem ver-
starkten strukturellen Umbau und einem erhdhten Arrhythmiepotenzial und hat somit
unvorteilhafte Folgen fiir den Herzmuskel und den ganzen Organismus.

Neben einer Steigerung der Aktivitit der sarkoplasmatisches Retikulum Ca®'-
ATPase (SERCA) durch einen Knockout von Phospholamban %' oder einer SER-

106,108,109

CA-Uberexpression , wurde unter anderem Ansdtze wie die PARK-ct-

10 yntersucht. Ansitze wie eine

abhiingige Enthemmung von L-Typ-Ca’’-Kanilen
chronische Stimulation von B-adrenergen Rezeptoren mit Isoproterenol oder Dobutamin
MUPDE 11I-Hemmung ', PKA-Aktivierung ''?, CaMK II-Aktivierung ''>'', oder eine
Inhibition der Protein Phosphatase 1, die zu einer Verstirkung der PKA-abhdngigen
Phosphorylierung von PLN und RyR2 fiihrt, haben eine Verschlechterung der Herz-

funktion zur Folge '

. Warum einige Ansétze vielversprechend sind und andere negati-
ve Effekte aufzeigen, bedarf weiterer Klirung **.

Fiir RKIP®-M#use konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, dass RKIP fiir eine ba-
lancierte, bzw. eine Art physiologischer Aktivierung von ;- und B,-adrenergen Rezep-
toren verantwortlich ist:

Versuche mit p;AR”- und f,AR”-Miusen zeigen eine antiapoptotische, antifibroti-
sche und antiarrhythmische p,-abhingige Wirkung: In B,”/RKIP-Miusen (zu RKIP s.
Kap. 1.3) stellt sich ein kardiales Remodeling in erhohtem Mafle ein, zudem liegt eine
verstirkte Phosphorylierung des RyR und eine erhohte Rate an diastolischen Kalzium-
Leckstromen vor *. Wihrend B;-adrenerge Signale zu einer Hyperphosphorylierung des
RyR fiihren, konnte in Versuchen mit mit PTX behandelten Mdusen gezeigt werden,
dass die verminderte Phosphorylierung des RyR eine Gj-abhingige Funktion des f3,-
adrenergen Signalwegs ist **. Als weiterer p,-adrenerg vermittelter antiapoptotischer
Signalweg wird eine Aktivierung von PI3/Akt durch die By-Untereinheiten des B2-AR
diskutiert ',

Somit steht mit RKIP ein vielversprechender Ansatzpunkt fiir eine kontraktilitéts-
steigernde und gleichzeitig kardioprotektive Herzinsuffizienztherapie zur Verfiigung **.

Dass nachtriiglich exogen zugefiihrtes RKIP auch in RKIP”-Tieren die Entwicklung

eines herzinsuffizienten Phénotyps zu verhindern vermag, zeigen Versuche, in denen

eine nachtriigliche Uberexpression von RKIP durch Transfektion mittels adeno-
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associated virus serotype 9 (AAV9) erzielt wurde. Die mit AAV9-RKIP behandelten
RKIP”-Miuse zeigten nach TAC eine verbesserte Verkiirzungsfraktion, verringerte
linksventrikuldre Dilatation, sowie einen geringeren Blutriickstau in die Lungenstrom-
bahn im Vergleich zur mit AAV9-eGFP behandelten Kontrollgruppe. In mit AAV9-
RKIP behandelten Wildtyptieren zeigt sich nach TAC sogar ein hyperkontraktiler Pha-
notyp *. Dieser vielversprechende Applikationsweg via Gentransfer spricht fiir RKIP
als neuartigen Angriffspunkt flir die kontraktilititssteigernde Therapie einer Herzinsuf-

fizienz, fiir den es interessant wére, ihn in Zukunft in klinische Studien zu {ibertragen.
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5  Zusammenfassung

Die Herzinsuffizienz, eine der hiufigsten chronischen Krankheiten in der westlichen
Welt, ist als Folge einer Myokardschiddigung durch eine verschlechterte Pumpfunktion
des Herzens charakterisiert, die der Korper durch verschiedene Kompensationsmecha-
nismen zur Kontraktilitdtssteigerung auszugleichen versucht.

Wichtiger Mechanismus hierfiir ist die Kontraktilitdts- und Frequenzsteigerung iiber
(-adrenerge Rezeptorsignale, welche bei langfristiger Stimulation allerdings zu einer
Abnahme der Funktionalitidt und Minderexpression eben dieses Rezeptorsystems, sowie
der gleichzeitigen Verschlechterung der Herzinsuffizienz fiihrt. Interessanterweise wird
parallel zur verminderten Rezeptorexpression bei Herzinsuffizienzpatienten eine Zu-
nahme der GRK-Aktivitéit beobachtet. Diese Kinase ist in der Lage, B-adrenerge GPCR-
Signale durch Phosphorylierung des membranstindigen Rezeptors herunterzuregulieren

117

Durch einen PKC-abhéngigen switch von Rafl zu GRK2 konnte mit RKIP ein kardi-

68,69 . )
7. Es wurde in vitro und in

aler, endogener Inhibitor der GRK2 identifiziert werden
vivo in Miusen mit myokardialer Uberexpression von RKIP gezeigt, dass RKIP fihig
ist, die kontraktile Funktion von Herzmuskelzellen zu verbessern, negative kardiale
Langzeitfolgen wie eine Verschlechterung der Insuffizienz, Remodeling-Prozesse wie
Zunahme der Fibrosierung und eine gesteigerte Apoptoserate, sowie kardiale Rhyth-
musstorungen protektiv zu beeinflussen ™.

Um die endogene Rolle von RKIP weiter zu erortern, wurde in dieser Arbeit der
Knockout von RKIP unter basalen Bedingungen, als auch nach transverser Aortenkon-
striktion (TAC) untersucht. Zur Untersuchung physiologischer Parameter wie der Ver-
kiirzungsfraktion, oder dem linksventrikuldrem diastolischen Durchmesser wurden
echokardiographische Verfahren herangezogen. In diesen Untersuchungen zeigte sich
nach dreiwdchiger TAC eine Verschlechterung der Pumpfunktion, sowie eine verstéirkte
Dilatation des linken Ventrikels in RKIP”-Mausen. Gestiitzt wurden diese Ergebnisse
durch einen erhohten pulmonalen Blutriickstau in RKIP-Miusen nach chronischer
Druckbelastung.

Zudem wurde an isolierten Kardiomyozyten die Kinetik von Kalzium als fiir die

Kontraktion verantwortlichen Botenstoff durch intrazellulire Fluoreszenz-Echtzeit-
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Messungen, sowie die Kontraktion und Relaxation auf Zell- und Sarkomerebene durch
ein optisches Kamerasystem untersucht. Hier zeigte sich ohne den Einfluss B-adrenerger
Stimulantien dquivalent zum basalen Phinotyp dieser Tiere in RKIP”-Kardiomyozyten
keine Verdnderung der Kalzium-Kinetik, sowie der Kontraktion und Relaxation auf
Zell- und Sarkomerebene.

Des Weiteren wurden mittels realtime PCR die Expressionslevels von Insuffizienz-
markern wie BNP und ANP, sowie von Kollagen 3 bestimmt. Der Grad der Fibrosie-
rung wurde zusdtzlich durch Quantifizierung der fibrosierten Areale in histologischen
Querschnitten untersucht. Apoptotische Verdnderungen wurden mittels TUNEL-Assay
auf histologischer Ebene bestimmt. In all diesen Untersuchungen zeigte sich ein fortge-
schrittenes kardiales Remodeling in RKIP”-M#usen nach TAC im Vergleich zu Wild-
typtieren. Hand in Hand mit dem Bild einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz in RKIP
"-Miusen nach TAC konnte zudem in diesen Tieren eine gesteigerte Mortalitit nach
chronischer Hochdruckbelastung festgestellt werden.

In Kombination mit den protektiven Eigenschaften einer kardialen RKIP-
Uberexpression, sowie dem positiven Effekt einer retroviralen RKIP-Transfektion (s.
Kap. 4.5) sprechen diese Ergebnisse fiir RKIP als einen interessanten korpereigenen
Angriffspunkt fiir die kontraktilitdtssteigernde Therapie der Herzinsuffizienz, den es in

weiteren klinischen Studien zu untersuchen gilt.
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