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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einblick in das kardiovaskulare System

Die Hauptaufgabe des Herz-Kreislauf-Systems besteht in der Versorgung des Organismus mit
Sauerstoff und Nahrstoffen, dem Abtransport von CO, und Stoffwechselendprodukten, der Regulation
der Korpertemperatur und der Aufrechterhaltung des physiologischen Blut-pH-Werts. Das
Transportmedium Blut erreicht seine Zielstrukturen tber das GefdaRsystem des Korpers. Dabei ist der
Blutkreislauf aus zwei hintereinander geschalteten Kreislaufen, in der das Herz als autonome Pumpe
fungiert, aufgebaut. Im Korperkreislauf wird sauerstoffreiches Blut aus dem linken Ventrikel Giber die
Aorta bis hin zu den Kapillaren verteilt. In den Kapillaren, welche das Bindeglied zwischen Arterien und
Venen darstellen, erfolgt der Austausch von Sauerstoff, Nahrstoffen und Stoffwechselendprodukten.
Nach erfolgter Sauerstofflibertragung flieSt das sauerstoffarme Blut Gber die Venen zum Herzen
zuriick. Aus dem rechten Ventrikel gelangt das Blut zur Sauerstoffanreicherung in den Lungenkreislauf
und anschlieBend Gber die Lungenvenen wieder in den linken Vorhof.

Anatomisch betrachtet ist das Herz ein Hohlorgan, welches aus 4 Kammern aufgebaut ist. Aus dem
rechten Vorhof (Atrium) und einer rechten Kammer (Ventrikel), sowie einem linken Atrium und einem
linken Ventrikel. Diese werden jeweils durch Vorhofseptum und Kammerseptum voneinander
getrennt. Die Vorhofe und Kammern werden durch atrioventrikuldre Klappen (rechtes Herz:

Trikuspidalklappe, linkes Herz: Mitralklappe) voneinander getrennt (Opie 2012, Schmidt 2007).

obere Hohlvene Aortenbogen

Lungenarterie
rechtes Atrium
linkes Atrium

Taschenklappe

Endokard,
Mitralklappe

linker
Ventrikel

Epikard )\

und Perikard

44
Y

untere
Hohlvene

Trikuspidalklappe F

rechter Ventrikel interventrikuldres Septum

Abb. 1 Ldngsschnitt des Herzens (Schaffler 2000). Darstellung des rechten und linken Herzens mit den jeweiligen
Segelklappen, sowie der Bezeichnung der einzelnen Strukturen der Herzwand, welche aus Endo-, Myo- und Epikard
besteht.
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Das Myokard, welches sich zwischen dem Epikard (dufRere Schicht der Herzwand) und dem Endokard
(innerste Schicht der Herzwand) befindet, bildet den gréRten Teil der Herzwand. Der Herzmuskel
(Myokard) ist im Bereich der Vorhofe diinner als in den Ventrikeln, sowie im linken Herzen starker
ausgebildet als im rechten. Obwohl Kardiomyozyten den grofRten Anteil des Myokards ausmachen,
sind ungefahr 70 % andere Zelltypen, wie glatte GefaBmuskelzellen, Endothelzellen und kardiale
Fibroblasten (Katz 2011). Menschliche Kardiomyozyten des Vorhofs (Durchmesser: 5 - 6 um, Lange: 20
pum) sind wesentlich kleiner als die des Ventrikels (Durchmesser: 17 - 25 um, Lange: 60 - 140 um)
(Schmidt 2007). Die Querstreifung der atrialen und ventrikuldren Kardiomyozyten kommt durch die
Anordnung der Aktin- und Myosinfilamente in den Sarkomeren zustande. Im mittleren Teil jedes
Sarkomers liegen die dicken Filamente (Myosin) und interagieren auf beiden Seiten mit den diinnen
Filamenten (Aktin). Die diinnen Filamente sind, wie auch ein drittes Filamentsystem (Titinstréange) im
Sarkomer, an den Z-Scheiben verankert. Die riesigen Titinmolekile (3000 — 3800 kDa) erstrecken sich
Uber die Distanz eines Halbsarkomers von der Z-Scheibe bis zur M-Linie (Mitte des Sarkomers). Die
gesamte Aminosauresequenz von Titin wird von einem einzigen Gen kodiert. Durch alternatives
SpleilRen der Titin pra-mRNA entstehen mehrere Isoformen. Im Herzmuskel werden die N2B- und
N2BA-Isoformen ko-exprimiert. Das Verhaltnis der beiden Isoformen, sowie die Phosphorylierung des
Titin-Molekils an der N2B-Isoform, bestimmen letztendlich die elastischen Eigenschaften der
Kardiomyozyten. Titin kann an mehreren Stellen durch verschiedene Kinasen phosphoryliert werden.
(Hudson 2011, Kotter 2016). Zudem wird Titin auch als Gerust- und Stitzprotein beschrieben, welches
fiir die Positionierung der Myosinfilamente im Zentrum des Sarkomers verantwortlich ist (Schmidt

2007).

A-Bande

|I-Bande H-Zone

- ufcf’? . %""W""‘ ' m | w

-5?. d"'d‘F Ca
. .ud:«u.h&
Z-Scheibe M- Llnle Z-Scheibe

Aktinfilamente Myosinfilamente Titin

Sarkomer

Abb. 2 Darstellung einer Sarkomerstruktur (Davidson 1996)(Giinther 2007). Als Sarkomer wird der zwischen zwei
benachbarten Z-Scheiben liegende Bereich einer Muskelfibrille bezeichnet.
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1.2 Mechanismus der Kontraktion von Herzmuskelzellen

Die Kontraktion des Herzmuskels kommt wie beim Skelettmuskel dadurch zustande, dass Aktin- und
Myosinfilamente aneinander entlanggleiten. Sobald innerhalb des kontraktilen Apparates Ca%* an
Troponin C (TnC) bindet, kommt es zu einer Konformationsanderung im Troponinkomplex - bestehend
aus Troponin C, Troponin | (Tnl) und Troponin T (TnT). Dadurch kann Tropomyosin die Position zum
Aktinfilament verandern und die Bindungsstellen fir die Myosinkdpfchen werden freigelegt. Das
Myosinkopfchen bindet an die spezifischen freien Stellen am Tropomyosinfilament, klappt in
Kontraktionsrichtung um und bewegt das Aktinfilament in Richtung Mitte des Sarkomers. Durch das
Kippen des Kdpfchens in Richtung des Myosinhalses wird iber die Myosin-ATPase
Adenosintriphosphat (ATP) in Adenosindiphosphat (ADP) und anorganisches Phosphat gespalten und
die Muskelkontraktion initiiert. Dadurch verkirzt sich das Sarkomer und der Muskel spannt sich an.
Tnl verhindert als inhibitorische Einheit die Konformationsinderung des Tropomyosin, bis erneut Ca%*

an TnC bindet (Collinson 2001).

I-Bande A-Bande |-Bande

Z-Scheibe

Abb. 3 Die Kontraktion fiihrt zur Verkiirzung des Sarkomers (Nelson 2005). Im entspannten Zustand befinden sich im
Bereich der H-Zone nur Myosinfilamente. Wahrend der Muskelkontraktion gleiten die dicken an den diinnen
Filamenten entlang und bewegen dadurch die Z-Scheiben aufeinander zu. Das Sarkomer wird verkirzt und die H-
Zone ist nicht mehr vorhanden.

Nach der einseitigen Bewegungsrichtung des Myosinkdpfchens lagert sich wieder ATP an und der
Aktin/Myosin-Komplex wird geldst und ein Querbriickenzyklus ist beendet (Schmidt 2007, Seidman
2001).
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1.3 Elektromechanische Kopplung

Die wichtigsten Signalstoffe der elektromechanischen Kopplung sind Ca?*-lonen. In ruhenden Zellen
betragt die Ca**-Konzentration im Zytosol nur ein Zehntausendstel der extrazelluliren Konzentration.
Wahrend der Plateauphase des Aktionspotentials werden in der Herzmuskelzelle des Arbeitsmyokards
spannungsgesteuerte L-Typ Ca%*-Kanile in der Membran der T-Tubuli geéffnet. Es kommt zum
Einstrom von Ca?*-lonen in das Zytosol. Durch diesen initialen Ca?*-Einstrom werden
Ryanodinrezeptoren in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) aktiviert. Uber diese
spezifischen Kanile gelangen Ca%*-lonen aus dem SR in das Zytosol. Dadurch steigt die zytosolische
freie Ca**-Konzentration circa von 107 mol/l auf 10> mol/I an. Die Bindung von Ca?* an das
myofibrillare Regulatorprotein Troponin C aktiviert den kontraktilen Apparat.

Die intrazelluldre Ca?*-Konzentration kann auch durch Sympathikus-Aktivierung erhéht werden. Auf
der Zellmembran von Herzmuskelzellen befinden sich i-Adrenorezeptoren. Diese Rezeptoren kdnnen
durch Botenstoffe des Sympathikus (Noradrenalin aus sympathischen Nervenendungen, Adrenalin aus
dem Nebennierenmark) stimuliert werden. Die Stimulation der ;-Adrenorezeptoren aktiviert Gber
Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Proteine das Enzym Adenylylcyclase. Dieses Enzym katalysiert
die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus ATP. Das cyclische AMP ist ein
allosterischer Aktivator der Proteinkinase A (PKA). Uber die PKA kénnen verschiedene

Zielproteine durch Phosphorylierung, wie die L-Typ Ca®*-Kanale, moduliert werden. Werden diese
durch die PKA phosphoryliert, erhdht sich der Ca**-Einstrom wihrend der Plateauphase und damit
auch die getriggerte Ca**-Freisetzung aus dem SR. Die kardiale Stimulation von Bi-Adrenorezeptoren
fuihrt zu einem stirkeren Anstieg der zytosolischen Ca**-Konzentration als bei normaler Erregung.
Diese gesteigerte Kontraktionsfahigkeit des Herzmuskels bezeichnet man als positive Inotropie.

Fir die Relaxation der Herzmuskelzelle missen die Ca**-lonen wieder in den Extrazelluldrraum und in
das SR zurtick gepumpt werden. Dieser Vorgang wird (iber eine Ca?*-Pumpe-die sarplasmatische
Retikulums Ca%*-ATPase (SERCA), welche in der Membran des SR lokalisiert ist, gesteuert. Das zuvor
eingestréomte Ca?* aus dem extrazelluldren Raum wird hauptsichlich tiber den Natrium-Calcium-
Austauscher hinaustransportiert.

Die Aktivitat der SERCA wird durch das inhibitorische Regulatorprotein Phospholamban (PLB)
gesteuert. Wird PLB an Serin 16 lber die Proteinkinase A nach Bi-adrenerger-Stimulation
(Sympathikus) phosphoryliert, entféllt die Hemmung der SERCA. So kénnen vermehrt Ca?*-lonen in das
SR aufgenommen werden und die Herzmuskelzelle kann schneller relaxieren (Knollmann 2008,

Schmidt 2007).
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Abb. 4 Schema der elektromechanischen Kopplung (Knollmann 2008). Dargestellt sind an der elektromechanischen
Kopplung beteiligte Protein-Komplexe und intrazelluldare Organellen. Initiiert wird der kardiale Zyklus durch
Depolarisation der Membran. Der Anstieg der zytosolischen Ca2*-Konzentration erfolgt durch den Einstrom von
CaZ*-lonen aus dem Extrazelluldrraum und durch Ca2?*-Freisetzung aus dem SR. Durch die Aktivitat der SERCA sinkt
die zytosolische Konzentration und die Relaxation der Herzmuskelzelle wird eingeleitet. Zusatzlich werden auch
Uber den 3 Na*/1 Ca?*-Austauscher Ca2*-lonen aus der Zelle transportiert.

1.4 Kontraktionszyklus des Herzens

Die quantitativ wichtigste Aufgabe des Herzens besteht in der Druck-Volumen-Arbeit. Wahrend der
Systole entwickelt das Herz Druck und wirft Blut aus. In der Diastole entspannt sich das Herz und wird
mit Blut gefiillt. Dies sind die Voraussetzungen fiir eine effiziente Pumpleistung des Herzens. Wahrend
der Kammersystole steigt zuerst der Druck im linken Ventrikel soweit an, bis der Druck in der Aorta
erreicht ist. Das Blutvolumen andert sich dabei nicht, da alle Herzklappen geschlossen sind
(isovolumetrische Anspannungsphase). Sobald der Druck im linken Ventrikel den Druck in der Aorta
Uberschreitet, 6ffnet sich die Aortenklappe. In dieser Austreibungsphase steigt der Druck weiter an
und es wird ungefahr ein Schlagvolumen von 70 ml Blut ausgeworfen. Die Anspannungs- und
Austreibungsphase bilden zusammen die Systole des Herzens. In der anschlieBenden Kammerdiastole
entspannt sich das Myokard, der Druck im linken Ventrikel fallt wieder ab und die Aortenklappe
schliefRt sich (Entspannungsphase). So wird ein ZuriickflieRen des Blutes aus der Aorta in den Ventrikel
verhindert. Sobald der Druck des linken Ventrikels den Druck des linken Vorhofs unterschreitet, 6ffnet
sich die Mitralklappe und der linke Ventrikel fillt sich mit Blut (Fullungsphase). Die endgiiltige
Ventrikelfullung wird durch die Kontraktion des Vorhofs bewirkt. Entspannungs- und Fiillungsphase
bezeichnet man zusammen als Diastole des Herzens (Lederhuber 2010, Schaffler 2000, Schmidt 2007).
Zudem ist bekannt, dass das Herzkreislaufsystem dynamisch reguliert ist, um kurzfristigen und
langfristigen Anforderungen gerecht zu werden. Normalerweise wird die Pumpfunktion des Herzens
so gesteuert, dass das pro Zeiteinheit Gber die Aorta ausgeworfene Blutvolumen, das Herzzeitvolumen

(HZV), zu jedem Zeitpunkt exakt die Bedrfnisse der zu versorgenden Gewebe abdeckt. Die
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dynamische Anpassung des HZV an die wechselnden Bediirfnisse des Kérpers kann iiber die Anderung
des Herzschlagvolumens (HSV) und/oder der Herzfrequenz reguliert werden. Das Herzschlagvolumen,
welches die Blutmenge beschreibt, die wahrend eines Herzschlages aus dem linken Ventrikel
ausgeworfen wird, kann lGber den Frank-Starling-Mechanismus und den Sympathikustonus gesteigert
werden. Uber den Frank-Starling-Mechanismus ist das Herz in der Lage, das HZV wihrend steigenden
Aortendrucks konstant zu halten. Bei der Sympathikus-bedingten Steigerung des HZV kommt neben
der positiv inotropen (Steigerung der Kontraktionskraft), besonders der positiv chronotrophen
Wirkung (Steigerung der Herzfrequenz) eine wichtige Bedeutung zu. Im Unterschied zum Frank-
Starling-Mechanismus ist die positive inotrope Wirkung unabhangig von der Vordehnung. Der
sympathische Ubertrigerstoff Noradrenalin steigert die Herzkraft ebenfalls bei unveridnderter
Vordehnung. Diese Anpassungsmechanismen stehen dem Herzen akut, d.h. von einem zum anderen
Herzschlag, zur Verfliigung. Wird das Herz aber einer langerfristigen Arbeitsbelastung ausgesetzt,
kommt es zu strukturellen Veranderungen des Herzmuskels. Eine langfristig gesteigerte Herzarbeit wie
Muskeltraining kann zu einer Adaption in Form von Muskelwachstum (Hypertrophie) fiihren (Opie

2012, Piper 2010).

1.5 Regulation und Entwicklung der kardialen Hypertrophie

Die Hypertrophie des Herzens stellt einen Anpassungsmechanismus des Myokards an erhéhte
Belastung dar. Es gibt verschiedene Erscheinungsbilder, welche sich sowohl dtiologisch als auch
morphologisch unterscheiden. Unter Hypertrophie versteht man allgemein eine VergréRerung der
einzelnen Zellen infolge vermehrter Beanspruchung. Dies flihrt zu einer GréRenzunahme eines Organs
oder eines Gewebes. Das normale Herzgewicht eines gesunden Erwachsenen betragt ca. 300 g. Bei
Sportlern kann das Herzgewicht durchschnittlich bis zu 425 g betragen. Bei dieser physiologischen
Herzhypertrophie verdicken sich die Wande des linken und des rechten Ventrikels gleichmaRig.
Wahrend Erkrankungen, wie arterielle Hypertonie (Bluthochdruck), zu einer anhaltenden einseitigen
Druckbelastung fihren und unbehandelt eine Herzhypertrophie verursachen.

Je nachdem, ob der systemische oder pulmonale Druck erhéht ist, entwickelt sich eine Linksherz- oder
Rechtsherzhypertrophie. Dieser Zustand der erhéhten Druckbelastung kann durch das Herz zunachst
Uber einen langen Zeitraum gut kompensiert werden, indem funktionelle und strukturelle
Veranderungen des Herzens vorgenommen werden. Beispielsweise verdicken sich die
Herzmuskelfasern, d.h. Volumen und Querschnittsflaiche der Myozyten nehmen zu, was zu einer
erhohten Pumpkraft fiihrt. Diese KompensationsmalBnahmen des Herzens kénnen langfristig gesehen,
uneffektiv und schadlich auf das Herz selbst wirken. Nimmt die Hypertrophie weiter zu und wird damit

das kritische Herzgewicht von 500 g Uberschritten, kann es zu einer Dekompensation kommen. Das
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bedeutet den Verlust der Fahigkeit des Herzens, trotz aller Anpassungsmechanismen, die
Herzschwache auszugleichen. Die Dekompensation des Herzens geht meist mit einer Dilatation
(Ausdehnung) einher. Dies fiihrt dazu, dass der Herzmuskel die Fahigkeit des Wieder-
zusammenziehens verliert und dadurch die Kontraktion schlechter wird. Hinzu kommt, dass die
VergrofRerung der Herzkammern undichte Herzklappen zur Folge haben und somit Blut aus dem linken
Vorhof in die Lunge zuriickflieBt und Wasseransammlungen (Odeme) entstehen kénnen (Lederhuber

2010, Schmidt 2007).

Stellt man sich das Herz als einen kugelférmigen Hohlkdrper vor, mit einem bestimmten Innenradius r
(GefaRradius), einer Wanddicke d und dem transmuralen Druck P (ein Druck, welcher auf die Wand
eines Hohlorgans einwirkt) der normalerweise dem Innendruck entspricht, so gilt:

Die Wandspannung K nimmt proportional mit dem Innendruck und dem Radius zu. So gilt auch, je

dicker die Wand, desto geringer ist bei gleichem Innenradius die Wandspannung.

Laplace Gleichung: K=P*r/2d bzw. P =K * 2d/r

Ubertragt man diese Beziehung auf das Herz, lassen sich verschiedene Phianomene der Herzfunktion
erklaren. Bei einer exzentrischen Herzhypertrophie kommt es durch chronische Volumenbelastung,
wie z.B. bei einer Aorteninsuffizienz, zu einem vergréRerten Ventrikelvolumen wodurch das
Kammermyokard hypertrophiert und der Ventrikel dilatiert. Das bedeutet, die diastolische
Wandspannung nimmt proportional mit dem steigenden Radius zu. Ist das Herz einer chronischen
Druckbelastung ausgesetzt, fihrt dies zu einer konzentrischen Herzhypertrophie. Hier kommt es zu
einer Zunahme der systolischen Wandspannung, welche gleichzeitig den Hypertrophieprozess auslost.
Dabei verdicken sich die linksventrikularen Herzwande, jedoch bei einem gleichbleibenden
Vertrikelradius (Ventrikelvolumen). Ausléser einer konzentrischen Hypertrophie sind am haufigsten

eine Aortenklappenstenose oder eine arterielle Hypertonie (Klinke 2009).
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Abb. 5 Formen kardialer Hypertrophie (Heineke 2006). Hypertrophie wird Uber Ventrikelwachstum und
Kardiomyozytenwachstum definiert. GleichmaRiges Wachstum der Kardiomyozyten in Lange und Querschnitt wird
als physiologisch angesehen (Sportlerherz oder Schwangerschaft). Die starkere Zunahme der Lange der Myozyten
im Verhaltnis zum Durchmesser wird als exzentrische Hypertrophie bezeichnet. Hingegen wird eine Zunahme des
Kardiomyozytenquerschnitts im Verhaltnis zur Lange, als konzentrische Hypertrophie bezeichnet. Beide letzten
genannten Hypertrophieformen gelten als pathologisch.

1.6 Bedeutung und Funktion der Natriuretischen Peptide

Natriuretische Peptide (NP) sind Peptidhormone, die von verschiedenen Zelltypen sezerniert werden.
Zu der Familie der Natriuretischen Peptide gehdren das atriale natriuretische Peptid (ANP), das B-Typ
natriuretische Peptid (BNP) und das C-Typ natriuretische Peptid (CNP). Die strukturell sehr dhnlichen,
relativ kleinen Natriuretischen Peptide (22-32 Aminosaduren) werden von verschiedenen Genen
kodiert. Das ANP-Gen (NPPA), BNP-Gen (NPPB) sowie das CNP-Gen (NPPC) kodieren jeweils fiir das
Pra-Pro-Natriuretische Peptid. Das zunachst gebildete Pra-Pro-NP, wird erst nach Abspalten der N-
terminalen Signalsequenz in das Pro-NP umgewandelt. Das Pro-NP wird dann durch ein spezifisches
Enzym proteolytisch in das biologisch aktive NP gespalten. Pro-ANP wird durch die membranstandige
Serinprotease Corin in das 28-Aminosaure umfassende Peptid ANP gespalten (Yan 2000). Das atriale
natriuretische Peptid (ANP), sowie auch BNP, spielen eine bedeutende Rolle in der Regulierung des
Blutdrucks und des Blutvolumens (Kuhn 2012). ANP wird vorrangig von den Kardiomyozyten des
Vorhofs und BNP von den Myozyten des Ventrikels nach akuter oder chronischer Dehnung der Zellen,
in das zirkulierende Blutsystem sezerniert. Die erhohte Vorhof- oder Kammerdehnung kann infolge
einer erhéhten Vor- oder Nachlast des Herzens (also bei Volumen- oder Druckbelastungen) bei einer

Herzhypertrophie oder einer entwickelten Herzinsuffizienz auftreten (Yasue 1989).

Alle NP enthalten einen Peptidring aus 17 Aminosauren, der fiir ihre Hormonwirkung essentiell ist

(Wang 2007). Uber diesen Peptidring binden die NP spezifisch an bestimmte membrangebundene
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Zellrezeptoren. Die Rezeptoren bestehen aus unterschiedlichen Domanen, unteranderem aus einer
Guanylylcyclase-Domane. ANP und BNP binden beide mit einer hohen Affinitat an den
Guanylylcyclase-A (GC-A) Rezeptor, obwohl ANP mit einer vierfach hoheren Affinitat an den Rezeptor
bindet (Bennett 1991). Durch die Bindung der Liganden (ANP, BNP und CNP) an den jeweiligen
spezifischen Rezeptor wird die Enzymaktivitat der Guanylylcyclase aktiviert und die Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) in 3'-5'-cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) unter Abspaltung eines
Pyrophosphatrestes katalysiert (Chrisman 1975, Kimura 1974). cGMP als second messenger aktiviert
wiederum die cGMP-abhangigen Proteinkinasen G | und Il (PKG | und PKG Il), sowie die cGMP-
regulierenden Phosphodiesterasen (PDEs) 2 und 3 (Feil 2005, Hofmann 2013, Vaandrager 2005). Selbst
kleinste Veranderungen des cGMP-Pegels konnen einen signifikanten Einfluss auf die cyclischen
Adenosinmonophosphat (cAMP) Spiegel in der Zelle hervorrufen, da die cAMP-Spiegel liber die
Aktivitat der spezifischen PDEs 2 und 3 moduliert werden. Die PDE 2 kann liber cGMP aktiviert werden
und somit die Hydrolyse von cAMP zu Adenosinmonophosphat (AMP) induzieren, wohingegen die PDE

3 durch cGMP gehemmt und somit der Abbau von cAMP zu AMP verhindert wird (Maurice 2014).

1.6.1 Physiologische Bedeutung des ANP/GC-A-Signalwegs

Die Expression des GC-A Rezeptors wurde in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe nachgewiesen.
Der Rezeptor wird vorwiegend in glatten GefaBmuskelzellen, Endothelzellen, den Nieren, dem
zentralen Nervensystem und im Herzen exprimiert (Brenner 1990, Kuhn 2003). Durch die Aktivierung
des GC-A Rezeptors kénnen je nach Zielgewebe verschiedene physiologische Effekte ausgelost werden
(Potter 2006).

Die Peptidhormone ANP und BNP sind unteranderem an der Regulation des Wasser-Elektrolyt-
Haushaltes beteiligt und stellen somit den wichtigsten Gegenspieler des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) dar. Durch die Reduktion des Plasmavolumens und der Senkung des
Blutdrucks ist ANP in der Lage, das Herz vor einer GibermaRigen Volumen- und Druckbelastung zu
schitzen. Ausgelost werden diese Effekte durch eine in der Niere erhéhte Ausscheidung von Natrium
und Chlorid. Dabei agiert das ANP/GC-A-System sozusagen als Aldosteron-Agonist und kann so das
RAAS-System inhibieren und die Natrium-/Wasser- bzw. Harnausscheidung férdern. Die so angeregte

Natriurese/Diurese bewirkt eine rasche Reduktion des Plasmavolumens und der Blutdruck sinkt.

Ein weiterer Effekt des ANP/GC-A-Systems ist die Entspannung glatter GefaRmuskelzellen Gber ein
Absinken der Reninkonzentration. ANP hemmt die Ausschittung des in der Niere gebildeten Enzyms
Renin und unterbindet so die Spaltung von Angiotensinogen zu Angiotensin | (Gambaryan 1998, Kurtz

1986). Angiotensin | wird durch das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE), welches in
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Endothelzellen gebildet wird, zu Angiotensin Il Gberfiihrt und bewirkt eine Vasokonstriktion, sowie
eine vermehrte Ausschittung von Aldosteron (von Lueder 2013).
Beide Peptidhormone (ANP und BNP) weisen somit Herz-schiitzende Funktionen auf und werden in

der Klinik unteranderem als Verlaufskontrolle fiir Herzinsuffizienz Patienten eingesetzt.

1.6.2 Entdeckung und Bildung des C-Typ natriuretischen Peptid (CNP)

Nach ANP und BNP, wurde 1990 das dritte Mitglied der kleinen Familie der Natriuretischen Peptide,
das C-Typ natriuretische Peptid (CNP), entdeckt (Koller 1991). Das aus dem Schweinehirn isolierte CNP
zeigt, wie bereits erwihnt, strukturelle Ahnlichkeiten zu den beiden anderen NP (Sudoh 1988, Sudoh
1990). Der gemeinsame Peptidring, der bei allen NP aus 17 Aminosauren (AS) besteht, wird auch bei
CNP durch eine kovalente Bindung der Schwefelatome zweier Cystein-Molekile (Disulfidbriicke)
gebildet. Humanes CNP liegt zunachst als ein Pra-Pro-CNP-Peptid mit 126 AS vor, bestehend aus einer
kurzen Signalpeptid-Sequenz, dem Pro-Peptid 1-50 und CNP-53. Nachdem durch eine Signalpeptidase
das kurze Signalpeptid entfernt wurde, spaltet die Endoprotease Furin das librig gebliebene Stiick an
der Peptidbindung R50 und D51 in das Pro-Peptid 1-50 und CNP-53. Beide Formen kdnnen von Zellen
sezerniert werden. CNP-53 wird dann durch ein noch unbekanntes extrazelluldres Enzym an der
Peptidbindung K81 und G82 aufgespalten, so dass CNP-22 entsteht. Beide Formen, CNP-53 und CNP-
22, scheinen funktionell dhnlich zu sein. Die funktionelle Bedeutung der weiteren Konvertierung von
CNP-53 zu CNP-22 ist noch nicht vollstandig geklart (Wu 2003). Allerdings scheinen beide Peptide eine
vergleichbare Affinitat gegentiber deren spezifischen Guanylylcyclase-B (GC-B) Rezeptor zu besitzen

(Kuhn 2016).

NT-proCNP,_s,
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HN -@0EVE-QEE@AEEE®E—CcooH

Abb. 6 Biosynthese und Prozessierung des biologisch aktiven CNP (Zakeri 2013).
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Die kurze Form, CNP-22, ist unter physiologischen Bedingungen im Blutplasma lediglich im Femtomol
pro Milliliter Bereich nachweisbar (Stingo 1992), steigt aber in Patienten mit Herzinsuffizienz an. Die
Patienten zeigten im Koronarsinus (also in der Zirkulation des Herzens) einen um 60 % hoheren CNP-
Anstieg, als in der Zirkulation anderer Organe (Kalra 2003, Palmer 2009).

Das Peptid CNP wird in vielen verschiedenen Organen wie Gehirn, Knochen, Herz, Lunge, Gefalien,
Nieren, Uterus, Eierstocken und Hoden exprimiert. CNP agiert als ein autokrin/parakrin wirkender
Regulator und kann somit als Hormon, Funktionen auf benachbarte Zellen, oder auf die sezernierende
Zelle selbst (autokrine Wirkung) austiben (Schulz 1989). Obwohl CNP in den Nieren exprimiert wird,
weist das Peptid nur vernachlassigbare bis gar keine natriuretischen Effekte auf und hat somit nicht
die gleiche Wirkung wie ANP auf den Blutdruck (Canaan-Kuhl 1992, Igaki 1998, Mattingly 1994, Stingo
1992, Suzuki 1993). Im GefaRsystem wird CNP hauptsachlich von vaskularen Endothelzellen exprimiert
und moduliert dort den GefaRtonus (Suga 1998).

Die Sekretion von CNP aus glatten GefaBmuskelzellen, Kardiomyozyten, kardialen Fibroblasten,
Makrophagen und Leukozyten kann durch Schubspannung, Hypoxie und verschiedenen Zytokinen
stimuliert werden. Zu diesen Zytokinen gehoren unteranderem der transformierende
Wachstumsfaktor-beta (TGF-B), der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und
Lipopolysaccharide (LPS), sowie Faktoren, die bei kardialem Remodeling oder Entziindungsprozessen
produziert werden (Chun 1997, Del Ry 2013, Horio 2003, Suga 1992, Suga 1992, Suga 1993).

CNP zeigt neben der hohen Affinitdt zu dem GC-B Rezeptor, ebenso eine erhdhte Interaktion zu dem
natriuretischen Peptid Rezeptor-Typ C (NPR-C) (Matsukawa 1999). Diesem Rezeptor fehlt die
intrazelluldre katalytische Domane und ist somit moglicherweise fiir die Internalisierung und fiir den

lysosomalen Abbau der Natriuretischen Peptide verantwortlich (Calvieri 2012, Lumsden 2010).

1.6.3 Struktur und Aktivierung des GC-B Rezeptors

Bei dem GC-B Rezeptor handelt es sich um ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht
von etwa 130 kDa. Der Rezeptor selbst besteht aus mehreren Doméanen mit unterschiedlicher
Funktion. Einer extrazelluldren Liganden-Bindungsdomane, einer kurzen hydrophoben
Transmembranregion und einer intrazellularen Domane. Die intrazellulare Domane setzt sich aus einer
kinasehomologen Domane (KHD), einer Dimerisierungsdomane und einer Region mit Guanylylcyclase-
Aktivitdt zusammen (Potter 2001). Die kinasehomologe Domaéne ist verantwortlich fiir die
Transduktion des Signals der extrazellularen Liganden-Bindungsaktivitat zur katalytischen Domane.
Rezeptoren, denen die KHD fehlt, zeigen eine erhdhte Cyclase-Aktivitat. Dies deutet daraufhin, dass
die kinasehomologe Domane die Cyclase-Aktivitdt in Abwesenheit des Liganden unterdriickt (Chinkers

1989, Deshmane 1997, Koller 1992). Die Dimerisierungsdomane fungiert als ein Verbindungsstilick
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zwischen der KHD und der Guanylylcyclase-Domane. Zudem ist diese Domane an der Dimerisierung
und Aktivierung der katalytischen Cyclase-Domane beteiligt. In Abwesenheit des Liganden CNP liegt
der GC-B Rezeptor als Homodimer vor. Sobald CNP an den Rezeptor bindet, wird durch die
intrazelluldre Konfirmationsanderung der Cyclase-Domane, diese aktiviert und die Synthese von cGMP

aus GTP ermoglicht (Ogawa 2004, Potter 2006).

CNP

Extrazelluldre Liganden Bindungs-
Domane

Transmembranregion

Kinasehomologe Doméne

Dimerisierungsdoméne -y

GTP 1|.
Guanylylcyclase Doméane ) (

Abb. 7  Struktur des GC-B Rezeptor (Potter 2006).

Die Phosphorylierung des GC-B Rezeptors an der KHD erfolgt iber 4 Serin- und 2 Threonin-
Phosphorylierungsstellen und ist erforderlich fir die Aktivierung des GC-B Rezeptors (Potter 1998,
Yoder 2010). In Abwesenheit des Liganden ist der GC-B Rezeptor maximal phosphoryliert. In vitro
Studien belegten, dass eine chronische Inkubation mit dem Liganden CNP zu einer
Dephosphorylierung des Rezeptors fiihrt und somit zu einer reduzierten Guanylylcyclase-Aktivitat
(Potter 1992). Der exakte Prozess, durch den der dephosphorylierte und somit inaktive Rezeptor,
wieder Re-phosphoryliert und tiber den Liganden CNP aktivierbar wird, ist noch nicht vollstandig
geklart.

Eine weitere Bedeutung fir die Aktivierung des GC-B Rezeptors hat ATP (Chinkers 1991). Das
Nukleotid ATP ist in der Lage, die Guanylylcyclase-Aktivitat zu modulieren, indem es die

Bindungsaffinitdt von CNP an den GC-B Rezeptor beeinflusst (Yamazaki 2003).

1.6.4 Physiologische Bedeutung des CNP/GC-B-Systems

Die Expression des GC-B Rezeptors wurde ebenso wie GC-A in einer Vielzahl von Geweben
nachgewiesen. Neben Organen wie Gehirn, Lunge, Knochen und Herz, findet sich mRNA fiir den GC-B

Rezeptor auch in den Nieren, in Ovarien, in Fibroblasten und in glatten GefaBmuskelzellen (Chrisman
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1993, Dickey 2007, Schulz 1989). Durch die Aktivierung des GC-B Rezeptors kdnnen je nach
Expressionsort verschiedene Wirkungsweisen ausgeldst werden. Diese Signalkaskaden werden durch
die nach CNP-induzierter Stimulation des GC-B Rezeptors, liber die cGMP-abhangigen Proteinkinasen

(PKG 1 und ll) und die Phosphodiesterasen (PDE) vermittelt.

1.6.4.1 Bedeutung des CNP/GC-B-Systems fiir das Knochenwachstum

Die wohl bekannteste Funktion des CNP/GC-B-Systems ist die Stimulierung der enchondralen
Ossifikation (Yasoda 1998). Bereits im Jahr 1994 konnte gezeigt werden, dass kultivierte
Rattenknorpelzellen eine hohe Expressionsrate von CNP und GC-B aufweisen (Hagiwara 1994). Die
meisten Knochen in Sdugetieren, einschlieBlich Wirbel und R6hrenknochen, werden durch
enchondrale Ossifikation gebildet. Bei dieser Form der Knochenentwicklung wird der Knochen nicht
direkt aus dem Mesenchym (embryonales Bindegewebe) gebildet, sondern zunachst aus einer
Zwischenstufe, dem hyalinen Knorpel. Wahrend diese Knochenmatrix von innen heraus verknochert
und wachst, differenzieren sich die Mesenchymzellen zu Chondroklasten (Hata 2017). Die
Chondroklasten bauen den Knorpel kontinuierlich ab und mit Hilfe von rekrutierten Chondroblasten
wird die verkalkte Knorpelmatrix durch Knochen ersetzt. Dieser Prozess wird durch endokrine, auto-
und parakrine Faktoren reguliert. Die Tatsache, dass CNP bei diesem Prozess eine entscheidende Rolle
spielt, wurde erstmals von Nakao und Garbers beschrieben. Sie konnten zeigen, dass eine
systemische, globale Deletion von CNP oder GC-B das Skelettwachstum der Mause verlangsamte und
zu einem ausgepragten Zwergwuchs fiihrte (Chusho 2001, Tamura 2004). Dieses eingeschrdnkte
Knochenwachstums zeigte sich auch bei Mausen, denen CNP oder GC-B ausschlieRlich in den
Knorpelzellen fehlte (Chusho 2001, Kondo 2012, Nakao 2015, Tamura 2004, Tsuji 2008). Im Gegensatz
dazu, zeigten Miuse mit einer Knorpelzell-spezifischen Uberexpression von CNP ein {ibermaRiges

Knochenwachstum (Yasoda 2004).

Im Menschen fiihrt eine homozygote Funktionsverlustmutation des GC-B Gens zu der seltenen
Akromesomele Dysplasie Typ Maroteaux (AMDM). AMDM ist eine autosomal-rezessiv vererbte
Skelett-Dysplasie und wurde erstmals 1971 von Maroteaux beschrieben. Charakteristische Symptome
der AMDM sind ein besonders starker Kleinwuchs mit Verkiirzung der mittleren und distalen
Extremitaten (Bartels 2004). Spater wurde beschrieben, dass bereits eine heterozygote Mutation des
GC-B Gens geniigt, um dieses Krankheitsbild zu verursachen (Olney 2006). Neuste Studien zeigen, dass
eine heterozygote Funktionsverlustmutation des humanen CNP-Gens ebenfalls zu einem ausgepragten

Kleinwuchs fiihrt (Hisado-Oliva 2018). All diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass der CNP/GC-B-
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Signalweg ein entscheidender Stimulator fiir das enchondrale Knochenwachstum bei Mausen sowie

bei Menschen darstellt (Fujii 2018).

1.6.4.2 Die Rolle des CNP/GC-B Systems im Herzen

Erstmals wurde im Jahr 1993 mittels Immunhistochemie das Vorkommen von CNP im Herzmuskel
nachgewiesen (Wei 1993). Daraufhin wurde postuliert, dass CNP wichtige autokrine und parakrine
Funktionen im Herzen vermittelt (D'Souza 2004). Uber diese Eigenschaften ist CNP in der Lage,
zellulare Umbauprozesse des Herzens und der BlutgefalRe, sowie die kardiale Kontraktion unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen zu modulieren.

Um weitere Eigenschaften von CNP zu identifizieren, wurde eine Vielzahl von pharmakologischen
Studien mit exogenem, synthetischem CNP durchgefiihrt. Zum Beispiel fiihrte die Behandlung von
murinen adulten Kardiomyozyten mit synthetischem CNP (100 nM) zu einem signifikant erhohten
cGMP-Spiegel. Unter basalen Bedingungen sind die cGMP-Spiegel in Myozyten nur sehr niedrig. Der
cGMP-Konzentrationsanstieg nach CNP-Gabe, konnte auch in murinen primar-kultivierten kardialen
Fibroblasten gezeigt werden. Zudem ist die cGMP-Antwort von Kardiomyozyten sowie von kardialen
Fibroblasten nach Behandlung mit CNP signifikant héher als nach der Behandlung mit ANP (Gotz
2014). Es konnte auch gezeigt werden, dass synthetisches CNP tiber cGMP die Proliferation und
Kollagen-Bildung von kultivierten Ratten-Herzfibroblasten unterdriickt (Horio 2003, Tokudome 2004).
Ebenso fiihrte die Applikation von synthetischem CNP (50 ng/kg/min tber subkutane osmotische
Minipumpen) nach einer Angiotensin ll-induzierten Herzhypertrophie zu verminderten kardialen
Umbauprozessen. (Izumiya 2012, Obata 2007, Soeki 2005). Auch die hochregulierte Expression und
Aktivitat der Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) Oxidase 4 (NOX4) konnte durch CNP-
Gabe signifikant gehemmt werden (lzumiya 2012). NAPDH Oxidasen sind Enzyme, die aus
Sauerstoffionen, Superoxid-Anionen (sog. freie Sauerstoff-Radikale O’) bilden. Die hochreaktiven
Superoxid-Anionen kénnen fir Zellen toxisch sein (Kuroda 2010, Kuroda 2010). NOX4 spielt eine
wichtige Rolle in der kardiovaskuldren Pathophysiologie (Izumiya 2012).

Der durch die Angiotensin II-Behandlung erhéhte Blutdruck konnte jedoch durch synthetisches CNP
nicht beeinflusst werden (lzumiya 2012). Dagegen zeigten transgene Ratten, mit einer systemischen
Uberexpression einer dominant-negativen GC-B-Rezeptormutante (der Rezeptor ist nicht in der Lage,
ein Homodimer zu bilden-da bei einem Monomer die intrazellulaire Domane fehlt, somit bleibt der
Rezeptor inaktiv) eine verringerte cGMP Produktion, sowie einen daraus resultierenden Zwergwuchs
und eine progressive, Blutdruck-unabhangige Herzhypertrophie, jedoch ohne Fibrose. Dariiber hinaus
fiihrte eine chronische Volumeniiberlastung bei diesen Ratten zu einer kongestiven Herzinsuffizienz

(Langenickel 2006). Diese und weitere experimentelle pharmakologische Studien deuten darauf hin,
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dass das lokale, auto-/parakrine CNP/GC-B/cGMP-System pathologischen myokardialen

Umbauprozessen und kontraktiler Dysfunktion entgegenwirkt.

Um die Rolle des endogenen, kardialen CNP/GC-B-Systems zu untersuchen, wurden
naheliegenderweise Mause mit einer systemischen Deletion von CNP oder GC-B generiert. Allerdings
wurden diese Studien durch die Tatsache behindert, dass die globale Deletion zu schwerem
Zwergwuchs und vorzeitigem Tod fiihrte (Fujii 2018). Daraufhin wurden Nagetiermodelle mit einer
Zell-spezifischen Deletion oder Uberexpression eines bestimmten Zielgens generiert. Unter anderem
wurde der Einfluss eines experimentell induzierten Myokardinfarkts an genetisch veranderten Mausen
mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Uberexpression von CNP untersucht. Anhand dieses
Mausmodells, konnte ein vermindertes kardiales Remodeling nach Ml gezeigt werden, sowie, dass der
CNP/GC-B-Signalweg entscheidend an der Verhinderung einer Herzhypertrophie beteiligt ist (Wang
2007). Mause mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion der PKG | hingegen, zeigten unter
basalen Bedingungen eine unverdanderte Herzmorphologie und Herzfunktion. Die akute Gabe von
Angiotensin Il (Ang Il) oder die Anwendung einer transversen Aortenkonstriktion (TAC) fiihrte bei den
Kardiomyozyten-spezifischen PKG I-defizienten Mausen zu einer dilatativen Kardiomyopathie mit
Verschlechterung der Herzfunktion. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass lokale Herz-schiitzende
Effekte von natriuretischen Peptiden, besonders von CNP, Uiber die PKG | unter pathologischen
Stressbedingungen vermittelt werden (Frantz 2013). Zusatzlich dazu gibt es Studien, die zeigen, dass
die kardialen anti-fibrotischen Effekte des Hormons ebenfalls tGber die PKG | vermittelt werden (Li
2008). Denn durch die Phosphorylierung von Smad3 Gber die PKG |, kann die TGF-B-induzierte
Translokation von pSmad3 in den Zellkern verhindert und somit die Proliferation von Fibroblasten und
deren Dedifferenzierung zu sekretorischen Myofibroblasten gehemmt werden (Li 2008).
Widerspriichlich dazu, zeigten andere Studien mit kultivierten Fibroblasten, dass CNP bzw. cGMP zwar
die TGF-B-induzierte Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten-Protein (MAP) Kinasen-Extracellular-
signal Regulated Kinases 1 und 2 (ERK 1 und 2) verhindert, aber nicht die Translokation von Smad3 in
den Zellkern (Beyer 2015, Li 2015, Li 2015). Diese und weitere Studien deuten auf anti-hypertrophe
und anti-proliferative bzw. anti-fibrotische Eigenschaften des C-Typ natriuretischen Peptids unter
pathophysiologischen Bedingungen hin.

Die Tatsache, dass die Aktivierung der GC-A und GC-B Signalwege im Allgemeinen flr Patienten mit
Herz Kreislauferkrankungen eine positive Auswirkung hat, ist unumstritten. Klinische Untersuchungen
bestatigten dies, indem gezeigt wurde, dass die Hemmung von Neprilysin, eine Peptidase, welche die
Inaktivierung natriuretischer Peptide induziert, das Risiko des Todes bei Herzinsuffizienz (HF)
Patienten stark reduziert (von Lueder 2013). Ein anderer Versuchsansatz fiir therapeutische
Perspektiven zur Behandlung von Herzerkrankungen ist die Entwicklung und letztlich auch die

Anwendung von synthetisch "designten" natriuretischen Peptiden (Zakeri 2011). CD-NP (Cenderitide)
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ist ein chimares natriuretisches Peptid, welches in der Lage ist, GC-A und GC-B zu aktivieren (Costello-
Boerrigter 2011). In CD-NP wurde das menschliche CNP mit dem C-Terminus (Carboxylgruppe) von
Dendroaspis natriuretic peptide (DNP), einem spezifischen GC-A Aktivator-welcher aus dem Gift der
grinen Mamba isoliert wurde, fusioniert (Dickey 2008, Dickey 2011). Dickey et al. postulierte
weiterhin, dass CD-NP eine erhéhte Resistenz gegentiber dem Abbau durch neutraler Endopeptidasen
zeigt als ANP, BNP oder CNP. Bezogen auf die Hemmung der Kollagenbildung in humanen
Herzfibroblasten zeigte CD-NP ebenfalls eine hohere Wirksamkeit als BNP oder CNP (Ichiki 2018). Nach
diesen vielversprechenden Praklinischen Studien, wurde CD-NP erstmals an Herzinsuffizienz Patienten
im Rahmen einer Phase-lI-Studie eingesetzt. Die Untersuchungen zeigten, dass CD-NP im Vergleich zu
einem Placebo, zu erhéhten cGMP-Spiegeln im Plasma und im Urin flihrte. Somit wurde gezeigt, dass
CD-NP fahig war, humane Guanylylcyclasen zu aktivieren. Mit diesem technologischen Fortschritt
(Peptid-Engineering-Strategien) und den bereits gesammelten Erfahrungen in der Anwendung
Natriuretischer Peptide, in Bezug auf Wirksamkeit und Limitationen, lassen sich weitere neuartige

Therapieansatze fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen entwickeln (Ichiki 2018).

1.6.4.3 Bedeutung des CNP/GC-B Signalwegs fiir das GefaRsystem

Das Endothel spielt eine fundamentale Rolle in der Aufrechterhaltung der vaskularen Homdostase,
indem es Gefal3-relaxierende Mediatoren sezerniert. Diese Mediatoren regulieren nicht nur den
Gefalltonus und das Wachstum von glatten GefaBmuskelzellen, sondern auch die Rekrutierung von
Leukozyten und Thrombozyten (Moncada 1993, Vane 1990). Die wichtigsten vom Endothel
sezernierten parakrinen Faktoren sind Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGl,) (Ignarro 1987,
Palmer 1987, Vane 1990). NO aktiviert im Zytosol die I6slichen Guanylylcylasen (sGC) und vermittelt so
eine gefaRerweiternde Wirkung durch die Absenkung der intrazelluldaren Calcium-Konzentration. PGl,
wird in Endothelzellen mit Hilfe der Prostacyclinsynthase aus Prostaglandin (PGH,) gebildet und bindet
an den G-Protein-gekoppelten Prostacyclin-Rezeptor (IP-Rezeptor). Zu den dadurch vermittelten
Wirkungen von PGl, gehéren unteranderem Vasodilatation, eine Erh6hung der
Schmerzempfindlichkeit und die Hemmung der Thrombozytenaggregation (Schmidt 2007). Diese
lokalen vom Endothel produzierten Mediatoren regulieren zusammen mit denen vom Herzen
sezernierten Natriuretischen Peptide ANP und BNP den Elektrolythaushalt, das Blutvolumen und die
kardiovaskuldare Homoostase (de Bold 1985, Levin 1998). Aber auch CNP stellt eine wichtige
Komponente in der Aufrechthaltung der kardiovaskularen Homdostase dar. Denn fehlt CNP in
Endothelzellen, flhrt dies zu GefaRdysfunktionen, Bluthochdruck und Arteriosklerose (Moyes 2014).
Moyes et al. konnte dies in einem Endothelzell-spezifischen Knockout Modell (ec CNP KO) nachweisen

(Moyes 2014). Diese Studien zeigten, dass lokales CNP in der Lage ist, homdostatische Effekte zu

-16 -



Einleitung

modaulieren. Durch das Fehlen von CNP in Endothelzellen war die Thrombozytenaggregation erhéht
und somit die Entstehung von Arteriosklerose beglinstigt. Diese Art von pathologischem vaskuldarem
Remodeling wurde bei Mausen, denen ANP oder GC-A in den Endothelzellen fehlt, nicht beobachtet.
Weiterhin postulierten Moyes et al., dass ein Fehlen des NPR-C Rezeptors (Clearance-Rezeptor) in
Endothelzellen, zu dhnlichen endothelialen Dysfunktionen und Bluthochdruck fihrt, wie die Ablation
von CNP. Dieser Zusammenhang lasst vermuten, dass NPR-C im Rahmen einer GefalRerkrankung die
vasoprotektiven Effekte von CNP vermitteln kann. Somit kann NPR-C sowohl als Clearence-Rezeptor
und als Signalrezeptor fiir endotheliales CNP fungieren (Moyes 2014). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass das vom Endothel-freigesetzte CNP zuséatzlich auch eine wichtige Rolle in der Regulierung
des Blutdrucks zu haben scheint. Nakao et al. konnte mit einem transgenen Mausmodell zeigen, dass
Mause mit einer glatten GefaRmuskelzell (VSMC)-spezifischen Deletion des GC-B Rezeptors, einen
dhnlichen Blutdruck wie die Kontrollmause hatten. Das konnte bedeuten, dass das vom Endothel-
freigesetzte CNP den Blutdruck unabhangig von dem GC-B Rezeptor, welcher von glatten
GefaRmuskelzellen exprimiert wird, reguliert (Nakao 2017). Die CNP-vermittelte Vasodilatation, wird
allerdings hauptséachlich tGber den von glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) und in kapilldren Perizyten
exprimierten GC-B Rezeptor induziert (Kalra 2001, Spiranec 2018). Somit kdnnte eine mogliche
Ursache flir den erhéhten Blutdruck in den ec CNP KO Mausen, die verminderte Fahigkeit zur
Vasodilatation sein. Diese gewonnenen Erkenntnisse, deuten auf eine wichtige Bedeutung des

CNP/GC-B bzw. CNP/NPR-C-Signalwegs fir das vaskuladre System hin (Nakao 2017).

Andere Studien, die sich mit Entziindungsprozessen innerhalb des GefalRsystems (z.B. Atherosklerose)
beschéftigten, konnten nachweisen, dass endotheliales CNP anscheinend auch eine
entziindungshemmende Wirkung aufweist (Schachner 2004). Naruko et al. konnte zeigen, dass in
Patienten mit atherosklerotischen Lasionen die CNP-Expression hochreguliert war (Naruko 1996).
Hobbs et al. identifizierte CNP als ein vom Endothel-freigesetzten hyperpolarisierenden Faktor (EDHF),
welcher die vasodilatierenden Effekte von Stickstoffmonoxid und Prostacyclin unterstiitzt (Chauhan
2003). Nachfolgende in vitro und in vivo Studien zeigten, dass endotheliales CNP in Folge von
Gefalverletzungen-die durch Schubstress-induzierte Thrombenbildung und die Expression pro-
inflammatorischer Faktoren, reduzieren kann (Qian 2002, Scotland 2005). Auch in neuesten Studien
von Day et al. wurde gezeigt, dass CNP eine Interferon-induzierte hochregulierte Genexpression pro-
inflammatorischer Faktoren in humanen Endothelzellen tiber cGMP hemmen konnte (Day 2018).

Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehoren unteranderem Interleukin-6 (IL-6), der
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und das Zytokin C X C ligand-1 (Cxcl-1) (Chun
1997, Bukulmez 2014). Diese Zytokine sind an Entziindungsprozessen in diversen Zellen und Organen
beteiligt. IL-6 kann von Kardiomyozyten sezerniert werden und lber das Glykoprotein 130 (gp130)
einen Signalweg aktivieren, der zur Entstehung einer Herzhypertrophie in Mausen beitragt (Hirota
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1995). Es wurde auch gezeigt, dass eine IL-6 Infusion in Ratten zu einer konzentrischen
Herzhypertrophie und einem erhdéhten Blutdruck flihrte (Melendez 2010). In der Studie von Zhao et al.
wurden Mause mit einer globalen Deletion von IL-6 einer transversen Aortenkonstriktion (TAC)
unterzogen. Die IL-6 defizienten Mause zeigten eine verringerte linksventrikuldre Herzhypertrophie,
weniger Fibrose und Apoptose im Vergleich zum Wildtyp-Tier. Zudem war die Phosphorylierung des
Transkritionsfaktors ,,signal transducer and activator of transcription 3“ (STAT3) an Tyrosin 705 in den
IL-6 Knockout-Mausen signifikant im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen verringert (Zhao 2016). Da die
Phosphorylierung von STAT3 eng mit der Entstehung einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM)
verbunden ist, aufgrund nachgeschalteter Apoptose-Signalwege, ware dies eine mogliche Erklarung
fir die protektive Wirkung einer IL-6 Deletion. Allerdings gibt es andere Studien, die den IL-6
Signalweg nicht als ausschlaggebend fiir die Entstehung einer kardialen Hypertrophie ansehen
(Kaminski 2007). Auch die Bedeutung der STAT3-Phosphorylierung wird kontrovers diskutiert.
Stephanou et al. postuliert, dass der STAT3-Signalweg protektive Effekte nach Ischamie-Reperfusion
im Herzen zeigt. STAT3 kann Uiber die Janus Kinasen (JAK’s) an verschiedene Phosphorylierungsstellen
phosphoryliert und damit aktiviert werden. Mause mit einer systemischen Deletion von STAT3
reagieren anfélliger gegeniber der Entwicklung einer Herzinsuffizienz und zeigen eine erhohte
Apoptoserate gegeniiber Kardiomyozyten (Hilfiker-Kleiner 2004, Jacoby 2003). Diese Studien deuten
darauf hin, dass STAT3 als anti-apoptotischer Signalfaktor schiitzende Eigenschaften auf das Herz-

Remodeling haben kdnnte (Mao 2008, Stephanou 2004).

Die hier gezeigten Studien deuten auf eine schiitzende Rolle von CNP bei vaskularen
Entzindungsprozessen und Herzhypertrophie hin. All diese Erkenntnisse lassen jedoch keine
eindeutige Interpretation der GC-B/cGMP-vermittelten Wirkung von CNP auf Herzhypertrophie,
Fibrose oder Entziindung zu. Die kardialen Effekte einer exogenen CNP-Gabe kdnnten auch durch
systemische, extrakardiale Effekte des Peptids hervorgerufen werden. Auch lieR sich in diesen Studien
nicht unterscheiden, welcher Rezeptor (GC-B oder NPR-C) die Effekte vermittelt. Aus diesen Griinden
wurde in der vorliegenden Dissertationsarbeit ein neues genetisches Mausmodell mit einer Zell-
spezifischen Deletion von GC-B in Kardiomyozyten generiert, um die (patho) physiologische Bedeutung

des CNP/GC-B-Systems im Herzen niher zu untersuchen.

1.7 Zielsetzungen der Arbeit

Die bisher zitierten Studien mit synthetischem CNP zeigten, dass das CNP/GC-B-System nicht nur eine
wichtige Komponente in der Knochenbildung darstellt, sondern sogar in der Lage ist, (iber den GC-B

Rezeptor protektive kardiovaskuladre und anti-fibrotische Effekte zu vermitteln. Allerdings wurden in
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einigen der beschriebenen Studien CNP-Dosierungen und Konzentrationen verwendet, die weit tber

den Konzentrationen von endogenem CNP im Blutplasma lagen. Um die Bedeutung des CNP/GC-B-

Systems in vivo, also im Gesamtorganismus besser verstehen zu kdnnen, ware eine gezielte Deletion

des kodierenden Gens in Mausen eine mogliche Herangehensweise. Jedoch zeigen Mause mit einer

globalen Deletion von CNP oder dem GC-B Rezeptor, wie zuvor beschrieben, einen ausgepragten

Zwergwuchs und eine hohe Mortalitat, so dass Untersuchungen zu der kardiovaskuldren Bedeutung

von CNP in diesen Tieren nicht moglich sind. Um die kardialen Effekte von CNP dennoch weiter zu

charakterisieren, sollen in dieser Dissertationsarbeit zwei Gibergeordnete Fragen beantwortet werden:

1)

2)

Wie wirkt exogenes, synthetisches CNP bei einer durch experimentell induzierten
hypertensiven Herzerkrankung? Fiir diese Fragestellung erhielten C57BI6 Mause CNP (iber
osmotische Minipumpen. Als tier-experimentelles Modell einer hypertensiven Herzerkrankung
wurde das weltweit anerkannte Modell der transversen Aortenkonstriktion (TAC) fur 2

Wochen angewandt.

Welche physiologische Bedeutung hat das endogene Hormon CNP im Herzen? Der Fokus liegt
hier auf den Effekten von lokal gebildetem CNP, die durch das CNP/GC-B/cGMP-System in
Kardiomyozyten vermittelt werden. Dazu wurde ein neues genetisches Mausmodell mit einer
Kardiomyozyten-spezifischen Deletion der Guanylylcyclase B (GC-B) generiert (CM GC-B KO
Mause). Um den Phanotyp der Tiere (CM GC-B KO) unter basalen, physiologischen
Bedingungen und nach experimentell induzierter Herzhypertrophie charakterisieren zu
kénnen, wurden Altersstudien bis zu 1 Jahr und das Modell der TAC fir 3 und 14 Tage

angewandt.
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2 Material und Methoden

2.1 Messungen des arteriellen Blutdrucks (tail cuff)

Der arterielle Blutdruck wurde mittels nicht invasiver Schwanzplethysmographie (tail cuff) bestimmt.
Die Versuchstiere wurden vor Beginn der Messung an die Apparatur gewohnt. Die Versuchsapparatur
bestand aus einer Réhre und einer dazugehoérigen Warmevorrichtung, in der das Versuchstier bei
konstanter Temperatur fixiert werden konnte. AnschlieBend wurde die Blutdruckmanschette um den
Schwanz der Maus gelegt und der Blutdruck an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen flir maximal 15 min
jeweils zur gleichen Tageszeit gemessen. Die Versuchsdurchfiihrung und die Dokumentation erfolgte
mit dem Softron Indirect Blood Pressure Meter BP-98A (Softron Co. Ltd.). Aufgezeichnet wurden der

systolische, der mittlere und diastolische Blutdruck, sowie die Herzfrequenz.

Abb. 8 Versuchsaufbau zur arteriellen Blutdruckmessung an wachen Mausen (Kuwahara et al. 1991)
(A)Temperatursensor (B) Heizelement (C) Schwanzmanschette (D) Kabelverbindung zu Computer (E) Stofftasche

2.2 Euthanasie und Organentnahme (Nekropsie)

Nach Beendigung des jeweiligen Behandlungsintervalls (Transverse Aortenkonstriktion liber 3 und 14
Tage) erfolgte fiir alle Untersuchungsgruppen eine Nekropsie mit Organentnahme. Vor der
Inhalationsnarkose wurde von jedem Tier das Korpergewicht (KGW) bestimmt. Anschliefend wurden
die Maduse mit dem Inhalationsandsthetikum Isofluran (4 %) betdaubt und mittels zervikaler Dislokation
getotet. Die entnommenen Organe wurden auf einer Feinwaage (TE214S, Sartorius) gewogen und
anschlieRend sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert. Das Herzgewebe wurde in rechten und linken Ventrikel geteilt und jeweils ein kleines
Stiickchen fiir histologische Folgeuntersuchungen fiir 24 h in 4 %iger Formaldehyd-Losung fixiert. Die
Normalisierung von Herz und linkem Ventrikel, wie auch von allen anderen Organen auf das
Korpergewicht lieferte vergleichbare Daten.
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2.3 Histologische und morphometrische Untersuchungen an Herzschnitten

Zur Erfassung der Durchmesser sowie der Gesamtflachen von Kardiomyozyten wurden Herzbiopsien
des linken und rechten Ventrikels in Formalin (4 %) fixiert. Die anschlieRenden Paraffineinbettungen,
Schnitte und Farbungen wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Hideo Baba (Institut fir
Pathologie und Neuropathologie, Universitadtsklinikum Essen) durchgefiihrt. Fir die Erfassung der
Kardiomyozytendurchmesser sowie der Gesamtflachen wurden die Gewebeschnitte mit der Periodic
Acid-Schiff Reaktion (PAS) gefarbt. Das Farbeergebnis umfasst eine Magenta-rote bis pinke Farbung
neutraler Mucopolysaccharide (Zellmembranen) und blauviolette Farbung der Zellkerne. Mithilfe eines
Farbkameraaufsatzes (SC30 Olympus) und eines Lichtmikroskops (Olympus CK X41) wurden von den
Gewebeschnitten bei zwanzigfacher VergroBerung Bilder aufgenommen und der Durchmesser von
ungefahr 50 Zellen pro linkem Ventrikel auf der Hohe des Zellkerns bestimmt. Der rechte Ventrikel
wurde nicht analysiert. Die Flache von etwa 50 Kardiomyozyten wurde mithilfe eines Markierungs-
Tools der Software CellSens Entry 1.12 (Olympus Corporation) bestimmt, wobei hierfiir die
Kardiomyozyten mit dem Markierungs-Tool umrandet wurden und der errechnete Wert die Flache in
um? angibt.

Um die Lange der Kardiomyozyten zu bestimmen, wurden Herzgewebeschnitte mit dem Antikoérper
Pan-Cadherin (Cell Signaling, #4068) inkubiert. Diese immunhistochemische Farbemethode erlaubt es
anhand der Z-Scheiben (werden hier braunlich angefarbt) die Lange der einzelnen Kardiomyozyten mit
Hilfe eines Markierungs-Tools der Software CellSens Entry 1.12 (Olympus Corporation) zu bestimmen.
Dies wurde dankenswerterweise von Frau Lisa Krebes (technische Assistentin, AG Kuhn, Institut fur
Physiologie |, Universitat Wiirzburg) durchgefihrt.

Um den prozentualen Anteil der Kollagenfaser-Bildung zu ermitteln, wurden Pikro-Siriusrot gefarbte
Schnitte morphometriert. Pikro-Siriusrot ist eine histologische Farbung, bei der die Muskelgewebe und
das Zytoplasma gelb und die Kollagenfasern in Rot dargestellt werden. Die Bestimmung des
Kollagenanteils der Siriusrot-gefarbten Herzgewebeschnitte erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie
(Vogel 2015) . Dafiir wurde die Eigenfluoreszenz des Kollagens und lebender Zellen genutzt. Das rétlich
gefarbte Kollagen der Gewebeschnitte zeigt eine rote Fluoreszenz, und lebende Zellen zeigen eine
grine Autofluoreszenz. Beide Emissionsmuster kdnnen mit Standardfiltern und einem konventionellen
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Um die relative Flache des Gehalts an reinem Kollagen im
Herzgewebe zu bestimmen, wurden hier digitale Bildaddition und -subtraktion angewandt. Fir die
Bestimmung der Gesamtflache wurden die beiden Emissionssignale der Kollagenfldache (rot) und der
Flache von lebenden Zellen (griin) addiert. AnschlieRend wurde mittels Subtraktion der reine
Kollagenanteil festgelegt, indem die Flache von lebenden Zellen von der Kollagenflache abgezogen
wurde. Der Quotient aus reinen Kollagen und der Gesamtflache wurde mit 100 multipliziert und so der

prozentuale Anteil von reinem Kollagen pro Bild ermittelt.
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2.4 \Western Blot Analysen

2.4.1 Proteinextraktionen aus linksventrikulirem Gewebe und isolierten Kardiomyozyten

Fiir die Expressionsanalyse von Proteinen aus Herzmuskelzellen wurden die Organe den Mausen unter
tiefer Vollnarkose (Urethan) entnommen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Das Gewebe des
linken Ventrikels wurde anschlieRend mittels einer Metallkugel und 200 pl Lysis-Puffer (10 mM
NaHCOs, 20 % SDS, komplettiert mit Phosphatase- und Protease-Inhibitoren (cOmplete Phosphatase
und Protease Hemmstoffe, Roche Diagnostics GmbH) in vorgekiihlten (-196 °C) TeflongefalRen fir 1
min im Mikro-Dismembrator U (Sartorius GmbH, Gottingen) bei 1800 rpm homogenisiert. Das so
entstandene Homogenat wurde aus den Teflon-GefdaRen geschabt und in einem vorgekiihlten
Eppendorf-Cup (4 °C) liberfiihrt, nochmals mit 100 ul Homogenisierungspuffer versetzt und kurz
gevortext. Die Lysate wurden anschlieRend fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser
Inkubationszeit wurde das Homogenat alle 5 min durch Vortexen gemischt. Schlecht geloste Gewebe
wurden auBRerdem mehrmals durch eine Spritzenkanile geschert. Nach der Zentrifugation (13.000 g,
15 min, Raumtemperatur (RT)) wurde der Uberstand (= Herzlysat) abgenommen, a 25 ul aliquotiert
und bei -80 °C gelagert.

Fiir die Proteinextraktion aus isolierten kultivierten Kardiomyozyten (die Isolierung wird in Abschnitt
2.7.1 beschrieben) wurden diese zunichst in Kulturmedium (10,78 g/| MEM/HANKS, 0,88 g/l NaHCO3,
50 ml/I fetales Kalberserum (FCS), 20 ml/I 2,3-Butanedione monoxime (BDM), 10 ml/I
Penicillin/Streptomycin) aufgenommen, in 3,5 cm Zellkulturschalen ausplattiert und fiir 4 h bei 37 °C
inkubiert. BDM als nicht-kompetitiver Myosin Inhibitor wurde dem Kulturmedium zugegeben um
weiteres Kontrahieren der Kardiomyozyten zu vermeiden (Biermann 1998). Zum besseren Anhaften
der Kardiomyozyten wurden die Zellkulturschalen vorher fiir mindestens eine Stunde bei 37 °C mit
Laminin (50 pug/ml, Roche) beschichtet. Bevor die in Kulturmedium aufgenommen Kardiomyozyten in
die Zellkulturschalen ausplattiert werden, wurde das Laminin abgesaugt, die Schalen 2 x mit sterilem 1
x PBS gewaschen und die Kardiomyozyten verteilt. Die Stimulation der Kardiomyozyten erfolgte mit
synthetischem C-Typ natriuretischen Peptid (CNP, Bachem) flir 15 min bei 37 °C in einer Konzentration
von 10, 100 und 1000 nM. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit 80 pl Lysis-Puffer (siehe oben) versetzt. Die Zellen wurden dann mit
einem Zellschaber von der Zellkulturschale gelost, in ein Eppendorf-Cup tberfihrt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur lysiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde das Homogenat alle 5 min durch
Vortexen gemischt. Im Anschluss wurden die Proben zentrifugiert (13.000 g, 3 min, RT), der Uberstand

(= Lysat) in neue Eppendorf-Cups tiberfihrt und bei -80 °C gelagert.
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2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen in Gewebe- und Zelllysaten erfolgte mittels des
Bicinchoninsdure-Assays. Diese Methode beruht darauf, dass Proteine im alkalischen Medium
zweiwertige Kupferionen zu einwertigen Kupferionen reduzieren (Biuret-Methode). Die Reduktion
wurde mit einem violetten Farbumschlag angezeigt und dessen Absorption bei einer Wellenldnge von
562 nm photometrisch (Wallac Victor? Multi-Label Counter) gemessen. Dafiir wurden die Proben,
sowie Standards in Doppelbestimmungen mit dem BCA Reagenz A (Interchim Montlucon FR) und einer
4 %igen Kupfersulfat-Losung im Verhaltnis 50:1 versetzt. Die Standardreihe aus bekannter BSA-Losung
wurde bei jeder Messung mitgefiihrt, sowie Wasser und der verwendete Lysispuffer als Leerwert. Die
anschlieRende 20-minitige Inkubation erfolgte bei 37 °C. Der Proteingehalt der Proben wurde auf

Basis einer Eichkurve anhand der verwendeten Proteinstandards ermittelt.

2.4.3 SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach Molekilmasse in einem elektrischen Feld erfolgte durch
diskontinuierliche, denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacryamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE). Daflir wurde ein 15 %iges Trenngel zwischen zwei Glasplatten einer Elektrophorese-Apparatur
(PerfectBlue® Doppel-Gelsystem Twin L, Peqlab Biotechnologie GmbH) gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde der Isopropanol dekantiert und anschlieSend
ein 4 %iges Sammelgel auf das Trenngel geschichtet. Zur Ausformung der Probenladetaschen wurde
vor Beginn der Polymerisation ein Kunststoffkamm in das Sammelgel eingesetzt. Nach dem
vollstandigen Polymerisieren wurde der Probenkamm entfernt und die ausgebildeten Taschen mit

Puffer (25 mM Trizma® base, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) gespiilt.

Tabelle1 Zusammensetzung des Trenngels fiir die SDS-PAGE

Trenngel 10 % 15%
Zielproteine pSTAT3, tSTAT3, NOX4 pPLB, tPLB
1,5 M Trizma® base (pH 8,8) 4,4 ml 4,4 ml
30 % Acrylamid 5,8 ml 8,75 ml
Aqua dest. 6,9 ml 4,03 ml
10 % SDS 0,175 ml 0,175 ml
TEMED 0,007 ml 0,007 ml
10 % APS 0,175 ml 0,175 ml
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Tabelle 2 Zusammensetzung des Sammelgels fir die SDS-PAGE

Sammelgel 4%
1,0 M Trizma® base (pH 6,8) 1,25 ml
30 % Acrylamid 1,7 ml
Aqgua dest. 6,8 ml
10 % SDS 0,1 ml
TEMED 0,01 ml
10 % APS 0,1 ml

Zum Aufbrechen der Disulfidbricken wurden die Herzgewebelysate mit 3 x Laemmlipuffer versetzt
und 5 min bei 95 °C fir NADPH Oxidase 4 (NOX4), phosporyliertes signal transducer and activator of
transcription 3 (pSTAT3) und totales signal transducer and activator of transcription 3 (tSTAT3)
inkubiert. Fir phosphoryliertes Phospholamban (pPLB) und totales Phospholamban (tPLB) wurden die

Proben fiir 15 min bei 37 °C erwarmt.

Tabelle 3 Zusammensetzung des 3 x Laemmli-Puffers in 100 ml Bidest.

Puffer-Komponente Menge Konzentration
Tris-HCI (pH 6,8) 2,4g 200 mM
SDS 6g 6 % (w/v)
Glycerol 15 ml 15 % (v/v)
R-Mercaptoethanol 10 ml 10 % (v/v)
Bromphenolblau 001g 0,01 % (w/v)

AnschlieBend wurden ca. 15 - 30 ug Protein der Herzgewebelysate in die Taschen des Gels pipettiert.
Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde bei jedem Gel ein Protein GroRBenstandard
(PageRulerTM Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher) verwendet.

Die Auftrennung der denaturierten Proteine erfolgte in Elektrophoresepuffer bei einer Spannung von
100 Volt fiir 20 min und anschlieBend bei 130 Volt fiir eine weitere Stunde.

Direkt im Anschluss wurden die aufgetrennten Proteine im Semi-dry Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran bei 238 mA fiir 60 min (2 mA/cm?) geblottet (Transferpuffer: 25 mM Trizma®
base, 20 % (v/v) Methanol, 192 mM Glycin, Blotkammer: Fastblot B44, Whatman Biometra). Zur
qualitativen Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran mit Ponceau-S-Reagenz (0,2 % (w/v)
Ponceau S, 10 % (v/v) Trichloressigsaure) fuir 2 min gefarbt, visuell begutachtet und anschlieBend mit 1
x TBS-T Puffer (0,1 % TWEEN® 20 (v/v) in TBS) gewaschen. Zur Sattigung der unspezifischen
Proteinbindungsstellen wurde die Membran fiir eine Stunde in einer 5 %igen Magermilchpulverldsung
(5 % (w/v) Magermilchpulver in 1 x TBS-T) oder in einer 5 %igen BSA-Losung (5 % (w/v) BSA in 1 x TBS-
T) bei RT inkubiert. Die Inkubation mit dem Primar-Antikérper wurde anschliefend in entsprechender

Verdlinnung in 5 %iger Milchpulver- bzw. BSA-Lésung bei 4 °C Giber Nacht durchgefiihrt. Am
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darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit 1 x TBS-T bei RT gewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran mit dem Peroxidase (HPR)-gekoppelten Sekundarantikorpers
(Verdiinnung 1:10 000 in 5 %iger Milchpulver- bzw. BSA-Losung) fir 1 h bei RT und leichtem
Schwenken inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fiir je 10 min mit 1 x TBS-T erfolgte die
Detektion. Hierflr wurde die Membran fir 2 min in ECL-LOsung (Pierce® ECL Western Blotting
Substrate, Thermo Fisher) inkubiert und anschlieBend die resultierende Chemilumineszenz mit Hilfe

einer Kamera in einer lichtisolierten Kammer (FluorChem SP Chemilumineszenz Detektion-System von

Alpha Innotech) aufgenommen. Zur Auswertung wurde die Software des Detektionssystems

verwendet.

2.4.4 Zielproteine und verwendete Antikorper

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten Primarantikérper sowie die

korrespondierenden Sekundarantikérper in der angegebenen Verdiinnung eingesetzt.

Tabelle 4 Verwendete Primarantikérper

Zielprotein Antikérper Firma Wirts- Verdiinnung
Bezeichnung | Produktnr. Spezies in TBS-T
GAPDH anti-GAPDH Cell Signaling | Kaninchen, 1:10 000
#2118 monoklonal in 5 % BSA
NADPH Oxidase 4 anti-NOX4 abcam Kaninchen, 1:2000
(NOX4) ab133303 monoklonal in 5% Milch
Serl6-phosphoryliertes anti-PLB Badrilla Kaninchen, 1:5000
Phospholamban (Ser16-PLB) | p-Serl16 #010-12 polyklonal in 5% Milch
Total-Phospholamban anti-PLB Badrilla Maus, 1:5000
(tPLB) #010-14 monoklonal in5 % BSA
Tyr705-hosphoryliertes anti-STAT3 Cell Signaling | Kaninchen, 1:2000
STAT3 (pSTAT3) p-Tyr705 #9145 monoklonal in 5 % BSA
Total- STAT3 anti-STAT3 Cell Signaling | Maus, 1:1000
(tSTAT3) #9139 monoklonal in 5 % Milch

Tabelle 5 verwendete Sekundarantikorper

Antikorper Bezeichnung | Firma / Produktnr. Wirtsspezies Verdiinnung [TBS-T]

Ziege anti-Kaninchen IgG Dianova Ziege 1:10 000
(H+L), HRP-konjugiert (111-035-144)
Ziege anti-Maus 1gG Dianova Ziege 1:10 000

(H+L), HRP-konjugiert (115-035-062)
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2.5 Quantitative RT-PCR Analysen

2.5.1 Extraktion und Bestimmung der Gesamt-RNA aus Gewebe und Zellen

Fiir die RNA-Isolierung aus murinem linksventrikularem Gewebe wurden circa 100 mg des
Herzgewebes mit 1 ml TRIzol® (Life Technologies GmbH, Darmstadt) homogenisiert. Dafilir wurde das
Gewebe zunachst in 500 pl TRIzol® mittels Ultra-Turrax®-Dispergiergerat (T10 basic ULTRA-TURRAX
mit S10 N-5 G Dispergierwerkzeug, IKA Labortechnik) zerkleinert und nach Zugabe von weiteren 500 pl
TRIzol® fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das im TRIzol® enthaltene Guanidiniumthiocyanat
inaktiviert die in den Zellen vorhandenen RNasen und Enzyme. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform
wurden die Proben durch Schiitteln gemischt und anschlieBend bei 12.000 g fiir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert. Danach wurde die obere wassrige Phase, welche die RNA enthalt, abgenommen und in
ein neues RNase-freies Eppendorf-Cup tiberfiihrt. Durch die Zugabe von 500 pl Isopropanol und
anschlieBender Zentrifugation (12.000 g, 15 min, 4 °C) wurde die RNA gefallt und einmal mit 75 %igem
Ethanol gewaschen. Das nach erneuter Zentrifugation gebildete Pellet (= isolierte RNA) wurde bei
Raumtemperatur getrocknet, in 20 pul RNase-freiem Wasser (Sigma Aldrich) aufgenommen, a 4 pl
aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Fiir die RNA-Extraktion aus isolierten murinen Kardiomyozyten wurden diese, wie bereits in Abschnitt
2.4.1 beschrieben, zunachst in Kulturmedium aufgenommen, in Laminin-beschichteten 3,5 cm
Zellkulturschalen ausplattiert und flr 4 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium
abgenommen und die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS auf Eis gewaschen. Auf die Zellen wurde
direkt 1 ml TRIzol® gegeben, anschlieBend die Zellen mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale
abgelost, in ein RNase-freies 2 ml Eppendorf-Cup Gberfiihrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Die anschlieBende Isolierung der murinen RNA erfolgte wie oben beschrieben.

Die RNA-Konzentration sowie die Reinheit der RNA wurden mit einem SimpliNano-Gerat von GE-
Healthcare bestimmt. Die photometrische Messung erfolgte, indem die Absorption (A) von 2 pl Probe
bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt wurde. Zur Abschatzung einer moglichen Verunreinigung
der Probe mit Proteinen wurde der Quotient A 260 nm/A280 nm ermittelt. Dieser Wert sollte
zwischen 1,7 und 2,0 liegen, um die Reinheit der Probe zu gewahrleisten. Fir die Leerwert-Messung

wurde vor den Proben jeweils zweimal 2 ul RNase-freies Wasser aufgetragen.

2.5.2 Reverse-Transkription

Fir die Analyse verschiedener Genexpressionslevel mittels gRT-PCR wurde zunachst die RNA in cDNA
umgeschrieben. Bei der cDNA-Synthese wird mittels des Enzyms Reverse Transkriptase aus RNA

(Template) komplementédre DNA (cDNA) generiert. Die Synthese der cDNA erfolgte hier mit dem
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Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit von Roche (Katalog Nr.: 04897030001). Dafiir wurde die
nach 2.5.1 isolierte RNA auf eine Verdiunnung von 1 pg/ul mit RNase-freiem Wasser eingestellt und
anschlieRend in cDNA umgeschrieben (immer 1 ug RNA). Die so gewonnenen cDNA’s wurden

anschlieRend aliquotiert und bei -20 °C firr die weitere Analyse mittels gRT-PCR aufbewahrt.

Tabelle 6 Reaktionsansatz gemaR Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

Komponente Ausgangskonzentration Konzentration pro PCR-Ansatz
RNA 1ug 1pug

H,0, PCR-grade

Anchored oligo-(dT):s Primer 50 pmol/ul 2,5 uMm

Reverse Transcriptase 5 x konzentriert 1 x konzentriert
Reaction Buffer

Protector RNase Inhibitor 40 U/l 20U

dNTP Mix 10 mM jelmM

Reverse Transcriptase 20 U/ul 10U
Gesamtvolumen 20

Tabelle 7 PCR Bedingungen fiir die cDNA-Synthese

Programmschritt Temperatur [ °C] Dauer [min] Zyklen
Reverse Transkription 55 30 1
Inaktivierung der Reversen 85 5 1

Transkriptase

Kihlung 4 oo

2.5.3 Untersuchung der kardialen Expression verschiedener Zielgene mittels qRT-PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) Methode bezeichnet ein Verfahren, welches die
Konzentration eines PCR-Produkts in Echtzeit bestimmt. Zur quantitativen Bestimmung der
Ausgangsmenge an eingesetzter mRNA wurden verschiedene DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe
oder Fluoreszenz-markierte Sonden eingesetzt. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | bindet
unspezifisch an die kleine Furche doppelstriangiger DNA, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffes
ansteigt. Dabei nimmt die Menge der PCR-Produkte (Ziel-DNA) proportional zur Fluoreszenz von
Zyklus zu Zyklus zu. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die geringe Spezifitdt. SYBR Green | bindet nicht
nur an hochmolekulare doppelstrangige DNA, sondern auch an kurzkettige DNA-Duplices
(Primerdimere). Um die Spezifitdt der Reaktion zu untersuchen, fihrt man nach abgelaufener PCR eine

Schmelzkurvenanalyse durch. Hierbei wird die DNA durch eine kontinuierliche Erhéhung der
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Temperatur von 50 °C auf 95 °C aufgeschmolzen. Bei einer fiir das PCR-Produkt spezifischen
Schmelztemperatur denaturiert der Doppelstrang zu zwei einzelstrangigen Molekiilen und der
Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt. Die damit verbundene Abnahme der Fluoreszenz wird
photometrisch detektiert. Somit kbnnen Aussagen (ber die Struktur und indirekt tiber die Spezifitat
der DNA-Molekiile gemacht werden, da doppelstrangige DNA einen héheren Schmelzpunkt hat, als
unspezifische Primerdimere.

Eine weitere, spezifischere Methode zur Quantifizierung von Nukleinsduren besteht in der
Verwendung Fluoreszenz-markierter Sonden. Dabei handelt es sich um sequenzspezifisch zweifach-
markierte Oligonukleotide, welche am 3‘- Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z.B. FAM)
und am 5‘- Ende mit einem Quencher-Molekil markiert sind. Die Fluoreszenz des Reporter-
Fluorophors wird bei intakten Sonden durch das Quencher-Molekiil durch FRET (Forster-
Resonanzenergietransfer) unterdriickt. Sobald die Polymerase auf Grund ihrer 5 - 3" -
Exonukleaseaktivitat das 5‘ - Ende der Sonde wahrend der PCR-Amplifikation hydrolysiert, entfernen
sich Quencher und Reporter-Fluoreszenzfarbstoff raumlich voneinander. Die Fluoreszenz des
Reporter-Fluorophors wird nun nicht mehr unterdriickt und kann dadurch detektiert werden. Das
Fluoreszenzsignal steigt direkt proportional zur zunehmenden Menge des PCR-Produktes. Tragt man
die Fluoreszenz-Intensitadt gegen die Anzahl der PCR-Zyklen in einem Diagramm auf, erhalt man den
dreiphasigen Kurvenverlauf (Anfangsphase, exponentielle Wachstumsphase, Plateauphase) der PCR-
Produktbildung. Der fiir die Quantifizierung ausschlaggebende Fluoreszenzschwellenwert ist der sog.
»Treshold Cycle” (Cr-Wert). Der Cr-Wert ist definiert als der PCR-Zyklus, bei dem die Reporter-
Fluoreszenz erstmalig signifikant die Hintergrundfluoreszenz tibersteigt. Diese Schwelle wird von der
Geratesoftware vorgegeben und liegt innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase (Log-Phase) der
PCR-Reaktion. Da der Ci-Wert indirekt proportional zur initialen Menge an Ziel-DNA ist, bedeutet das,
je grolRer die Ausgangsmenge an cDNA in der Probe ist, desto friiher wird der Schwellenwert
Uberschritten. Durch die unterschiedlichen Cr-Werte der einzelnen Proben lassen sich so
vergleichende quantitative Aussagen liber die Ausgangsmenge an Ziel-DNA machen. Parallel dazu
werden in jedem PCR-Lauf Proben mit bekannter RNA-Menge bzw. -Verdiinnung zwecks Generierung
einer Standardkurve amplifiziert. Auf Basis dieser Bezugswerte ist es moglich, anhand eines
bestimmten Cr-Werts auf die entsprechende Templatekonzentration zu schlieBen. Zur relativen
Quantifizierung wurde das konstant exprimierte, nicht regulierte Referenzgen (S12) mitgemessen.
Die verschiedenen mRNA-Expressionslevel der in Tabelle 8 aufgefiihrten Zielgene wurden in dieser
Arbeit mittels gRT-PCR im LightCycler® LC-96 von der Firma Roche analysiert. Daflir wurden 20 pl-
Reaktionsansatze bestehend aus 5 pl verdiinnter cDNA und 15 pl Mastermix (entweder mit FastStart
Essential Probes Master oder FastStart Essential Green Master (BNP, S12) und einer finalen
Primerkonzentration von 1 uM), auf 96 well-Platten (LightCycler® 480 Multiwell Plates 96, Roche
Diagnostics, Mannheim) aufgetragen. Die Reaktionsansatze fir die Standardkurve, die Proben und die
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Negativkontrollen wurden jeweils als Doppelbestimmung angesetzt. Die mit der Geratesoftware
erhobenen Daten wurden mit Microsoft® Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

ausgewertet.

Die entsprechenden Verdinnungen der eingesetzten cDNA pro PCR-Lauf, der zu analysierenden

Targets, sowie die dazugehorigen Fluoreszenzfarbstoffe bzw. Sonden sind in Tabelle 8 beschrieben.

Tabelle 8 Ubersicht der verwendeten Zielgene zur cDNA Amplifizierung

Target | Primersequenz 5‘ - 3' Primersequenz 5‘ - 3' Sonde | cDNA | Farbstoff
forward reverse Verd.

BNP AAG CTG CTG GAG CTG GTT ACA GCC AAA CGA - 1:50 | SYBR
ATA AGA CTG AC Green |

CNP AG CGG TCT GGG ATGTTA | CGT TGG AGG TGT TTC 75 1:1,67 | FAM
GTG CAG AT

Collal | CAT GTT CAG CTT TGT GGA | GCA GCT GACTTC AGG 15 1:10 | FAM
ccT GAT GT

CTGF | CCA CCC GAGTTA CCA ATG | TAG GTG TCC GGA TGC 85 1:40 | FAM
AC ACTTT

Cxcll AGA AGG GTG TTG TGC ACT GACATT CTTTTC AAG 75 1.5 FAM
GAA AA ACA TAC AAA

IL-6 TGA TGG ATG CTA CCA TTC ATG TAC TCC AGG TAG 6 1:5 | FAM
AACTGG CTATGG

NOX4 | TGG GCCTAG GAT TGT CTG CTA GGG ACCTTCTGT - 1.5 SYBR
GTTTA GA Green |

S12 GAA GCT GCC AAG GCC AAC TGC AAC CAA CCA CCT - 1:50 | SYBR
TTA GA TC Green |

Die verwendeten Sonden und Farbstoffe mit den jeweils dazugehdrigen Komponenten pro PCR-Ansatz

wurden im Folgenden: Tabelle 9 bis Tabelle 11 angegeben eingesetzt.

Tabelle 9 gRT-PCR Ansatz mit UPL Sonden fiir Collal

Komponente Konzentration pro Ansatz Volumen pro Ansatz [pl]
(verdiinnte) cDNA 5

Sonde 0,2 uM 0,4

Primer forward (100 uM) 1uM 0,2

Primer reverse (100 uM) 1uM 0,2

FastStart Essential DNA 1 x konzentriert 10

Probes Master, 2 x

H,0, PCR-grade 4,2
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Tabelle 10 gRT-PCR Ansatz mit RealTime Ready Assay fir CTGF, Cxcl1, IL-6

Komponente Konzentration pro Ansatz Volumen pro Ansatz [pl]
(verdliinnte) cDNA 5

Realtime Ready Assay, 20 x 1 x konzentriert 1

FastStart Essential DNA 1 x konzentriert 10

Probes Master, 2 x

H,0, PCR-grade 4

Tabelle 11 gRT-PCR Ansatz mit SYBR Green | fir BNP, NOX4 und S12

Komponente Konzentration pro Ansatz Volumen pro Ansatz [ul]
(verdliinnte) cDNA 5

Primer forward (100 uM) 1uM 0,2

Primer reverse (100 uM) 1uM 0,2

FastStart Essential DNA 1 x konzentriert 10

Green Master, 2 x

H,0, PCR-grade 4,6

Die jeweiligen PCR Bedingungen fir die qRT-PCRs mit oder ohne Sonden werden in der folgenden

Tabelle 12 beziehungsweise Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 12 PCR Bedingungen fiir gRT-PCRs mit Sonden (FAM)

Programmschritt Temperatur [ °C] Dauer Zyklen
Pra-Inkubation 95 10 min 1
Denaturierung 95 10 sec
Annealing 60 30 sec 55
Elongation 72 1sec
Kihlung 40 30 sec 1
Cool Down 4 oo
Tabelle 13 PCR Bedingungen fir qRT-PCRs ohne Sonde (SYBR Green 1)
Programmschritt Temperatur [ °C] Dauer Zyklen
Pra-Inkubation 95 10 min 1
Denaturierung 95 10 sec
Annealing 60 10 sec 55
Elongation 72 10 sec
95 10 sec
Schmelzkurve 65 1 min 1
97 1sec
Kihlung 40 30 sec 1
Cool Down 4 oo
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2.6 Experimentelles Modell der hypertensiven Herzerkrankung

2.6.1 Modell der transversalen Aortenkonstriktion an der Maus

Die nachfolgenden beschriebenen Tierversuche wurden von der Regierung von Unterfranken
genehmigt (Aktenzeichen: 55.2 2432-2-135). Fir die Untersuchung der Wirkung von synthetischem
CNP auf eine durch transverse Aortenkonstriktion (TAC)-induzierte Herzhypertrophie und -fibrose,
wurden circa 8 Wochen alte mannliche Versuchstiere mit einem C57BI/6 Hintergrund der Firma
Charles River verwendet. Das Model der TAC wurde auch an dem hier generierten genetischen
Mausmodell verwendet. Unter Isofluran-Narkose wurde eine Ligation der Aorta ascendens
vorgenommen, um so die Druck-Nachlast auf den linken Ventrikel zu erhéhen. Zur Untersuchung eines
moglichen protektiven Effekts von CNP, wurde den Mausen direkt nach erfolgter OP synthetisches
CNP (50 ng/kg/min) fir 14 Tage mittels osmotischer Minipumpen appliziert (Modell 1002, Fa. ALZET,
Charles River). Die Pumpen wurden von Frau Katharina Volker (technische Assistentin, AG Kuhn,
Institut fir Physiologie I, Universitat Wirzburg) implantiert. Den Kontrolltieren wurde analog der

Thorax eroffnet und ohne Anlegen einer Ligation wieder geschlossen, sowie NaCl verabreicht.

2.6.2 Implantation osmotischer Minipumpen

Fir die korrekte Implantation der Pumpen, wurde diese mit der entsprechenden Menge an CNP (0,5
mg) in 1,26 ml physiologischer Kochsalzlsung (90 mg NaCl in 10 ml destillierten Wasser) unter der
Sterilbank befiillt. Da die Berechnung der CNP-Menge vom Abgabevolumen der Pumpe und vom
Korpergewicht der Mause abhangig war, wurden die Tiere vorher gewogen. Der verwendete
Pumpentyp hatte ein Flllvolumen von 100 ul und eine kontinuierliche Abgaberate von 0,2 pl pro
Stunde. Fir die chirurgische Implantation der Minipumpen wurde das Versuchstier tiber eine
Inhalationsnarkose mit 2 %igen Isofluran in einer Isoflurananlage (ViP3000 Isoflurane, Matrix - Provet,
Schweiz) betdubt. Anschliefend wurde das Tier mit dem Bauch nach unten auf einer Warmeplatte (37
°C) fixiert. Der zu operierende Bereich am seitlichen Riicken wurde rasiert, desinfiziert und mit einem
sterilen Skalpell durch einen kleinen Schnitt er6ffnet. Danach wurde mit einer sterilen Schere eine
subkutane Tasche prapariert. In diese Tasche wurde die praparierte Minipumpe geschoben und der
Hautschnitt mit einem Faden (Prolene 7-0 Ethicon, Norderstedt) wieder geschlossen. Die Nahtstelle
wurde mit Bepanthen® - Creme versorgt und das Tier anschlieBend zur besseren Beobachtung in einen

Einzelkafig gesetzt. Die Wundheilung und der Sitz der Pumpe wurden mehrmals taglich kontrolliert.
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2.6.3 Durchfiihrung der transversen Aortenkonstriktion (TAC)

Die operative transverse Aortenkonstriktion wurde dankenswerterweise von Herrn Marco AbeRer
(technischer Assistent, AG Schuh, Institut fiir Physiologie I, Universitat Wirzburg) an 8 Wochen alten,
19 — 25 g schweren Versuchstieren, wie in (Frantz 2013) beschrieben, durchgefiihrt.

Daflir wurden die Versuchstiere mittels Isofluran-Inhalationsnarkose anasthesiert. Nach Fixierung der
Maus in Rickenlage auf einer Warmeplatte (37 °C) wurde der Thorax rasiert. Eine Endotrachealkaniile
wurde unter laryngoskopischer Kontrolle eingefiihrt und an ein volumenkontrolliertes
Beatmungsgerat (Atemzugvolumen 0,250 — 0,300 ml, Frequenz 120/min, Harvard Apparatus)
angeschlossen. Das weitere Vorgehen erfolgte unter einem Operationsmikroskop (Olympus, Wetzlar).
Nach einem Hautschnitt tiber dem zweiten Interkostalraum links wurde der Aortenbogen und die
aortalen GefalRabgange freigelegt. Die Konstriktion der Aorta erfolgte zwischen den beiden Carotiden,
Carotis dextra und Carotis sinistra. Hierflir wurde eine 26 G Nadel (Durchmesser 0,45 mm) auf der
Aorta platziert und eine Ligatur um die Nadel sowie das darunter liegende Gefald mittels 6.0 Prolene
Seidenfaden gesetzt. Danach wurde die Nadel entfernt (Rockman et al. 1991). Der Durchmesser der
stenosierten Aorta bei allen operierten Tieren entsprach somit in etwa dem Durchmesser der Nadel.
Nach erfolgter Aortenkonstriktion wurde der Thorax wieder verschlossen. Kurz vor Beendigung der
Narkose wurde den Tieren das Analgetikum Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®) in einer
Konzentration von 0,1 mg/kg Korpergewicht (KGW) subkutan verabreicht. Nach Einsetzen der
Spontanatmung wurde die Trachealkanile entfernt und die Mause zur besseren Beobachtung in einen
Einzelkafig gesetzt und bis zum vollstandigen Abklingen der Narkose tGberwacht. Zur Analgesie wurde

taglich Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®) Gber weitere 3 Tage post-operativ appliziert.
Drei bzw. 14-Tage nach TAC wurden die Tiere narkotisiert (2 % Isofluran) und die Parameter der

kontraktilen Herzfunktion mittels eines linksventrikuldren Druck/Volumen-Katheters erfasst. Diese

Untersuchungen wurden ebenfalls von Herrn Marco AbelRRer durchgefiihrt.
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2.7 Etablierung und Haltung eines neuen genetischen Mausmodells mit Kardiomyozyten-
spezifischer Deletion des GC-B-Rezeptors (CM GC-B KO)
2.7.1 Generierung des CM GC-B KO Mausmodells

Zur Charakterisierung der Rolle des endogenen kardialen Hormones CNP und dessen Signalwege in
Kardiomyozyten wurde im Rahmen dieser Dissertationsarbeit ein neues genetisches Mausmodell
mittels des Cre/loxP-Rekombinations-Systems generiert. In der Arbeitsgruppe (AG) von Dr. Boris
Skryabin (Institut fiir Experimentelle Pathologie der Universitat Minster) wurden in Zusammenarbeit
mit AG Kuhn Mause generiert, in denen das Exon 7 im Gen fiir GC-B (Npr2) gefloxt ist: GC-Bflox/flox
(Spiranec 2018). Daflir wurden Jox-P DNA-Sequenzen, bestehend aus 34 Basenpaaren, in das murine
Gen fiir GC-B im Exon 7 mittels homologer Rekombination inseriert. Flir meine nachfolgenden
Untersuchungen habe ich diese Tiere (GC-B1*¥/f°X) mit heterozygoten aMHC-Cre Weibchen verpaart.
Die transgenen aMHC-Cre Mause, bereitgestellt vom Zentrum fiir experimentelle molekulare Medizin
des Universitatsklinikums Wirzburg (AG Prof. Dr. Stefan Frantz), exprimieren unter Kontrolle des
aMHC-Promotors die aktive Cre-Rekombinase ausschlieRlich in Kardiomyozyten (Frantz 2013). Das
aktive Enzym Cre-Rekombinase erkennt und bindet die /ox-P sites und schneidet die von diesen
flankierte DNA-Sequenz heraus (Exzision). Dieser Verlust von Exon 7 sollte zur Deletion des GC-B Gens
in Kardiomyozyten flihren. Die GC-B Translation/Transkription in allen anderen Zellen soll erhalten
bleiben. Wie im Ergebnisteil geschildert, zeigten meine Versuche, dass mit dieser Strategie Mause mit

einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des GC-B Rezeptors (CM GC-B KO) generiert wurden.

2.7.2 Genotypisierung des CM GC-B KO Mausmodells

Zum Nachweis von transgenem aMHC-Cre und GC-B"¥fox wurden den Mausen im Alter von 3 Wochen
die Schwanzspitzen amputiert (ca. 5 mm Lange) und mit je 500 pl Verdau-Puffer (100 mM Trizma®
base, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,2 % (w/v) SDS in RNase-freiem Wasser) und 5 pul Proteinase K (20
mg/ml, Sigma-Aldrich) fur 3 - 4 Stunden bei 55 °C verdaut. Nach anschlieRender Zugabe von 500 pl
Phenol-Chloroform Gemisch (im Verhaltnis 1:1) wurden die Proben gevortext und zentrifugiert
(13.000 g fuir 10 min, RT). Die entstandene obere Phase wurde abgenommen und die darin befindliche
genomische DNA mit 500 pl Isopropanol geféllt. Nach erneuter Zentrifugation (13.000 g fir 10 min,
RT) wurde der Uberstand verworfen und die pelletierte DNA iiber Nacht (16 h) in gedffneten
Eppendorf-Cups unter dem Abzug getrocknet. Am nachsten Tag wurde das getrocknete Pellet in 50 —
100 pl TE-Puffer (10 nM Trizma® base, 200 mM EDTA in RNase-freiem Wasser) resuspendiert und die

DNA-Konzentration am SimpliNano-Spektralphotometer bei 260 nm bestimmt.
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Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnen definierte DNA-Sequenzen amplifiziert werden.
Die spezifischen Primer zur Bestimmung der aMHC-Cre- bzw. GC-B"*/f**.Genotypen wurden zur

Amplifizierung pro Ansatz in einer Konzentration von jeweils 30 UM eingesetzt.

Tabelle 14 Auflistung der verwendeten Primer fir die PCR-Ansétze

PCR Primerpaare Primersequenz 5° - 3‘ Produkt-GroBe [bp]

aMHC-Cre Cre 800 GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG Cre-Bande (400)
Cre 1200 GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC

GC-Bflox/flox | GC-B d1 GGACGACCCATCCTGTGATA Flox-Bande (660)
GC-Br3 GTTACAAACAAAAGCAAGATAAATACC KO-Bande (159)

Die Primer-Paare wurden zusammen mit dem PCR RedMastermix (2 x) (Genaxxon Bioscience GmbH),
welcher Tag DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, und Reaktionspuffer enthalt, in einem Volumen von 20 pl
angesetzt und gemischt. Fiir jede PCR wurden 200 ng genomische DNA im Thermocycler (T1

Thermocycler, Biometra) nach dem in Tabelle 15 aufgefiihrten Programm prozessiert.

Tabelle 15 Zusammensetzung des RedMastermix (2 x)

Bestandteil Konzentration
Taq DNA Polymerase 2U
dNTPs 20 nM
MgCl, 4 mM
Reaktionspuffer

Tabelle 16 Genotypisierungsprogramm fir aMHC-Cre-PCR

Programmschritt Temperatur [ °C] Dauer [sec] Zyklen
initiale Denaturierung 94 120 1
Denaturierung 94 30

Primer-Anlagerung 63 30 35
Elongation 72 60

finale Elongation 72 180 1
Kihlung 4 oo
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Tabelle 17 Genotypisierungsprogramm fiir Flox-PCR

Programmschritt Temperatur [ °C] Dauer [sec] Zyklen
initiale Denaturierung 94 120 1
Denaturierung 94 30
Primer-Anlagerung 58 30 35
Elongation 72 60
finale Elongation 72 180 1
Kihlung 4 oo

Die erhaltenen PCR-Produkte, sowie Positiv- und Negativkontrollen wurden anschlieBend durch
Elektrophorese in einem 1,5 %igen DNA-Agarosegel (w/v in 1 x TAE-Puffer) analysiert.

Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 Volt fiir 55 Minuten in 1 x TAE-Puffer. Als
GroRenstandard wurde der 100 bp DNA-Ladder von Thermo Fisher (Ldngenbestimmung zwischen 100
— 1000 bp) eingesetzt. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurde Nancy-520 in einer Konzentration
von 0,005 % (5 plin 100 ml 1 x TAE-Puffer) eingesetzt. Dieser doppelstrangige DNA-bindende
Fluoreszenzfarbstoff absorbiert UV-Licht und emittiert anschlieRend im sichtbaren Bereich (560 nm).
Zur Analyse und Dokumentation der Banden diente das Gel Logic 100 Imaging System von Kodak.
Dafiir wurden die Agarosegele auf dem UV-Transilluminator von unten mit UV-Licht bestrahlt und ein

Bild mit einer Kamera aufgenommen.

2.7.3 \Versuchstierhaltung

Die Mause wurden in Makrolon Typ Il Kafigen im Physiologischen Institut | der Universitat Wiirzburg
entsprechend den tierschutzrechtlichen Bestimmungen gehalten. Dies wurde unter anderem durch
eine konstante Temperatur von 22 °C — 26 °C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden, wobei
die Lichtphase von 6.00 — 18.00 Uhr andauerte, gewahrleistet. Die Versuche wurden mit weiblichen
und mannlichen adulten Mausen im Alter von 8 Wochen durchgefiihrt, wobei als Kontrolltiere, wenn
moglich, Geschwistertiere verwendet wurden. Die Versuchstiere erhielten Futter und Wasser ad
libitum. Als Einstreu fiir die Kafige wurden Holzspane (Altromin) benutzt. Zur Zucht von CM GC-B KO
Tieren wurden zwei heterozygot gefloxte Weibchen mit aktiver Cre-Rekombinase im gebarfahigen
Alter mit einem homozygoten flox/flox GC-B Mannchen verpaart. Die Nachkommen wurden im Alter
von 21 Tagen von der Mutter abgesetzt und nach Geschlechtern getrennt. Dabei wurden die Tiere
entsprechend am Ohr markiert, sowie Biopsien von Schwanzspitzen enthommen und diese anhand

spezifischer PCR-Analyse genotypisiert.
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2.8 Isolierung und Kultivierung von murinen Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten

2.8.1 Isolierung von murinen Kardiomyozyten mittels Langendorff-Perfusion

Die Isolation adulter muriner Kardiomyozyten wurde nach dem AfCS Protokoll PPO0000125 ,,Isolation
of Adult Mouse Cardiac Myocytes from 1 Heart” (Tim O'Connell 2002) durchgefihrt. Fir die Versuche
wurden 23 — 27 g schwere und 4 - 8 Monate alte Mause durch intraperitoneale Gabe von Urethan (3,3
mg/g Korpergewicht, Urethan, Sigma Aldrich, gel6st in 0,9 % physiologischer Kochsalzlésung) tief
narkotisiert. Anschlieend wurde das Herz entnommen, die Aorta auf eine Perfusionskaniile gezogen
und manuell mit Kalzium-freier Perfusionslésung durchspiilt. Die Perfusionskaniile mit dem Herz
wurde dann in einer Langendorff-Apparatur fixiert und erneut fiir 5 min bei 38 °C perfundiert. Nach
anschlieRendem 8-miniitigem Durchspiilen mit Liberase-Verdaulésung (50 mg Liberase DH, Roche)
verfarbte sich das Herzgewebe leicht milchig. Danach wurde das Herz von der Perfusionskanile
genommen, die Vorhofe abgetrennt und die Ventrikel in 2,5 ml Liberase-Verdaul6sung gegeben. Mit
einer Schere wurden beide Ventrikel zusammen in kleine Stiicke zerschnitten und fir 30 sec mit einer
1 ml Tuberkulinspritze dispergiert. Danach wurde der Verdau durch Zugabe von 2,5 ml Stop I-L6sung
gestoppt und die Gewebefragmente fiir weitere 3 min dispergiert und anschlieBend durch Nylongaze
in ein 50 ml Falcon Tube filtriert. Das Filtrat wurde in ein neues 15 ml Falcon Tube uberfiihrt und die
Zellen 10 min sedimentiert. Der Uberstand mit allen anderen Herzzellen (u.a. Fibroblasten) wurde mit
einer 1 ml Pipette abgenommen und in ein neues 15 ml Falcon Uberfiihrt. Das verbleibende Zellpellet
mit der Kardiomyozyten-Fraktion wurde in 10 ml Stop II-Losung aufgenommen und zur
Rekalzifizierung in eine Petrischale tberfiihrt. Diese wurde stufenweise durchgefiihrt, wobei die
finalen Kalziumkonzentrationen der einzelnen Rekalzifizierungsschritte 50, 100, 200, 500 und 1000 uM
betrugen. Zwischen den einzelnen CaCl,-Zugaben (100 mM) konnten sich die Zellen fiir jeweils 4 min
adaptieren. Die Kalziumkonzentrationen wurden schrittweise in verschiedenen Konzentrationen
erhoht und zu den Zellen gegeben, um allmahlich zu einen normalen zytosolischen Kalziumspiegel
zuriickzukehren, ohne dass das Kalzium im Zytosol (iberladen und depolarisiert wird (Louch et al.

2011).
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Benotigte Puffer fir die Isolierung von murinen Kardiomyozyten und Fibroblasten:

Tabelle 18 Zusammensetzung der Stock-Perfusionslosung 1 x in 1 | Bidest.

Komponente Menge finale Konzentration [mM]
NaCl 6,68 113
KCl 0,35¢g 4,7
KH2PO4 0,082 g 0,6
Na,;HPO, 0,085¢g 0,6
MgS0, 03g 1,2
NaHCOs; 1,01g 12
KHCO; 1,01g 10
HEPES (1M) 10 ml 10
Taurin 3,758 30

Tabelle 19 Zusammensetzung der Kalzium-freien Perfusionslésung (200 ml)

Komponente Stamml6sung Menge finale Konzentration
Stock-Perfusionslosung 1 x 1x 196 ml 0,98 x
2,3 — Butanedione monoxime 500 mM 4 ml 10 mM
Glucose 180,2 g/mol 200 mg 5,5 mM

Tabelle 20 Zusammensetzung der Liberase-Verdaulésung-30 ml (in Kalzium-freier Perfusionslésung)

Komponente Menge finale Konzentration
Liberase 750 ul 0,25 mg/ml
Trypsin 420 pl 0,14 mg/ml
CaCl,, 100 mM 3,75 ul 12,5 uM
Kalzium-freie Perfusionslosung 28,8 ml 0,96 x

Tabelle 21 Zusammensetzung der Stop I-Losung-10 ml (in Kalzium-freier Perfusionsldsung)

Komponente Menge finale Konzentration
Bovines Kalberserum (BCS) 1mil 10 % (v/v)
CaCl,, 100 mM 1,25 pul 12,5 uM
Kalzium-freie Perfusionslésung 9ml 0,9 x

Tabelle 22 Zusammensetzung der Stop II-Lésung-30 ml (in Kalzium-freier Perfusionslésung)

Komponente Menge finale Konzentration
Bovines Kalberserum (BCS) 1,5 ml 5% (v/v)
CaCl,, 100 mM 3,75 ul 12,5 uM
Kalzium-freie Perfusionslosung 28,5 ml 0,96 x
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2.8.2 Kultivierung von murinen kardialen Fibroblasten

Der in 2.8.1 gewonnene Zelliiberstand (mit ,nicht-Myozyten“) wurde zentrifugiert (100 g, 5 min, 4 °C),
der Uberstand in ein neues 15 ml Falcon tberfiihrt und erneut zentrifugiert (500 g, 10 min, 4 °C), das
entstandene Zellpellet mit den Fibroblasten in 5,5 ml Fibroblastenmedium (FBM complete-Medium,
Lonza) resuspendiert und auf 10 Wells einer 24-Well Platte a 500 ul verteilt. Nach maximal 3 Stunden
wurde das FBM complete-Medium mit den darin enthaltenen Endothelzellen, Perizyten und
Erythrozyten abgenommen, die verbliebenen adharenten Fibroblasten dreimal mit DMEM F12-
Medium gewaschen und dann 1 ml frisches FBM complete-Medium zugegeben. In diesem Medium
wurden die Fibroblasten bis zur 80 %igen Konfluenz (nach 4 — 6 Tagen) kultiviert und danach fiir den

cGMP RIA (siehe 2.9.2) inkubiert.

2.9 Versuche zu den Effekten von CNP auf den intrazelluliren cGMP-Gehalt von
Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten
2.9.1 Inkubation der kultivierten Kardiomyozyten fiir Untersuchungen des CNP/cGMP-

Signalwegs

Nach der in 2.8.1 beschriebenen Isolierung der Kardiomyozyten wurden diese fiir 20 min bei RT in
Ruhe sedimentiert. Es bildete sich ein lockeres Pellet aus intakten stabformigen Kardiomyozyten.
Dieses Pellet wurde in 10 ml Tyrode-L6sung aufgenommen, resuspendiert und anschlieBend nochmals
fiir 20 min zur Sedimentierung gebracht. Danach wurde der Uberstand abgenommen, die
Kardiomyozyten in 1 ml einer 0,5 mM IBMX (Sigma-Aldrich)-haltigen Tyrode-Losung aufgenommen, in
1,5 ml Eppendorf-Cups a 200 ul verteilt und flir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe
des unspezifischen Phosphodiesterease (PDE)-Inhibitor 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) wird der
Abbau von cGMP gehemmt. AnschlieRend erfolgte eine Stimulation der Zellen mit 10, 100 oder 1000
nM CNP oder 100 nM ANP tber 10 min bei RT. Direkt danach wurde das Inkubationsmedium
abgenommen und die Stimulation durch die Zugabe von 450 pl eiskaltem 100 %igem Ethanol gestoppt
und die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen bei RT wurden die
Myozytenextrakte fiir 15 min bei 20.000 g und 4 °C ab-zentrifugiert. AnschlieBend wurden 650 pl
Uberstand abgenommen und in einer Speedvac fiir 3 — 4 Stunden lyophilisiert. Das so getrocknete
Extrakt wurde in 200 pl eines 50 mM Natriumacetat Puffers (pH-Wert 6,0) resuspendiert und fiir den
anschlieRenden cGMP-Radioimmunoassay bei -20 °C gelagert.

Das nach der 20.000 g Zentrifugation verbleibende Pellet wurde ebenfalls getrocknet (15 min bei 37
°C) in 60 pl Lysis-Puffer (10 mM NaHCOs, 20 % SDS) geldst und bis zur Bestimmung der

Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (siehe 2.4.2.) bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 23 Zusammensetzung Tyrode-Lésung in 1 | Bidest. (pH Wert 7,3)

Komponente | Tyrode 1 x, Menge [g] | Tyrode 5 x, Menge [g] | finale Konzentrtation [mM]
NaCl 8,18 40,9 140

KCl 0,43 2,16 5,8

KH,PO4 0,068 0,34 0,5

Na,HPO4 0,072 0,36 0,4

MgS0O4 0,22 1,1 0,9

Glucose 0,2 1,0 11,1

HEPES 2,38 11,9 10

2.9.2 Inkubation der kultivierten kardialen Fibroblasten fiir Untersuchungen des

CNP/cGMP-Signalwegs

Die kultivierten kardialen Fibroblasten wurden zunachst 3 Stunden in FBM-Medium (Lonza) ohne
Serum aquilibriert. Danach wurde das Medium abgesaugt und pro Well 300 ul serumfreies FBM-
Medium mit 0,5 mM IBMX zugegeben. Nach einer 15-miniitigen Adaption im Inkubator bei 37 °C
wurden die Fibroblasten mit 10, 100 oder 1000 nM CNP oder 100 nM ANP fiir 10 min bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde anschliefend gestoppt indem das Medium abgenommen und 300 pl
eiskalter 70 %iger Ethanol zugegeben wurde. AnschlieBend wurden die 24-Well Zellkulturplatten mit
den Fibroblasten (iber Nacht bei -80 °C gelagert und am nachsten Tag der Ethanol im Wasserbad bei
56 °C fiir circa 1 Stunde abgedampft. Die getrockneten Fibroblastenextrakte wurden anschlieRend in
300 pl Natriumacetat Puffer aufgenommen und fiir den folgenden cGMP-Radioimmunoassay bei -20

°C gelagert.

2.9.3 Radioimmunoassay (RIA) zur quantitativen Bestimmung des intrazellulairen cGMP-

Gehalts

Bei diesem kompetitiven Assay konkurrieren natirliche Antigene (cGMP aus der Probe) mit einer
bestimmten Menge %|-markierter Antigene (Tracer) um einen im Unterschuss vorliegenden
Antikorper, der spezifisch gegen das nachzuweisende Antigen (hier: cGMP) gerichtet ist (Thomas
1998). Nach der Probenfillung und dem Absaugen des Uberstandes kann somit die im Prazipitat
befindliche Tracermenge durch Messung der Radioaktivitat bestimmt werden und mittels Anwendung
einer Standardkurve der cGMP-Gehalt einer unbekannten Probe ermittelt werden. Dafiir wurden 150
ul der zu untersuchenden Probe, sowie entsprechende Standardlsungen (S1 bis S9) mit je 5 pl eines
Gemisches aus Triethylamin und Essigsdureanhydrid (T:E = 2:1) acetyliert, um die Affinitat des
Antikorpers fir cGMP zu erhéhen. Unmittelbar nach Zugabe des T/E-Gemisches wurde die Probe
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gemischt und 50 pl in Polypropylenréhrchen Gberfihrt. Zu jeder Probe wurden nun 100 pl des in 0,15
%igen y-Globulin verdiinnten cGMP-Antikorpers (final 1:2500) pipettiert. Alle weiteren Arbeitsschritte
erfolgten im Radioaktivlabor des Physiologischen Institut I.

Hier wurden 50 pl des in Natriumacetatpuffer (50 mM, pH 6) verdiinnten Tracers (}**lod-cGMP)
hinzugefiigt, der Ansatz gemischt und bei 4 °C fiir 16 Stunden inkubiert. Zur Trennung des freien |-
cGMP von Antikérper-gebundenem 2°I-cGMP wurde 0,8 %iges y-Globulin und 15 %iges
Polyethylenglycol (PEG 6000) in 10 mM Tris HCI (pH 7,4) zugegeben und fir 15 min bei 4 °C inkubiert.
Nach der Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 15 min bei 4 °C wurde der Uberstand mittels einer
Wasserstrahlpumpe abgenommen und das Sediment (= Antigen-Antikorper Komplexe) im y-Counter

gemessen und in counts per minute (cpm) angegeben. Anhand der Standardkurve konnte nun der

cGMP-Gehalt der Proben ermittelt und auf den Proteingehalt der Proben bezogen werden.

2.10 Versuche zu den Effekten von CNP auf die Phosphorylierung von Phospholamban und

Titin in kultivierten murinen Kardiomyozyten

Die Effekte von CNP auf die Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) und Titin wurde in isolierten
kultivierten Kardiomyozyten untersucht. Daflir wurden die Kardiomyozyten, wie in Abschnitt 2.8.1
beschrieben, isoliert und kultiviert. Nach einem 4-stiindigen Adaptieren der Kardiomyozyten in
Laminin-beschichteten 3,5 cm Zellkulturschalen im Inkubator bei 37 °C wurden diese nach dem unten
beschriebenen Pipettierschema mit CNP und Isoproterenol (ISO) fir 15 Minuten inkubiert. ISO ist ein
synthetischer 3-Adrenorezeptor Agonist und wird hier als Positivkontrolle in einer finalen
Konzentration von 10 nM verwendet. Die Stimulation des B-adrenergen Rezeptors fihrt zur Bildung
von zyklischem AMP (cAMP) und damit zur Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Proteinkinase A,
welche Phospholamban an Serin16 phosphoryliert. CNP katalysiert nach Bindung an dessen
Guanylylcyclase-B Rezeptor (GC-B) die Synthese von cGMP. cGMP als zweiter Signaltrager aktiviert
unter anderem die cGMP-abhangige Proteinkinase | (PKG 1), welche ebenso Phospholamban an

Serinl6 phosphoryliert.

Tabelle 24 Inkubationsschema fiir Kardiomyozyten bei 37 °C

Behandlung Konzentration [nM] Inkubationsdauer [min]
Vehicle - 15
CNP 10 15
CNP 100 15
CNP 1000 15
ISO 10 15
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Im Anschluss wurde das Medium mit den Stimuli abgenommen und die Zellen zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen. Die Lyse der Kardiomyozyten erfolgte in 80 ul Puffer (10 mM NaHCOs, 20 % SDS)
unter Zugabe von Protease- und Phosphatase Inhibitoren. Die lysierten Zellen wurden mit einem
Zellschaber vom Boden der Petrischale gel6st, in ein Eppendorf-Cup tberfihrt, abzentrifugiert (13.000
g, 3 min, RT) und der Uberstand anschlieRend aliquotiert. Die nachfolgende Bestimmung der
Proteinkonzentration diente einer kontinuierlichen Beladung der Geltaschen eines 15 %igen Trenngels
fiir die Detektion der Phosphorylierung von Phospholamban. Die Lysate wurden dafiir entsprechend in
3 x Lammli denaturiert, wobei jeder Ansatz eine Konzentration von 30 pg/ul Protein aufwies. Das

weitere Vorgehen erfolgte wie unter Abschnitt 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben.

Die Untersuchung der Effekte von CNP auf die Phosphorylierung von Titin wurde dankenswerterweise
von Frau Prof. Dr. Nazha Hamdani am Institut flir Physiologie der Ruhr-Universitadt in Bochum
durchgefihrt. Daflir wurde das Peptid-haltige Medium der Kardiomyozyten nach der Stimulation
abgenommen und die Zellen wurden 1 x mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschliefend wurden je 200 pl
PBS auf die Kardiomyozyten gegeben und vom Boden der Zellkulturschale mit einem Zellschaber
abgeldst. Danach zentrifugiert (13.000 g, 4 °C, 10 min), der Uberstand abgesaugt und das entstandene
Pellet in flissigem Stickstoff schockgefroren und auf Trockeneis nach Bochum zur Analyse geschickt.
Flr die Titin Western Blots wurden die Proteine durch Elektrophorese (17 Stunden, 1,8 %igen
Agarosegel) aufgetrennt und danach auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Dies
erfolgte in der Arbeitsgruppe von Nazha Hamdani. Aufgrund der GréRe von Titin (3200 kDa) ist ein
Blotting auf eine Nitrozellulose Membran nicht moglich. Nach dem Blotting wurde die Membran mit
Commassie Blau (brilliant blue R-250) gefarbt und fotografiert. Nach anschlieRender Entfarbung mit
einem Essigsaure/Methanol Gemisch (25 % (v/v) Essigsdure, 50 % (v/v) Methanol) wurde die PVDF
Membran mit einem spezifischen Antikorper gegen Serin-4080-phosphoryliertes Titin inkubiert. Diese
Aminosaure wird spezifisch durch PKG | phosphoryliert. Zur Quantifizierung wurden die
immunreaktiven Banden (Dichte und GroRe) auf die Werte der Banden der Commassie Farbung

normalisiert (Hamdani 2013).

2.11 Datenanalyse und Statistik

Fiir die statistische Auswertung aller Daten wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel
2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet. Die Erstellung der Grafiken erfolgte
ebenfalls mittels Microsoft® Excel 2013. Dabei wurden die Mittelwerte (MW), Standardabweichungen
(SD) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) abgebildet. Zur statistischen Auswertung maoglicher

Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde ein t-Tests verwendet (zweiseitige Verteilung, ungleiche
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Varianz). Zum Vergleich von mehreren Mittelwerten wurden Varianzanalysen mittels 2-way ANOVA
und multiple comparison Bonferroni test durchgefiihrt. Daflir wurde das GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, Inc) Programm benutzt. Fiir alle Ergebnisse wurde ein p-Wert kleiner 5 %

(p<0,05) als statistisch signifikant betrachtet.

-42 -



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Um die Bedeutung von CNP bei hypertensiver Herzhypertrophie zu untersuchen wurden zwei Studien
durchgefihrt:

3.1 Die erste Studie untersucht die Effekte von exogenem, synthetischem CNP an wildtypischen
C57BI6 Mausen nach transverser Aortenkonstriktion (TAC). Daflir wurde zusatzlich zu der angelegten
Stenose exogenes CNP (50 ng/kg/min) fir 14 Tage tiber osmotische Minipumpen appliziert-in
Anlehnung an (lzumiya 2012). Die Kontrollgruppe (Sham) erhielt unter Narkose eine Thorakotomie-
ohne dass die Aorta eingeengt wurde, und eine mit physiologischer Kochsalzlosung (0,9 %) gefiillte
osmotische Minipumpe.

3.2 und 3.3 Um der Bedeutung des endogenen Hormons nachzugehen, wurden Mause mit einer

Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des CNP Rezeptors GC-B generiert und daran die Auswirkungen

einer TAC untersucht.

3.1 Effekte von synthetischem CNP bei experimentell induzierter hypertensiver
Herzinsuffizienz

3.1.1 Effekte von CNP auf den systemischen arteriellen Blutdruck

Hier wurde untersucht, ob die Gabe von exogenem CNP in wildtypischen C57BI6 Mausen zu einer
Veranderung des systolischen- (SBD) oder diastolischen Blutdrucks (DBD) fuhrt. Dafiir wurde der SBD
und DBD mittels Plethysmographie an der Schwanzarterie wacher Mause gemessen. Die zweiwochige
Gabe von CNP (50 ng/kg/min) hatte keinen Einfluss auf den systolischen- oder den diastolischen

Blutdruck (Abb. 9).

;éb 80 - Z g : . %

: % I

Y 40 - % e 20 | % [ Vehikel
0 é 0 A CNP

Abb. 9 Nicht invasive Blutdruckmessungen (A) Zeigt den systolischen- (SBD) und (B) den diastolischen Blutdruck (DBD) in
mmHg. Gemessen wurde der Blutdruck in C57B/6 Mausen, welche 2 Wochen mit CNP (CNP Gruppe) oder mit
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 %,; als Vehikel) via osmotischer Minipumpen behandelt wurden. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit dazugehorigem Standardfehler, wie in 2.11 beschrieben. Vehikel (n=7), CNP (n=7)
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3.1.2 Effekte von CNP auf die durch TAC-induzierte Erhohung der Nachlast des linken

Ventrikels

Die Druckbelastung des linken Ventrikels (also der Aortendruck proximal zu der Stenose) wurde
mittels linksventrikuldrer Katheterisierung (Millar Katheter) in narkotisierten Mausen bestimmt. Durch
die operativ herbeigefiihrte Konstriktion der Aorta transversalis (TAC) stieg die Nachlast des linken
Ventrikels (also der Aortendruck proximal zu der Stenose) signifikant auf 179,4 + 2,3 mmHg zur
Kontrolle (108,6 + 2,7 mmHg) an. Die Mause, die nach TAC mit CNP behandelt wurden, zeigten
ebenfalls einen signifikanten Anstieg des Aortendrucks (173,2 + 4,1 mmHg). Zwischen den beiden TAC-

Kollektiven (TAC und TAC+CNP) war kein Unterschied zu beobachten (Abb. 10).
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Abb. 10 Effekte von CNP auf die Nachlast des linken Ventrikels Mittels invasiver hamodynamischer Messungen wurde die
Nachlast (Aortendruck) in mmHg in Kontrollmausen (Sham), in Mausen nach TAC und in Mdusen, welche nach TAC
zusatzlich mit CNP mittels osmotischer Minipumpen fiir 14 Tage behandelt wurden, bestimmt.

Sham (n=7), TAC (n=7), TAC+CNP (n=7); *p<0.05 (vs Sham)

3.1.3 Effekte von CNP auf die hypertensive Herzhypertrophie

Die bei Nekropsie und Organentnahme gewonnenen Daten zeigten, dass die beiden TAC-Kollektive
(TAC und TAC+CNP) bezlglich der auf das Kérpergewicht (in g) normierten Herzgewichte (in mg) (TAC:
7,1 £0,3 mg/g; TAC+CNP: 6,5 £ 0,2 mg/g) sowie der Kérpergewicht-normierten linksventrikularen
Gewichte (TAC: 5,5 + 0,2 mg/g; TAC+CNP: 5,2 + 0,1 mg/g) im Vergleich zu den Kontrolltieren
(HG/KGW: 4,8 + 0,1 und LVG/KGW: 3,6 * 0,1) signifikant erhoht sind. Beide Kollektive zeigten somit
nach Aortenkonstriktion eine signifikante Zunahme der Gewichte der Herzen sowie der linken

Ventrikel, dies wurde durch die Gabe von CNP nicht signifikant beeinflusst (Abb. 11).

-44 -



Ergebnisse

A 10 - B 3 -

® 8 Il * 6 - : *

?06_ 7 . ) 7/ -

34- % % / ] sham

Iz- % 227 % (i TAC
0 A 0 A [ ] TAc+cne

Abb. 11 Effekte von CNP auf die makroskopische Herzhypertrophie (A) Zeigt ermittelte Herzgewichte (HG) und (B)
linksventrikuldre Gewichte (LVG) normiert auf das jeweilige Kérpergewicht (KGW) in mg/g.
Sham (n=10), TAC (n=10), TAC+CNP (n=10); *p<0.05 (vs Sham)

Wie bereits erwahnt, hatte die Behandlung mit synthetischem CNP (50 ng/kg/min; Gber 14 Tage)
keinen signifikanten Einfluss auf die durch TAC-induzierte makroskopische Herzhypertrophie in C57Bl6
Mausen. Allerdings hatte CNP einen signifikanten Effekt auf zelluldrer (Abb. 12 C) und molekularer
(Abb. 12 D) Ebene. Wie in Abb. 12 gezeigt, fiihrte die TAC zu einem signifikanten Anstieg der
Kardiomyozytenflache im Vergleich zur Kontrollgruppe, also zu einer Hypertrophie der
Kardiomyozyten. Die Gabe von synthetischem CNP konnte die Myozytenfliche von 467,2 + 12,6 um?
(nach TAC) signifikant zu 362,4 + 14,0 um? (TAC+CNP) verringern. Dieser Riickgang der Myozyten-
Hypertrophie wurde durch die Bestimmung der mRNA Expression des Hypertrophiemarkers B-Typ
natriuretisches Peptid (BNP) bestatigt. Die BNP mRNA Expression stieg signifikant nach TAC auf 241,9
+ 20,5 % vs Sham) im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Dies wurde durch CNP-Infusion signifikant

(183,5+ 17,1 % vs Sham) vermindert.
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Sham TAC TAC+CNP
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Abb. 12 Effekte von CNP auf die hypertensive TAC-induzierte Herzhypertrophie (A) Zeigt linksventrikulare
Kardiomyozytenflachen (CSA = cross sectional area) in um2 ermittelt aus histologischen mittels Periodic acid-Schiff
Reaktion (PAS) gefarbten Herzpraparaten. Fir jede Bedingung (Sham, TAC und TAC+CNP) wurden jeweils 50
Kardiomyozyten pro Herzschnitt ausgewertet. (B) Zeigt quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikularen
MRNA Expression von BNP normiert auf das Referenzgen $12. Sham (n=8), TAC (n=14), TAC+CNP (n=14); *p<0.05 (vs
Sham); #p<0.05 (vs TAC)

3.1.4 Effekte von CNP auf die linksventrikuldre interstitielle Fibrose nach TAC

Die Bestimmung des Kollagenfaser-Anteils in Prozent (%) bezogen auf die betrachtete Flache zeigte,
dass nach zweiwdchiger Aortenkonstriktion der Kollagenfaser-Anteil von 0,13 + 0,1 % (Kontrollgruppe)
auf 1,4 £ 0,4 % signifikant anstieg. Die zusatzliche Infusion mit CNP hatte auf den TAC-induzierten
Anstieg des interstitiellen Kollagens keinen signifikanten Einfluss (1,3 £ 0,3 %). Dies wurde auch durch
die Bestimmung der mRNA Expression der Fibrosemarker Kollagen | (Col I) und des connective tissue
growth factors (CTGF) bestatigt. Die mRNA Expression der beiden untersuchten Zielgene stieg
signifikant nach TAC (Col I: 387,7 £ 62,1 % vs Sham und CTGF: 294,6 + 38,0 % vs Sham) im Vergleich zur
Kontrolle an und dies wurde durch exogenes CNP (Col I: 295,1 £ 29,7 % vs Sham und CTGF: 269,7 +

37,5 % vs Sham) nicht beeinflusst.
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Abb. 13 Effekte von CNP auf die TAC-induzierte Fibrose (A) Zeigt den linksventrikuldren interstitiellen Kollagen-Anteil in %
der Gesamtflache ermittelt aus histologischen nach Siriusrot gefarbten Herzpraparaten. Fur jede Bedingung (Sham,
TAC und TAC+CNP) wurden pro Maus 15 Fluoreszenzbilder aufgenommen und mittels digitaler Addition und
Subtraktion die relative Flache des Kollagens bestimmt. In Griin werden die Kardiomyozyten dargestellt und die
interstitiellen Kollagenfasern werden in Rot angezeigt.
Sham (n=10), TAC (n=14), TAC+CNP (n=12).
(B) und (C) Zeigen quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikuldaren mRNA Expression von Col | und CTGF
normiert auf das Referenzgen S12. Sham (n=8), TAC (n=14), TAC+CNP (n=14); *p<0.05 (vs Sham)
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3.1.5 Effekte von CNP auf die linksventrikulare Pumpfunktion

Mittels der linksventrikularen Katheterisierung wie in 3.1.2. bereits beschrieben, wurde auch hier die
Herzmechanik untersucht. Die Ejektionsfraktion (EF) nahm nach TAC auf 35,4 + 7,3 % gegenliber 60,9
3,4 % (Sham) signifikant ab. Die Auswurffraktion oder Ejektionsfraktion ist ein MaR fiir die
Herzfunktion. Da bei einer Kontraktion des Herzmuskels nicht das gesamte Blutvolumen aus der
Kammer ausgestolSen wird, sondern immer ein gewisser Anteil zurickbleibt, kann der Teil des
ausgestoRenen Volumens Rickschliisse auf den Zustand des Herz- und Kreislaufs Systems bieten. Die
EF bezeichnet hier den Anteil des vom Herzen bei einer Kontraktion ausgeworfenen Blutes im
Verhaltnis zum Gesamtblutvolumen in der linken Herzkammer. Die Infusion mit CNP fiihrte zu einer
tendenziellen Verbesserung der Herzfunktion indem die Ejektionsfraktion auf 50,3 £ 7,3 % anstieg
(Abb. 14 A). Zudem entwickelte sich in den Tieren mit TAC eine exzentrische Herzhypertrophie mit
deutlicher VergroBerung des Kammervolumens. Die dilatierten Ventrikel konnten so nicht mehr
vollstandig kontrahieren, und das Restblutvolumen am Ende der Diastole (38,1 + 3,2 ul) bzw. Systole
(30,9 + 4,4 ul) nahm signifikant zur Kontrollgruppe zu. Dieser Effekt wurde durch CNP signifikant
gehemmt. Die Gabe des Peptids bewirkte einen signifikanten Rickgang der end-diastolischen (27,9 +
1,0 pl) und end-systolischen (18,7 + 2,1 ul) Volumina (Abb. 14 B und C), ein Hinweis fiir die Pravention

der Dilatation der linksventrikuldren Kammer.
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Abb. 14 Effekte von CNP auf die linksventrikuldare Pumpfunktion des Herzens (A-C) Zeigen invasive hamodynamische
Messungen der EF in %, des linksventrikuldren end-diastolischen Volumens (Ved) und des linksventrikuldren end-
systolischen Volumens (Ves) in pl. Sham (n=9), TAC (n=6), TAC+CNP (n=6); *p<0.05 (vs Sham), #p<0.05 (vs TAC)

Weitere relevante Parameter der linksventrikuldaren hamodynamischen Messung sind in Tabelle 25
dargestellt. Um die Leistung des Herzens nach einer Druckbelastung besser beurteilen zu kénnen,
wurde die Pumpaktivitat, also das Blutvolumen das pro Minute in den Koérperkreislauf abgegeben wird
(sprich das Herzzeitvolumen), sowie das Schlagvolumen (gibt das Blutvolumen an, welches wahrend
der Systole aus der linken Herzkammer ausgeworfen wird) untersucht. In den 3 angegebenen
Kollektiven (Sham, TAC und TAC+CNP) wurden keine signifikanten Veranderungen des Herzzeit- sowie
des Schlagvolumens festgestellt. Auch die Herzrate war unveradndert. Allerdings waren nach TAC die
maximalen Kontraktions- (dP/dt max) und Relaxationsraten (dP/dt min) des linken Ventrikels
signifikant um circa 20 % im Vergleich zu der Sham-Gruppe verringert. Die Infusion von CNP hatte

darauf keinen signifikanten Einfluss.
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Tabelle 25 Parameter der linksventrikuldren Messung Die Tabelle zeigt das Herzzeitvolumen (HZV) in ul/min, das
Schlagvolumen (SV) in pl, die Herzrate in Schlagen pro Minute (beats per minute-bpm) sowie die maximalen
Kontraktions- (dP/dt max) bzw. Relaxationsraten (dP/dt min) in mmHg/s. Sham (n=9), TAC (n=6), TAC+CNP (n=6);
*p<0.05 (vs Sham)

Sham TAC TAC+CNP
HZV [ul/min] 8781,7 + 639,7 7172,3 £1119,5 7529,5 + 1083
SV [ul] 16,4 £1,1 12,7+1,8 13,5+ 1,6
HR [bpm] 536,2+ 17,2 565,6 + 24,1 546,7 + 17,6
dP/dt max [mmHg/s] 11608 + 690,6 9269 +360,9 * 10019,5 + 489
dP/dt min [mmHg/s] -10822,1 + 662,4 -8187,5+725,9 * -9612,7 + 829

3.1.6 Effekte von CNP auf die Phosphorylierung von Phospholamban und Titin im linken

Ventrikel

Um mogliche Mechanismen fir die protektive Wirkung von exogenem CNP auf die TAC-induzierte
Dilatation zu finden, wurde die linksventrikulare Expression und Phosphorylierung (p) von
Phospholamban (pSerisPLB) und Titin (pSeraosoTitin) mittels Western Blot untersucht. Die quantitative
Analyse von phosphoryliertem PLB (pPLB) in Relation zum gesamten kardialen Phospholamban (tPLB)
ergab in den 3 untersuchten Gruppen keinen signifikanten Unterschied. Die Untersuchung des
sarkomerischen Proteins Titin hingegen, zeigte deutliche Veranderungen der Protein Phosphorylierung
an Serin 4080. Diese Aminosdure wird spezifisch durch die Proteinkinase G | (PKG 1) phosphoryliert
(Hamdani et al. 2013, Hamdani et al. 2013). Hier ergab die quantitative Analyse des phosphorylierten
Titin in Relation zur Referenz eine signifikante Erh6hung des Quotienten bei den Tieren, die nach TAC

mit CNP behandelt wurden (Abb. 15).
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Abb. 15 Effekte von CNP auf die Expression und Phosphorylierung von PLB und Titin (A und B) Zeigen die linksventrikuldre
Protein-Expression von (A) phosphoryliertem Phospholamban (pPLB) an Serin 16 und (B) von phosphoryliertem Titin
(pTitin) an Serin 4080. Das Molekulargewicht von pPLB und tPLB liegt jeweils bei 25 kDa und von pTitin bei 3200
kDa. Die Expression von pPLB wurde auf tPLB normiert und die Expression von pTitin auf tTitin.

pPLB: Sham (n=4), TAC (n=4), TAC+CNP (n=4). pTitin: Sham (n=6), TAC (n=6), TAC+CNP (n=6); *p<0.05 (vs Sham),

#p<0.05 (vs TAC)

3.1.7 Effekte von CNP auf die linksventrikulaire mRNA Expression von Zytokinen

Mittels quantitativer real time-PCR Analysen wurde die linksventrikuldare mRNA Expression von

Interleukin 6 (IL-6) und dem Zytokin C X C ligand-1 (Cxcl-1) untersucht. Die IL-6 mRNA Expression stieg

nach TAC signifikant auf 13,1 + 3,2 x-fach vs Sham an. Dieser TAC-induzierte Anstieg von IL-6 wurde

durch die Gabe von CNP (6,6 + 1,2 x-fach vs Sham) signifikant gehemmt.

Die Cxcl-1 mRNA Expression in linksventrikularem Herzgewebe zeigte in den untersuchten Kollektiven

keine signifikanten Veranderungen (Abb. 16).

-51-



Ergebnisse

A 20 - B 2,0 -
T i £
5 15 - VI 5 1,5 -
7] >
.E 10 - % * # f‘g 1,0 4 L é T
8 .
% : % T -;- 05 - % Sham
4 / 8 % TAC
0 L é 0,0 A ] Tac+cne

Abb. 16 Effekte von CNP auf die Expression inflammatorischer Proteine (A und B) Zeigen quantitative real time-PCR
Analysen der linksventrikularen mRNA Expression von IL-6 und Cxcl-1 normiert auf das Referenzgen S12.
Sham (n=9), TAC (n=8), TAC+CNP (n=9); *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC)

3.2 Generierung und Validierung eines neuen genetischen Mausmodells mit
Kardiomyozyten-spezifischer Deletion des GC-B Rezeptors (CM GC-B KO)
3.2.1 Generierung der CM GC-B KO Mause

Fiir die Generierung der Kardiomyozyten (CM)-spezifischen Guanylylcyclase-B (GC-B) Knockout (KO)-
Mause (CM GC-B KO) wurde eine Mauslinie, in der das Exon 7 des GC-B Gens homozygot gefloxt
(GC-Bf/flX) yorlag, benutzt (Spiranec 2018). Diese GC-B/fox Mauslinie wurde mit weiblichen
amyosin heavy chain (aMHC)-Cre Mausen verpaart. Die aMHC-Cre Mause exprimieren die Cre-
Rekombinase nur in Kardiomyozyten (O'Neal 2007). Im Zellkern schneidet die Cre-Rekombinase die
gefloxten DNA-Sequenzen aus, wodurch es zum spezifischen Verlust des Exon 7 des GC-B Gens in den
Kardiomyozyten kommt. Die Nachkommen dieser Verpaarungen wurden durch
Schwanzspitzenbiopsien mittels PCR genotypisiert. Zum Nachweis des Cre-Transgens, sowie des Flox-
Gens wurden spezifische Oligonukleotide (als Sonden bzw. Primer) eingesetzt (Holtwick 2002, Spiranec

2018).
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Abb. 17 Genotypisierung der CM GC-B KO Mduse (A) Zeigt eine reprasentative Cre-PCR. Das PCR Produkt besitzt eine GroRe
von 400 Basenpaaren (bp). Die Bande bei 200 bp zeigt an, dass die DNA nicht degradiert ist - hierfiir wurden
unspezifisch bindende Kontrollprimer verwendet. (B) Zeigt eine reprasentative Flox-PCR. Das PCR Produkt besitzt
eine GroRe von 660 bp. Zudem kann hier auch eine KO-Bande detektiert werden, welche eine GroRRe von 159 bp
aufzeigt. Die roten Kastchen geben die PCR-Produkte an, die die Mause mit einer Kardiomyozyten-spezifischen
Deletion des GC-B Rezeptors aufweisen sollten. (M = Marker, + = Positivkontrolle, - = Negativkontrolle)

Mause mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des GC-B Rezeptors wurden anhand der Cre-
Bande (400 bp) und der Flox-Bande (660 bp) identifiziert (Abb. 17). Manche Tiere zeigten in den
Schwanzbiopsien zusétzlich zu den Amplikons fiir Cre und Flox noch eine KO-Bande (159 bp). Also ein
PCR-Produkt, welches nur bei einer Cre-vermittelten Rekombination des GC-B Gens entsteht. Dies ist
vermutlich auf eine spontane ektopische Rekombinationsaktivitdt der Cre-Rekombinase in den
Keimzellen zurickzufihren (Eckardt 2004, Skryabin 2004). Diese Tiere waren fiir die Zucht sowie

experimentelle Versuche nicht geeignet und wurden nach der Genotypisierung geopfert.

3.2.2 Effekte von CNP auf den intrazellulairen cGMP-Gehalt von kultivierten

Kardiomyozyten und Fibroblasten

Um den Erfolg (also die Effizienz und Zellspezifitdt) der Generierungsstrategie der CM GC-B KO Mause
nachzuweisen, wurde die CNP-induzierte cGMP-Produktion in isolierten Kardiomyozyten und
kultivierten kardialen Fibroblasten untersucht. Dafiir wurden die Kardiomyozyten sowie kardiale
Fibroblasten von Kontroll- und KO-Mdusen mit unterschiedlichen CNP-Konzentrationen behandelt.
AnschlieBend wurde der intrazelluldare cGMP-Gehalt mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt (Abb.
18). Die Kardiomyozyten der Kontrollmause zeigten einen Konzentrations-abhangigen Anstieg des
intrazellularen cGMP-Gehalts, wohingegen die cGMP-Antwort der Kardiomyozyten aus CM GC-B KO
Mausen vollsténdig ausblieb. In den isolierten Herzfibroblasten aus Kontroll- und Knockout-Mausen
zeigte sich eine Korrelation des cGMP-Gehalts mit den CNP-Konzentrationen. Die Behandlung der

Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten mit dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP) loste einen
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geringeren Anstieg des intrazellularen cGMP-Gehalts aus, als die Inkubation mit CNP. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die CNP-stimulierte cGMP-Produktion in Kardiomyozyten aus Mausen, denen der GC-B
Rezeptor in den Kardiomyozyten fehlen sollte (CM GC-B KO Mause), komplett ausblieb. Dies
unterstitzt unsere Hypothese, dass der CNP-spezifische Rezeptor (GC-B) tatsachlich in den

Kardiomyozyten deletiert wurde.
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Abb. 18 Effekte von CNP auf den cGMP-Gehalt (A) Zeigt isolierte adulte Kardiomyozyten und (B) isolierte kardiale
Fibroblasten von Kontroll- und Knockout-Ma&usen. Die Zellen wurden mit PBS, unterschiedlichen CNP-
Konzentrationen (10, 100 und 1000 nM) und ANP (100 nM) inkubiert. AnschlieBend wurde der intrazelluldre cGMP-
Gehalt bestimmt.

GC-Bflox/flox (n=9), CM GC-B KO (n=9); *p<0.05 (vs PBS); #p<0.05 (vs GC-Bflox/flox)

3.2.3 Effekte von CNP auf die Phosphorylierung von Phospholamban und Titin in

kultivierten Kardiomyozyten

Weiterhin zeigten meine Versuche an isolierten Kardiomyozyten, dass CNP in Kardiomyozyten aus
Kontrollm&usen eine deutliche Phosphorylierung von PLB an Serin 16 und von Titin an Serin 4080 (die
PKG | abhangige Phosphorylierungsstelle) induziert. Dieser Effekt war in Kardiomyozyten aus den
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Knockout-Mausen aufgehoben. Die Phosphorylierung nach Isoprenalin (ISO) Behandlung war zwischen
den Genotypen nicht unterschiedlich. ISO ist ein synthetischer f1 und 32 Adrenorezeptor Agonist und
phosphoryliert PLB und Titin Gber die Proteinkinase A (PKA). Letztendlich bestatigen auch diese
Experimente, dass unsere Strategie zur Generierung von Mausen mit einer spezifischen Deletion des

GC-B Rezeptors in Kardiomyozyten erfolgreich war.
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Abb. 19 Effekte von CNP auf die Phosphorylierung von PLB und Titin in kultivierten Kardiomyozyten (A) Zeigt das
Phosphorylierungsmuster des phosphorylierten Phospholamban an Serin 16 (pSeri6PLB) normiert auf total PLB. (B)
Zeigt das Phosphorylierungsmuster des phosphorylierten Titin an Serin 4080 (pSersosoTitin) normiert auf die Banden
von tTitin. Die isolierten Kardiomyozyten wurden mit PBS, CNP-Konzentrationen (10, 100 nM) und Isoprenalin (10
nM) inkubiert.
GC-Bflox/flox (n=3), CM GC-B KO (n=3); *p<0.05 (vs PBS); #p<0.05 (vs GC-Bflox/flox)
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3.2.4 Basaler Phdnotyp der CM GC-B KO Mause

Die CM GC-B KO Mauslinie zeigte basal einen unauffalligen Phanotyp. In einem Alter von circa 2 — 4
Monaten waren das Skelettwachstum und die Herzfunktion unverandert gegeniiber Geschwister-
Kontrolltieren. Um mogliche altersbedingte kardiale Verdanderungen der CM GC-B KO Mause zu
detektieren, wurden sowohl weibliche als auch mannliche CM GC-B KO Tiere und gleichaltrige

Geschwister-Kontrolltiere (GC-Bf*/f°X) im Alter von 12 — 14 Monaten untersucht.

3.2.4.1 Untersuchungen an weiblichen Mausen

3.2.4.1.1 Messung des systemischen arteriellen Blutdrucks

Die Messung des systolischen Blutdrucks (SBD) und des diastolischen Blutdrucks (DBD) mittels
Plethysmographie an wachen circa 2 Monate alten weiblichen Mausen zeigte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Genotypen (Abb. 20).

A 140 - B 140 -
120 A 120 A
g 100 A E 100 A
E 80 1 E 80 A
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n - o -
40 40 l:l Gc_Brox/ﬂox
20 A 20 A
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Abb. 20 Nicht invasive Blutdruckmessungen (A) Zeigt den systolischen- (SBD) und (B) den diastolischen Blutdruck (DBD) in
mmHg. Gemessen wurde der Blutdruck in weiblichen CM GC-B KO Mdusen und deren Geschwister-Kontrolltieren
(GC-Bflox/flox) GC-Bflex/flox (n=7), CM GC-B KO (n=7)
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3.2.4.1.2 Einfluss des Alters bei weiblichen Mausen auf die Entwicklung einer Herzhypertrophie

Die bei Nekropsie und Organentnahme gewonnen Ergebnisse der weiblichen Mause in einem Alter
von 2 Monaten, zeigten zwischen den beiden Genotypen (GC-Bf*/fx ynd CM GC-B KO) keine
signifikanten Unterschiede in den Kérpergewicht-normierten Herzgewichten (GC-B*/flox. 52 + 0,2
mg/g; CM GC-B KO: 5,1 + 0,1 mg/g) und in den Kérpergewicht-normierten linksventrikularen
Gewichten (GC-Bf*¥/flx: 3 9 + 0,1 mg/g; CM GC-B KO: 3,8 + 0,1 mg/g). In einem Alter von circa 1 Jahr,
zeigten die CM GC-B KO Weibchen signifikant hohere Kérpergewicht-normierte Herzgewichte (5,0 =
0,2 mg/g) sowie Korpergewicht-normierte linksventrikuldre Gewichte (3,9 + 0,1 mg/g) im Vergleich zu

den gleichaltrigen Geschwister-Kontrolltieren (Abb. 21).
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Abb. 21 Effekte des Alters auf die Entwicklung einer makroskopischen Herzhypertrophie (A) Zeigt die Herzgewichte (HG)
und (B) die linksventrikularen Gewichte (LVG) normiert auf das jeweilige Kérpergewicht (KGW) in mg/g.
2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=14), CM GC-B KO (n=16), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=17), CM GC-B KO (n=16);

*p<0.05 (vs GC-Bflox/flox 1 Jahr)

Diese Beobachtung (Abb. 21) reflektierte sich auch in den Kardiomyozytenflachen. Hier konnten in
einem Alter von 2 Monaten zwischen den beiden Genotypen keine signifikanten Unterschiede
detektiert werden. In einem Alter von circa 1 Jahr zeigten die CM GC-B KO Weibchen im Vergleich zu
den gleichaltrigen Geschwister-Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg der Kardiomyozytenflache

(GC-Bflox/flox: 283 4 + 11,1 um?; KO: 335,8 + 10,3 um?).
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Abb. 22 Effekte des Alters auf die Entwicklung einer Herzhypertrophie (A) Zeigt die Auswertung der linksventrikuldren
Kardiomyozytenflachen (CSA = cross sectional area) in um? aus histologischen nach Periodic acid-Schiff Reaktion
(PAS) gefarbten Herzpraparaten, es wurden jeweils 50 Kardiomyozyten pro Herzschnitt untersucht.
2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=14), CM GC-B KO (n=16), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=17), CM GC-B KO (n=16);
*p<0.05 (vs GC-Bflox/flox 1 Jahr)

3.2.4.1.3 Einfluss des Alters bei weiblichen Mausen auf die linksventrikulare Pumpfunktion

Die Untersuchung der Herzmechanik erfolgte, wie zuvor in 3.1.5 erwdhnt, mittels der
linksventrikuldren Katheterisierung. In einem Alter von 2 Monaten konnten in den analysierten
Herzparametern (EF, Volumina) keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen
festgestellt werden. In einem Alter von circa 1 Jahr, zeigten sich in den CM GC-B KO Tieren signifikante
Veranderungen der linksventrikuldaren Herzfunktion. Die Untersuchung der EF zeigte, dass die
Knockout-Méause eine deutlich schlechtere Herzfunktion (EF: 35,8 + 3,6 %) aufwiesen als die
Kontrolltiere (EF: 49,7 + 2,9 %). Zudem zeigten die CM GC-B KO Mause in einem Alter von 1 Jahr
signifikant erhéhte end-diastolische (32,8 + 2,6 pul) und end-systolische (25,1 + 3,1 ul) Volumina

gegeniber der Kontrollgruppe (Abb. 23).
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Abb. 23 Effekte des Alters auf die linksventrikuldre Pumpfunktion (A-C) Zeigen invasive hamodynamische Messungen der
EF in %, des linksventrikuldren end-diastolischen Volumens (Ved) und des linksventrikuldren end-systolischen
Volumens (Ves) in pl.

2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=14), CM GC-B KO (n=16), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=17), CM GC-B KO (n=16);
*p<0.05 (vs GC-Bflox/flox 1 Jahr)

3.2.4.1.4 Einfluss des Alters bei weiblichen Mausen auf die linksventrikuldre Phosphorylierung von

Phospholamban (PLB)

Um mechanistische Ursachen fiir die dilatative Kardiomyopathie bei den alten CM GC-B KO-Weibchen
zu finden, wurden die Protein-Expressionsspiegel von phosphoryliertem Phospholamban (pSerisPLB)
mittels Western Blot untersucht. Die quantitative Analyse von pPLB in Relation zum gesamten
Phospholamban (tPLB) ergab in den beiden untersuchten Kollektiven keinen signifikanten Unterschied

(Abb. 24).
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Abb. 24 Effekte des Alters auf die linksventrikuldre Phosphorylierung von Phospholamban Gezeigt wird die
linksventrikuldre Protein-Expression des phosphorylierten Phospholamban (pPLB) an Serin 16. Das
Molekulargewicht von pPLB und total Phospholamban (tPLB) liegt jeweils bei 25 kDa. Die Expression von pPLB
wurde auf tPLB normiert.

1 Jahr alte Tiere: GC-Bflex/flox (n=6), CM GC-B KO (n=6)

-60 -



Ergebnisse

3.2.4.2 Untersuchungen in madnnlichen Mausen

3.2.4.2.1 Einfluss des Alters bei mannlichen Mausen auf die Entwicklung einer Hypertrophie

Um eventuelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern in der Entwicklung einer Herzhypertrophie
zu erfassen, wurden auch mannliche CM GC-B KO Tiere untersucht.

Die Nekropsie-Daten zeigten zwischen den beiden Genotypen (GC-Bf¥f* ynd CM GC-B KO) sowohl in
einem Alter von 2 Monaten als auch in einem Alter von Uiber einem Jahr keine signifikanten
Unterschiede in den Kérpergewicht-normierten Herzgewichten und in den Kérpergewicht-normierten

linksventrikularen Gewichten (Abb. 25).

HG/KGW [mg/g]
S

LVG/KGW [mg/g]
S
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B & cvaeceko
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Abb. 25 Effekte des Alters auf die Entwicklung einer makroskopischen Herzhypertrophie (A) Zeigt ermittelte Herzgewichte
(HG) und (B) linksventrikuldre Gewichte (LVG) normiert auf das jeweilige Kérpergewicht (KGW) in mg/g.
2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=9), CM GC-B KO (n=7), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=8), CM GC-B KO (n=9)

Auch auf zellularer Ebene (Abb. 26) zeigten die Herzen der mannlichen Mause unabhangig vom Alter

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (GC-B"/f** uynd CM GC-B KO).
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Abb. 26 Effekte des Alters auf die Entwicklung einer Herzhypertrophie (A) Zeigt die Auswertung der linksventrikuldren
Kardiomyozytenflachen (CSA = cross sectional area) in um? aus histologischen nach Periodic acid-Schiff Reaktion
(PAS) gefarbten Herzpraparaten, es wurden jeweils 50 Kardiomyozyten pro Herzschnitt untersucht.
2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=9), CM GC-B KO (n=7), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflov/flox (n=8), CM GC-B KO (n=9)
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3.2.4.2.2 Einfluss des Alters bei mannlichen Mausen auf die linksventrikulare Pumpfunktion

Auch die Analyse der Herzparameter wie Ejektionsfraktion (EF), enddiastolisches Volumen (Ved) und
endsystolisches Volumen (Ves) zeigte in den mannlichen Mausen in einem Alter von 2 Monaten sowie
in einem Alter von Uber einem Jahr keine signifikanten Veranderungen zwischen den Genotypen (Abb.

27).

A 75 A
60 4—L
K 45 -
L
w
30 4
15 - |:| @ GC-Bflox/fiox
0 B &cvecsro
2 Monate 1Jahr
B 40 - C 35 -
30 o
30 4 25
e 220 -
T 20 A (%)
2 315 4T
10 A 10 1
5 -
0 0
2 Monate 1 Jahr 2 Monate 1Jahr

Abb. 27 Effekte des Alters auf die linksventrikuldre Pumpfunktion (A-C) Zeigen invasive hamodynamische Messungen der
EF in %, des linksventrikuldaren end-diastolischen Volumens (Ved) und des linksventrikuldren end-systolischen
Volumens (Ves) in pl.

2 Monate alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=9), CM GC-B KO (n=7), 1 Jahr alte Tiere: GC-Bflox/flox (n=8), CM GC-B KO (n=9)
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3.2.4.3 Genotyp-abhangiger Effekt auf die linksventrikulare Herzfunktion im Alter

Weitere relevante Parameter der linksventrikularen hamodynamischen Messung wurden in Tabelle 26
dargestellt. In folgender Ubersicht wurden nur die weiblichen und mannlichen M&use in einem Alter
von Uber einem Jahre miteinander verglichen, um die Genotyp-abhangigen Unterschiede zwischen
den Geschlechtern deutlicher darzustellen. Die Pumpaktivitdt des Herzens (HZV) nimmt bei den KO-
Weibchen, im Vergleich zu den Geschwisterkontrolltieren signifikant um circa 18 % ab. Das
Schlagvolumen (SV) ist in CM GC-B KO Weibchen signifikant um circa 18 % geringer. Die maximalen
Kontraktions- (dP/dt max) und Relaxationsraten (dP/dt min) verschlechterten sich in den KO-
Weibchen gleichermaRen um circa 25 % im Vergleich zu den gleichaltrigen Geschwister-Kontrolltieren.
Die Herzrate wurde durch das Alter (1 Jahr) in beiden Genotypen, Geschlecht-unabhangig nicht
beeinflusst. Die CM GC-B KO Mannchen zeigten in allen untersuchten Parametern keine signifikanten

Veranderungen zwischen den Genotypen (GC-B”/f** uynd CM GC-B KO) (Tabelle 26).

Tabelle 26 Parameter der linksventrikuldren Messung In der Tabelle werden das Herzzeitvolumen (HZV) in ul/min, das
Schlagvolumen (SV) in pl, die Herzrate in Schldgen pro Minute (bpm) und die Kontraktions- (dP/dt max) bzw.
Relaxationsraten (dP/dt min) in mmHg/s angegeben.

1 Jahr alte weibliche § Tiere: GC-Bflox/flox (n=17), CM GC-B KO (n=16)
1 Jahr alte mannliche @ Tiere: GC-Bflo/flox (n=8), CM GC-B KO (n=9)
*p<0.05 (vs GC-Bflox/flox)

Weibchen 1 Jahr Mannchen 1 Jahr
GC-Bflox/flox CM GC-B KO GC-Bflox/flox CM GC-B KO
HZV [pul/min] 7370,2 £574,8 6048,8 + 473 * 6997 £ 668,9 6065,2 +502,4
SV [ul] 14,1+1 11,5+0,7 * 14,6 +1,2 12,4+1
HR [bpm] 523,8 +20,7 524,6 £ 29,5 477,6 £9,6 496,8 £ 22,4
dP/dt max [mmHg/s] 8850,6 £ 400,9 6429,5+422,9 * 6934 +576,4 6312,6 £ 263,9
dP/dt min [mmHg/s] -8783,7 +£462,1 -6594,6 + 661,4 * -7363 +488,3 -6576,8 + 453,6
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3.3 Morphologische und funktionelle kardiale Veranderungen in den CM GC-B KO Mausen

nach transverser Aortenkonstriktion (TAC)

Nach erfolgreicher Validierung der CM GC-B KO Mauslinie und dem erbrachten Nachweis, dass
exogenes, synthetisches CNP fast vollstandig eine TAC-induzierte linksventrikulare Dilatation in C57Bl6
Mausen verhindert, wurde der Einfluss der Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des GC-B Rezeptors
und somit die kardiale Rolle des endogenen CNP untersucht. Dafiir wurde an den CM GC-B KO Mausen
und deren Geschwister-Kontrolltieren als experimentelles Hypertrophie Modell die transverse
Aortenkonstriktion (TAC) fir 3 und 14 Tage verwendet. Vorangegangene Versuche in unserer
Arbeitsgruppe durch Dr. Franziska Werner zeigten, dass nach aortalem Banding in C57Bl6 Mausen fiir
3, 7 und 14 Tage die mRNA Expression von CNP im Herzen nach 3 Tagen TAC signifikant anstieg und
dann wieder abnahm. Aus diesem Grund haben wir uns fir die beiden Untersuchungs-Zeitpunkte 3

und 14 Tage nach TAC entschieden.

CNP [x-fach vs Sham]
S

Sham 3d 7d 14d

TAC

Abb. 28 Linksventrikuldre CNP mRNA Expression, basal und nach TAC in €57Bl6 Mausen Die Abbildung zeigt quantitative
real time-PCR Analysen der linksventrikularen mRNA Expression von CNP normiert auf das Referenzgen S12.
Sham (n=6), TAC 3d (n=4), TAC 7d (n=4), TAC 14d (n=5); *p<0.05 (vs Sham)

3.3.1 Erhohung der Nachlast nach 3-tagiger bzw. 2-wochiger TAC

Unter Sham-Bedingungen wurde zwischen den beiden Genotypen (GC-Bf¥/fox ynd CM GC-B KO) in
Bezug auf den Aortendruck kein signifikanter Unterschied festgestellt. Nach TAC fiir 3 Tage stieg die
Nachlast proximal zur Stenose (Aortendruck) in den Kontrolltieren auf 145,9 + 4,1 mmHg und in den
Knockout-Mdausen auf 146,6 + 4,3 mmHg an. Nach 14 Tagen TAC stieg der Aortendruck in den
Kontrollmausen auf 158,2 + 5,3 mmHg und in den CM GC-B KO Mausen auf 163,9 = 7,5 mmHg an
(Abb. 29).
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Abb. 29 Effekte der TAC auf die Nachlast in Kontrolltieren und in CM GC-B KO Mausen Die Abbildung zeigt invasive
hdmodynamische Messungen der Nachlast (Aortendruck) in mmHg in Kontrollmiusen (GC-Bflox/flox) ynd in Knockout-
Mausen nach TAC fiir 3 und 14 Tage.
Sham (n=12 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=13 Kontrolltiere, 12 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=14 Kontrolltiere, 12 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM
GC-B KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham)

3.3.2 Makroskopische Herzhypertrophie nach 3-tagiger bzw. 2-woéchiger TAC

Die Druckbelastung durch Aortenkonstriktion provozierte eine progressive und signifikante
Herzhypertrophie nach 3 und 14 Tagen. Dies zeigten auch die bei Nekropsie und Organentnahme
gewonnenen Daten. Unter Sham-Bedingungen wurde wie zuvor auch in den Kérpergewicht-
normierten Herzgewichten sowie in den Korpergewicht-normierten linksventrikuldaren Gewichten
zwischen den Genotypen kein Unterschied festgestellt. Nach 3-tdgiger TAC stiegen die Kérpergewicht-
normierten Herzgewichte der Kontrollmause signifikant von 5,13 + 0,1 mg/g (Sham) auf 6,6 + 0,4 mg/g
und die der Knockout-M&use von 5,18 + 0,2 mg/g (Sham) auf 6,3 + 0,4 mg/g an. Auch die
Korpergewicht-normierten linksventrikuldren Gewichte stiegen in den Kontrollmausen signifikant nach
3 Tagen TAC auf 4,9 £ 0,3 mg/g und in den KO-Mé&usen auf 4,7 + 0,3 mg/g an. Die 14-tagige
Druckbelastung fiihrte zu einem weiteren signifikanten Anstieg der HG/KGW (Kontrolltiere: 7,3 £ 0,5
mg/g; CM GC-B KO: 6,5 + 0,4 mg/g) und LVG/KGW Ratio’s (Kontrollen: 5,8 + 0,4 mg/g; CM GC-B KO: 5,2
+ 0,3 mg/g), jedoch zeigten beide Zeitpunkte keine Genotyp-abhingigen Unterschiede (Abb. 30).
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Abb. 30 Effekte der TAC auf die Entwicklung einer makroskopischen Herzhypertrophie in Kontrolltieren und in CM GC-B
KO Mausen (A) Zeigt ermittelte Herzgewichte (HG) und (B) linksventrikuldre Gewichte (LVG) normiert auf das

jeweilige Kérpergewicht (KGW) in mg/g.
Sham (n=13 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=15 Kontrolltiere, 12 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=15 Kontrolltiere, 12 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM

GC-B KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham)

Die histologische Begutachtung der TAC-induzierten Herzhypertrophie zeigte, wie bereits aus den
Nekropsie-Daten angedeutet, eine signifikante Zunahme der Kardiomyozytenflachen in beiden
Genotypen. Allerdings zeigte sich nach 3 Tagen TAC, dass die Kardiomyozytenflachen der Knockout-
Mause im Vergleich zu den Kontrollmausen signifikant groRer waren. Die Flache der Myozyten betrug
nach 3 Tagen TAC 283,4 + 11,1 um?in den Kontrollmiusen und 318,9 + 10,4 um?in den Knockout-
Mausen. Nach 14 Tagen TAC, konnte dieses Genotyp-abhdngige Ergebnis nicht detektiert werden. Hier
verdoppelte sich die Kardiomyozytenflache in den Kontrollmdusen auf 420,2 + 26,2 um? und in den
Knockout-Mausen auf 412,8 + 18,5 um?. Die Bestimmung der mRNA Expression des
Hypertrophiemarkers BNP zeigte einen signifikanten Genotyp-unabhangigen Anstieg nach 3 und 14

Tagen TAC, im Vergleich zu Sham-Bedingungen.
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Effekte der TAC auf die Entwicklung einer Herzhypertrophie in Kontrolltieren und in CM GC-B KO Mausen (A) Zeigt
linksventrikuldre Kardiomyozytenflachen (CSA = cross sectional area) in um?2 ermittelt aus histologischen nach
Periodic acid-Schiff Reaktion (PAS) gefarbten Herzpraparaten, fir jede Bedingung wurden jeweils 50
Kardiomyozyten pro Herzschnitt ausgewertet. (B) Zeigt quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikularen
MRNA Expression von BNP normiert auf das Referenzgen S12. Sham (n=8 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere),

TAC 3 Tage (n=6 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere), TAC 14 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot
umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B KO Mause hervor.

*p<0.05 (vs Sham); #<0.05 (vs TAC Uber 3 Tage in Kontrolltieren)

Des Weiteren wurden die Ladngen der einzelnen Kardiomyozyten bestimmt. Nach Auswertung der Pan-

Cadherin gefarbten linksventrikuldren Herzgewebeschnitte zeigte sich unter Sham-Bedingungen

zwischen den Genotypen kein Unterschied. Nach 3 Tagen TAC nahm in den Knockout-Mausen die

Myozytenldnge von 74,6 + 2,8 um (Sham) signifikant auf 82,0 = 1,0 um zu. Die 14-tdgige TAC bewirkte

einen weiteren signifikanten Anstieg der Kardiomyozytenlange auf 92,3 + 3,0 um (Abb. 32). Dies

wurde in den Kontrollmausen nicht beobachtet.
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Abb. 32 Effekte der TAC auf die Lange der linksventrikuldren Kardiomyozyten in Kontrolltieren und in CM GC-B KO
Mausen (A) Zeigt linksventrikuldre Kardiomyozytenldangen in um ermittelt aus histologischen mittels Pan-Cadherin
gefarbten Herzpraparaten. In Braun werden die Z-Scheiben angezeigt. Fur jede Bedingung wurden jeweils 50
Kardiomyozyten pro Herzschnitt ausgewertet.

Sham (n=8 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=6 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B
KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #<0.05 (vs TAC liber 3 Tage in CM GC-B KO Tieren)
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3.3.3 Linksventrikuldre interstitielle Fibrose nach 3-tagiger bzw. 2-wochiger TAC

Die Bestimmung des Kollagenfaser-Anteils in Prozent (%) bezogen auf die betrachtete Flache zeigte,
dass zwischen den beiden Genotypen (Kontrollmause und CM GC-B KO Mause) kein signifikanter
Unterschied bestand. Der Kollagenfaser-Anteil im Interstitium des linksventrikuldren Myokards war
nach 3-tagiger TAC nicht erhéht. Nach zweiwdchiger TAC war der Kollagenanteil signifikant erhéht und
betrug 1,1 + 0,3 % der Flache in den Kontrollmausen und 1,1 £ 0,4 % in den CM GC-B KO Mausen. In
Diskrepanz zur Morphologie war die mRNA Expression von Kollagen | (Col 1) nach 3- und 14-tagiger
Aortenkonstriktion in den CM GC-B KO Mausen verglichen mit den Kontrollmausen signifikant erhoht.
In den KO-Mausen stieg die mRNA Expression nach 3 Tagen TAC auf 5,1 + 0,7 x-fach vs Sham und nach
14 Tagen TAC auf 7,0 £ 1,3 x-fach vs Sham an. Die mRNA Expression in den Kontrollmausen stieg
lediglich auf 2,2 + 0,4 x-fach vs Sham nach 3-tagiger TAC an und nach 14 Tagen TAC auf 3,7 £ 0,5 x-fach
vs Sham. Die mRNA Expressionsspiegel von CTGF stiegen mit dem zeitlichen Verlauf der TAC an,

jedoch ohne Genotyp-abhangige Unterschiede (Abb. 33).
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Abb. 33 Effekte der TAC auf die linksventrikuldre interstitielle Fibrose in Kontrolltieren und in CM GC-B KO Mausen (A)
Zeigt den linksventrikuldren interstitiellen Kollagen Anteil in % ermittelt aus histologischen nach Siriusrot gefarbten
Herzpraparaten, fir jede Bedingung wurden pro Maus 15 Fluoreszenzbilder aufgenommen und mittels digitaler
Addition und Subtraktion die relative Flache des Kollagens bestimmt. In Griin wurden die Kardiomyozyten
dargestellt und die interstitiellen Kollagenfasern wurden in Rot angezeigt.

Sham (n=5 Kontrolltiere, 5 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=9 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere),

TAC 14 Tage (n=14 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere).

(B) und (C) Zeigen quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikuldren mRNA Expression von Col | und CTGF
normiert auf das Referenzgen S12.

Col I und CTGF: Sham (n=8 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=6 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B
KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC Gber 3 und 14 Tage in Kontrolltieren)
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3.3.4 Linksventrikuldare Pumpfunktion nach 3-tagiger bzw. 2-wéchiger TAC

Mithilfe der linksventrikuldren Katheterisierung wurde die Entwicklung verschiedener kardialer
Parameter untersucht. Wahrend in den Kontrollm&usen die EF nach 3- und 14-tagiger TAC nur leicht
beeintrachtigt war, reagierten die CM GC-B KO Mause auf 3 Tage TAC mit einem signifikanten Abfall
der EF von 55,8 + 2,4 % (Sham) auf 31,5 + 3,0 %. Nach 14 Tagen TAC stieg die EF wieder auf 43,7 £ 3,9
% an. Das end-diastolische Volumen (Ved) sowie das end-systolische Volumen (Ves) zeigte in den KO-
Mausen nach 3-tagiger TAC einen signifikanten Anstieg von 33,4 £ 1,5 ul (Sham) auf 40,9 + 2,2 ul (Ved)
und von 18,0 £ 1,4 ul (Sham) auf 31,6 £ 2,6 ul (Ves). Nach 14 Tagen TAC sank sowohl das end-
diastolische Volumen (31,1 + 1,4 pl) als auch das end-systolische Volumen (21,5 + 1,6 pl) signifikant
auf Basal-Niveau ab. Diese Modulationen wurden in den Kontrollmausen nach 3 Tagen
Aortenkonstriktion nicht beobachtet (Abb. 34). Die signifikant erhohten linksventrikuldren Volumina
der CM GC-B KO Mause nach TAC deuten auf eine friihe (nach 3 Tagen TAC) linksventrikuldre

Dilatation hin. Diese friihen Veranderungen wurden in den Kontrollmausen nicht beobachtet.
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Abb. 34 Effekte der TAC auf die linksventrikuldre Pumpfunktion in Kontrolltieren und in CM GC-B KO Méusen (A-C) Zeigen
invasive hdamodynamische Messungen der EF in %, des linksventrikuldren end-diastolischen Volumens (Ved) und des
linksventrikuldren end-systolischen Volumens (Ves) in pl.

Sham (n=10 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=8 Kontrolltiere, 9 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=10 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM
GC-B KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC lber 3 Tage in CM GC-B KO Tieren)
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Andere relevante Parameter der linksventrikularen hamodynamischen Messung wurden in Tabelle 27
dargestellt. Um die Leistung des Herzens nach einer Druckbelastung besser beurteilen zu kénnen,
wurden wie auch zuvor die Pumpaktivitat (Herzzeitvolumen, HZV) und das Schlagvolumen (SV)
untersucht. Nach 3- und 14-tagiger TAC verschlechterte sich das HZV um circa 31 % und das SV um
circa 35 % im Vergleich zu Sham, Genotyp-unabhangig. Die Herzrate stieg in den Madusen mit 3 Tagen
TAC in beiden Genotypen signifikant zu den Sham-Tieren an. Nach 14 Tagen TAC war dies lediglich in
den CM GC-B KO Mausen nachzuweisen. Die maximalen Kontraktions- (dP/dt max) und
Relaxationsraten (dP/dt min) verringerten sich nach 3 Tage TAC um 14 % (dP/dt max) und um 17 %
(dP/dt min) signifikant zur Sham-Gruppe. Alle aufgeflihrten Herzparameter zeigten keinen

signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen.
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Tabelle 27 Effekte der TAC auf weitere Parameter der linksventrikuldren hamodynamischen Messung in Kontrolltieren
und in CM GC-B KO Mausen Gezeigt werden das Herzzeitvolumen (HZV) in pl/min, das Schlagvolumen (SV) in pl,
die Herzrate in Schldgen pro Minute (bpm) und die Kontraktions- (dP/dt max) bzw. Relaxationsraten (dP/dt min)
in mmHg/s. Sham (n=10 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=8 Kontrolltiere, 9 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=10 Kontrolltiere, 10 CM GC-B KO Tiere). *p<0.05 (vs Sham)

Sham

Kontrolle CM GC-B KO
HZV [pl/min] 9554,5 + 588,9 9934,7 +370,1
SV [l] 18,1+1 18,8 £ 0,6
HR [bpm] 527,8 + 16,8 530,5 + 14,1
dP/dt max [mmHg/s] 10401,7 + 665,1 10304,1 + 480,7
dP/dt min [mmHg/s] -9622,3 +670,4 -9942,4 + 480,5

TAC 3 Tage

Kontrolle CM GC-B KO
HZV [pl/min] 6849,5 + 651 * 7350,7 + 441,8 *
SV [ul] 11,7+1,3 * 12,4+0,8 *
HR [bpm] 597,520 * 594,5+12,1 *
dP/dt max [mmHg/s] 8700,6 + 561,7 * 8384,5 + 409,2 *
dP/dt min [mmHg/s] -7074,2 +737,4 * -6861,5 +590,5 *

TAC 14 Tage

Kontrolle CM GC-B KO
HzV [pl/min] 5952,8 + 489,1 * 7041,6 +730,2 *
SV [ul] 11,3+1,1 % 12,4+1,5*
HR [bpm] 539,6 + 15,9 579,5+ 13,5 *
dP/dt max [mmHg/s] 9052,5 + 356,2 9765,1 +481,8
dP/dt min [mmHg/s] -8992,6 + 491,2 -9574,3 £ 740,6
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3.3.5 Linksventrikuldre Phosphorylierung von Phospholamban und Titin nach 3-tagiger TAC

Um die Ursache der friihen linksventrikuldren Dilatation der CM GC-B KO Mause zu finden, wurde die
linksventrikuldre Protein-Expression von pPLB (pSerisPLB) und pTitin (pSeraosoTitin) untersucht. Die
guantitative Analyse von pPLB in Relation zum Gesamt-Phospholamban (tPLB) zeigte eine Erhéhung
des Quotienten bei den operierten Tieren nach 3 Tagen TAC in beiden Genotypen. Der pPLB Anstieg
zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontroll- und Knockout-Mausen. Die
Untersuchung der Phosphorylierung des sarkomerischen Proteins Titin an Serin 4080 (die PKG-
abhangige Phosphorylierungsstelle) hingegen, zeigte deutliche Genotyp-abhangige Veranderungen in
der Expression. Die Phosphorylierung von Titin war nach 3 Tagen TAC signifikant in den

Kontrollm&usen erhoht. Dieser Effekt blieb in den Knockout-Mausen aus (Abb. 35).
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Abb. 35 Effekte der TAC auf die linksventrikuldre Expression und Phosphorylierung von PLB und Titin in Kontrolltieren und
in CM GC-B KO Mausen (A und B) Zeigen die linksventrikuldre Protein-Expression von (A) phosphoryliertem
Phospholamban (pPLB) an Serin 16 und (B) von phosphoryliertem Titin (pTitin) an Serin 4080. Das Molekulargewicht
von pPLB und total Phospholamban (tPLB) liegt jeweils bei 25 kDa und von pTitin bei 3200 kDa. Die Expression von
pPLB wurde auf tPLB und die Expression von pTitin auf tTitin normiert.
pPLB: Sham (n=4 Kontrolltiere, 4 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=4 Kontrolltiere, 4 CM GC-B KO Tiere).
pTitin: Sham (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot
umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B KO Mause hervor.

*p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC Uber 3 Tage in Kontrolltieren)
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3.3.6 mRNA Expression von inflammatorischen Proteinen im linken Ventrikel nach 3-tagiger

bzw. 2-wochiger TAC

In den nach Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung) gefarbten Herzschnitten nach 3 Tagen TAC von Kontroll-
und CM GC-B KO Mausen, ist nach visueller Begutachtung, eine deutliche Leukozyten-Infiltration des
Herzgewebes der KO-Tiere zu sehen. Man erkennt in den Herzschnitten der CM GC-B KO Tiere auffallig
mehr violett gefarbte Zellkerne von Leukozyten, verglichen mit den HE-gefarbten Herzschnitten der
Kontrollen. Dies deutet auf mehr Entziindungsreaktionen in den Mdusen ohne den CNP-spezifischen
GC-B Rezeptor in Kardiomyozyten hin. Das wurde mittels quantitativer real time-PCR Analyse
bestatigt. Die linksventrikulare mRNA Expression von IL-6 stieg in den Knockout-Ma&usen nach 3-
tagiger TAC auf 13,4 £ 5,2 x-fach vs Sham, im Vergleich zu den Kontrolltieren an. Dieser enorme
Anstieg der IL-6 mRNA Expression konnte in den Kontrolltieren nicht beobachtete werden. Die mRNA
Expression stieg nach 3 Tagen TAC auf 4,3 £ 0,7 x-fach vs Sham an. Nach 14 Tagen Aortenkonstriktion
blieb die IL-6 mRNA Expression auf dem Niveau wie nach 3 Tagen TAC (TAC 14 Tage: 4,8 £ 0,7 x-fach vs
Sham) bestehen. In den KO-Mé&usen nahm die TAC-induzierte Hoch-Regulation von IL-6 leicht ab (11,4
+ 3,6 x-fach vs Sham). Die mRNA Expression des Zytokins Cxcl-1 stieg in den CM GC-B KO Mausen nach
3-tagiger TACum 1,2 £ 0,2 x-fach vs Sham und nach 14-tagier TAC um 1,9 + 0,2 x-fach vs Sham an.
Diese Veranderungen in der mRNA Expression waren in den Kontrollmdusen nicht zu beobachten. Hier

ging die Expression von Cxcl-1 nach TAC sogar leicht zuriick (Abb. 36).
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Effekte der TAC auf die linksventrikulire mRNA Expression von Zytokinen in Kontrolltieren und in CM GC-B KO
Maiusen (A) Zeigt linksventrikulare histologische nach Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung) gefarbte Herzpréparate. (B)
Zeigt quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikularen mRNA Expression von IL-6 und (C) von Cxcl-1
normiert auf das Referenzgen S12.

Sham (n=8 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=6 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere),

TAC 14 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B
KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC lber 3 Tage in Kontrolltieren)

Linksventrikuldre Expression der NADPH Oxidase 4 (NOX4)

Um zu untersuchen, ob endogenes CNP nach einer TAC-induzierten Druckbelastung des linken

Ventrikels die Bildung freier Sauerstoffradikale hemmen kann, wurde die Protein-Expression der

Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) Oxidase 4 (NOX4) untersucht. Die quantitative

Analyse von NOX4 in Relation zum Referenzprotein GAPDH zeigte eine signifikante Erhéhung des

Quotienten in den Knockout-Mausen nach 3-tagiger TAC, im Vergleich zu den operierten

Kontrolltieren. Dieses Ergebnis wurde durch die Bestimmung der mRNA Expression der NAPDH

Oxidase 4 bestatigt. Nach 3 Tagen TAC stieg die mRNA Expression von NOX4 in den KO-Tieren
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signifikant auf 1,2 £ 0,1 x-fach vs Sham, im Vergleich zu den operierten Kontrolltieren an. Die
zweiwochige Aortenkonstriktion fiihrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg mRNA Expression von
NOX4 in CM GC-B KO Mausen (3,2 £ 0,5 x-fach vs Sham) im Vergleich zu den Kontrolltieren (1,7 £ 0,1 x-
fach vs Sham) (Abb. 37).
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Abb. 37 Effekte der TAC auf die Expression der NADPH Oxidase 4 in Kontrolltieren und in CM GC-B KO Mausen (A) Zeigt
die linksventrikuldre Protein-Expression von NOX4 normiert auf GAPDH (37 kDa). Das Molekulargewicht von NOX4
liegt bei 67 kDa. (B) Zeigt quantitative real time-PCR Analysen der linksventrikularen mRNA Expression von NOX4
normiert auf das Referenzgen S12.

NOX4 Western Blot: (n=4 Kontrolltiere, 4 CM GC-B KO Tiere);

NOX4 gRT-PCR: Sham (n=8 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere), TAC 3 Tage (n=6 Kontrolltiere, 7 CM GC-B KO Tiere),
TAC 14 Tage (n=8 Kontrolltiere, 8 CM GC-B KO Tiere). Die rot umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B
KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC Uber 3 Tage in Kontrolltieren)
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3.3.8 Linksventrikuldre Phosphorylierung des Transkritionsfaktors ,,signal transducer and

activator of transcription 3 (STAT3)

Der Phosphorylierungsgrad des Transkriptionsfaktors STAT3 und die damit einhergehende mogliche

anti-apoptotische Wirkung, konnte eine eventuelle Erklarung der friihen Dilatation in den CM GC-B KO

Mausen nach 3-tagiger TAC darstellen. Aus diesem Grund wurden die Protein-Expressionsspiegel von

phosphoryliertem STAT3 (pTyr70sSTAT3) in linksventrikuldren Gewebelysaten untersucht. 3 Tage TAC

fihrte in den Kontrolltieren zu einem signifikanten Anstieg der pSTAT3 Protein-Expression, im

Vergleich zur Sham-Bedingung. Dieser Anstieg konnte in den CM GC-B KO Mausen nach 3-tagiger TAC

nicht detektiert werden (Abb. 38).
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Abb. 38 Effekte der TAC auf die linksventrikuldre Phosphorylierung von STAT3 in Kontrolltieren und in CM GC-B KO
Mausen Gezeigt werden die linksventrikuldre Protein-Expression von phosphoryliertem STAT3 an Tyrosin 705
normiert auf GAPDH (37 kDa). Das Molekulargewicht von pSTAT3 und total STAT3 (tSTAT3) liegt jeweils bei 79 - 86
kDa. Sham (n=3 Kontrolltiere, 3 CM GC-B KO Tiere); TAC 3 Tage (n=4 Kontrolltiere, 4 CM GC-B KO Tiere). Die rot
umrahmten Balken, heben die Ergebnisse der CM GC-B KO Mause hervor. *p<0.05 (vs Sham); #p<0.05 (vs TAC ber
3 Tage in Kontrolltieren)
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4 Diskussion

4.1 Induktion der kardialen CNP mRNA-Expression bei akuter Druckbelastung des Herzens

durch transverser Aortenkonstriktion (TAC)

Anhand des in Abb. 28 gezeigten Ergebnisses ldsst sich feststellen, dass die CNP mRNA-Expression
nach pathologischer Druckbelastung (TAC) signifikant, im Vergleich zur Sham-Bedingung (basal)
ansteigt. Der hochste Anstieg der CNP-Expression lasst sich nach 3 Tagen transverser
Aortenkonstriktion detektieren. Nach 7 Tagen TAC ist bereits ein Rlickgang der mRNA-Expression zu
erkennen, welcher nach 14 Tagen TAC dann bis auf Basal-Niveau absinkt. Dies deutet darauf hin, dass
die kardiale CNP-Expression unter physiologischen Bedingungen (basal) im Herzen sehr niedrig ist,
allerdings wahrend pathologischen Bedingungen (z.B. nach TAC) signifikant ansteigt, wobei das
Ausmal von der Schwere und Art der kardiovaskularen Erkrankung abhangig ist.

Die basalen Plasmakonzentrationen von CNP liegen mit 1 — 3 pM weit unter denen von ANP und BNP
(circa 30 — 50 pM). Zudem hat CNP mit einer Halbwertszeit von 2,6 min, im Gegensatz zu ANP/BNP mit
2 - 5 min, die kiirzeste Halbwertszeit der natriuretischen Peptide (Emdin 2005, Hunt 1994, Potter
2006). In Ubereinstimmung mit den hier gemachten Beobachtungen, dass die kardiale CNP-Expression
nach TAC ansteigt, zeigen klinische Studien mit Patienten, die an chronischer Herzinsuffizienz leiden,
ebenso erhéhte CNP-Plasmakonzentrationen (3,2 — 5,5 pM) (Del Ry 2005). Dass die kardiale CNP
MRNA-Expression sowie CNP-Plasmaspiegel im Rahmen einer Herzhypertrophie oder Herzinsuffizienz
ansteigen, konnte auf eine pathophysiologische Rolle des Hormons hindeuten.

CNP wird nicht wie ANP und BNP in den Granula von Kardiomyozyten gelagert, sondern hauptsachlich
von Endothelzellen sezerniert (Del Ry 2011, Del Ry 2013). Ausléser fiir die Sekretion von CNP aus
Endothelzellen kdnnen unter anderem Schubspannung, Hypoxie und verschiedene Zytokine wie TNF-
o, TGF-B und IL-1 sein, welche wahrend des kardiovaskuldren Remodeling oder bei inflammatorischen
Prozessen freigesetzt werden (Chun 1997, Del Ry 2013). Die genauen Induktoren von CNP nach einer
transversen Aortenkonstriktion (TAC) im Mausmodell sind noch nicht bekannt. Allerdings ist bekannt,
dass nach einer experimentell durchgefiihrten Druckbelastung des Herzens (TAC) ein
Entziindungsprozess ausgeldst wird. Die durch TAC-induzierte transiente Entziindungsreaktion geht
mit einer Hochregulierung pro-inflammatorischer Zytokine einher, die von Immunzellen freigesetzt
werden. Xia et al. zeigte einen signifikanten Anstieg von TNF-a und IL-1f3 nach 3-tagiger
Aortenkonstriktion. Die akute Hochregulation von TNF-a- und IL-13 mRNA-Transkripten nach 3 Tagen
TAC konnten fir die Regulierung der Sekretion von CNP aus verschiedenen Herzzellen verantwortlich
sein. Da die Expression dieser Zytokine auch nach 3 Tagen TAC akut erhdht ist, konnten diese Faktoren
eine Rolle bei der Induktion von CNP in den friihen Stadien einer Druckbelastung des Herzens spielen

(Xia 2009).
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4.2 CM GC-B KO Mause haben eine effiziente und spezifische Deletion des GC-B Rezeptors

in Kardiomyozyten

Es ist bekannt, dass der GC-B Rezeptor im Herzen von Kardiomyozyten, Endothelzellen, Perizyten und
Fibroblasten exprimiert wird. Unter pathologischen Bedingungen wie z.B. einer Herzinsuffizienz bleibt
die Expression und die Aktivitat des GC-B Rezeptors weitestgehend erhalten, im Gegensatz zu GC-A.
Dies konnte daraufhin deuten, dass CNP wahrend einer Herzerkrankung, eine spezielle Rolle als
protektives Hormon einnimmt (Dickey 2012). In pharmakologischen Studien mit synthetischem CNP
konnten ebenso anti-hypertrophe Effekte beschrieben werden (Soeki 2005), allerdings mit
verwendeten CNP-Konzentrationen, die weit iber den natiirlich vorkommenden
Hormonkonzentrationen lagen. In der Studie 1, die im Abschnitt 3.1 beschrieben wird, konnte mit
einer CNP-Dosierung von 50 ng/kg/min eine TAC-induzierte Kardiomyozyten Hypertrophie auf
zellularer und molekularer Ebene verringert werden. Dieses Ergebnis flihrte zu der Frage, ob
endogenes CNP als parakrines Hormon im Herzen auch das pathologische Wachstum und die
kontraktile Funktion von Kardiomyozyten wahrend einer hypertensiven Herzerkrankung beeinflussen
kann. Daraufhin wurde ein neues genetisches Mausmodell mit einer zellspezifischen Deletion des GC-
B Rezeptors in Kardiomyozyten generiert. Um die Deletion von GC-B nachzuweisen, wurde die CNP-
induzierte cGMP-Produktion in Kardiomyozyten und Herzfibroblasten untersucht. Die Kardiomyozyten
der Kontrollm&use zeigen einen konzentrations-abhangigen Anstieg der cGMP-Produktion.
Wohingegen die cGMP Antwort der Kardiomyozyten aus den CM GC-B KO Mausen vollstandig
ausbleibt. Das deutet darauf hin, dass in den Knockout-Mé&usen die CNP/GC-B/cGMP-Signalkaskade
unterbrochen ist und die katalytische Umwandlung von GTP zu cGMP nicht stattfindet. Um zu
bestatigen, dass die Deletion des GC-B Rezeptors tatsachlich nur in Kardiomyozyten vorkommt, wurde
zusatzlich noch die cGMP Antwort der Herzfibroblasten untersucht. Die cGMP-Spiegel der Fibroblasten
aus Kontroll- und Knockout-Mausen (CM GC-B KO) korrelieren jeweils mit den CNP-Konzentrationen.
Weitere Kriterien zur Bestdtigung der zellspezifischen Deletion des GC-B Rezeptors, stellen die CNP-
induzierte Phosphorylierung von PLB und Titin dar. Da beide Proteine in Kardiomyozyten vorkommen
und Uber die CNP/GC-B-Signalkaskade aktiviert werden konnen. Die Auswertung der Western Blots
zeigt, dass CNP eine deutliche Phosphorylierung von PLB an Serin 16 und von Titin an Serin 4080 (die
PKG abhangige Phosphorylierungsstelle) in isolierten Kontroll-Kardiomyozyten induziert. Dies wurde in
den Kardiomyozyten der Knockout-Mause nicht beobachtet. Unterstiitzt wurden diese Ergebnisse
durch die Tatsache, dass die Behandlung der isolierten Kardiomyozyten mit Isoproterenol (ISO),
Genotyp-unabhangig zu einer signifikanten Phosphorylierung von PLB und Titin fiihrt. ISO als ein
synthetischer B-Adrenorezeptor Agonist, fiihrt nach Aktivierung des -Rezeptors zur Bildung von
cyclischem AMP (cAMP) und damit zu der Aktivierung der Serin/Threonin Proteinkinase A (PKA). Die
PKA ist in der Lage, Phospholamban und Titin zu phosphorylieren (Yamasaki 2002). Die durch die PKA-
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induzierte Phosphorylierung von PLB und Titin in den Kardiomyozyten der Knockout-Mause, ist ein
weiterer Beweis fiir die Deletion des CNP/GC-B/cGMP in den Kardiomyozyten der CM GC-B KO Miuse.

Insgesamt bestatigen diese Experimente die Kardiomyozyten-spezifische Deletion des GC-B Rezeptors.

4.3 Unter physiologischen, basalen Bedingungen hat das CNP/GC-B System keine

Bedeutung fiir die Morphologie und Funktion der Kardiomyozyten

Im Anschluss der erfolgreichen Validierung der CM GC-B KO Mause, wurde der Phanotyp dieser Tiere
unter basalen Bedingungen untersucht. Die Beurteilung des Phanotyps erfolgte an 2 — 4 Monate alten
Knockout-Mausen. Die CM GC-B KO Mause zeigen, im Gegensatz zu den globalen GC-B oder CNP KO-
Mausen, kein verdandertes Skelettwachstum. Zudem wurden keine Veranderungen des arteriellen
Blutdrucks oder der Herzfunktion festgestellt.

Einige publizierte Studien beschreiben, dass CNP die kontraktile Funktion des Herzens (inotrope und
lusitrope Effekte) verbessern kann (Li 2016, Moltzau 2013). Li et al. zeigte in einem Herzinsuffizienz
(HF)-Modell, dass die intravendse Gabe von CNP zu einer modifizierten Herzfunktion mit gesteigerter
Relaxationsfahigkeit sowie vermehrter cGMP-Produktion fiihrt (Li 2016). In einer anderen Arbeit wird
beschrieben, dass CNP sowohl negative inotrope als auch positive lusitrope Effekte in gesunden
Herzen induzieren kann. Diese Effekte wurden auch, konzentrationsabhangig von CNP, in einem
Nagetier Myokardinfarkt-Modell detektiert (Moltzau 2013). Anhand dieser Zitate, erwarteten wir, dass
die CM GC-B KO Mause unter physiologischen Bedingungen eine verdnderte Herzfunktion aufweisen.
Aber in den untersuchten Knockout-Tieren konnten wir, wie bereits beschrieben, basal keine
Veranderungen der kontraktilen Funktion des Herzens feststellen. Dies konnte daran liegen, dass
unter physiologischen Bedingungen, die endogenen, kardialen sowie im Blut zirkulierenden CNP-
Konzentrationen sehr niedrig sind. In den erwahnten Zitaten wurde, um CNP-induzierte inotrope und
lusitrope Effekte zu detektieren, CNP in einer Konzentration von 300 nM eingesetzt. Dies ist eine viel
héhere Konzentration als basal im Organismus vorkommen wiirde. Zudem kénnten durch die
konstitutive Deletion des CNP/GC-B Signalwegs in Kardiomyozyten, andere Signalwege im Gegensatz
dazu hochreguliert sein, um den Verlust zu kompensieren. Eine weitere wichtige Komponente in der
Beurteilung der Herzfunktion sind die Phosphodiesterasen (PDEs). Die PDEs fungieren als Gegenspieler
zu den Cyclasen und bauen cGMP zu GMP oder cAMP zu AMP ab. Afzal et al. beschreibt, dass die PDE3
und PDEA4 fiir die Regulation der positiven inotropen und lusitropen Effekte im gesunden Herzen
verantwortlich sind. Wahrend bei einem Herzinsuffizienz-Zustand hauptséachlich die PDE3 als
Regulator der kontraktilen Funktion agiert (Afzal 2011). In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass
CNP Uber GC-B/cGMP &dhnliche hohe cAMP-Spiegel erzielen kann, wie der synthetische PDE3-Inhibitor

Cilostamid (Qvigstad 2010). Zudem konnte CNP in isolierten Nagetier Papillarmuskeln Gber eine
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erhohte cGMP-Produktion positive lusitrope Effekte, ohne Beeinflussung des cAMP-Spiegels erzielen.
Auch ist bekannt, dass eine erhéhte cGMP-Produktion zur Stimulation der Phosphorylierung von
Phospholamban und Troponin fihren und somit zur Regulierung der myokardialen Kontraktilitat
beitragen (Brusq 1999).

Insgesamt betrachtet, kann die ausbleibende verdanderte Herzfunktion in den CM GC-B KO Mé&usen auf
eine Vielzahl von Griinden zuriickgefiihrt werden. Dennoch wurde in mehreren Studien daraufhin
gedeutet, dass CNP liber eine erhohte cAMP-vermittelte Signaltransduktion durch die hemmende
PDE3 Wirkung, positive inotrope und lusitrope Effekte sowohl bei versagenden als auch bei gesunden

Herzen vermitteln kann (Meier 2017).

4.4 Im Alter zeigen weibliche CM GC-B KO Mause eine dilatative Kardiomyopathie

Wie bereits in Abschnitt 4.3 beschrieben, zeigen die CM GC-B KO Mause in einem Alter von 2 — 4
Monaten einen unauffalligen Phanotyp. Interessanterweise, war aber in einem Alter von ungefahr
einem Jahr, die Herzfunktion und die Herzmorphologie der weiblichen KO-Mause im Vergleich zu den
gleichaltrigen Geschwisterkontrolltieren signifikant verandert. Dies wurde nicht in den gleichaltrigen
mannlichen CM GC-B KO Mausen beobachtet. In den circa 1 Jahr alten Weibchen zeigen sich
signifikant erhdhte Kérpergewicht-normierte Herz und linksventrikuldare Gewichte, sowie vergroRerte
Kardiomyozytenflachen, im Vergleich zu den Geschwisterkontrolltieren. Dies ldsst auf eine
entstandene, ausschlieBlich in den Weibchen vorkommende Herzhypertrophie schlieBen. Zudem
verschlechterte sich die Herzfunktion mit einem Absinken der Ejektionsfraktion um circa 28 % auch
nur in den weiblichen KO-Tieren. Diese entwickelten eine dilatative Kardiomyopathie, mit deutlicher
VergrofRerung des Kammervolumens. So kdnnen die dilatierten Ventrikel nicht mehr vollstandig
kontrahieren, und das Restblutvolumen am Ende der Diastole bzw. Systole in den weiblichen CM GC-B
KO Mausen nimmt signifikant zu den gleichaltrigen Geschwister-Tieren zu. Da die dilatative
Kardiomyopathie ausschlieRlich in den weiblichen KO-Tieren auftrat, kénnte dies daraufhin deuten,
dass das endogene CNP in den mannlichen CM GC-B KO Mausen verzichtbar war. In Moyes et al. wird
ein dahnlicher Geschlechts-abhangiger Effekt beschrieben. Dort wird gezeigt, dass weibliche ec CNP KO
Mause (Mause denen CNP nur in Endothelzellen fehlt), im Gegensatz zu den mannlichen ec CNP KO
Tieren, einen signifikant hoheren arteriellen Blutdruck aufweisen. Die Gruppe von A. Hobbs
postulierte, dass bei den mannlichen Mausen die Endothel-vermittelte Ausschiittung von
Stickstoffmonoxid (NO) eine groRere Bedeutung hatte als endotheliales CNP (Moyes 2014). Somit
konnte der Verlust der CNP-Wirkungskaskade, bei den ec CNP KO Mannchen durch NO kompensiert
werden. Wohingegen bei den Weibchen CNP die gréRere Bedeutung einnimmt und somit die NO-

Kompensation ausbleibt (Moyes 2014). Neben den Blutdruck-regulierenden Effekten, berichten einige
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weitere Publikationen auch liber eine schiitzende Rolle von NO im Rahmen von Herzerkrankungen. In
Yu et al. wird beschrieben, dass erhohte endogene NO-Spiegel das Myokard vor postischamischen
Reperfusionsschaden schiitzen konnen (Yu 2018). Andere Studien zeigen, dass durch die Inhibierung
der PDE2, zusammen mit dem tiber den NO/sGC-Signalweg produzierte cGMP, das Risiko der
Entstehung einer Herzinsuffizienz reduziert werden kann (Baliga 2018).

In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass Mduse mit einem Bmal-1 Knockout (Bmal1”") (brain
and muscle ARNT-like protein = ein Transkriptionsfaktor, der den zirkadianen Rhythmus reguliert)
nach circa 6 Monaten auch eine dilatative Kardiomyopathie (DCM) entwickelten (Lefta et al. 2012). In
Harding et al wird gezeigt, dass Kardiomyozyten-spezifische EP-4 Knockout Mause (Prostaglandin E2
Rezeptor 4) im Alter von 5 Monaten eine dilatative Kardiomyopathie mit einhergehender Fibrose und
kontraktiler Dysfunktion entwickeln. Hier sind allerdings die mannlichen Mause mehr betroffen, bei
den Weibchen entwickelte sich die DCM in einer milderen Form (Harding et al. 2010). Timp 37
(Metalloproteasen Inhibitor 3) Mause entwickelten nach 21 Monaten Kardiomyozyten Hypertrophie
mit linksventrikularer Dilatation und kontraktiler Dysfunktion (Fedak et al. 2004). Auch eine Deletion
der lysomalen Endopeptidase Cathepsin L (CTSL”") fiihrte in einjdhrigen M&usen zu einer dilatativen
Kardiomyopathie (Stypmann et al. 2002). In unserer Studie zeigen die CM GC-B KO-Mause, die DCM-
Antwort ebenso in spateren Stadien. Das Fehlen des GC-B Rezeptors in Kardiomyozyten scheint fir die
Mause in einem friiheren Stadium basal keine Probleme hervorzurufen. Allerdings scheint es fir die
Weibchen aber eine spezielle Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Herzfunktion und dem Schutz

vor kontraktiler Dysfunktion im Alter zu haben.

4.5 Endogenes, lokales CNP schiitzt vor pathologischer Herzhypertrophie, aber nicht vor

interstitieller Fibrose des Herzens

In der Studie mit exogenem, synthetischem CNP, welche in Abschnitt 3.1 beschrieben wurde, konnten
wir eine schitzende Wirkung von CNP auf die TAC-induzierte Herzhypertrophie beobachten. CNP
reduzierte signifikant die durch aortalen Banding vergroRerten linksventrikuldren
Kardiomyozytenflachen sowie die mRNA Expression des Hypertrophiemarkers BNP. Die erhobenen
Korpergewicht-normierten Herz und linksventrikularen Gewichte wurden durch die 14-tagige Gabe
von CNP tendenziell verringert. Zusammen mit publizierten Befunden (Del Ry 2013, Izumiya 2012,
Wang 2007) fihrten diese Ergebnisse zu der Hypothese, dass CNP vor pathologischer
Herzhypertrophie schiitzen kann. Diese Hypothese wird durch Beobachtungen an den CM GC-B KO
Madusen unterstitzt.

Die Knockout-Mause reagierten bereits nach 3-tagiger transverser Aortenkonstriktion mit einer

ausgepragten, progressiven Herzhypertrophie. Die Kardiomyozytenflachen der KO Tiere waren im
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Vergleich zu den Kontrolltieren (in denen der CNP/GC-B/cGMP Signalweg funktioniert) signifikant
vergroRert. Allerdings scheint die friihe hypertensive Herzhypertrophie der CM GC-B KO Mause bereits
nach 3-tagiger TAC transient zu sein, da nach 14 Tagen TAC keine Unterschiede mehr zwischen
Kontroll- und Knockout-Méausen beobachtet wurden. Dieser Zeitverlauf passt interessanterweise zu
der Hochregulierung der CNP Expression im Herzen, die dhnlich transient ist. Mittels gRT-PCR konnte
nach 3 Tagen Aortenkonstriktion an Wildtyp Méausen, ein akuter Anstieg der CNP mRNA Expression im
linken Ventrikel detektiert werden. Nach 14 Tagen TAC sank dieser wieder fast auf Basal-Niveau ab.
Wir vermuten daher, dass endogenes CNP nur transient nach einer Druckbelastung des Herzens eine
schitzende Bedeutung hat. Eine mogliche Ursache fiir die ausbleibende Herzhypertrophie nach 3
Tagen TAC in den Kontrolltieren, konnte die friihe beschriebene Hochregulation von TNF-a. sein,
welcher als moéglicher CNP-Induktor fungiert (Xia 2009). Dass CNP eine direkte Wirkung auf eine durch
Ang ll-induzierte Herzhypertrophie hat, wurde in Rosenkranz et al. (2003) beschrieben. Der
Mechanismus der hemmenden Wirkung von CNP auf eine Myozyten-Hypertrophie, insbesondere die
hypertrophen Signalwege, wurde nicht untersucht. Aber Tokudome et al. zeigte, dass CNP die erhéhte
Endothelin-1 (ET-1)-induzierte Calcium und Calmodulin-abhangige Proteinkinasen Il (CaMKII)
Aktivierung Gber cGMP-vermittelte Signalwege hemmen konnte (Tokudome 2004). Die Zunahme von
Calcium spielt bei der ET-1-induzierten Kardiomyozyten Hypertrophie (iber aktivierte CaMKII-
abhangige Signalwege eine entscheidende Rolle (Zhu et al. 2000). Diese Daten deuten darauf hin, dass
der CNP/GC-B/cGMP Signalweg in friihen Stadien einer Herzbelastung anti-hypertrophe Effekte
austiben kann.

Die TAC-induzierte linksventrikulare Fibrose wurde weder durch exogenes (Studie 1) noch durch
endogenes CNP (Studie 2) beeinflusst. Obwohl beschrieben ist, dass CNP anti-fibrotische Wirkungen
nach Myokardinfarkt zeigt (Soeki 2005, Izumiya 2012), sind die zellularen Mechanismen der anti-
fibrotischen Wirkung in vivo nicht vollstandig verstanden. Es wurde auch gezeigt, dass CNP in der Lage
ist, die Proliferation und Kollagensynthese von kultivierten kardialen Fibroblasten zu hemmen (Horio
2003, Soeki 2005). Tatsachlich zeigen unsere Beobachtungen, dass die mRNA Expression von Kollagen
(Col1al) 14 Tage nach Aortenkonstriktion ansteigt, aber durch synthetisches CNP nicht beeinflusst

wird. Somit konnten wir die Ergebnisse der in vitro Studien, in vivo nicht bestatigen.

4.6 Der CNP/GC-B/PKG Signalweg in Kardiomyozyten moduliert die Titin-Phosphorylierung

und schiitzt vor dilatativer Kardiomyopathie

Die Ergebnisse meiner Dissertationsarbeit zeigen, dass exogenes CNP fast vollstandig vor einer TAC-
induzierten linksventrikularen Dilatation schiitzen kann (Studie 1). Eine mogliche mechanistische

Ursache fiir die protektive Wirkung von CNP kdnnte die spezifische Phosphorylierung von Titin an
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Position Serin 4080 sein. Durch die Gabe von synthetischem CNP, konnte ein signifikanter Anstieg der
Titin-Phosphorylierung an der cGMP-abhangigen Phosphorylierungsstelle Serin 4080 detektiert
werden. Es ist beschrieben, dass durch alternatives Splicen der Titin-pra-mRNA eine Vielzahl von Titin-
Isoformen entsteht. Diese Isoformen befinden sich im dehnbaren I-Band Bereich des Titinfilaments. Im
Herzmuskel werden 2 Isoformen ko-exprimiert, der N2BA-Typ und die steifere, kiirzere Isoform N2B.
Das Verhaltnis dieser Isoformen bestimmt zu einem groRen Teil die elastischen Eigenschaften des
Titinfilaments (Kruger 2009). Hudson et al. postuliert, dass die Phosphorylierung von Titin am N2B-
Element, durch die PKG, die Steifheit des Titinmolekdls reduziert und gleichzeitig somit die Elastizitat
erhoht. Ebenso, dass eine Hypophosphorylierung von Titin an der PKG-abhangigen
Phosphorylierungsstelle, in Herzinsuffizienz-Patienten eine verminderte Elastizitat des Titinmolekils
zur Folge hat (Hudson 2011). Dies kdonnte daraufhin deuten, dass der CNP/GC-B/cGMP/PKG-induzierte
Anstieg der Titin Phosphorylierung zu einer verbesserten Compliance der Kardiomyozyten beitragt und
somit vor einer TAC-induzierten kontraktilen Dysfunktion und linksventrikularen Dilatation schiitzt.
Unterstlitzt werden diese Daten, durch unsere Beobachtungen an den CM GC-B KO Mausen. Nach 3-
tagiger Aortenkonstriktion wurde ein Riickgang der Titin-Phosphorylierung an der PKG-abhangigen
Phosphorylierungsstelle, im Vergleich zu den Kontroll-Mausen detektiert. Die Hypophosphorylierung
von Titin und die damit einhergehende verminderte Elastizitat der Kardiomyozyten, kénnte
moglicherweise zu der verschlechterten Herzfunktion in den KO-M&usen beigetragen haben. Dadurch,
dass Titin durch die Bestimmung der Elastizitdt des Sarkomers direkt die Myozyten Kontraktion und
besonders die Relaxation beeinflusst, konnte die verminderte Phosphorylierung des Titinmolekils
nach 3 Tagen TAC eine mogliche Ursache fir die linksventrikulare Dilatation der CM GC-B KO Mause
sein.

Zudem konnten wir eine signifikant erhohte Phospholamban (PLB) Phosphorylierung an Serin 16 nach
3 Tagen TAC, Genotyp-unabhéangig (CM GC-B KO und Kontroll-Mause) detektieren. Die PLB-
Phosphorylierung kdnnte auf eine exzessive Stimulation von -adrenergen Rezeptoren als Folge einer
Stress-bedingten Aktivierung des Sympathikustonus sein (Wang et al. 2004). Die Phosphorylierung von
Phospholamban wird dann durch die Proteinkinase A (PKA) vermittelt und dient einer besseren
Relaxation des Herzens (Li et al. 2000). Dies wurde auch in der Studie mit exogenem CNP beobachtet.
Die PLB-Phosphorylierung an Serin 16 konnte durch synthetisches CNP nicht beeinflusst werden.
Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass CNP tiber GC-B/cGMP/PKG spezifisch Titin an Serin
4080 phosphorylieren kann, und somit einer beginnenden Versteifung und Ausdehnung der
Myofibrillen bei der Entstehung einer Herzhypertrophie entgegenwirkt und so zu einer besseren

Relaxationsfahigkeit des Ventrikels beitragen kann.
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4.7 Der CNP/GC-B/PKG Signalweg hemmt in Kardiomyozyten die Stress-abhingige
Induktion von Zytokinen/Myokinen wie Interleukin 6, dies schiitzt moglicherweise vor

Inflammation und Apoptose

In unserer Studie 1 mit exogenem CNP, resultierte die 14-tagige transverse Aortenkonstriktion in
einem signifikanten Anstieg der IL-6 mRNA Expression. Dieser Anstieg wurde durch synthetisches CNP
signifikant gehemmt. Das IL-6 als pro-inflammatorisches Zytokin zu der Entstehung einer
Herzhypertrophie beitragen kann, wurde bereits in Kanda et al. 2004 gezeigt. Zudem konnten erhdhte
IL-6 Plasmaspiegel in Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz festgestellt werden (Kanda 2004).
Andere Studien zeigen, dass eine systemische Deletion von IL-6 in einem Mausmodell die
Auswirkungen durch eine TAC-induzierte Herzhypertrophie abschwachen kann (Zhao 2016). Die
Regulation einer TAC-induzierten Entziindungsreaktion steht im engen Zusammenhang mit der
Sezernierung von IL-6 aus Kardiomyozyten (Tsutamoto 1998). Auch wurde gezeigt, dass synthetisches
CNP oder die PKG | die IL-6 Produktion und die damit einher gehende Entzlindung in Nagetier-
Modellen mit Nieren-, Lungen- sowie Herzerkrankungen signifikant reduzieren konnte (Kimura 2015,
Li 2012, Wu 2018). Diese Studien passen zu unserer Beobachtung, dass synthetisches CNP die TAC-
induzierte IL-6 Produktion signifikant verringern konnte. Anhand dieser Beobachtung vermuteten wir,
dass der Verlust des endogenen CNP/GC-B/cGMP-Signalwegs in Kardiomyozyten im Gegensatz dazu
die IL-6 Produktion erh6ht und somit die Entziindungsreaktion initiiert. Tatsachlich, konnten wir in
lysiertem linksventrikuldarem Gewebe der CM GC-B KO Mause, einen akuten Anstieg der IL-6 mRNA
Expression nach 3 Tagen TAC, im Vergleich zu den Kontrolltieren detektieren. Dieser IL-6 Anstieg nach
3 Tagen in den KO-Mausen wurde zudem von einer erhéhten Cxcl-1 mRNA Expression sowie einer
erhohten NOX4-Expression begleitet. Dass CNP eine Ang ll-induzierte erh6hte NOX4-Produktion
signifikant hemmen kann, wurde bereits in Izumiya et al. (2012) beschrieben. Zusammen mit der
Beobachtung in Xia et al. (2009), dass eine 3-tdgige Aortenkonstriktion zu einer erh6hten mRNA-
Expression von TNF-a flihrt und somit die Sezernierung von CNP induziert, deuten diese Daten darauf
hin, dass der CNP/GC-B/cGMP-Signalweg nach TAC zu einer Herunterregulierung pro-

inflammatorischer Gene in Kardiomyozyten beitragen kann.

In einem murinen Myokardinfarkt-Modell konnte gezeigt werden, dass eine pathologische gp-130
vermittelte STAT3-Aktivierung, zu linksventrikularem Remodeling und Herzinsuffizienz fiihrte
(Tsutamoto et al. 1998). Angesichts dieser Studie wiirde man anhand des erhdhten IL-6 Anstiegs in
den KO-Mausen nach 3 Tagen eine Hochregulation von pSTAT3 erwarten. Die Phosphorylierung von
STAT3 war aber in den CM GC-B KO Mausen klar verringert. Aus der Literatur geht nicht eindeutig
hervor, ob STAT3 mehr schiitzende oder schadigende Wirkungen aufweist. Smith et al. zeigen, dass
eine Herz-spezifische Deletion von STAT3 keinen Einfluss auf die InfarktgroRe hatte (Smith 2004).
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Andere Studien zeigen anhand eines Mausmodells mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion
von STAT3, dass der Verlust des Transkriptionsfaktors nach Ischamie-Reperfusion zu einer erhéhten
InfarktgrofRe und mehr Apoptose fihrt (Hilfiker-Kleiner 2005). Das kdnnte darauf hindeuten, dass die
verringerte STAT3-Aktivierung in den CM GC-B KO-M&usen nach 3 Tagen TAC, spezifische Apoptose-
Signalwege induziert und so zu der detektierten Kardiomyopathie beitragt. Dies konnte leider aus

zeitlichen Griinden nicht untersucht werden.

4.8 Limitationen der Studie

Zu den kritischen Punkten in dieser Dissertationsarbeit gehort die Fibrose-Auswertung. Das Computer-
Programm (Adobe Photoshop 7.0), welches zur Erkennung der Fluoreszenz-Bilder benutzt wurde,
erkannte nicht 1:1 die rot-fluoreszierenden Kollagenfasern, sondern erfasste nur fluoreszierende
Kollagenfasern, welche oberhalb eines bestimmten Schwellwertes lagen. Dieser Fehler wurde nicht
rechtzeitig erkannt und damit sind die Ergebnisse (Abb. 13, Abb. 33) dieser Versuche nicht
abschlieRend interpretierbar.

Weiter zu hinterfragen ware der beobachtete Phanotyp der 1 Jahr alten weiblichen CM GC-B KO
Mause. Mehrere Studien zeigen, dass eine erhohte Expression der Cre-Rekombinase zu einer
dilatativen Kardiomyopathie und Herzfibrose beitragen kann (Buerger 2006, Lexow 2013, Pugach
2015). Um einen alleinigen Cre-Effekt ausschlieRen zu konnen, ware es sinnvoll gewesen, eine Cre-
Kontrolle-also Tiere, die keine LoxP Sequenzen haben, mit zu untersuchen. Leider war dies im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit nicht moglich gewesen.

Zudem wurde ein Medium mit einem bereits abgelaufenen Haltbarkeitsdatum fiir die Versuche an
isolierten Kardiomyozyten verwendet. Es ist leider nicht auszuschlieRen, dass dadurch die
Morphologie und Vitalitat der Kardiomyozyten beeintrachtigt wurde.

Eine weiterer Kritikpunkt in dieser Dissertation wére, dass in der Studie 1 (3.1) C57Bl6 Mausen und in
der Studie 2 (3.2) Mause mit einem gemischten genetischen Hintergrund (C57BI6 und 1295V)
verwendet wurden. Koentges et al. postulierte, dass eine transverse Aortenkonstriktion bei den
C57BI6 Mausen zu einer starkeren Einschrankung der Herzfunktion fiihrte, als bei den 1295V Mausen.
Zudem war beispielsweise die Periostin mRNA Expression nach TAC in den C57Bl6 Mausen signifikant
starker hochreguliert als in den 1295V Mausen. Dies kdnnte zu einer starkeren Induktion von Fibrose

in den C57BI6 Mausen bei tragen (Koentges 2017).
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden die kardialen Effekte des C-Typ natriuretischen Peptids
(CNP) an wildtypischen Mausen (Studie 1) und an einem neuen genetischen Mausmodell, mit einer
Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des Guanylyl-Cyclase (GC-B) Rezeptors (Studie 2) untersucht.
In Studie 1 wurden die Wirkungen von exogenem, synthetischem CNP auf eine durch Druckbelastung-
induzierte Herzinsuffizienz in wildtypischen Mausen (C57BI6 Hintergrund) untersucht. Dafiir wurde
CNP parallel zu einer operativen transversen Aortenkonstriktion (TAC) Giber osmotische Minipumpen
in einer Dosierung von 50 ng/kg/min Gber 14 Tage appliziert. Die 14 Tage TAC fihrten zu einer
ausgepragten Linksherzhypertrophie. Diese wurde durch exogenes CNP auf zellularer (verringerte
Kardiomyozytenflachen) und molekularer (verringerte BNP mRNA Expression) Ebene signifikant
gehemmt. Auch die durch TAC-induzierte linksventrikuldre Dilatation wurde durch exogenes CNP fast
vollstandig verhindert. Diese kardialen protektiven Effekte von CNP traten ohne eine wesentliche
Veranderung des arteriellen Blutdrucks auf. Mdgliche mechanistische Ursachen fiir die schiitzende
Wirkung von CNP kénnte die PKG-abhangige Phosphorylierung des sarkomerischen Proteins Titin sein.
Eine gesteigerte Phosphorylierung von Titin an der elastischen N2B-Domane verringert die Steifigkeit
der Kardiomyozyten und verbessert somit deren Relaxationsfahigkeit (Hudson 2011). Die erh6hten
linksventrikuldren Volumina nach TAC (end-diastolische und end-systolische Volumina) wurden
moglicherweise durch eine erhohte Steifigkeit der Kardiomyozyten provoziert. Dies konnte durch den
akuten IL-6 mRNA Anstieg nach TAC beglinstigt werden, da Kruger et al. einen Zusammenhang
zwischen passiver Steifigkeit der Kardiomyozyten und IL-6-Expression postulierten (Kotter 2016,
Kruger 2009). Diese Veranderungen wurden durch exogenes CNP verhindert. Es ist wahrscheinlich,
dass die CNP-induzierte Phosphorylierung von Titin an Serin 4080 in die Relaxationsfahigkeit der

Kardiomyozyten und somit die diastolische Funktion des linken Ventrikels verbesserte.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde in Studie 2 untersucht, ob auch endogenes CNP als parakrines
Hormon im Herzen eine TAC-induzierte Herzhypertrophie und die kontraktile Funktion von
Kardiomyozyten bei einer hypertensiven Herzerkrankung beeinflussen kann. Dafiir wurde ein neues
genetisches Mausmodell mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des GC-B Rezeptors
generiert (CM GC-B KO). Da vorangegangene Studien in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die basale
CNP-Expression im Herzen sehr gering ist, nach 3-tagiger TAC aber akut ansteigt und nach 14-tagiger
TAC wieder abfallt, haben wir CM GC-B KO Mause und deren Geschwister-Kontrolltiere an beiden
Zeitpunkten nach TAC untersucht. Die TAC fihrte Genotyp-unabhangig zu einem Anstieg der kardialen
Nachlast nach 3 Tagen und weiter nach 14 Tagen. Diese Druckbelastung provozierte eine progressive,

signifikante Linksherzhypertrophie.
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Allerdings reagierten die CM GC-B KO Mause im Vergleich zu den Kontrolltieren bereits nach 3-tagiger
TAC mit einer ausgepragten Kardiomyozyten-Hypertrophie. Zudem beobachteten wir nach 3-tagiger
TAC in den Knockout-Mausen eine Abnahme der Ejektionsfraktion und gleichzeitig eine signifikante
Zunahme der beiden linksventrikuldren Volumina (end-diastolische und end-systolische Volumen).
Diese friihe linksventrikuldre Dilatation wurde in den Kontrolltieren nicht beobachtet. Daraus
schlussfolgerten wir, dass endogenes kardiales CNP, dessen Expression zu friihen Zeitpunkten nach
Druckbelastung ansteigt, das Herz vor kontraktiler Dysfunktion und Dilatation schiitzen kann. Um
mogliche Mechanismen fiir die protektive Wirkung von endogenem CNP zu erkldren, untersuchten wir
die IL-6 mRNA Expression sowie die Titin-Phosphorylierung im Herzen. Der akute Anstieg der IL-6
MRNA Expression nach 3-tagiger TAC in den CM GC-B KO Mausen korreliert mit der verminderten
Phosphorylierung von Titin an der PGK-spezifischen Phosphorylierungsstelle (Serin 4080). Somit
kdénnte der CNP/GC-B/cGMP-Signalweg zu einer Inhibition pro-inflammatorischer Gene beitragen, da
der akute IL-6 mMRNA Anstieg in den Kontrollen nicht beobachtet wurde. Auch die gesteigerte NOX4
Expression 3 Tage nach TAC, konnte zu der friihen dilatativen Kardiomyopathie in den Knockout-
Mausen beigetragen haben. Die verringerte STAT3 Aktivierung in den CM GC-B KO Mdusen wiirde laut
Literatur zu vermehrter Apoptose fihren, indem pro-apoptotische Gene wie Bcl oder Bax vermehrt
transkribiert werden. Auch die erhohte Cxcl-1 mRNA Expression in den Knockout-Mausen deutet
zusammen mit dem IL-6 Anstieg auf vermehrte Entziindungsreaktionen 3 Tage nach TAC hin.
Zusammengenommen deuten die Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit darauf hin, dass der CNP/GC-
B/cGMP-Signalweg in friihen Stadien einer erhohten kardialen Druckbelastung und der Entstehung
einer dilatativen Kardiomyopathie entgegenwirken kann. Die Phosphorylierung des sarkomerischen
Proteins Titin und die Hemmung der Expression pro-inflammatorischer Zytokine (speziell IL-6) kénnten

zu diesem protektiven Effekt beitragen.
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6 Abstract

Here we investigated cardiac effects of c-type natriuretic peptide (CNP) in wildtype mice (study 1) and
in a newly generated mouse model with cardiomyocyte-specific deletion of the guanylyl cyclase (GC-B)
receptor (study 2).

In study 1 the effects of exogenous, synthetic CNP were investigated in wildtype mice (C57Bl6
background) after heart failure induced by pressure overload. Therefore, additionally to transverse
aortic constriction (TAC) CNP (50 ng/kg/min) was administered via osmotic minipumps for 14 days.
TAC provoked progressive heart hypertrophy. The TAC-induced hypertrophy was accompanied by
enlarged cardiomyocyte areas and increased left ventricular mRNA levels of BNP. CNP significantly
reduced cardiomyocyte areas and mRNA levels of BNP. Also, the TAC-induced left ventricular
dilatation was almost prevented through synthetic CNP. These cardiac protective effects of CNP were
accompanied by increased phosphorylation of the sarcomeric protein titin. Titin plays a critical role in
maintaining the sarcomere structure and elasticity and thereby influences myocyte contraction and
especially relaxation. The left ventricular end-diastolic and end-systolic volumes were significantly
increased after TAC.

The increased left-ventricular (end-diastolic and end-systolic) volumes after TAC are maybe provoked
by an increased cardiomyocyte stiffness. The acute rise in IL-6 mMRNA levels after TAC may favour these
change, since Kruger et al postulate a relationship between passive cardiomyocyte stiffness and IL-6
expression. These changes were prevented by exogeneous CNP. Presumably, the CNP induced
phosphorylation of titin on Serin 4080 within its elastic domain improves the cardiomyocyte relaxation
and therefore the left-ventricular diastolic function.

Because of these observations, we investigated in study 2, whether endogenous CNP as a paracrine
hormone can affect TAC-induced hypertrophy and contractile function of cardiomyocytes. Therefore,
we generated a new genetic mouse model with a cardiomyocyte specific deletion of the GC-B receptor
(CM GC-B KO). Since previous studies in our group demonstrated that cardiac baseline expression
levels of CNP are very low, but they markedly increased 3 days after TAC and decline to baseline levels
14 days after TAC, CM GC-B KO mice and control littermates were investigated at both timepoints
after TAC.

TAC resulted in increased cardiac afterload after 3 days, and more after 2 weeks, which was similar in
both genotypes. Pressure overload provoked a progressive and significant cardiac hypertrophy, shown
by the increased heart weight/body weight ratios, and were confirmed by histology. More severe
myocyte hypertrophy was shown 3 days after TAC in CM GC-B KO mice, compared with control mice.
Left ventricular contractile functions were also investigated by invasive catheterization in anesthetized

mice. Notably, while in control mice subjected to TAC the LV ejection fraction was only mildly
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decreased, the KO mice reacted with a very marked and early decrease of the ejection fraction at
three days after TAC, which tend to improve later on. Even more, the left ventricular end-diastolic and
end-systolic volumes were markedly increased in the KO mice 3 days after TAC, indicating left
ventricular dilatation. Again, this acute dilatation seems to reverse or improve at later stages. Such
changes were not observed in control mice. To clarify possible downstream signalling pathways
mediating these protective effects of CNP, we investigated titin-phosphorylation and IL-6 expression
after 3 days of TAC. The acute increased IL-6 mMRNA expression correlates well with the diminished
phosphorylation of titin (serin 4080) in CM GC-B KO mice. Also, the increased NOX4 expression 3 days
after TAC, could be one of the reasons of the early dilatation in KO mice. The diminished
phosphorylation of STAT3 in CM GC-B KO mice may induce apoptosis by transcription of Bcl or Bax
genes. Also, the increased mRNA expression of Cxcl-1 and IL-6 after 3 days of TAC can lead to more
inflammation the hearts of the KO mice. In summary, these results show, that the CNP/GC-B/cGMP
pathway can prevent cardiac dilatation in early stages. The phosphorylation of titin and the inhibition

of the pro-inflammatory cytokines can contribute to this protective effects of CNP in the heart.
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7 Anhang

7.1 verwendete Chemikalien

Tabelle 28 Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Produktbezeichnung

Hersteller/Firma

Acrylamid — N, N Methylen-bisacrylamid
Rotiphorese, Gel 30

Carl Roth GmbH

Agarose Bio&Sell GmbH
Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich GmbH
-Mercaptoethanol Merck KGaA

BC Assay Reagent A Interchim Montlucon
BCS Life Technologies
Bromphenolblau Merck KGaA

BSA-TYPE H1 Gerbu Biotechnik GmbH

Buprenorphinhydrochlorid

Indivior UK Ltd

2,3 — Butanedione monoxime

Sigma-Aldrich GmbH

Chloroform Merck KGaA
Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA
Essigsdureanhydrid Merck KGaA
Ethylendiamintetraessigsdure Merck KGaA
Ethanol Merck KGaA

FastStart Essential DNA Green Master, 2 x

Roche Diagnostics GmbH

FastStart Essential DNA Probes Master, 2 x

Roche Diagnostics GmbH

FCS

Gibco, Life Technologies

Formaldehyd-Lésung 4 %

AppliChem GmbH

Gamma (y)-Globulin

Sigma-Aldrich GmbH

GeneRuler (100-1000 bp)

Life Technologies

DNA Ladder

Glucose Merck KGaA
Glycerin Merck KGaA

Glycin Merck KGaA

HEPES Merck KGaA

IBMX Sigma-Aldrich GmbH
Isofluran Cp pharma
Isopropanol Carl Roth GmbH
Isoproterenol Sigma-Aldrich GmbH
1251.cGMP Hartmann Analytic GmbH
Kaliumchlorid Merck KGaA
Kaliumhydrogencarbonat Merck KGaA
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA
Kalziumchlorid Merck KGaA
Kupfersulfat Merck KGaA

Laminin

Roche Diagnostics GmbH
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Liberase DH

Roche Diagnostics GmbH

Magnesiumsulfat

Merck KGaA

Milchpulver Carl Roth GmbH
Methanol Merck KGaA
Nancy-520 Sigma-Aldrich GmbH
Natriumacetat Carl Roth GmbH
Natriumchlorid Merck KGaA
Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA
Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (10-170 kDa)

Thermo Fisher Scientific GmbH

Penicillin/Streptomycin

Invitrogen

Phenol

Carl Roth GmbH

Ponceau S

Sigma-Aldrich GmbH

RNAse freies Wasser

Sigma-Aldrich GmbH

Dodecylsulfate-Na-salt

SERVA

Taurin

AppliChem GmbH

Tetramethylethylendiamin

Sigma-Aldrich GmbH

Trichloressigsaure

Merck KGaA

Triethylamin

Merck KGaA

Trizma® base

Sigma-Aldrich GmbH

TRIzol® Thermo Fisher Scientific GmbH
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich GmbH
Urethan Sigma-Aldrich GmbH

7.1.1 verwendete Enzyme

Produktbezeichnung
Liberase
Proteinase K

Trypsin

Hersteller/Firma

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH

7.1.2 verwendete Kits (gebrauchsfertige Lésungen)

Produktbezeichnung
cOmplete Protease EASYpack

(Protease Inhibitor Kit)

cOmplete Phosphatase EASYpack

(Phosphatase Inhibitor Kit)

Hersteller/Firma

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH
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RedMastermix (2 x) Taq PCR Kit

SuperSignal™ Pierce® ECL Western Blot Kit

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

7.2 technische Laborgerite

Tabelle 29 Ubersicht der verwendeten Laborgeréte

Genaxxon Bioscience GmbH

Thermo Fisher Scientific GmbH

Roche Diagnostics GmbH

Produktbezeichnung

Hersteller/Firma

Allegra 64R Zentrifuge

Beckman Coulter

BIOFUGE fresco

Heraeus Instruments

Blutdruckmanschetten

Softron Co. Ltd.

Elektrophoresekammer

Werkstatt d. Physiologie

Feinwaage (TE2145S)

Sartorius

FluorChem SP Chemilumineszens
Detektionssystem

Alpha Innotech
Corporation/ProteinSimple

y-Counter

Berthold Technologies

Gelkammer fiir Elektrophorese
(Western Blot)

Peqlab Biotechnologie GmbH

Gel Logic 100 Imaging, System

Kodak

HERAcell® CO,-Inkubator

Thermo Electron corporation

HERAsafe™ Sterilbank

Thermo Electron corporation

LightCycler® 96

Roche Diagnostics GmbH

Mikro-Dismembrator U

Sartorius

Mikroskop CK X41

Olympus

Multifuge 1 S-R

Heraeus Instruments

Semi-Dry Transferkammer Biometra
Spannungsquelle E802 Consort EV202
SpeedVac Concentrator BACHOFER
Thermomixer compact eppendorf
Thermocycler Teradient Biometra
Tischwaage Sartorius

Viktor? 1420 Multilabel, Counter

Perkin Elmer life sciences
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7.3 verwendete Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Microtubes 1,5/ 2 ml
Safe-Lock Eppendorf Microtubes
Flissigstickstoff

Filterpapier

Kantlen, 23 und 26 G
Nitrozellulose-Membran

RIA-R6hrchen 4,5 ml

7.4 Puffer und Losungen

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Linde AG

Whatman GmbH
Dispomed

GE Healthcare Life Sciences

Sarstedt AG & Co.

7.4.1 verwendete Puffer und Lésungen fiir Western Blot

Lysis Puffer

1 Teil 10 MM NaH CO3

2 Teile 20 % SDS

2 % Protease Inhibitoren (20 pl/ml Lysis Puffer)

10 % Phosphatase Inhibitoren (100 ul/ml Lysis Puffer)

Laemmli-Puffer, 3 x

6 g SDS (6 %)

2,4 g Tris-HCI (200 mM) (pH 6,7)

15 ml Glycerol (15 %)

10 mg Bromphenolblau

11 ml B-Mercaptoethanol

bis zu 100 ml mit Bidest. Auffillen

Elektrophoresepuffer, 1 x

3,43 g Trizma® base (25 mM)

14,0 g Glycin (192 mM)

1,0 g SDS (0,1 %)

bis zu 1 | mit Bidest. auffillen

Transferpuffer, 1 x

3,8 g Trizma® base (25 mM)

18,0 g Glycin (192 mM)

200 ml Methanol (20 %)

bis zu 1 | mit Bidest. auffullen
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TBS, 10 x

TBS-T, 1 x

Milch-Puffer

BSA-Puffer

61 g Trizma® base (0,5 M)
90 g NaCl (1,55 M)
pH 7,6; bis zu 1 | mit Bidest. auffiillen

100 mI TBS 10 x und 1 mI TWEEN® 20

bis zu 1 | mit Bidest. auffillen

5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T (5 %)

5 g BSA-Pulver in 100 ml TBS-T (5 %)

7.4.2 verwendete Puffer und Lésungen fiir Genotypisierungen

Verdau-Puffer

Proteinase K

TE-Puffer

TAE-Puffer, 50 x

TAE-Puffer, 1 x

finale Konzentration:

2,5 ml Trizma® base (2 M) 100 mM

0,5 ml EDTA (0,5 M) 5mM
5 ml NaCl (1 M) 200 mM
0,5 ml SDS (20 %) 0,2%

bis zu 50 ml mit RNase/DNase freies Wasser auffillen

Stammlosung: 20 mg/ml

5 ul/500 pl Verdaupuffer

finale Konzentration:
250 pl Trizma® base (2 M) 10 mM
20 pl EDTA (0,5 M) 0,2 M

bis zu 50 ml mit RNase/DNase freies Wasser auffillen
242 g Trizma® base (2 M)

146 g EDTA (0,5 M)

57,1 ml Essigsdure (> 99,9 %)

pH 8,0; bis zu 1 | mit Bidest. auffiillen

20 ml TAE 50 x bis zu 1 | mit Bidest. aufftllen
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7.4.3 verwendete Puffer und Lésungen fiir Zellkultur

PBS, 10 x

PBS, 1 x

80,9 g Natriumchlorid (1,37 M)
2,0 g Kaliumchlorid (28,9 mM)

14,4 g Dinatriumhydrogenphosphat (98,6 mM)
2,0 g Kaliumdihydrogenphosphat (14,7 mM)

bis zu 1 | mit Bidest. auffullen

100 ml PBS 10 x bis zu 1 | mit Bidest. auffillen

7.4.4 verwendete Puffer und Lésungen fiir Radioimmunoassay (RIA)

NatriumAcetat Puffer

y-Globulin

Tris-HCI

y-Globulin
Polyethylenglycol (PEG 6000)

cGMP-Antikorper

7.5 verwendete Medien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium:

Nutrient Mixture F-12

Gibco® by Life Technologies GmbH

4,1 g NaAc in 1 | Bidest. (finale Konz. 50 mM)

mit Essigsdure (98 %) auf pH 6,0 einstellen

0,15 g in 100 ml NaAc (finale Konz. 0,15 %)

6,057 g Trizma® base in 500 ml Bidest. (finale Konz. 100 mM)

mit HCI (37 %) auf pH 7,4 einstellen,

10 ml Tris-HCI 100 mM in 90 ml Bidest. (finale Konz. 10 mM)

0,08 g in 10 ml Tris HCl 10 mM (finale Konz. 0,8 %)
15 g in 100 ml Tris-HCI-10 mM (finale Konz. 15 %)

eingesetzt: final in 1:2500 in 0,15 % y-Globulin

DMEM-F12 (500 ml)
1 % Penicillin/Streptomycin (5 ml)
10 % FCS (50 ml)
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Kulturmedium fir Kardiomyozyten

Fibroblast Basal Medium

Lonza

7.6 verwendete rekombinante Proteine

Produktbezeichnung
Angiotensin I
Atriales natriuretisches Peptid

C-Typ natriuretisches Peptid

7.7 verwendete Primer

7.7.1 Primer fiir gRT-PCR

Minimum Essential Medium (MEM)-HANKS
(10,78 g/1)

NaHCO; (0,88 g/l)

5 % FCS (50 mi/l)

2 % BDM-10 mM (20 ml/l)

1 % Penicillin/Streptomycin (10 ml/I)

FBM® Medium (500 ml)
0,1 % hFGF-B (0,5 ml)
0,1 % Insulin (0,5 ml)

2 % FBS (10 ml)

0,1 % GA-1000 (0,5 ml)

Hersteller/Firma
Bachem AG
ChinaPeptides Co Ltd
Bachem AG

Primer Sequenz

BNP (Forw) 5" AAG CTG CTG GAG CTG ATAAGA 3’
BNP (Rev) 5 GTT ACA GCCAAACGACTGACY
CNP (Forw) 5" AG CGG TCT GGG ATG TTAGTG 3’
CNP (Rev) 5 CGT TGG AGG TGT TTC CAG AT 3’

Collal (Forw)
Collal (Rev)
CTGF (Forw)
CTGF (Rev)
Cxcll (Forw)
Cxcll (Rev)
IL-6 (Forw)

5" CAT GTT CAG CTT TGT GGA CCT 3’

5" GCA GCT GACTTC AGG GAT GT 3’

5 CCACCCGAGTTACCAATGAC3

5" TAG GTG TCCGGA TGCACT TT 3’

5" AGA AGG GTG TTG TGC GAA AA 3’

5" ACT GAC ATT CTT TTC AAG ACATAC AAA 3’

5 TGATGG ATG CTA CCA AACTGG 3’
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IL-6 (Rev) 5 TTC ATG TAC TCC AGG TAG CTATGG 3’
NOX4 (Forw) 5 TGG GCCTAG GATTGT GTTTA 3
NOX4 (Rev) 5 CTG CTA GGG ACCTTCTGT GA 3’

S12 (Forw) 5" GAA GCT GCC AAG GCCTTAGA 3’

$12 (Rev) 5" AACTGC AACCAACCACCTTC3

Alle hier aufgefiihrten Primer fiir qRT-PCR wurden von Eurofins GmbH erworden.
Forw: Forward

Rev: Reverse

7.7.2 Primer fiir Genotypisierung

Gen Primer Sequenz

ooMHC-Cre Cre 800 5 GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG 3°
ooMHC-Cre Cre 1200 5 GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC 3*
GC-B dl 5 GGACGACCCATCCTGTGATA 31

GC-B r3 5 GTTACAAACAAAAGCAAGATAAATACC 3/

Die hier aufgefiihrten Primer wurden ebenfalls alle von Eurofins GmbH erworben.

Um die Rolle von GC-B in vivo zu untersuchen, generierten wir Mduse mit einer Kardiomyozyten-
spezifischen Deletion von GC-B (iber das Cre/LoxP System. Wir floxten das Exon 7 des murinen GC-B
Gens, welches fir das Npr2 Gen codiert. Hierdurch ist eine gezielte Deletion der Transmembran

Domaéne des GC-B Rezeptors moglich.

Flox Bande: Die Bande bei 660 bp zeigt eine erfolgreiche Integration der loxP-Sequenzen im Exon 7 des

Gens fir GC-B und einen homozygoten Genotyp.

Cre Bande: Die Bande bei 400 bp in den aMHC-Cre positiven Mdusen zeigt, dass die Cre-Rekombinase

gebildet wurde.
KO Bande: Die Bande bei 159 bp zeigt eine Exon 7 Deletion des Gens fiir GC-B. Falls diese Bande in den

Schwanzbiopsien auftritt, spricht dies flr eine ektopische Aktivierung der Cre-Rekombinase. Diese

Tiere wurden nicht fir Versuche verwendet.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

G mannlich

® weiblich

aMHC alpha Myosin Heavy Chain

Abb. Abbildung

AfCS Alliance for Cell Signaling

Ang Il Angiotensin Il

ANP atriales natriuretisches Peptid

APC Adenomatous-polyposis-coli-Protein

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure/n

ATP Adenosintriphosphat

BCS Bovine Calf Serum

BDM 2,3-Butanedione monoxime

BNP B-Typ natriuretisches Petid

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

CaMKlI Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase |

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CM GC-B KO Kardiomyozyten spezifischer Guanylylcyclase B Knock-Out
CNP C-Typ natriuretisches Peptid (2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase)
Collal Kollagenlal

cpm counts per minute

CSA Cross Sectional Area

CTGF Connective Tissue Growth Factor

Cxcll Chemokine (C-X-C) ligand 1

d Tag

DBP diastolischer Blutdruck

ddNTP Didesoxyribonukleotide

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

dP/dt max maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (Kontraktionsgeschwindigkeit)
dP/dt min minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit (Relaxationsgeschwindigkeit)
DSH dishevelled
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EDTA
EF

ERK 1/2
ET-1
FAM
FBM
FBS
FCS
FGFR
FRET
GA-1000
GAPDH
GC-A
GC-B
GTP

h
HEPES
HF
hFGF-B
HG

HR
HRP
Hzv

IL-6
LVG
KHD
kDa
KGW
KO
LPS
mA
MAPK
MEM HANKS
min

n

Ethylendiamintetraessigsaure
Ejektionsfraktion
extrazellular regulierende Kinasen 1 und 2
Endothelin-1
6-FAM-phoshoramidit
Fibroblast Basal Medium
Fetal Bovine Serum
Fetal Calf Serum
fibroblast growth factor receptors (Fibroblasten Wachstumsfaktor Rezeptor)
Forster-Resonanzenergietransfer
Gentamycin-1000
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guanylylcyclase-A
Guanylylcyclase-B
Guanosintriphosphat
Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Herzfrequenz
human-Fibroblast Growth Factor B
Herzgewicht
Herzrate
Horseradish Peroxidase
Herzzeitvolumen
Interleukin
Interleukin-6
linksventrikuldres Gewicht
Kinasehomologe Domane
Kilodalton
Kérpergewicht
Knock-Out
Lipopolysaccharide
Milliampere
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade
Minimal Essential Medium Hanks
Minute
Anzahl
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NaCl
NADPH
NEB
NFAT
NO
NOX4
NP
Nppc
NPR-C
PAS
PBS
PCR
PDE
PEI
PEG
PIP2
PKA
PKG
PLB
PVDF
RIA
gRT-PCR
RNA
ROS
rpm
RT
SBP
SD
SDS
SDS PAGE
sec
SEM
SERCA
sGC
STAT3
Y

Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NewEngland BiolLabs

nuclear factor of activated T cells
Nitric oxide (Stickstoffmonoxid)
NADPH Oxidase 4
Natriuretisches Peptid
Natriuretic peptide C (CNP)

Natriuretic Peptide Receptor-C (clearance Rezeptor)

Periodic Acid Schiff Reaktion
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphodiesterase
Polyethylenimin
Polyethylenglykol
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Proteinkinase A
cGMP-abhéangige Proteinkinase G
Phospholamban
Polyvinylidenfluorid
Radioimmunoassay

guantitative real-time PCR

Ribonukleinsdure

Reactive Oxygen Species (reaktive Sauerstoffspezies)

rotations per minute
Raumtemperatur
systolischer Blutdruck

Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Elektrophoresis

Sekunde

Standardfehler

Sarkoplasmatische Retikulums Ca?* ATPase

|6sliche Guanylylcyclase

Signal transducer and activator of transcription 3

Schlagvolumen
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TAC

TAE

TBS
TBS-T
TE
TEMED
TGF-R
TNF-a
Tnl

u

UPL Sonde
UV-Licht
Vv

Ved

Ves

WT

Transverse Aortic Constriction
Tris-Acetat-EDTA

Tris-buffered saline
Tris-buffered saline Tween 20
Tris-EDTA

N‘, N, N‘, N‘-Tetramethylethan-1,2-diamin
Transforming growth factor beta
Tumornekrosefaktor alpha
Troponin |

Units

Universal Probelibrary Sonde
Ultraviolettes Licht

Volt

enddiastolisches Volumen
endsystolisches Volumen

Wildtyp
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