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ZUSAMMENFASSUNG

Herzmuskelschwache (Herzinsuffizienz) ist in industralisierten Landern neben malignen
Erkrankungen noch immer die zweithdufigste Todesursache. Das Zusammenspiel der
zu einer Herzmuskelschwéache flhrenden, molekularen Signalwege und die zugrunde
liegenden Mechanismen sind trotz intensiver Forschung bisher noch weitgehend
unverstanden. Ein detailierteres Verstandnis der Entstehung einer Herzinsuffizienz
kénnte somit entscheidend zur Entwicklung innovativer Therapiestrategien beitragen.
Mit Hilfe eines cDNA Expressions Arrays wurde die differentielle Genexpression in
einem murinen Herzinsuffizienzmodell untersucht. Die Cysteinprotease Caspase-1 ist
eines der in diesem Array identifizierten Kandidatengene. Die verstarkte Expression der
Caspase-1 konnte zunachst sowohl fir die murine als auch die humane Herzinsuffizienz
verifiziert werden.

Caspasen werden klassischerweise, ihrer Funktion entsprechend, in
proinflammatorische und proapoptotische Caspasen unterteilt. In der Literatur ist
Caspase-1 als ein Uber die Generierung von aktivem IL-1 und IL-18 wirkender,
proinflammatorischer Mediator beschrieben. IL-f und IL-18 sind proinflammatorische
Zytokine und als solche zentrale Mediatoren bei entziindlichen Prozessen. Wahrend die
Funktion der proapoptotischen Caspasen bei Herzmuskelschwache weitgehend bekannt
ist, ist unklar, welche Bedeutung der verstarkten kardialen Expression der Caspase-1
bei der Entstehung und Progression der Herzmuskelschwache zukommt.

Zur funktionellen Analyse der verstarkten Expression der Caspase-1 in vivo wurde die
Caspase-1 in einem transgenen Mausmodell kardial Uberexprimiert. Herzen mit
verstarkter Expression der Caspase-1 entwickelten ab dem vierten Lebensmonat
morphologische und funktionelle Veranderungen, die charakteristisch fir eine
angehende Herzinsuffizienz sind. Dennoch warr, trotz progressiver
Kardiomyozytenhypertrophie und Myokardfibrose, 2zu keinem Zeitpunkt des
untersuchten Zeitraumes (ein bis vierzehn Monate alt) eine Zunahme des
Ventrikelgewichtes evident. Die funktionelle Analyse der Herzfunktion von neun Monate
alten Caspase-1-transgenen Mausen zeigte eine signifikante Einschrankung der
Linksherzkontraktilitat. Diese Herzinsuffizienz war schlieRlich auch makroskopisch an
einer starken Linksherzdilatation als auch an einer Reduktion der linksventrikularen
Wandstarke erkennbar.

Ist die Induktion einer Herzinsuffizienz durch Caspase-1 als proinflammatorischer
Mediator im Herzen zu erklaren? In einer Reihe von Versuchen konnten keine Hinweise
auf eine Induktion inflammatorischer Prozesse durch kardiale Caspase-1 festgestellt

werden. Weder eine verstarkte Bildung der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und



IL-18, noch eine vermehrte Infiltration von Entzindungszellen oder eine verstarkte
Proteinexpression weiterer Zytokine waren detektierbar. Ferner waren der oxidative
Stresstatus und der nekrotische Gewebeuntergang im linksventrikularen Myokard
Caspase-1-transgener Mause unverandert.

Doch besonders im Herzmuskelgewebe junger Caspase-1-transgener Mause zeigte
sich eine deutliche, mit fortschreitendem Alter bestehende Zunahme des apoptotischen
Zelltods von Herzmuskelzellen. Diese direkte, proapoptotische Wirkung der kardialen
Caspase-1 konnte ebenfalls in isolierten Kardiomyozyten von Caspase-1-transgenen
Mausen ex vivo und in vitro, nach adenoviraler Infektion von neonatalen
Rattenkardiomyozyten (NRCM) mit Caspase-1, demonstriert werden. Durch Infektion
von NRCM mit dem Caspase-1-exprimierenden Adenovirus (Adv-Casp-1) konnte eine
selektive Aktivierung des intrinsischen apoptotischen Signaltransduktionsweges durch
Caspase-1 nachgewiesen werden.

Ist die endogen exprimierte Caspase-1 ein westenlicher Regulator kardialer Apoptose?
In dem Kardiomyozytenapoptose-induzierenden Schadigungsmodell der
Ischamie/Reperfusion waren die Caspase-1-defizienten Mause durch eine Reduktion
der Kardiomyozytenapoptose um nahezu 75% gegeniber der Kontrollgruppe deutlich
beglnstigt. Des Weiteren zeigte die Ausschaltung der endogenen Caspase-1 in dem
Herzinsuffizienzmodell des operativen Herzinfarkts eine deutliche Verminderung der
reaktiven Kardiomyozytenhypertrophie und eine geringere Einschrankung der
Herzkontraktilitat. Diese Verbesserung des kardialen Phanotyps spiegelte sich ferner in
einer reduzierten Sterblichkeit gegentber der Kontrollgruppe wieder. Eine Inhibition der
Caspase-1 stellt somit ein interessantes therapeutisches Target zur Pravention der

Entwicklung einer Herzinsuffizienz dar.



SUMMARY

To date, heart failure is still, besides malignant diseases, one of the most frequent
causes of death in industrialized countries. Despite intensive research progress, the
interplay of molecular signaling pathways and the underlying mechanisms leading to
heart failure are still poorly understood. However, more detailed insights in the
development of heart failure are essential to develope novel therapeutic strategies.

A cDNA-array was performed to identify differentially expressed genes in a murine heart
failure model. Thereby, the cystein protease caspase-1 was identified as a novel
potential target gene for heart failure development. First, the increased expression of
caspase-1 was confirmed for murine and human heart failure.

Accordingly to their function, caspases are traditionally divided into proinflammatory and
proapoptotic caspases. Due to the generation of active IL-18 and IL-18, caspase-1 has
been described as a potent proinflammatory mediator. The proinflammatory cytokines
IL-1p and IL-18 are central mediators during inflammatory processes. While the function
of the proapoptotic caspases during heart failure has been intensively studied, the role
of caspase-1 during the development and progession of heart failure is unknown.

To study the functional effect of an increased caspase-1 expression in vivo, transgenic
mice with cardiac specific expression of caspase-1 were generated. From four month
onwards, hearts with increased transgenic expression of caspase-1 displayed
morphological and functional changes characteristic for heart failure. Despite
progressive cardiomyocyte hypertrophy and myocardial fibrosis, the ventricular weight
was not increased at any age studied (one to fourteen months old). The analysis of
cardiac function revealed a significant impairment of left ventricular contractility at nine
months of age. Finally, the manifest heart failure was also seen in a massive dilatation
of the left ventricle and a reduced left ventricular wall thickness.

Is the induction of heart failure originating from caspase-1 being a proinflammatory
mediator in the heart? In a set of experiments, no indices for a induction of
proinflammatory processes via cardiac caspase-1 were seen. Neither increased
formation of the proinflammatory cytokines IL-18 and IL-18 nor enhanced infiltration of
inflammatory cells nor increased production of other cytokines was detectable.
Moreover, there were no signs for a raised oxidative stress and necrotic cell death in left
ventricular tissue of caspase-1-transgenic mice.

Heart sections of young caspase-1-transgenic mice in particular, displayed a
pronounced and robust increase in cardiomyocyte apoptosis that was persistent at all
ages studied. The direct proapoptotic effect of cardiac caspase-1 was corroborated by

assessing apoptosis in isolated caspase-1-transgenic cardiomyocytes ex vivo and by



further in vitro experiments with neonatal rat cardiomyocytes (NRCM). Moreover,
adenovirally expressed caspase-1 in NRCM induced a selective activation of the
intrinsic apoptotic signaling pathway.

Can the proapoptotic function of overexpressed caspase-1 also be seen for the
endogenous caspase-1? Caspase-1-deficient mice were protected from ischemia-
reperfusion induced cardiomyocyte apoptosis by almost 75%, as compared to the
corresponding wild-type control group. In the setting of heart failure after myocardial
infarction, the deletion of endogenous caspase-1 significantly ameliorated reactive
hypertrophic growth of cardiac myocytes and partly preserved cardiac contractility.
Furthermore, the improved cardiac phenotype was reflected in a reduced mortality of
caspase-1-deficient mice after myocardial infarction. To conclude, the inhibition of
caspase-1 represents a potential therapeutic strategy to inhibit development and

progression of heart failure.
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EINLEITUNG

I Caspasen und Apoptose

1 Apoptose
1.1 Definition der Apoptose

Der aus dem Griechischen stammende Begriff Apoptose (Apo+ptosis = Fall welker
Blatter von herbstlichen Baumen) beschreibt symbolhaft das selbstlose Absterben
einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus. Apoptose ist ein aktiver, Energie
verbrauchender, biochemischer Prozess, der schematisch nach einem genetisch
festgelegten Programm ablauft und schlie3lich zum kontrollierten Untergang einer
einzelnen Zelle fihrt. Durch dieses, in eukaryontischen Zellen abgelegte
Selbstmordprogramm, auch programmierter Zelltod genannt, kdnnen gezielt einzelne
Zellen eliminiert werden (Gerschenson and Rotello 1992; Hetts 1998; Takemura and
Fujiwara 2006).

1.2 Morphologie der Apoptose und Abgrenzung von Nekrose
1.2.1 Kontrollierte Elimination einzelner Zellen durch Apoptose

Obwohl der Embryologe Carl Vogt bereits 1842 das Phanomen des programmierten
Zelltodes bei Untersuchungen Uber die Entwicklungsgeschichte der Geburtshelferkrote
(Alytes obstetricans) entdeckt hatte (Clarke and Clarke 1996) wurde der Begriff
Apoptose erst in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts maf3geblich von den Pathologen
Kerr, Currie und Wyllie gepragt und als eigenstandige Form des Zelltodes definiert
(Kerr, Wyllie et al. 1972; Wyllie, Kerr et al. 1980). Diese lieferten mittels
elektronenoptischer Untersuchungen erstmalig detaillierte Beschreibungen der
stereotypen, charakteristischen Abfolge der morphologischen Veranderungen wahrend
des apoptotischen Zelltods.

Wahrend der Apoptose beginnt die Zelle durch Umstrukturierung und Volumenabnahme
des Zytoplasmas und der Kondensation zytoplasmatischer Proteine zu schrumpfen
(Zeiosis). An der Zytoplasmamembran werden Ausstilpungen und Blaschen
(membrane blebbing = Vorstufe der spater auftretenden apoptotischen Koérperchen)
sichtbar, es kommt zur Aufldsung von Zellkontakten (Ellis, Yuan et al. 1991). Durch die
Chromatinkondensation im Zellkern (besonders an die Nukleusmembran) wird die
charakteristische apoptotische DNA-Fragmentierung eingeleitet. Die DNA wird durch
Endonucleasen intranucleosomal gespalten, wodurch DNA-Fragmente mit einer

charakteristischen Groélle von ca. 180 Basenpaaren bzw. eines Vielfachen davon
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entstehen (DNA-Leiter). Die Morphologie der Mitochondrien bleibt zunachst erhalten. In
der Endphase des apoptotischen Zelluntergangs =zerfallt die Zelle in kleine,
membranumschlossene Partikel (apoptotischen Kdorperchen) (Fiers, Beyaert et al.
1999), die die Zellorganellen und Teile des Zellkerns enthalten (siehe Abb.1). Wahrend
der Ausbildung dieser apoptotischen Koérperchen kommt es zu einem Verlust der
Membransymmetrie, was zur Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache
fuhrt. Uber diese werden die apoptotischen Korperchen spezifisch, beispielsweise durch
Makrophagen erkannt und durch Phagocytose vollstandig eliminiert (Fadok, Voelker et
al. 1992). Da durch diese Art des Zelltodes samtliche intrazelluldren Bestandteile bis zur
vollstdndigen Elimination durch Phagozytose membranumschlossen sind, bleiben
nachfolgende inflammatorische Reaktionen und die Schadigung des umliegenden
Gewebes aus (siehe Tab. 1). Apoptose wird daher auch als die physiologische Form
des Zelluntergangs bezeichnet, da sie die kontrollierte Elimination einzelner Zellen auf
eine fir den Gesamtorganismus unschadliche Weise ermdglicht (Takemura and
Fujiwara 2004).

1.2.2. Unkontrollierte Gewebszerstorung durch Nekrose

Im Vergleich zum Zelltod durch apoptotische Prozesse ist der Zelltod durch Nekrose ein
pathologischer Vorgang (Edinger and Thompson 2004). Nekrose ist ein irreversibler,
passiver, energieunabhangiger Vorgang, der sich keiner geregelten Mechanismen zum
Abbau von Proteinen und Nukleinsauren bedient (siehe Tab. 1). Wahrend bei Apoptose
streng kontrollierte und kaskadenfdormig angeordnete Signalwege zahlreiche
Médglichkeiten einer vielschichtigen endogenen Kontrolle dieses Prozesses bieten, kann
Zelltod durch Nekrose nicht durch regulierende Kaskaden beeinflusst werden
(Gerschenson and Rotello 1992). Aufgrund ihrer hohen Variabilitdt sind die zu Nekrose
fuhrenden Mechanismen bis heute nur wenig verstanden. Nekrose wird durch starke
aullere Noxen ausgel6st. Diese Noxen entstehen bei deutlichen Abweichungen von
physiologischen Bedingungen, wie beispielsweise durch Hypoxie und Ischdmie, durch
Anderungen der Umgebungstemperatur oder durch das Einwirken von Toxinen. Diese
Faktoren induzieren eine Erhéhung der zellularen Membranpermeabilitdt, was zu einem
gesteigerten Natrium- und Wasserinflux fuhrt. Morphologisch ist dies an dem
charakteristischen Anschwellen der Zelle und deren Organellen (Oncose) sichtbar was
letztlich Membranrupturen und die Zerstérung der Zellorganellen induziert (siehe Abb.1).
Der Verlust der Membranintegritat bedingt das Ausstromen lysosomaler Enzyme in das
extrazellulare Millieu, was folglich durch Aktivierung des Immunsystems eine starke
Involvierung der umliegenden Zellen impliziert. Das Einwandern von Entziindungszellen

in das Nekrosegebiet und eine ausgepragte entzindliche Antwort sind die Folge. Im
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Vergleich zur Apoptose sind bei der Nekrose demnach nicht einzelne Zellen betroffen,
sondern es kommt zum unkontrollieten Untergang ganzer Zellgruppen, bzw. -
verbande. Infolgedessen ist die Ausbildung sogenannter Nekrosenester ein
Charakteristikum des nekrotischen Zelltods (Schwartzman and Cidlowski 1993; Best,
Hasdai et al. 1999).
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Kondensation von Fragmentierung der DNA, Erhalt der Integritat der Zellmembran,

Zytoplasma und Ausbildung der Phagozytose der apoptotischen Kérperchen

Chromatin (Zeiose) apoptotischen Kérperchen ohne Entziindungsreaktion

(apoptotic bodies)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der morphologischen Veranderungen im ProzeR der Nekrose (oben)
und Apoptose (unten). Bei der Nekrose kommt es durch den Einstrom von Wasser und Natrium zu Zellschwellung und
schlieBlich zum kompletten Verlust der Membranintegritat. Apoptose hingegen ist durch Erhalt der Zellmembranintegritat
und Ausbildung apoptotischer Kérperchen morphologisch gekennzeichnet. (Modifiziert aus Apoptosis, Cell Death, and
Cell Proliferation Manual, Boehringer Mannheim)

Da Apoptose ein Energie-verbrauchender Prozess ist, kann auch der Energiestatus
einer Zelle mitentscheidend dafiir sein, ob eine Zelle geregelt auf apoptotischem Weg
eliminiert wird oder ob sie nekrotisch, zu Lasten des Gesamtorganismus untergeht.
Beispielsweise kdénnen Stressoren zum Abbau von ATP flhren oder durch
Reparaturmechanismen (wie beispielsweise durch das DNA-Reparaturenzym PARP)
kann UbermaRig viel Energie verbraucht werden. Infolgedessen kann die Form des
Zelluntergangs von der Apoptose in den passiven Nekroseprozess uUbergehen (Eguchi,
Shimizu et al. 1997; Leist, Single et al. 1997; Fischer, Janicke et al. 2003).
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Apoptose Nekrose

Morphologisch

Zellschrumpfung (Zeiose) Zellschwellung (Oncose)
Chromatinkondensation Chromatinverklumpung

Bildung membranumschlossener Vesikel | Verlust der Membranintegritat

(apoptotische Kdrperchen) (Zelllyse)

Biochemisch
Energieabhangig Energieunabhangig
Aktiv Passiv

Schematischer Ablauf durch Aktivierung Kein schematischer Ablauf
der Caspase-Kaskade

Schematische DNA-Fragmentierung Zufalliger Abbau der DNA

Pathophysiologisch

Betrifft einzelne Zellen Betrifft Zellgruppen
Ausgeldst durch physiologische Signale Ausgeldst durch unphysiologische Signale

(Noxen)

Entsorgung der Zelle durch Phagozytose | Zelllyse fuhrt zu Entziindungsreaktion

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der morphologischen, biochemischen und pathophysiologischen Unterschiede
zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod. (Modifiziert aus Apoptosis, Cell Death, and Cell Proliferation
Manual, Boehringer Mannheim; Kunapuli, 2006)

2 Caspasen

Die Familie der Caspasen gehort zu der grollen Enzymfamilie der Cysteinproteasen.
Caspasen sind evolutionar hochgradig konservierte Enzyme, die in den verschiedensten
Entwicklungsstufen, von der Fadenalge Hydra Uber Nematoden und Insekten bis hin

zum Menschen zu finden sind (Cikala, Wilm et al. 1999; Earnshaw, Martins et al. 1999).

2.1 Caspasen als molekulare Regulatoren der Apoptose

Die morphologischen Veranderungen einer Zelle wahrend der Apoptose reprasentieren
das finale Stadium des apoptotischen Zelltodes. Effektives Kernstiick der apoptotischen
Signaltransduktion ist das kaskadenartig aktivierbare System von Caspasen, die die
Induktion von Apoptose sowohl extrinsisch, Gber Todesrezeptoren als auch durch einen
intrinsischen, mitochondrialen Signalweg vermitteln kénnen (Bialik, Geenen et al. 1997;
Cohen 1997; Thornberry and Lazebnik 1998; Earnshaw, Martins et al. 1999; Grutter
2000). Heute weil3 man, dass die proteolytische Prozessierung und Aktivierung der
Caspasen (Alnemri, Livingston et al. 1996) ursachlich flr die apoptotischen

Veranderungen einer Zelle sind. Neben den Caspasen wurde in den letzten Jahren eine
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Reihe weiterer Molekile identifiziert, die an der Regulation des programmierten
Zelltodes beteiligt sind. Dabei handelt es sich beispielsweise um die pro- und
antiapoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie, um Caspase-Substrate (Fischer, Janicke
et al. 2003), sowie um mit diesen Proteinen assoziierte und interagierende Molekile
(Chinnaiyan and Dixit 1996).

Caspasen sind evolutionar hoch konservierte und ubiquitdr exprimierte
Cysteinproteasen, die bei ihren Substraten spezifisch Peptidbindungen C-terminal von
Aspartat spalten (Alnemri 1997; Nicholson and Thornberry 1997; Stennicke and
Salvesen 1998). Von diesem Gruppencharakteristikum leitet sich der Name dieser
Enzymklasse ab: C-asp-ase (Englisch: cysteinyl-aspartate-cleaving protease). Entdeckt
wurde die Familie der Caspasen in der Entwicklungsbiologie bei Studien an dem
Fadenwurm C.elegans. Dabei wurden drei Gene identifiziert, die mafgeblich an
apoptotischen Prozessen im Rahmen der physiologischen Entwicklung von C.elegans
beteiligt sind: die proapoptotischen Gene Ced-3 und Ced-4 und das antiapoptotische
Gen ced-9. Im Zuge der Evolution haben sich aus diesen drei Genen bei den
Wirbeltieren ganze Genfamilien entwickelt, die unmittelbar mit der Regulation der
Apoptose in Zusammenhang stehen: Caspasen sind homolog zu Ced-3 (Thornberry and
Lazebnik 1998), Apaf-1 ist ein Ced-4-Homolog (Zou, Henzel et al. 1997) und die
Bcl-2-Genfamilie steht in enger Beziehung zu Ced-9 (Yang and Korsmeyer 1996;
Nicholson 1999). Die Klonierung des ced-3-Gens aus C.elegans zeigte eine
weitreichende Homologie zu dem die humane Caspase-1 codierenden Gen auf. Die
Caspase-1 war damit 1993 als erster Vertreter der Familie der Caspasen definiert
(Yuan, Shaham et al. 1993; Cerretti, Hollingsworth et al. 1994; Xue, Shaham et al.
1996).

2.2 Einteilung und Aktivierung der Caspasen

Bis zum heutigen Tag sind fur den Menschen elf Caspasen bekannt (Denault and
Salvesen 2002). Gemeinsames Charakteristikum aller Caspasen ist, dass sie im aktiven
Zentrum ein Cystein innerhalb des konservierten QACXG-Motivs (GluAlaCysXGly)
besitzen. Ihre Substratspezifitat richtet sich sowohl nach der vorangegangenen
Aminosauresequenz als auch nach der Tertidrstruktur des Substratpolypeptides. So
schneidet Caspase-1 beispielsweise nach YVAD-Sequenzen (TyrValAlaAsp),
Caspase-3 nach DEVD-Einheiten (AspGluValAsp) (Hara, Friedlander et al. 1997; Rano,
Timkey et al. 1997).
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Caspasen werden ihrer Funktion entsprechend in proinflammatorische und

proapoptotische Caspasen eingeteilt (Nicholson 1999) (siehe Abb. 2).

Caspase-13 \
Caspase-5
Caspase-4

Caspase-12 & proinflammatorisch

Caspase-11

Caspase-1
Caspase-14 /

Caspase-3 caspasen
Caspase-6

roapoptotisch
Caspase-8 > RICARER

Caspase-10 \_ |nitiator-

caspasen
Caspase-2

Caspase-9 }

Abbildung 2: Die Familie der Caspasen. Dargestellt sind alle Caspasen der Sauger, Caspasen-11, -12, -14 sind nicht
als humane Caspasen bekannt. Phylogenetisch lassen sich die Caspasen in zwei Unterfamilien, die
proinflammatorischen und proapoptotischen Caspasen einteilen. Flr die proapoptotischen Caspasen wird weiter
zwischen Effektor-, und Initiatorcaspasen unterschieden. (Modifiziert aus Nicholson 1999)

2.2.1 Proinflammatorische Caspasen

Ein Synonym fur Caspase-1 ist Interleukin-konversions-Enzym (ICE). Die in der Literatur
beschriebene Funktion der Caspase-1 ist die Generierung von aktivem
Interleukin-1p (IL-1p) und Interleukin-18 (IL-18) aus deren inaktiven Vorstufen
(Thornberry, Bull et al. 1992; Cerretti, Hollingsworth et al. 1994; Siegmund 2002). Zum
Uberfiihren der inaktiven cytosolischen Vorstufe des Zytokins IL-1p (pro-IL1B, 31kDa) in
das 17kDa grole aktive Spaltprodukt muss es spezifisch, durch die ebenfalls
cytosolisch lokalisierte Caspase-1 an Aspartat-Resten in den Positionen 27 und 116
geschnitten werden (Howard, Kostura et al. 1991). In Untersuchungen an Makrophagen
Caspase-1-defizienter Mause wurde gezeigt, dass die LPS-induzierte Sekretion von IL-
1B durch eine Ausschaltung der Caspase-1 unterbunden ist. Wahrend Wildtyptiere nach
LPS-Stimulation deutlich erhdhte IL-1p Serumwerte aufweisen, zeigen Caspase-1-
defiziente M&use keinen Anstieg der Serumspiegel fur IL-18 (Li, Allen et al. 1995; Li,
Allen et al. 1997).

Interleukin-1 existiert in zwei Splicevarianten, dem IL-1a und dem IL-1f . Beide Zytokine
werden im Zytosol als ein inaktives Vorlauferprotein exprimiert. Sie weisen keine

Signalsequenz auf, wodurch eine Sekretion durch den klassischen Weg Uber das
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endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat ausgeschlossen ist. Erst nach
Aktivierung durch spezifische Prozessierung in ihre aktiven Spaltprodukte im Cytosol,
werden sie von der Zelle sezerniert. Auf welchem Weg genau diese Sezernierung
erfolgt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Eine unspezifische Freisetztung durch
Zelllyse oder die Passage durch Plasmamembranporen ist hierbei ebenso beschrieben
wie eine spezifische Sekretion durch die Freisetzung von Mikrovesikeln. Die Sekretion
von IL-1p ist ferner von Faktoren wie Zelltyp und Stimulus abhangig (Singer, Scott et al.
1995; Pelegrin, Chaves-Pozo et al. 2004; Brough and Rothwell 2007).

Ihre Wirkungen Gben IL-1o und IL-18 primar Uber den IL-1-Rezeptor aus. Auch dieser
existiert in zwei homologen Formen, IL-1Rezeptor Typl und Typ II. Der Typll Rezeptor
ist funktionell inert, fungiert jedoch als sogenannter ,decoy“-Rezeptor und kann auf
diesem Weg das Ausmald der Aktivierung des Typl Rezeptors kontrollieren (Sims, Giri et
al. 1994; Dinarello 2001). Der Typl Rezeptor ist fir die Signalweiterleitung verantwortlich
und weist eine 10-fach hdohere Affinitat fir IL-1a im Vergleich zu IL-16 auf (Mosley, Urdal
et al. 1987; Sims, Gayle et al. 1993). Durch den IL-1-Rezeptor kann der NFxB-, der
JNK/AP-1- und der p38/MAPK-Signalweg aktiviert werden. In der Summe fihrt die
Aktivierung dieser Signalwege zu einer Verstarkung proinflammatorischer Signale in der
Zelle, beispielsweise durch eine verstarkte Expression weiterer Zytokine (Dinarello
1997; Loppnow, Werdan et al. 1998; Subramaniam, Stansberg et al. 2004). Wahrend
IL-1a ein primar lokal wirkender Regulator ist, fungiert IL-13 als ein nach Sekretion
systemisch wirkender Hormon-ahnlicher Mediator. IL-1f ist ein induzierbares Gen und
wird hauptsachlich in aktiven Makrophagen und Monozyten gebildet. Die IL-1p
zugeschriebenen Effekte sind zahlreich und weitreichend (siehe Tab. 2). Dennoch lasst
sich die Wirkung von IL-1p als zentraler, sehr potenter inflammatorischer
Signalvermittler definieren, der seine Wirkungen uber Interaktionen mit zahlreichen
Signalwegen und Zytokinen verstarkt. Caspase-1-defiziente Mause zeigen
beispielsweise nach Stimulation mit LPS neben einer deutlich reduzierten IL-1f und
IL-18 Expression auch eine verminderte IL-6- und TNF-a-Antwort (Kuida, Lippke et al.
1995; Li, Allen et al. 1995). Pathophysiologisch fungiert IL-1p auf diese Weise als
zentraler Mediator bei der Immunantwort auf Infektionen und Verletzungen und triggert

Entzindungsreaktionen (Dinarello 1996).
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Wirkungen von IL-1$

Systemisch Pyrogen, negativ inotrop, hypoglycamisch,
hypotensiv

Lokal Infiltration von Immunzellen und Induktion von
Zytokinen

Verstarkte Cytokine und Cytokin-Rezeptoren

Genexpression von (IL-1, TNFa, IL-2,6,12, GM-SCF, TGFp, IFNy)

Proinflammatorische Mediatoren

(COX, INOS, Endothelin-1)
Geweberemodeling

(Kollagene, MMPs, TIMPs)
Wachstumsfaktoren

(NGF, IGF, Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
Komplementsystem

Gerinnungsfaktoren

Tabelle 2: Ubersicht der biologischen Effekte und Zielgene von IL-1p. (Modifiziert aus Dinarello 1996)

1997 wurde IL-18 als zweites Zytokin identifiziert, das durch Caspase-1 geschnitten und
somit aktiviert wird (Gu, Kuida et al. 1997; Fantuzzi, Puren et al. 1998; Fantuzzi, Reed et
al. 1999). Das Zytokin IL-18 kann sowohl von Zellen des Immunsystems als auch in
Nicht-Immunzellen exprimiert werden (Dinarello 1999). IL-18 weist gegenuber IL-1p eine
hohe strukturelle Homologie auf. Auch der IL-18-Rezeptor zeigt eine hohe strukturelle
Homologie zum IL-1-Rezeptor. IL-18 wird, wie IL-1p auch, als inaktives Vorlaufermolekil
(24kDa) ohne Signalsequenz im Cytosol exprimiert, spezifisch durch die Caspase-1
nach den Aspartat-Resten an den Positionen 71 und 76 geschnitten und somit in seine
aktive Form (18kDa) uberfuhrt. Neben Caspase-1 kann IL-18 auch durch Proteinase 3
(Sugawara, Uehara et al. 2001) und Caspase-3 (Akita, Ohtsuki et al. 1997) gespalten
werden, hierbei entstehen jedoch teils inaktive IL-18 Spaltprodukte (Gracie, Robertson
et al. 2003). IL-18 wurde als potenter Aktivator von IFNy identifiziert, weshalb es auch
urspringlich als IFN-inducing factor bezeichnet wurde. Des Weiteren sind die
charakteristischen Wirkungen von IL-18 die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB
sowie die Induktion der Epression von IL-1p und TNFa. Ahnlich IL-18 dient IL-18 somit
als genereller Signalvermittler und -verstarker entzlindlicher Prozesse (Dinarello 1999).

Abgesehen von den proinflammatorischen Wirkungen sind fir IL-18 und IL-1p vereinzelt

auch proapoptotische Wirkungen beschrieben worden (Friedlander, Gagliardini et al.
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1996; Friedlander, Gagliardini et al. 1997; Suzuki, Murtuza et al. 2001; Wigginton, Lee et
al. 2002; Chandrasekar, Vemula et al. 2004; Wang, Wang et al. 2005). Beide
proinflammatorischen Cytokine induzieren zudem eine verstarkte Expression an TNFa,

einem Aktivator des extrinsischen apoptotischen Signalweges.

2.2.2 Proapoptotische Caspasen

Innerhalb der Gruppe der proapoptotischen Caspasen wird zwischen sogenannten
Initiatorcaspasen und Effektorcaspasen unterschieden. Die typischerweise langen
N-terminalen Prodoménen der Initiatorcaspasen enthalten sogenannte
Rekrutierungsmodule wie die DED (death effector domain) der Procaspase-8 oder die
CARD (caspase activation and recruitment domain) der Procaspase-9 (Earnshaw,
Martins et al. 1999). Diese Bindungsdomanen sind unentbehrlich fur deren
autokatalytische Aktivierung und damit die Aktivierung der nachgeschalteten Caspase-
Kaskade. Die primare Aufgabe der Initiatorcaspasen ist so gesehen die Weiterleitung
des apoptotischen Signals von der Membran zu den Effektorcaspasen. Die am Ende der
Caspase-Kaskade angeordneten Effektorcaspasen weisen typischerweise eine kurze
Prodoméane auf. Sie bedirfen keiner Rekrutierungsmodule zur Aktivierung, sondern
werden direkt durch andere Caspasen, die Initiatorcaspasen, aktiviert (Wang, Miura et
al. 1998; Salvesen and Dixit 1999). Die Aufgabe der Effektorcaspasen ist einerseits die
Weiterleitung des proapoptotischen Signales in den Zellkern und andererseits die
Interaktion mit ihren Caspase-Substraten, wodurch die Endphase des apoptotischen

Prozesses eingeleitet wird.

2.2.3 Aktivierung der Caspasen

Fur alle bis heute bekannten Caspasen ist beschrieben, dass sie als inaktive Vorstufen,
sogenannte Zymogene synthetisiert werden. In der Zelle liegen die Zymogene der
Initiatorcaspasen meist als Monomere, die der Effektorcaspasen als Dimere vor
(Boatright, Renatus et al. 2003). Diese Zymogene bestehen aus drei Untereinheiten: der
N-terminalen Prodoméne, einer groflen Untereinheit mit dem aktiven Cystein in dem
konservierten QACXG-Motiv und einer C-terminalen kleinen Einheit (Hengartner 2000).

Wie alle Caspasen wird Caspase-1 durch Abspaltung der N-terminalen Prodomane und
proteolytischer Spaltung in die Untereinheiten p10 und p20 aktiviert (siehe Abb. 3). Bei
der Prozessierung entsteht zunachst ein Intermediat mittlerer Aktiviat und schlieB3lich die
enzymatisch aktiven p10/p20 Homodimere, bzw Heterotetramere (Wilson, Black et al.
1994; Gu, Wu et al. 1995; Yamin, Ayala et al. 1996). Durch die Zusammenlagerung der
p10 mit der p20 Untereinheit entsteht das aktive Zentrum der Caspase-1, mit dem
Histidin (His237) der p20, und dem Cystein (Cys285) der p10 Untereinheit (Chang and
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Yang 2000) (Abb. 3). Durch die raumliche Nahe des Histidins wird die Aktivitdt des

Cysteins flr den nucleophilen Angriff erhdht.

Zymogen
e
—
doa;%_ne p20 p10

NH2 _\/1 I coo+

Proteolytische Spaltung durch
Autoproteolyse oder

Pro-
dernare andere Caspasen

-

aktives Zentrum

e |
— =

p10/p20- p10/p20-
Heterodimer Heterotetramer

Abbildung 3: Proteolytische Aktivierung der Caspasen. Die proteolytische Spaltung der inaktiven Proform der
Caspase (Zymogen) Uberfiihrt diese, nach Abspaltung der N-terminalen Prodomane, in ihre aktiven Heterodimere, bzw.
Heterotetramere.

Fir die Aktivierung selbst sind sind zwei grundlegende Mechanismen einer Caspase-
Aktivierung beschrieben (Nicholson 1999; Hengartner 2000):

1) Die autokatalytische Aktivierung einer Caspase durch Rekrutierung von Cofaktoren in
einem Komplex.

Diese Form der Aktivierung ist charakteristisch fur die Initiatorcaspasen, beispielsweise
die Aktivierung der Caspase-9 im Apoptosom oder die Aktivierung der Caspase-8 im
RISC. Durch die Bindung der Caspase in dem Komplex wird eine
Konformationsanderung induziert, die die autokatalytische Aktivierung zur Folge hat.
Das Model der Proximitats-induzierten autokatalytische Aktivierung schlagt in diesem
Zusammenhang vor, dass die autoproteolytische Spaltung der Procaspase durch
Dimerisierung, nach Anlagerung eines zweiten Zymogenmolekdils in unmittelbarer Nahe
induziert wird (Muzio, Stockwell et al. 1998; Srinivasula, Ahmad et al. 1998; Chang, Xing

et al. 2003). Fur die Initiatorcaspasen, speziell die Caspase-9 ist ferner beschrieben,
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dass sie fur ihre Aktivierung nicht zwingend in ihre Untereinheiten prozessiert werden
muassen (Stennicke, Deveraux et al. 1999; Boatright, Renatus et al. 2003).

Auch fir Caspase-1 ist die sogenannte Rekrutierungs-Aktivierung beschrieben. Die
autokatalytische Aktivierung der Caspase-1 und die Spaltung von pro-IL1f8 erfolgen in
dem erst kirzlich identifizierten sogenannten Komplex Inflammasome. Dieser besteht
aus den beiden Adaptorproteinen ASC (apoptosis-associated speck-like protein) und
NALP1 (gehdrt zur Familie der NBS, nucleotide-binding site family), der Caspase-1 und
vermutlich der Caspase-5 (Martinon and Tschopp 2004; Martinon and Tschopp 2007).
Das zweiteilige Adaptorprotein ASC weist C-terminal eine CARD-Domane und
N-terminal eine Interaktionsdomé&ne zu NAPL1 (NACHT, Leucine-rich-repeat and PYD
containing protein), die PYD-Doméne (PYD, Pyrin Domane) auf. Uber die Caspasen-
Interaktions-Domane CARD spielt ASC bei der Aktivierung proinflammatorischer
Caspasen eine zentrale Rolle. NALP1 gehdrt zur Familie der NBS-Familie (nucleotide
binding site), die ebenfalls bei der Aktivierung von Caspasen und der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB beteiligt sind. Fir Caspase-1 ist bekannt, dass das nach
Abspaltung der Prodomane entstehende Intermediat selbst die autokatalytische
Prozessierung der Caspase-1 induziert, es weist jedoch keine Zytokin-Prozessierungs
Aktivitat auf.

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Caspase-1 aktivierenden Inflammasoms. Durch das Adaptermolekiil
ASC wird Caspase-1 im Inflammasom rekrutiert und aktiviert. Das Adapterprotein ASC besteht hierbei aus einer CARD-
Doméne zur Interaktion mit der Caspase und einer PYD-Doméane, Uber die sie mit dem NALP-Protein interagiert.
(Modifiziert aus Martinon und Tschopp 2007)

2) Die Transaktivierung durch andere Caspasen.

Diese Art der Aktivierung ist charakteristisch fur die Transaktivierung der
Effektorcaspasen duch die Initiatorcaspasen. Aus diesem Grund weisen die Zymogene
der Effektorcaspasen lediglich kurze, keine Interaktionsdomane enthaltende
Prodoméanen auf (Aktivierung der Caspase-3, 7, 6 durch Caspase-8,-9). Die
Aktivierungs-Schnittstelle der Effektorcaspasen stimmt hierbei mit der Substratspezifitat

der entsprechenden Initiatorcaspase lberein.
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3 Die apoptotische Signaltransduktion

Bis heute haben sich zur Induktion der Apoptose im Wesentlichen zwei Caspasen-
abhangige Signaltransduktionswege herauskristallisiert (Gustafsson and Gottlieb 2003).
Man unterscheidet den Todesrezeptor-vermittelten (extrinsisch, death receptor pathway)
und den Rezeptor-unabhangigen, mitochondrialen (intrinsisch, mitochondrial pathway)
Signaltransduktionsweg (siehe Abb. 5). Die Aktivierung jedes einzelnen der beiden
Signalwege mindet Uber die Aktivierung der zugehérigen Initiatorcaspasen in einer
gemeinsamen Endstrecke, der Aktivierung der Effektorcaspasen (Nunez, Benedict et al.
1998; Nhan, Liles et al. 2006). Durch die Effektorcaspasen werden sogenannte
Caspase-Substrate gespalten, was in der Summe 2zu dem flr Apoptose
charakteristischen Phanotyp der Zelle flihrt. Beispielsweise induziert die Aktivierung der
DNase CAD, durch Degradierung ihres Inhibitors ICAD durch Caspase-3, die bei
apoptotischem Zelltod charakteristische DNA-Fragmentierung.

Abgesehen von diesen beiden Signalwegen sind mittlerweile auch Caspasen-
unabhangige Apoptose-induzierende Signaltransduktionswege beschrieben. Das
bekannteste Beispiel hierfir ist das proapoptotische Protein AIF (apoptosis inducing
factor). Nach Freisetzung von AIF aus dem mitochondrialen Intermembranraum erfolgt
seine Translokation in den Nukleus, wo es Chromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung induziert (Susin, Lorenzo et al. 1999; Nian, Lee et al. 2004). Ferner sind
in der Literatur die ebenfalls mitochondrial freigesetzte Nuklease Endo G und die
Serinprotease Omi beschrieben (Regula and Kirshenbaum 2005). Da die Caspasen-
unabhangigen Signalwege nicht im Fokus dieser Arbeit stehen sollen, wird im

Folgenden auf diese nicht weiter eingegangen.
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Abbildung 5 : Die Caspasen-vermittelte apoptotische Signaltransduktion. Apoptose kann extrinsisch Uber
sogenannte Todesrezeptoren, oder intrinsisch Uber die Mitochondrien induziert werden. Der extrinsische Signalweg ist
durch eine dem Todesrezeptor nachgeschaltete Aktivierung der Caspase-8 im DISC-Komplex charakterisiert. Die
Induktion mitochondrialer Apoptose erfolgt nach Cytochrom c-Freisetzung durch Aktivierung der Caspase-9 im
Apoptosom. Der extrinsische und intrinsische Signalweg konvergieren in einer Aktivierung der Effektorcaspasen. Diese
leiten dann durch Spaltung der Caspase-Substrate die Endphase der Apoptose ein.

Nucleus

3.1 Todesrezeptor-vermittelte Apoptose (extrinsischer Signalweg)

Die Aktivierung der Caspase-Kaskade kann Uber eine Aktivierung sogenannter
Todesrezeptoren initiiert werden. Die Todesrezeptoren gehéren zu den
Rezeptorfamilien der Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF) (Budihardjo, Oliver et al. 1999).
Das bekannteste Beispiel fiur ein solches Todesrezeptor/Todesliganden-Paar ist die
Bindung von Fas-Ligand (FasL) an den Fas-Rezeptor (CD95). Weitere Liganden sind
das Zytokin TNFa, TRAIL und Apo-L (Kunapuli, Rosanio et al. 2006). Bislang sind sechs
Mitglieder der Todesrezeptorfamilie bekannt (Engels et al., 2001). Sowohl die Liganden
als auch die Rezeptoren zeichnen sich durch eine hohe strukturelle Homologie
untereinander aus. Die Bindung des Liganden an den Todesrezeptor flhrt zu einer
Trimerisierung des Rezeptors und leitet damit die Bildung des sogenannten
Todessignal-Komplexes (DISC, Death Inducing Signaling Complex) ein. Die

Todesrezeptoren besitzen in ihrem zytoplasmatischen Teil eine Todesdoméane (DD,
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death domain), die flr die intrazellulare Transduktion des apoptotischen Signales
unerlasslich ist. Uber diese DD wird das Adaptermolekil FADD (Fas-Associated Death
Domain) rekrutiert (Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1995). FADD-Adaptormolekle besitzen
ihrerseits neben der DD eine DED (Death Effector Domain), die sich mit der analogen
Domane von Procaspase-8 verbindet (Fernandes-Alnemri, Armstrong et al. 1996;
Muzio, Chinnaiyan et al. 1996). Die Interaktion zwischen der DD der Todesrezeptors,
dem Adaptormolekil FADD und Procaspase-8 flhrt zur Ausbildung des DISC-
Komplexes (Kischkel, Hellbardt et al. 1995; Muzio, Chinnaiyan et al. 1996; Srinivasula,
Ahmad et al. 1996). Im DISC erfolgt die autokatalytische Aktivierung der Caspase-8
(Boatright and Salvesen 2003; Gustafsson and Gottlieb 2003).

3.2 Mitochondrial vermittelte Apoptose (intrinsischer Signalweg)

Die Mitochondrien dienen in der Zelle im Rahmen der Atmungskette als
Produktionsstatte fur ATP. In den letzten Jahrzehnten wurde zusatzlich eine zentrale
Rolle der Mitochondrien fur die apoptotische Signaltransduktion beschrieben (Kroemer,
Dallaporta et al. 1998; Jiang and Wang 2004). Die Ausléser flr die mitochondrial
vermittelte Apoptose sind priméar intrinsische Induktoren wie beispielsweise DNA-
Schaden, Stress-induzierte Moleklle, Wachstumsfaktoren, Caspasen und eine
Erhéhung der mitochondrialen Kalziumkonzentration. Aber auch extrazellulare Stimuli,
wie Chemotherapeutika und UV-Strahlung kénnen indirekt mitochondrial vermittelte
Apoptose induzieren. Die apoptotischen Stimuli fuhren zu einer Aktivierung der
proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie, genauer zu einer Bid-vermittelten
Aktivierung von Bax und Bak (Oltvai, Milliman et al. 1993; Wang, Yin et al. 1996) und
folglich deren Translokation an die Mitochondrienmembran (Wei, Lindsten et al. 2000;
Kunapuli, Rosanio et al. 2006). Der initiale Schritt flir eine Aktivierung der
mitochondrialen Signalkaskade ist eine Unterbrechung des mitochondrialen
Transmembranpotentials (Zamzami, Marchetti et al. 1995). Dies fuhrt zu einer Zunahme
der mitochondrialen Membranpermeabilitdt und ermdglicht die Freisetzung von
proapoptotischen Proteinen in das Zytosol. Von besonderer Bedeutung sind hier die
Procaspase-9 und Cytochrom c (bekannt als Bestandteil der Atmungskette im
Mitochondrium). Auf welchem Mechanismus genau die Freisetzung der mitochondrialen
Proteine erfolgt wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Crow, Mani et al. 2004;
Regula and Kirshenbaum 2005). Sowohl die Ausbildung von mitochondrialen
Membranporen durch Integration der proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie, Bax
und Bak, in die dauere Mitochondrienmembran oder deren Interaktion mit Spannungs-
abhangigen lonenkanalen wird in der Literatur diskutiert (Hengartner 2000; Wei, Zong et
al. 2001; Ott, Robertson et al. 2002). Ein weiterer Mechanismus schlagt die direkte
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Offnung von Porenkanalen in der Mitochondrienmembran (mPTP, mitochondrial
permeability transition pore) vor, was zu einem Anschwellen der Mitochondrien und
folglich zu Rupturen in der duReren Mitochondienmembran fihrt (Jacotot, Costantini et
al. 1999; Martinou and Green 2001). Die Bindung von Cytochrom c und ATP an Apaf-1
(apoptotic protease activation factor 1) verursacht eine Konformationséanderung von
Apaf-1, wodurch dessen Interaktionsdomane CARD (Caspase-Rekrutierungs-Domane)
zuganglich wird. An diese bindet dann die Procaspase-9. Der Komplex aus Cytochrom
¢, Apaf-1, ATP und Procaspase-9 wird Apoptosom genannt (Li, Nijhawan et al. 1997;
Saleh, Srinivasula et al. 1999; Zou, Li et al. 1999). Die Bildung des Apoptosoms ist die
Vorraussetzung fur die energieverbrauchende, autokatalytische Aktivierung der
Caspase-9 (Liu, Kim et al. 1996; Zou, Li et al. 1999; Jiang and Wang 2000). Die aktive
Caspase-9 wird aus dem Komplex freigesetzt und aktiviert, analog zur Caspase-8, als
Initiatorcaspase die nachfolgenden Effektorcaspasen.

Neben der mitochondial vermittelten Apoptoseinduktion gibt es ferner Hinweise auf eine
Rolle des Endplasmatischen Retikulums (ER) bei der Induktion von Apoptose. Es ist
bekannt, dass die propapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie, Bax und Bak durch
Translokation an die ER-Membran zu einer Entleerung der Ca®'-Speicher fiihren
kénnen und die im ER lokalisierte Caspase-12 aktivieren (Nakagawa, Zhu et al. 2000;
Rao, Hermel et al. 2001; Scorrano, Oakes et al. 2003; Zong, Li et al. 2003).

Die Effektorcaspase-7 dient insbesondere der Signalverstarkung sowohl auf Ebene der
Caspase-Kaskade (aktiviert ihrerseits Caspase-9) als auch auf Ebene der Caspase-
Substrate. Ebenso kann die Caspase-3 selbst durch Aktivierung der Caspasen-2,-6,-8, -
9 und -10 zur Signalverstarkung beitragen (Boatright and Salvesen 2003; Fischer,
Janicke et al. 2003; Gustafsson and Gottlieb 2003). Auch die zwischen dem intrinsichen
und extrinsischen Signalweg mdglichen Interaktionen (im Sinne eines crosstalks) dienen
der proapoptotischen Signalverstarkung (Dragovich, Rudin et al. 1998). So spaltet
beispielsweise die Caspase-8 das zytosolische Protein Bid (BH3 interacting domain
death agonist). Das entstehende C-terminale Spaltprodukt tBid (truncated Bid) vermittelt
nach Translokation an die Mitochondrien selbst die Freisetzung von proapoptotischen
Faktoren und aktiviert ferner das proapoptotische Bax und Bak (Li, Zhu et al. 1998; Yin
2006). Bid dient somit als zentraler intrazelluldarer Sensor flr apoptotische Signale
(Esposti 2002; Danial and Korsmeyer 2004), und kann neben apoptotischen Stimuli
ferner durch Caspase-8 (Quervernetzung der Signalwege) und Caspase-3

(Signalverstarkung) aktiviert werden (Crow, Mani et al. 2004).

25



3.3 Endogene Regulationsmechanismen der Apoptose

Die endogene Regulation der Apoptose besteht aus einem komplexen und

vielschichtigen System, das nun an ausgewahlten Beispielen illustriert werden soll.

Todesrezeptorsignalweg Mitochondrialer Signhalweg

) Ligand

Todesrezeptor

Zellmembran

SN
— Apoptotische p53  ARC Bcl 2
11 Stimuli \ Mitochondrium
FADD () Bax
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Caspase 9 Smac/
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Procaspase-8
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Abbildung 6: Endogene Regulationsmechanismen und Quervernetzung der  apoptotischen
Signaltransduktionswege. Die Proteinen der Bcl-2 Familie regulieren spezifisch den intrinsischen Signalweg, eine
Inhibition des extrinisischen Signalweges erfolgt durch cFLIP. Durch die Familie der IAPs und durch ARC kénnen beide
Signalwege in ihrer Aktivierung inhibiert werden. p53 und Smac/Diabolo sind Aktivatoren der apoptotischen
Signaltransduktion.

Von zentraler Bedeutung fir die Regulation des mitochondrialen Signal-
transduktionswegs ist die Familie der Bcl-2 Proteine (Dragovich, Rudin et al. 1998). Die
Bcl-2 Proteine wurden erstmals in einem B-Zell-Lymphom (b-cell lymphoma) isoliert
(Vaux, Cory et al. 1988). Die Familie der Bcl-2 Proteine weist 15 Mitglieder auf, wobei
diese nach ihrer proapoptotischen (z.B. Bid, Bax, Bad) bzw. antiapoptotischen (z.B. Bcl-
2, Bel-xl, A1) Wirkung eingeteilt werden. Die meisten Mitglieder der Bcl-2-Familie sind
ubiquitar exprimiert und Uberwiegend an der auf’eren Membran des Mitochondriums,
ihrem Hauptwirkungsort, lokalisiert. Allen Mitgliedern der Bcl-2-Familie ist gemein, dass
sie mindestens eine von vier zu Bcl-2 homologen Doméanen (BH1-BH4) besitzen. Uber

diese Doménen kdnnen die Mitglieder der Bcl-2-Familie miteinander interagieren, ihre
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funktionell aktiven Homo- und Heterodimere bilden und sich gegenseitig in ihrer
Funktion beeinflussen. Fir Bcl-2 ist bekannt, dass die Ausbildung von Homodimeren
essentiell fir seine anti-apoptotische Wirkung ist (Yin, Oltvai et al. 1994). Es wird
angenommen, dass die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie der Steuerung
der Aktivitat der proapoptotischen Bcl-2 Proteine dienen. Durch Bindung an Bid schitzt
Bcl-2 beispielsweise vor dessen Aktivierung und der nachgeschalteten Freisetzung
proapoptotischer Faktoren (Kroemer 1997; Cheng, Wei et al. 2001). Des Weiteren soll
Bcl-2 durch Bindung an Cytochrom c oder Apaf-1 die Aktivierung der Caspase-9
inhibieren. Ferner kdnnen die Proteine der Bcl-2-Familie tGber verschiedene Cofaktoren
mit Caspasen interagieren. Im Gegenzug kann ihre Aktivitdt auch durch
Phosphorylierungen oder Spaltung durch Caspasen beeinflusst werden (Adams and
Cory 1998).

Eine effektive Inhibitionsstrategie der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose ist die
Rekrutierung des Proteins cFLIP (cellular FLICE-inhibitory protein, FLICE = Caspase-8)
an den DISC-Komplex. cFLIP besitzt eine Struktur, die vergleichbar mit der von
Procaspase-8 ist und weist ebenfalls DED-Motive auf. Im Gegensatz zu Caspase-8 ist
bei cFLIP im aktiven Zentrum das Cystein durch ein Tyrosin ersetzt. Nach der
Rekrutierung von Procaspase-8 und cFLIP in den DISC werden beide Proteine zwar
autokatalytisch gespalten, es entstehen jedoch zwei stabile inaktive Intermediate die im
DISC gebunden bleiben. Infolgedessen ist die Anlagerung und Aktivierung weiterer
Procaspase-8 Molekile durch das falsche Substrat cFLIP unterbunden (Irmler, Thome
et al. 1997).

ARC (apoptosis repressor with a CARD) ist ein kardial stark exprimiertes Protein das
sowohl als Inhibitor des extrinsischen als auch den intrinsischen
Signaltransduktionswegesweg fungiert. Abhangig von seiner CARD-Doméane kann ARC
die Aktivierung der Caspase-8 (extrinsischer Signalweg) (Koseki, Inohara et al. 1998;
Ekhterae, Lin et al. 1999; Neuss, Monticone et al. 2001; Gustafsson, Tsai et al. 2004)
verhindern. AufRerdem transloziert ARC durch apoptische Stimuli an die Mitochondrien
wo es seinen protektiven Effekt speziell durch den Schutz der Mitochondrien ausulbt.
ARC kann das proapoptotische Bax binden und somit die nachfogende Freisetzung
proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien unterdriicken. Ferner inhibiert ARC
die Aktivierung der Effektorcaspase-3. (Ekhterae, Lin et al. 1999; Neuss, Monticone et
al. 2001; Li, Li et al. 2002; Gustafsson, Tsai et al. 2004; Nam, Mani et al. 2004; Donath,
Li et al. 2006).

Durch die Proteinfamilie der IAP (inhibitor of apoptosis proteins) kann die apoptotische
Signaltransduktion primar auf Ebene der Effektorcaspasen gehemmt werden. Zu ihr

zahlen Caspase-Inhibitoren wie X-IAP, c-IAP und Survivin. Die |IAPs wirken als
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sogenannte falsche Caspase-Substrate. Nach Bindung an die Effektorcaspasen-3 und -
7 bleibt deren proteolytische Aktivierung aus, wodurch die Caspase inaktiviert ist
(Deveraux and Reed 1999; Liston, Fong et al. 2003). Im Zuge der apoptotischen
Freisetzung von Cytochrom c¢ transloziert ebenfalls das proapoptotische Protein
Smac/DIABOLO aus dem Mitochondrium in das Zytosol (Du, Fang et al. 2000;
Verhagen, Ekert et al. 2000). Smac/Diabolo neutralisiert die IAP induzierte Caspasen-
Inhibition und entfaltet so seine proapoptotische Wirkung (Srinivasula, Hegde et al.
2001)

Ein Regulator der Apoptose im Sinne eines Aktivators ist das Tumorsuppressorgen p53
(Polyak, Xia et al. 1997; Dragovich, Rudin et al. 1998). Als ein durch DNA-Schaden
aktivierter Transkriptionsfaktor induziert p53 die Expression einer Reihe von
proapoptotischen Genen (z.B. das proapoptotische Bcl-2, Bax) deren Produkte letztlich

zur Schadigung der Mitochondrien und zu Apoptose fuhren.
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| Herzinsuffizienz

1 Herzinsuffizienz als klinisches Syndrom
1.1 Definition und Klassifikation der Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz handelt es sich nicht um eine distinkte Erkrankung, sondern
der Begriff Herzinsuffizienz steht fur ein klinisches Syndrom (Denolin, Kuhn et al. 1983;
Weil and Schunkert 2006). Von der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 1995) wurde
daher das Syndrom Herzinsuffizienz sowohl pathophysiologisch als auch Klinisch
definiert. Hierbei bertcksichtigt die klinische Definition primar die typischen, aullerlich
erkennbaren Symptome einer Herzinsuffizienz: ,Herzinsuffizienz ist das Syndrom der
Luftnot und der Erschdpfbarkeit, das mit einer nachweisbaren Herzerkrankung assoziiert
ist. Die klinische Diagnose erfordert also das Vorliegen einer signifikanten
Herzerkrankung und dadurch bedingte typische Symptome.“ Die pathophysiologische
Definition der Herzinsuffizienz beschreibt die Verdnderungen der Physiologie wahrend
einer Herzinsuffizienz: ,Herzinsuffizienz ist die Unfahigkeit des Herzens, Blut und daher
Sauerstoff und Substrate in ausreichender Menge in die Korperperipherie zu
transportieren. Daraus entstehen charakteristische neurohumorale, renale und
adrenerge Symptome, die mit der schlechten Prognose der Herzinsuffizienz assoziiert
sind.”

Die klinischen Symptome einer Herzininsuffizienz sind unspezifisch, sie weisen eine
grole Bandbreite mit hoher Variabilitat auf. Nahezu die Halfte aller Patienten mit
Herzmuskelschwache zeigen keine der Symptome, die Ublicherweise mit einer
Herzmuskelschwache assoziiert sind. Diese lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Dyspnoe (Luftnot durch Lungenstauung), Zyanose (Blaufarbung der Haut), Midigkeit,
Herzrasen und Flussigkeitsretention (Wassereinlagerungen: Beinbédeme,
Gewichtszunahme). Pathophysiologisch ist das wichtigste Symptom der Herzinsuffizienz
die mangelhafte Durchblutung peripherer Organe, zusammen mit einem erniedrigten
Herzzeitvolumen und systemischer Hypotonie. In diesem Zusammenhang spricht man
auch von einem Vorwartsversagen des Herzens. Die reduzierte Fdrderleistung des
insuffizienten linken Ventrikels fuhrt, Gber eine Minderperfusion des von ihm abhangigen
Kreislaufabschnittes hinaus, auch zu Stérungen im vorgeschalteten vendsen
Gefalisystem, was mit dem Begriff Rickwartsversagen beschrieben wird (Ross 1983).
Aufgrund der Dominanz des linken Ventrikels fir die Aufrechterhaltung des Kreislaufs
steht die Beurteilung seiner Funktion im Vordergrund.

Anhand der klinischen Symptome, der sich daraus ableitenden Leistungsfahigkeit des

Patienten und wichtiger anamnetischer Kriterien wurde von der New York Heart
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Association (NYHA) eine Klassifikation der Herzinsuffizienz nach steigendem
Schweregrad definiert. Diese Einteilung reicht von einer leichten Herzinsuffizienz ohne
korperliche Einschrankung (Klasse 1) bis hin zu einer schweren Herzinsuffizienz mit

Beschwerden bereits in Ruhe (Klasse V).

NYHA-Stadium Beschwerden

keine Luftnot
| normale Leistungsfahigkeit bei adaquater Belastung
kardiologische Untersuchungen zeigen Herzschwache an

keine Beschwerden in Ruhe
leichte Luftnot bei normaler Belastung
eingeschrankte Leistungsfahigkeit

keine Beschwerden in Ruhe
i starke Luftnot und Erschépfung bei normaler Belastung
erheblich eingeschrankte Leistungsfahigkeit

Luftnot in Ruhe
\Y) jede korperliche Belastung bereitet Beschwerden
meist Bettlagerigkeit

Tabelle 3: Revidierte NYHA-Klassifikation bei Herzinsuffizienz.

1.2 Ursachen und Epideminologie der Herzinsuffizienz

Koronare Herzerkrankung, Hypertonie und Myokardinfarkt, aber auch Diabetes mellitus
sind haufige Erkrankungen, die zu dem Syndrom Herzmuskelschwache fihren kdnnen.
In der Framingham Studie wurde mit 49% der betroffenen Patienten die Hypertonie als
fuhrende Ursache einer Herzinsuffizienz identifiziert (Kannel and Larson 1993). Die
neueren grofRen Herzinsuffizienz-Studien (SOLVD 1991; Vantrimpont, Rouleau et al.
1998) weisen jedoch auch besonders auf die koronare Herzkrankheit als priméaren
Grund fur das Entstehen einer Herzinsuffizienz hin. Herzmuskelschwéche ist als ein
progressives, klinisches Syndrom bzw. als das Endresultat einer Reihe von kardialen
und extrakardialen Stérungen zu verstehen.

Die Herzinsuffizienz zahlt zu den haufigsten Erkrankungen mit zunehmender Inzidenz
und ist in idustrialisierten Landern eine der haufigsten Todesursachen (Cowie, Mosterd
et al. 1997; AHA 2005). Die chronische Herzinsuffizienz ist bezlglich ihrer Inzidenz und
ihrer schlechten Prognose, besonders bei schwerer Herzmuskelschwache (NYHA V),
mit der von malignen Erkrankungen vergleichbar (Ho, Pinsky et al. 1993; Towbin and
Bowles 2002) Die Haufigkeit einer Herzinsuffizienz nimmt mit dem Alter zu und betragt
bei den 50-jahrigen 1-2 Falle pro Jahr und 1000 Patienten, bei den 70-jahrigen bereits
10 Falle pro Jahr und 1000 Patienten (Pichler 1999). Obwohl eine Vielzahl neuer
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medikamentdser Behandlungsstrategien in den letzten Jahren etabliert wurde, liegt die

5-Jahres Mortalitatsrate bei Herzinsuffizienz noch immer bei 50%.

2 Therapie der Herzinsuffizienz

Die bisher verfliigbaren Therapieoptionen dienen der symtomatischen Verbesserung der
Krankheit und verlangsamen die Progression der Erkrankung, eine kausale Therapie
sind sie nicht. Nach den Leitlinien der Kommission fir Klinische Kardiologie (Hoppe and
Erdmann 2001; Hoppe, Bohm et al. 2005) umfasst die aktuelle Herzinsuffizienz-
Therapie den Einsatz von ACE-Hemmern, Aldosteron-Antagonisten, Diuretika,
Herzglykoside und p-Rezeptor-Antagonisten. Diese Therapeutika dienen in ihrem
Zusammenspiel der neurohumoralen Blockade, der Senkung von Vor- und Nachlast und
der Steigerung der Kontraktionskraft.

ACE-Hemmer sind potente Wirkstoffe die die Vor- und Nachlast des Herzens
reduzieren. lhr Wirkmechanismus besteht in der kompetitiven Hemmung des
Angiotensin-Konversions-Enzymes (ACE), das die Umwandlung von Angiotensin | zu
Angiotensin Il katalysiert (Wolny, Clozel et al. 1997). Dies bewirkt sowohl eine
Abschwachung der Wirkung des Vasokonstriktors Angiotensin [l als auch eine
Verstarkung der Wirkung des Vasodilatators Bradykinin. In der Summe ergibt sich eine
Steigerung der kardialen Auswurffraktion, ohne einen Anstieg der Herzfrequenz.
Daruber hinaus kann durch die Unterdrickung der Angiotensin IlI-Synthese die, Uber das
Baroreflex-System vermittelte reflektorische Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) vermindert werden. Fir die Klasse der ACE-Hemmer ist in
zahlreichen Studien gezeigt, dass sie nicht nur die Symptomatik verbessern, sondern
auch zu einer Verbesserung der Prognose fihren (CONSENSUS 1987; SOLVD 1991;
Pfeffer, Braunwald et al. 1992). Da ACE-Inhibitoren die Angiotensin- und
Aldosteronsynthese nicht komplett verhindern, wird die Gabe von ACE-Inhibitoren meist
durch niedrig dosierte Aldosteron-Antagonisten komplettiert.

Der Einsatz von Diuretika flhrt Uber eine vermehrte renale Elektrolyt- und
Wasserausscheidung durch Reduktion des  zirkulierenden Blutvolumens
(Vorlastsenkung) und des arteriellen Mitteldrucks (Nachlastsenkung) unmittelbar zu
einer Entlastung des Herzens. Dariber hinaus kann durch die Gabe von Diuretika eine
Stauungssymptomatik der Lunge und der Korperperipherien verhindert werden.
Herzglykoside bewirken indirekt, tiber die spezifische Hemmung der Na*/K*-ATPase und
den nachgeschalteten Na‘/Ca**-Austauscher, eine Erhdhung des intrazellularen Ca*-
Spiegels und Uben damit einen positiv inotropen Effekt auf den Herzmuskel aus. Durch

die resultierende erhéhte Pumpleistung werden reflektorisch Sympathikus-aktivierende
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Stimuli unterdriickt, was zu einer Reduktion der Herzfrequenz sowie der Vor- und
Nachlast fihrt. Digitalis-Praparate verbessern uber diesen Mechanismus zwar die
klinischen Symptome, eine Prognoseverbesserung hinsichtlich der Lebenserwartung ist
nach aktueller Datenlage nicht zu erwarten (The Digitalis Investigation Group 1997).

Die Gabe von p-Rezeptorblockern war in der Herzinsuffizienz-Therapie lange umstritten.
SchlieBlich konnte belegt werden, dass fur Patienten mit fortgeschrittener
Herzmuskelschwache eine additive, einschleichende Gabe von B-Rezeptorblockern
weitgehend sicher ist und entscheidend zur Verbesserung der linksventrikularen
Pumpfunktion beitragt. Die pharmokologische Wirkung der -Rezeptorblocker beruht auf
ihrer kompetitiv antagonistischen Wirkung an p-adrenergen Rezeptoren, wodurch die
Auswirkungen der Sympathikus-Aktivierung bei Herzinsuffizienz reduziert werden (Hall,
Cigarroa et al. 1995; Packer, Bristow et al. 1996; Abraham 2000). Grol3 angelegte
Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass besonders die lipophilen, selektiv an
den ps-adrenergen Rezeptor bindenden Blocker Bisoprolol und Metoprolol sowie das
unselektive Carvedilol zu einer deutlichen Reduktion der Mortalitat fihren (Waagstein,
Bristow et al. 1993; Packer, Bristow et al. 1996; CIBIS-II 1999; MERIT-HF 1999).

3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Eine Herzmuskelschwache kann durch einen konkreten Ausléser (beispielsweise einen
Herzinfarkt) abrupt einsetzen, oder durch eine schleichende Verminderung der
myokardialen Kontraktilitdt, beispielsweise aufgrund einer unphysiologischen Erhdhung
der Vorlast (Volumenbelastung) oder der Nachlast (Druckbelastung), einen langsamen
Beginn nehmen. Die verminderte Leistungsfahigkeit des Herzens aktiviert im gesamten
Organismus eine Vielzahl von Kompensationsmechanismen, mit dem Ziel, eine
ausreichende Pumpfunktion zur Perfusion lebenswichtiger Organe aufrecht zu erhalten.
Dadurch bleibt der Patient zunachst asymptomatisch. Die Kompensationsmechanismen

sind primar neurohumoraler, aber auch struktureller Natur.

3.1 Neurohumorale Kompensationsmechanismen

Bereits in einem friGhen Stadium der Entwicklung einer Herzinsuffizienz kommt es zu
einer Erhéhung der basalen Sympathikusaktivitat (Bristow 1984; Brodde, Michel et al.
1995; Eisenhofer, Friberg et al. 1996; Francis 2001; Lohse, Engelhardt et al. 2003).
Kurzfristig stellt die Aktivierung des Sympathikus einen physiologisch sinnvollen
Mechanismus zur Zunahme der Kontraktilitdt und der Herzfrequenz dar. Diese positiv
ino-, chrono- und dromotropen Wirkungen des sympatho-adrenergen Systems sind

durch den Anstieg an intrazelluldrem Ca®" induziert (Cohn 1990). Langfristig tragt die
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dauerhafte Uberstimulation der kardiovaskularen sympathischen Rezeptoren,
beispielsweise durch Induktion von Kardiomyozytenapoptose (Communal, Singh et al.
1998), zum Voranschreiten der Krankheit bei (Abraham 2000; Communal, Sumandea et
al. 2002; Lohse, Engelhardt et al. 2003). Die verstarkte kardiale Expression des
Bs-adrenergen Rezeptors induziert im murinen Tiermodell klinisch manifeste
Herzinsuffizienz, und ist so als etabliertes murines Herzinsuffizienzmodell in der
Forschung akzeptiert (Engelhardt, Hein et al. 1999). Die Aktivierung des RAAS nimmt
Uber die direkte Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes entscheidenden Einfluss
auf den peripheren Widerstand und kann so akut eine hamodynamische Kompensation
bewirken (Dzau, Colucci et al. 1981). Die chronische Aktivierung des RAAS flhrt Gber
den konstant erhdhten peripheren Widerstand zu kardialer Hypertrophie. Angiotensinll
kann ferner Uber eine Erhdhung der Noradrenalin-Ausschittung eine weitere Aktivierung
des Sympathikus induzieren und stellt somit einen zentralen Induktor fur die Progression
von Remodelingvorgangen dar. Die neurohumorale Aktivierung im insuffizienten Herz
umfasst neben der Aktivierung des Sympathikus und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) eine Steigerung der Endothelin- und Vasopressin-Synthese (Hiroe,
Hirata et al. 1991). Endothelin und Vasopressin induzieren primar Uber eine
Vasokonstriktion eine Zunahme des peripheren Widerstandes, aber auch eine
Druckzunahme im Pulmonalkreislauf. Durch die Aktivierung vasodilatierender Molekile,
wie den natriuretischen Peptiden ANF und BNP, Adrenomedullin, Bradykinin,
Prostaglandinen und Stickstoffmonoxid (NO) kann der Vasokonstriktion und
Wasserretention entgegengewirkt werden. Im Verlauf der Herzinsuffizienz kommt es
jedoch langfristig zu einem Ubergewicht der vasokonstringierenden und

wasserretendierenden Systeme.

3.2 Mechanische Kompensation durch kardiales Remodeling

Neben der neurohumoralen Aktivierung kdénnen wahrend der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz charakteristische makroskopische, mikroskopische und
molekularbiologische Verdnderungen im Herzmuskel beobachtet werden. Diese
Veranderungen der Herzgeometrie und —funktion werden unter dem Begriff kardiales
Remodeling zusammengefasst. Strukturelles und funktionelles Remodeling tragt
entscheidend zum Voranschreiten einer Herzmuskelschwache bei (Mann 1999; Mann
and Taegtmeyer 2001; Gaballa and Goldman 2002).

3.2.1 Apoptose von Herzmuskelzellen

Bei der Entwicklung und Manifestation der Herzinsuffizienz spielt der apoptotische

Zelltod von Herzmuskelzellen eine bedeutende Rolle (Narula, Haider et al. 1996;
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Olivetti, Abbi et al. 1997). Im ischdmischen, aber auch im nicht-ischamischen, jedoch
Uberlasteten Myokard, ist eine deutlich erhdohte Kardiomyozytenapoptose im Vergleich
zu der sehr geringen altersassoziierten Basalapoptose zu finden (Gottlieb, Burleson et
al. 1994, Kajstura, Cheng et al. 1996). Die wesentlichen Ursachen fir den apoptotischen
Zelltod von Kardiomyozyten ist die Uberbelastung der Herzmuskelzellen durch eine
gesteigerte Wandspannung (Katz 1990; Cheng, Li et al. 1995). Ganz wesentlich tragen
auch die bei Herzinsuffizienz erhéhten Katecholaminspiegel zur direkten Induktion von
Kardiomyozytenapoptose bei. Der unmittlebar proapoptotische Effekt einer Stimulation
mit Noradrenalin (Communal, Singh et al. 1998; Shizukuda, Buttrick et al. 1998; Singh,
Communal et al. 2000) und Angiotensin Il (Cigola, Kajstura et al. 1997) ist in der
Literatur beschrieben. Adulte Kardiomyozyten sind terminal differenzierte Zellen, die ihre
Fahigkeit zur mitotischen Zellteilung verloren haben (Pasumarthi and Field 2002). Da
untergegangene Herzmuskelzellen somit nicht durch Teilung der verbleibenden
kontraktilen Kardiomyozyten ersetzt werden koénnen, besitzt das adulte Herz primar
keine Fahigkeit zur endogenen Regeneration. Kardiomyozytenapoptose im adulten
Herzmuskel stellt infolgedessen einen pathologischen Vorgang dar. Herzmuskelzellen
sind nicht nur mengenmalig der Hauptbestandteil des Herzmuskels, sondern sie
Ubernehmen als kontraktile Elemente des Herzmuskels auch die Grundsteuerung der
Herzfunktion. Der Verlust der Herzmuskelzellen wirkt sich negativ auf die Herzfunktion
aus. FUr die verbleibenden Kardiomyozyten steigt die Wandspannung weiter an, was in
der Summe zu einer Zunahme der Kardiomyozytenapoptose und zu einem
fortschreitenden Remodeling im verbleibenden Myokard fihrt. Es wird reaktive
Kardiomyozytenhypertrophie und Ersatzfibrosierung des Myokards induziert. Beide
Vorgdnge bewirken neben einer Verminderung der Kontraktilitat eine reduzierte
Kapillargefalddichte. Durch die so bedingte Unterversorgung des Gewebes mit
sauerstoffreichem Blut kann es zu lokalen Ischdmien kommen, die die Herzfunktion
weiter herabsetzten und Remodelingvorgange weiter vorantreiben (Swynghedauw
1999).

3.2.2 Hypertrophes Wachstum von Herzmuskelzellen

Im insuffizienten Herz fuhrt ein Anstieg des Drucks und des Diameters des linken
Ventrikels, beispielsweise durch das Absterben von Kardiomyozyten durch die
mechanische Dehnung des Myokardgewebes, zu einem Anstieg der Wandspannung
(Katz 1990; Sadoshima, Jahn et al. 1992). Nach dem Laplace'schen Gesetz kann eine
gesteigerte Wandspannung durch eine reaktive Zunahme der Wanddicke ausgeglichen
werden (Katz 1994; Anversa, Kajstura et al. 1996; Weil and Schunkert 2006). Das

Herzmuskelgewebe besteht, wie bereits erwahnt, aus terminal differenzierten,

34



postmitotischen Kardiomyozyten und zahlt somit zum sogenannten Ruhegewebe
(Pasumarthi and Field 2002). Dies impliziert, dass eine Zunahme der Wanddicke nur
durch hypertrophes Wachstum einzelner Kardiomyozyten erreicht werden kann (Cohn,
Ferrari et al. 2000). Hypertrophie ist definiert als das Wachstum von Geweben und
Organen durch eine Zunahme des Zellvolumens bei konstanter Zellzahl. Hypertrophie
grenzt sich damit gegenliber Hyperplasie ab, die als Grélkenzunahme eines Organs
oder Gewebes durch Zellvermehrung definiert ist. Im Herz dient die
Kardiomyozytenhypertrophie der Anpassung an physiologische Mehrbelastung oder
pathologische Uberbelastung. Die sogenannte reaktive Kardiomyozytenhypertrophie
kann neben der Zunahme der Myokardmasse auch untergegangene Herzmuskelzellen
raumlich ersetzten. Hypertrophie kann somit einerseits einen kompensatorischen
Charakter aufweisen, eine bestehende Hypertrophie kann aber auch selbst zur
Entstehung einer Herzinsuffizienz fuhren (Hunter and Chien 1999).

Die kontraktilen Elemente der Herzmuskelzellen bestehen aus Myofilamenten, diese
wiederum aus den beiden Proteinen Aktin und Myosin. Durch die regelmallige
Anordnung dieser Myofilamente (Sarkomere) entsteht die charakteristische
Querstreifung der Herzmuskelzellen. Bei Kardiomyozytenhypertrophie findet eine
Vermehrung der kontraktilen Einheiten statt, die neugebildeten Sarkomere werden
primar parallel geschaltet, was sich in einer Zunahme der Kardiomyozyten-
Querschnittsflache (konzentrische Hypertrophie) wiederspiegelt (Frey and Olson 2003).
In hypertrophierten Herzmuskelzellen kann eine verstarkte Reorganisation der
Sarkomere beobachtet werden (Huot, Houle et al. 1997; Aoki, Izumo et al. 1998).

Die konzentrische Myokardhypertrophie geht mit fortschreitendem Krankheitsverlauf
meist in eine exzentrische Ventrikelhypertrophie mit Zunahme des linksventrikularen
Diameters und reduzierter linksventrikularer Wanddicke Uber (Mann 1999). Der Frank-
Starling Mechanismus (Starling 1908) beschreibt den Zusammenhang zwischen der
diastolischen Vordehnung des Myokards und der Kontraktilitat (Kraftentwicklung) des
Herzmuskels wahrend der Systole. Diese Langen-Kraft-Beziehung trifft jedoch nur bis
zu einem gewissen Dehnungsgrad der Sarkomere zu, bei massiv dilatierten Ventrikeln
nimmt die Kontraktilitat wieder ab. Infolgedessen ist der Frank-Starling Mechanismus im
dilatierten Ventrikel bei chronischer Herzinsuffizienz abgeschwacht, was zur weiteren
Reduktion der Herzkontraktilitdt beitragt (Schwinger, Bohm et al. 1994; Weil and
Schunkert 2006).

Durch Kardiomyozytenapoptose, —hypertrophie und Myokardfibrose bewirkt das
Geweberemodeling einen Verlust der regelmalligen und parallelen Anordnung der
Kardiomyozyten im Myokardgewebe (Disarray). Durch diesen sogenannten disarray

werden die wichtigen Zytoplasmabriicken zwischen den Zellen (gap junctions) gestort,
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was sich ferner negativ auf die Erregungsausbreitung im Ventrikelmyokard auswirkt.
(Swynghedauw 1999)

3.2.3 Veranderte Genexpression der Herzmuskelzellen

Wahrend der Entwicklung einer Herzmuskelschwache kommt es zu qualitativen und
quantitativen Veranderungen bei der Genexpression wesentlicher kardialer Proteine
(Izumo, Nadal-Ginard et al. 1988; Chien, Zhu et al. 1993). Die Freisetzung von Ca** aus
den longitudinalen Tubuli des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) und die
nachfolgende Sequestrierung des zytosolischen Ca?* primar durch SERCA
(Sarkoplasmatische(SR)-Kalzium-ATPase) sind ein  wesentlicher Regulations-
mechanismus fir eine effiziente Kontraktion des Herzmuskels (Arai, Alpert et al. 1993;
Meyer, Schillinger et al. 1995; Bers and Despa 2006). Die Verminderung der SERCA-
Expresssion fiihrt langfristig zu einer Uberladung des Zytosols mit diastolischem Ca*,
da die Wiederaufnahme des Ca?* in das SR (iber SERCA eingeschrankt ist. Aufgrund
dieser unzureichenden Neubeladung des SR mit Ca?* sinkt die freigesetze Menge an
Ca?" in der Systole. Trotz einer verstarkten Expression des Na‘/Ca?*-Austauschers in
der Plasmamembran kann der gestdrte zytostolische Ca®'-Haushalt nicht mehr
ausreichend reguliert werden (Studer, Reinecke et al. 1994; Schwinger, Wang et al.
1999). Die Veranderung des intrazelluliren Ca®-Transienten bewirkt eine Stérung der
Exitations-Kontraktions-Kopplung, @ was  wesentlich  zum Fortschreiten  der
Herzinsuffizienz beitragt (Schmidt, Hajjar et al. 1998).

Neben diesem Beispiel einer quantitativen Anderung der Genexpression kommt es bei
der Herzmuskelschwache zu einer Reaktivierung des fetalen Genexpressions-
programmes, also einer qualitativen Anderung der Genexpression. Im hypertrophierten
Myokard findet man daher ein Genexpressionsmuster findet, dass dem in der fetalen
Herzmuskelzelle ahnlich ist. Das bekannteste Beispiel ist die ventrikulare Reexpression
von ANF, der im gesunden adulten Herzen nur im Vorhof exprimiert wird. Man konnte
zeigen, dass die mMRNA-Expression von ANF im linken Ventrikel mit einer verminderten
linksventrikuldren Funktion korreliert. Aufgrund dessen dient die ANF-Expression heute
sowohl in der Forschung als auch in der Klinik als Marker fir den Schweregrad einer
Herzinsuffizienz, wobei in letzter Zeit vermehrt BNP als prognostischer Marker an
Bedeutung gewonnen hat (Wright and Struthers 2006). Ein weiteres Beispiel fir die
Induktion des fetalen Genexpressionsmusters bei Herzinsuffizienz ist die Expressions-
Shift der adulten a-Isoform zur fetalen p-lsoform des MHC (Myosin-heavy chain)-

Proteins (Izumo, Lompre et al. 1987).
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3.3 Circulus vitiosus und Dekompensation

Zusammenfassend kann man sagen, dass die eigentlichen
Kompensationsmechanismen im Herz langfristig die Progression der Herzinsuffizienz
durch Induktion von kardialem Remodeling Uber einen Circulus vitiosus vorantreiben
(Jackson, Gibbs et al. 2000).

Herzinsuffizienz
linksventrikulare Kontraktilitét{,
Herzzeitvolumen {,

-
1
1}
A
‘\\ Neurohumorale Kompensation
~~.  RAAS-, und Sympathikusaktivierung
kurzfristig Natrium-, und Wasserretention

Kardiales Remodeling
Kardiomyozyten-, und Ventrikelhypertrophie
Myokardfibrose, Apoptose, Ventrikeldilatation

Vasokonstriktion
Natrium-, und Wasserretention

chronisch

Abbildung 7: Circulus vitiosus der chronischen Herzinsuffizienz. Die Kompensationsmechanismen erlauben
kurzfristig eine Stabilisierung der Myokardfunktion und damit der Perfusion lebenswichtiger Organe. Bei chronischer
Aktivierung tragen dieselben Mechanismen jedoch wesentlich zur Progression der Herzinsuffizienz bei, es entsteht ein
circulus vitiosus. (Modifiziert nach Zipes et. al, Braunwald's Heart Disease, 2004)

Infolge der Kardiomyozytenhypertrophie, der zunehmenden Steifheit des Myokards
durch Fibrosierung sowie durch die Erschoépfung der Uberbelasteten Kardiomyozyten
und deren apoptotischen Zelltod geht letztlich die Kompensations- in die
Dekompensationsphase Uuber. Im Endstadium der Herzmuskelschwéache ist die
Herzkammer morphologisch durch eine starke Dilatation und eine deutliche Abnahme
der ventrikularen Wanddicke gekennzeichnet. Letztlich befindet sich das Herz in einem
Zustand, in dem die Kompensationsmechanismen durch Beeinflussung der
Herzfrequenz, der Kontraktilitdt, des Schlagvolumens sowie der Blutdruckregulation
nicht mehr zur Aufrechterhaltung der notwendigen Organ- und Gewebeperfusion
ausreichen (van Empel and De Windt 2004). Die Dekompensationsphase ist durch das
symptomatische Erscheinungsbild einer schweren Herzinsuffizienz mit
Mangeldurchblutung lebenswichtiger peripherer Gewebe charakterisiert (Denolin, Kuhn
et al. 1983; Mann 1999) .
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]| Ziel dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Funktion der kardialen Caspase-1 bei Herzinsuffizienz

aufgeklart werden.

Ist die verstarkte Expression der Caspase-1 bei Herzinsuffizienz kausal an der
Entstehung und Progression einer Herzmuskelschwache beteiligt?

Die funktionelle Analyse der kardialen Caspase-1 in vivo soll an einem transgenen
Mausmodell erfolgen, bei dem durch herzspezifische Uberexpression die verstarkte
Expression bei Herzinsuffizienz imitiert werden kann. Anhand dieser Tiere und mittels
Untersuchungen in vitro soll die Auswirkung einer verstarkten kardialen Expression der

Caspase-1 auf das Myokard untersucht werden.

Ferner soll das Potential einer Inhibition der endogenen kardialen Caspase-1, im Sinne
einer moglichen Therapiestrategie, untersucht werden.

Diese Fragestellung soll in vivo in einem Caspase-1-defizienten Mausmodell untersucht
werden. Durch Ausschalten der endogenen Caspase-1 kann eine Inhibition der
Caspase-1 beispielsweise durch Therapeutika imitiert werden. Durch Inhibitor-Studien in

vitro sollen die Befunde validiert werden.

Diese Arbeit soll zum besseren Verstandnis der Herzmuskelschwache zugrunde
liegenden Mechanismen beigetragen um so die Entwicklung alternativer

Therapiestrategien zu ermoglichen.
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MATERALIEN

Chemikalien und haufig verwendete Lésungen

Alle Standardlésungen und Puffer wurden entsprechend den Vorschriften aus Ausubel
et al. (1995) hergestellt. Im Normalfall wurde vollentsalztes und pyrogenfreies
Reinstwasser verwendet.

Die Zusammensetzung aller selbst hergestellten Puffer ist an der Stelle ihrer
Verwendung beschrieben, ausgenommen der nachfolgend aufgelisteten Puffer, da

diese bei verschiedenen Methoden angewandt wurden.

PBS-Puffer (10x): NaCl 80 g
KCI 2049
Na;HPO, x 7 H,O 11,59
KH,PO, 2049
Tribromethanol: 100% Stamm-Ldsung: 2,2,2-Tribromoethylalkohol 19
tert-Amyl-Alkohol 1 ml

2,5% Endkonzentration:  1:40 Verdinnung mit Aqua ad inj.
oder 0,9% NaCl

4% PBS-gepuffertes Paraformaldehyd: Paraformaldehyd 49
(4% Paraformaldehydiésung) 10x PBS 10 mi
Wasser ad 100 mi

Der Ansatz wurde im Wasserbad auf 60°C erhitzt und es wurde bis zur vollstandigen
Klarung tropfenweise 1 M NaOH-Lésung zugegeben. Nach dem Abklhlen wurde die so

hergestellte 4%ige Paraformaldehydlésung aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Enzyme, Pharmaka, Kits oder weitere Methoden-spezifische Substanzen sind an Stelle

ihrer Verwendung mit dem entsprechenden Hersteller gekennzeichnet.

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet. Samtliche

Chemikalien wurden in einer Reinheit von mindestens p.a. (pro analysi) bezogen.
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Substanz

Bezugsquelle

Aceton

Acrylamid 30% / Bisacrylamid 0,8%

Agarose

APS

BrdU

Bromphenolblau

Chelex® 100 Resin
Coomassie Brilliant Blue R250
Dithiothreitol (DTT)

EDTA

EGTA

Essigsaure
Ethidiumbromid

Ethanol

Evans Blau

Formaldehyd

Glycerin 85%
Kaliumchlorid

Methanol

Mercaptoethanol

MTT
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumlaurylsarcosin
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumpyrophosphat
Natriumvanadat (NazVOy)
N,N-Dimethylformamid

Roth

Roth
Invitrogen
PeqglLab
Sigma
Merck
Biorad
Serva Feinbiochemica GmbH
Invitrogen
AppliChem
AppliChem
J.T. Baker
Sigma

J.T. Baker
Sigma
Roth
Klinikum-Apotheke
AppliChem
J.T. Baker
Roth
Sigma
Roth
Merck
Sigma
AppliChem
Merck
AppliChem
Merck
Sigma
Sigma

Bethesda Research Laboratories

AppliChem
Sigma
Roth




Paraformaldehyd
Pikrinsaure

TEMED
2,2,2-Tribromoethylalkohol
Tris

Trockenmilch-Pulver
Trypanblau
tert-Amyl-Alkohol
Triton-X-100

TTC

Xylencyanol

Verbrauchsmaterial

Chemolumineszenzfiime Biomax® ML

PVDF-Membranen (Immobilon®-P)

Superfrost Plus Objekttrager
Deckglaschen
96-well ELISA-Platte

Oligonukleotide

Applichem
Sigma
Sigma
Aldrich
AppliChem
AppliChem
Sigma
Aldrich
Sigma
Sigma
Sigma

Kodak

Millipore Corporation
Menzel-Gleser
Marienfeld

Nunc

Alle Oligonukleotide (MWG-Biotech AG, Reinheit: HPSF ,High Purity Salt Free®) wurden

in Wasser (Aqua ad inj.) gelést und auf 1000 uM eingestellt. Fir die jeweiligen Versuche

wurden dann 20 uM L&sungen verwendet.
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METHODEN

I Transgene Mausmodelle

1 Caspase-1-transgene Mause
1.1 Generierung von Mausen mit kardialer Expression der Caspase-1

Aus dem Expressionsvektor (pBlueMHC-ICE) wurde mit dem Restriktionsenzym Notl
das Promotor-cDNA-Konstrukt herausgeschnitten und auf einem 1%igen Agarosegel
groRRenfraktioniert. Nach Isolierung der DNA aus der entsprechenden Bande durch
Verwendung eines kommerziellen Reinigungskits (QlAquick, Qiagen) wurde die DNA
Uber Nacht mit einer Dialyse-Kassette dialysiert und anschlief3end sterilfiltriert. Durch
Gelelektrophorese wurde die DNA-Konzentration des Konstruktes bestimmt und
anschliefend auf eine Endkonzentration von 2 ng/ul eingestellt (Buitrago, Lorenz et al.
2005).

Die gereinigte und linearisierte DNA wurde in befruchtete Oozyten von superovulierten
FVB/N Mausen injiziert und in das Ovidukt von pseudotrdchtigen CD-1 Mausen,
sogenannte Ammen, transferiert (Engelhardt, Hein et al. 1999). Aus diesen Eizellen
entwickeln sich bei der Integration des Promotor-cDNA-Konstrukts in das Genom
sogenannte Grundertiere. Erweisen sich die Nachkommen als Keinmbahnubertrager,

kann aus jedem dieser Grundertiere eine eigene transgene Tierlinie hervorgehen.

1.2 Genotypisierung Caspase-1-transgener Mause

Eine ca. zwei mm lange Mausschwanzbiopsie wurde in 200 pyl Chelex®-Lysis-Puffer und
10ul Proteinase K (0,1 mg/ml, AppliChem) bei 55°C unter starkem Schitteln Gber Nacht
verdaut. Nach intensivem Mischen durch vortexen wurden die Proben zwei Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert und zehn Minuten auf 99°C erhitzt. Nach erneutem
Zentrifugieren der Proben fur vier Minuten bei 13000 rpm konnte die geléste DNA aus

dem Uberstand zur folgenden PCR-Analyse abgenommen werden.

Chelex®-Lysis Puffer: NaCl 0,1 M
Natriumlaurylsarcosin 0,5%
Chelex®-100 5%

Die so gewonnene genomische DNA wurde 1:4 verdinnt und 2 ul davon in die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Identifizierung von transgenen Mausen

eingesetzt. Fur diese PCR wurden die Primer so gewahlt, dass sich nur dann ein PCR-
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Produkt ergibt, wenn der Transgenvektor in die genomische DNA integriert ist. Zunachst

wurde eine gemeinsame Stammldsung mit folgenden Bestandteilen auf Eis hergestellt:

10-fach Tag-PCR-Puffer (Eppendorf) 2,0 ul
Vorwarts- und Rickwartsprimer (20 uM) je 0,5 ul
Desoxynukleotide (10 mM) 0,4 ul
Tag-DNA-Polymerase (Eppendorf) 0,1 ul
Wasser 14,5 ul

Je 18 ul dieser Stammldsung wurden in PCR-Reaktionsgefalie pipettiert und mit 2 ul
DNA-L6sung versetzt. Die Reaktionsansatze wurden nun in die auf 94°C vorgeheizte
PCR-Maschine (Mastercycler epgradient, Eppendorf) gegeben und die DNA nach

folgendem Programm amplifiziert:

Zyklenzahl Schritt Temperatur | Zeit
in °C ins
1x Vor-Denaturierung 94 180
Denaturierung 94 15
35x Hybridisierung 53’ 20 | 'Abhangig von Primer-Sequenzen
Elongation 72 50° | 2Abhéngig von Template-Lange
1x End-Elongation 72 300

Zum Ausschluss falsch-negativer Genotypisierungsergebnisse durch eine fehlerhafte
PCR oder mangelhafte DNA wurde fir jede Probe dieselbe PCR mit Primern fir
Cathepsin D (Ctsd) als interne Kontrolle durchgefihrt.

Zur  Genotypisierung der Caspase-1-transgenen Mause wurden folgende

Desoxynukleotidprimer verwendet:

Bezeichnung | Vorwartsprimer Riickwartsprimer Produkt-
groRe

Caspase-1 5 -AAGTGGTGGTGTAGGAAAGT- 3’ 5" -CCTTTCGGAATAACGGAGTC- 3’ 305 bp

Genotypisierung

Kontroll-PCR 5" -GCAACCCGGAGGAGAACTAA- 3’ 5" -CCACAGGCCCCACCAGAAGA- 3’ 361s bp

Primer (Ctsd)

2 Caspase-1-defiziente Mause

Caspase-1-defiziente Mause (NOD.129S2(B6)-Casp1<tm1Sesh>/LtJ, Stock#004947)
und entsprechenden Kontroll-Mause (NOD/LtJ, Stock#001976) wurden von der Firma
The Jakson Laboratory (TJL, Boston MA, USA) uber Charles River Laboratories

(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und durch homozygote Verpaarung geziichtet.
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3 Tierhaltung

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Mause wurden in einer SPF-Anlage
entsprechend den Tierschutz-Bestimmungen in Kafigen mit maximal funf Tieren und
einem zwdlfstindigem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die Mause hatten zu jeder Zeit

freien Zugang zu Trinkwasser und artgerechtem Futter (Altromin).

| Isolierung und Infektion von Kardiomyozyten

Die Kultur von Zellen, die direkt aus dem Organismus entnommen werden, wird als
Primarkultur bezeichnet. Die Standardmethode zur Gewinnung von Primarkulturen

erfolgt auf enzymatischem Weg.

1 Isolierung und Kultur von adulten Mauskardiomyozyten

Zur Gewinnung von adulten murinen Kardiomyozyten wurde die Maus ca. funf Minuten
nach Injektion (i.p.) von 50 Einheiten Heparin (Liquemin® N 25000, Roche) mit
Tribromethanol anéasthesiert und ihr das Herz entnommen. Dieses wurde dann Uber die
Aorta mit einer Kollagenaseldsung (Zusammensetzung nach ,AfCS Solution Protocol",
http://www.signaling-gateway.org) entsprechend der Langendorff-Methode perfundiert,
unverdautes Gewebe wurde anschlieBend durch Filtration des Herzens (100 um
Maschenweite) abgetrennt. Nach langsamer Erhohung der Kalziumkonzentration auf
1 mM wurden die so gewonnenen Kardiomyozyten gezahlt, auf mit Laminin (Omnilab)
beschichtete runde Deckglaschen in 24-well-Zellkulturplatten ausgesat und in
serumfreiem MEM-Medium (Invitrogen/Gibco), mit BSA (0,1 mg/ml, Sigma) und 1%
Penicillin/Streptomycin (v/v, PAN Biotech), kultiviert.

Zur Bestimmung der Zelldimensionen wurden die Kardiomyozyten in 4%iger
Paraformaldehydldsung resuspendiert, auf einen Objekttrager gegeben und mit einem
Deckglaschen abgedeckt. Die einzelen Kardiomyozyten wurden digital fotographgiert
und durch computergestitze Analyse (MetaVue Software, Visitron Systems) die

Langen- und Breitenachse in um gemessen.

2 Isolierung und Kultur von neonatalen Rattenkardiomyozyten

Neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) wurden aus Herzen von 1-2 Tage alten
Sprague-Dawley Ratten isoliert. Nach Entfernen der Vorhdéfe wurde das
Ventrikelgewebe in kleine Stlicke geschnitten und mit DNase-haltiger Trypsin-Losung in
repititiven Schritten verdaut. DNase wird bei der Trypsinierung von Geweben eingesetzt

um die Aggregation von Einzelzellen durch freigesetzte DNA zu minimieren. Nach dem
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vollstandigen Verdau der Gewebestlckchen wurden Trypsin und DNase durch Zugabe
von FCS (PAN Biotech) inaktiviert und die so entstandene Zellsuspension anschlielend
fur zehn Minuten bei 700 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in MEM-Medium mit 5%
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin resuspendiert. Um die Kardiomyozyten von den
Nichtkardiomyozyten (kardiale Fibroblasten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen) zu
trennen, wurde die Zellsuspension in unbeschichteten Kulturschalen fir eine Stunde bei
1%CO, und 37°C inkubiert (Preplating). Diese Zeit ist ausreichend, um Nicht-
Kardiomyozyten, aufgrund schnellerer Anheftungseigenschaften am Schalenboden, von
den noch frei im Nahrmedium schwimmenden Kardiomyozyten zu trennen. Der
Uberstand mit den neonatalen Kardiomyozyten wurde abgenommen und die Zellzahl in
einer entnommenen Probe nach Zugabe von 4%iger Trypanblau-Losung (1:1) durch
Zahlen in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Durch das Trypanblau werden tote
Zellen blau angefarbt, wodurch die ungefarbten, lebenden Zellen gezahlt werden
kénnen. Abschliefend wurden die Kardiomyozyten in MEM Medium (5% FCS) auf mit
Polylysin (Sigma) beschichteten Zellkulturplatten ausgesat. Durch die Zugabe von BrdU
wurde das Wachstum noch verbleibender Fibroblasten inhibiert. Die Kultivierung der
NRCM erfolgte stets bei 1% CO, und 37°C.

CBFHH-Medium: NaCl 137 mM
KCI 5,36 mM
MgSQO4x7H,0 0,81 mM
Dextrose (Merck) 5,55 mM
KH.PO, 0,44 mM
Na,HPO4x7H,0 0,34 mM
Hepes pH 7,3 (Chalibiochem) 20,06 mM

Trypsin-Lésung: Trypsin (BD) 300 mg
DNase (Sigma) 2ml

(Stock: 10ml/5ml 0,15M NacCl)

Penicillin/Streptomycin (PAN Biotech) 1% (v/v)
CBFHH-Medium ad 200 ml
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NRCM-Medium: MEM (Invitrogen) 10,7 g

NaHCO3; 350 mg
Vitamin B12 67% (m/v) (Sigma) 1ml
Wasser ad 1000 ml
Vor Gebrauch frisch zugeben:
BrdU (Sigma) 0,003% (m/v)
Penicillin/Streptomycin 1% (v/v)

3 Generierung von Adenoviren und Infektion von NRCM

Die in dieser Arbeit verwendeten Adenoviren wurden mit Hilfe des Gateway-Systems
(Invitrogen) hergestellt. Das 1214 bp grol’e Caspase-1-cDNA-Fragment wurde aus dem
Plasmid pBlueMHC-ICE mittels PCR amplifiziert und anschlieBend mit Hilfe einer
Gelelektrophorese isoliert. Durch das Enzym Integrase (Invitrogen) wurde das, fur die
humane Caspase-1 (Isoform a) kodierende cDNA-Fragment zunachst in den Donor-
Vektor pDONR221 subkloniert. Der so entstandene Vektor (entry clone) pENTR221-
hCasp1 wurde sequenziert. Ausgehend von diesem Vektor wurde das enthaltene cDNA-
Fragment zur Generierung des Adenovirus in den Zielvektor (destination clone)
pAD/CMV/V5-Dest Uberfuhrt, wodurch der Endklon pAD/CMV/hCasp1 erhalten wurde.
Dieser Schritt wurde durch die LR-Klonase (Invitrogen) katalysiert.

Nach Verdau der gereinigten, rekombinanten adenoviralen DNA mit Pacl (NEB) und
Isolierung der DNA durch Salz-Prazipitation wurde diese fir die Transfektion von
HEK293A Zellen mit Effectene (Qiuagen) eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von elf
Tagen wurden die mit Virus beladenen Zellen durch Gefrier-Tau-Zyklen lysiert.

Zur Amplifikation des Caspase-1-exprimierenden Adenovirus (Adv-Casp-1) wurde der
Uberstand zur Infektion weiterer Zellen verwendet. Zur Bestimmung der
Viruskonzentration wurde der sogenannte Plaque-Test durchgefluhrt. Ein Plaque
entspricht der Lyse eines Verbandes von HEK293A-Zellen, die durch einen einzelnen
Virus-Klon hervorgerufen worden ist. Nach zweistlindiger Inkubation von HEK293A-
Zellen mit unterschiedlichen Viruskonzentrationen wurden die Zellen mit Agarose
Uberschichtet. Nach der folgenden 15-tdgigen Inkubation wurden die entstandenen
Plaques durch Kontrastfarbung der intakten Zellen mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
y)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)  sichtbar gemacht. = Durch  Spaltung des
Tetrazoliumrings durch aktive, mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen wird
das I6sliche MTT in unlésliches, violettes Formazan umgewandelt. Plaques, also tote
Zellen, kdénnen den Farbstoff MTT nicht umsetzen und bleiben farblos. Die

Titerbestimmung erfolgte durch Berechnung der ,plaque forming units“ (pfu), d.h. der
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Anzahl der infektidsen Viren (in einem Milliliter Lé6sung) bezogen auf die Gesamtzahl an
Plaques bei der jeweiligen Viruskonzentration.
Zur Generierung des Caspase-1-exprimierenden Adenovirus wurden folgende

Desoxynukleotidprimer verwendet:

Bezeichnung Vorwartsprimer Riickwartsprimer Produkt-
groRe
CASP-1 5" -GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA |5 -GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG | 1214 bp
GGCTTCCACCATCCCCGACAACGTCCT |CTGGGTCTTAATGTCCTCCGAAGAGG
GA- 3’ TA- 37

Zur adenoviralen Infektion wurden die NRCM zunéchst 24 Stunden in 5%FCS
enthaltendem MEM-Medium kultiviert und anschlie®end fur weitere 24 Stunden in 1%
FCS enthaltendes MEM-Medium Uberfuhrt. Nach weiteren 24 Stunden wurden sie in
FCS-freies MEM-Medium Gberfihrt und mit dem jeweiligen Adenovirus in der
gewlnschten Konzentration (MOI, multiplicity of infection) infiziert. Als Kontrollgruppe
wurden NRCM verwendet, die mit einem LacZ-exprimierenden Adenovirus

entsprechend infiziert wurden.

4 MTT-Versuch

Ziel des MTT-Assays ist die quantitative Bestimmung lebendiger Zellen in vitro durch die
selektive Umsetzung des MTT-Substrats zu einem Farbstoff in intakten Zellen. Zur
Durchfiihrung des MTT-Assays wurden frisch isolierte NRCM (2x10° NRCM pro well) in
Polylysin-beschichteten 24-well Zellkulturplatten ausgesat und nach adenoviraler
Infektion fur weitere 34 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium durch
MTT-haltiges (5 mg/ml MTT) Medium ersetzt und fir weitere 60 Minuten inkubiert. Nach
Waschen der Zellen mit PBS und Zelllyse mit einer Salzsaure/lsopropanol-Mischung
wurden die Lysate in eine 96-well ELISA-Platte Gberfihrt und die Absorption mit einem
ELISA-Plattenmessgerat bei 570 nm gemessen (der Hintergrund wurde bei 650 nm
gemessen und entsprechend subtrahiert).

Der Breitspektrum Caspase-Inhibitor zVAD-fmk (Endkonzentration 20 uM, R&D,
Wiesbaden, Deutschland) oder der Caspase-8 spezifische Inhibitor zIETD-fmk
(Endkonzentration 20 uM, Calbiochem, CA, USA) oder der Caspase-1 spezifische
Inhibitor RU36384 (Endkonzentration 5 uM, Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland)
wurden zusammen mit dem Adeovirus appliziert und fur 34 Stunden bei 1% CO, und
37°C inkubiert.
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. Quantifizierung der mMRNA-Expression mit real-time
PCR

1 Isolierung und Quantifizierung von mRNA

Die Isolierung von mRNA aus Herzgewebe wurde mit Hilfe eines S&ulchen-Systems
(RNeasy® Mini Kit, Qiagen) durchgefiihrt. In flissigem Stickstoff tiefgefrorene
Gewebestickchen wurden in 600 ul RLT-Puffer (Qiagen) mit einem Ultraturrax (IKA-
Labortechnik) homogenisiert. Nach Zugabe von 40 ul Proteinase K (10 mg/ml,
AppliChem) und Auffillen des Reaktionsvolumens mit Wasser auf 1800 ul wurde dieser
Ansatz zehn Minuten bei 55°C inkubiert und anschlieend mit 900 ul Ethanol versetzt.
Diese Lysatlésung wurde auf eine Saule (RNeasy, Qiagen) gegeben, und die RNA
durch die folgende Zentrifugation (15 Sekunden, 9000 g) an die RNeasy Silicagel-
Membran gebunden. Zum Entfernen von Zellriickstdinden wurde die Membran der
Saulchen mit 350 ul RW1-Puffer (Qiagen) gewaschen. Durch eine zwischengeschaltete
Inkubation mit 80 ul DNase-Lésung (Qiagen) von 15 Minuten konnten Verunreinigungen
mit genomischer DNA eliminiert werden. Schliel3lich wurde die gewaschene RNA mit
RNase-freiem Wasser (Quiagen) von der Saule eluiert. Durch UV-Spektrometrie, der
Absorptionsmessung bei 260 nm in einer 1 cm Quarzkivette, wurde anschlieRend die
RNA-Konzentration des Eluats ermittelt. Die Berechnung erfolgte Uber folgenden
Umrechnungsfaktor: 1 Absorptionseinheit bei 260 nm = 40 ug/ml RNA. Der Quotient
OD,0/ODygp diente zur Kontrolle etwaiger Verunreinigungen. Als Sollbereich gilt ein
Quotient von 1,8 — 2,0. Die Proben wurden fur die weiteren Analysen auf die jeweils
geringste mMRNA-Konzentration eingestellt.

Zur Qualitatskontrolle der so isolierten mMRNA wurde eine denaturierende
Gelelektrophorese durchgefihrt. Dabei erkennt man die Integritdt der mRNA an den
typischen Banden in Héhe von ~4,5 und 1,9 kb, die der 28S- und 18S-Fraktion der
MRNA entsprechen. Fir die denaturierende Gelelektrophorese wurde 1 ug mRNA mit
dem dreifachen Volumen RNA-Auftragspuffer versetzt und zehn Minuten bei 60°C
denaturiert. Zur anschliefienden Gelelektrophorese wurde ein 1% (v/v) Formaldehyd
enthaltendes 1%iges Agarosegel verwendet. MOPS-Puffer (1x) wurde zur Herstellung
des Agarosegels und als Laufpuffer verwendet.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei —80°C gelagert.
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MOPS-Puffer (10x): MOPS 104,7 g

EDTA 3,79

NaOH pH 7,0 einstellen

Wasser ad 1000 ml
RNA-Auftragspuffer: 10x MOPS 1T ml

100% Formamid 5ml

37% Formaldehyd 1,84 mi

85% Glycerin 1,34 mi

Xylencyanol 0,05% (m/v)

gesattigte Ethidiumbromidisg. 50 wl

2 Reverse Transkription von mRNA

Zur Expressionsanalyse von Genen mittels quantitativer real-time PCR wurde die
isolierte  mMRNA durch reverse Transkription in die komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben. Dafur wurden Oligo(dT)-Primer verwendet, die spezifisch an den
poly(A)-Schwanz von eukaryontischer mRNA binden. Es wurden 1 ug RNA mit 2 ul
Oligo(dT)-Primern (10 uM) in einem Volumen von 11 ul fir zehn Minuten bei 70°C
inkubiert, wobei die Anlagerung der Oligo(dT)-Primer an die 3'-Enden der RNA
stattfindet. Nach erfolgter Inkubation wurden die folgenden Substanzen zu jedem RNA-

Reaktionsansatz gegeben:

5-fach Enzympuffer

(First Strand, Invitrogen) 4 ul
DTT (100 mM) 2ul
Desoxynukleotide (Desoxynucleotid-Set, Eppendorf)

(je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1ul
Wasser 0,9 ul
RNase-Inhibitor

(RNasin, 40 U/ul, Promega) 0,1 ul

Reverse Transkriptase
(Superscript® Il Reverse Transkriptase, 200 U/ul, Invitrogen) 1ul

Es wurde fur 60 Minuten bei 42°C inkubiert. Wahrend dieser Inkubation erfolgt die
reverse Transkription, die mRNA wird in komplementare cDNA umgeschrieben.
Abschliellend wurden die Proben zur Denaturierung der Reversen Transkriptase fir

zehn Minuten auf 70°C erhitzt. Die cDNA wurde durch Zugabe der entsprechenden
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Menge an Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/ul verdinnt und bis zur weiteren

Verwendung bei —20°C gelagert.

3 Quantitative real-time PCR
3.1 Prinzip und Durchfiihrung

Die quantitative real-time PCR ist eine spezielle Form der ublichen Polymerase-
Kettenreaktion. Sie bietet neben der Vervielfaltigung des spezifischen PCR-Produkts die
Médglichkeit der quantitativen Analyse. Wahrend bei der herkémmlichen PCR eine
semiquantitative Analyse erst nach Beendigung der Reaktion mdglich ist, kann bei der
real-time PCR durch Zugabe von Fluoreszenz-Farbstoffen die Zunahme der DNA
wahrend der PCR (daher der Name “real-time”) verfolgt werden. Unter
Idealbedingungen kommt es, durch je einen durchlaufenen Zyklus, zu einer
Verdopplung der Menge des spezifischen PCR-Produktes. Der zugegebene
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green (Cambrex Bioscience) entwickelt erst nach Bindung
an doppelstrangige DNA seine Fluoreszenz. Da auf diese Weise die Fluoreszenz
propotional mit der Menge an PCR-Produkt zunimmt, wird somit eine Quantifizierung
ermoglicht. Mittels eines in der PCR-Maschine (Modell 7700 Sequence Detection
System, Applied Biosystems) enthaltenen Laser-Detektionssystems wird kontinuierlich
die spezifisch entstehende Fluoreszenz gemessen. ROX (6-Carboxy-X-Rhodamin,
Molecular Probes) wird als Referenzfarbstoff eingesetzt, um das Hintergrundrauschen
zu bestimmen.

Zur quantitativen Analyse der Genexpression wurde die cDNA der Versuchsgruppen
nach folgendem Protokoll (96-well-Format) amplifiziert. Jede Probe wurde jeweils durch
Dreifachmessungen analysiert. Die durch reverse Transkription gewonnene cDNA
(10 ng DNA/ul) wurde fur die real-time PCR 1:3 mit Wasser verdunnt, pro Probe wurden

jeweils 5 ul dieser cDNA mit folgenden Reagenzien versetzt:

10-fach HotMaster Taq-PCR-Puffer (Eppendorf) 2 ul

ROX-L&sung (200 nM) 1ul
SYBR-Green-L6sung

(1 : 50000 aus 10000x Stammisg.) 1Tl
Vorwartsprimer (20 uM) 0,5ul
Ruckwartsprimer (20 uM) 0,5ul
Desoxynukleotide (10 mM) 0,4 ul
HotMaster Tag® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,1 ul
Wasser 14,5 ul
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Die HotMaster Taq® DNA Polymerase (Eppendorf) ist eine modifizierte Polymerase, die
erst ab 55°C aktiv ist. Grund hierfur ist, dass ihr ein Inhibitor zugesetzt ist, der die
Substrat-Bindestelle der DNA-Polymerase erst oberhalb von 55°C freigibt.

Die PCR wurde nach folgendem Programm durchgefihrt:

Zyklenzahl Schritt Temperatur | Zeit
in °C ins
1x Vor-Denaturierung 94 120
Denaturierung 94 20
30x Hybridisierung 56 20 | 'Abhangig von Primer-Sequenzen
Elongation 65 352 | 2Abhangig von Template-Lange
1x End-Elongation 65 135

3.2 Auswertung

Durch den Schwellenwert (Threshold line) ist ein Wert definiert, ab dem die Fluoreszenz
der Reaktionsprodukte eine Intensitat erreicht hat, die deutlich Gber dem Hintergrund-
rauschen liegt. Der Zyklus an dem die gemessene Probe den Schwellenwert erreicht
bezeichnet man als Schwellen-Zyklus (Ct-Wert). Dieser wurde mit Hilfe der Software
Sequence Detector 1.7 (ABI Prism, Applied Biosystems) automatisiert bestimmt.
Samtliche in dieser Arbeit dargestellte Daten wurden mit Hilfe der 2*“-Methode
berechnet (Livak and Schmittgen 2001), wodurch sowohl fir die Versuchs- als auch fir
die Kontrollgruppe die Expression berechnet wird. Der ermittelte Ct-Wert des Zielgens
der zu untersuchenden Gruppe wird auf den der Kontrollgruppe bezogen (Verhaltnis
Untersuchungs- versus Kontrollgruppe = 27ACtUntersuchungsgruppe) - aCtKontroligruppe). - AGt =
Einzelwert bezogen auf ein Referenzgen). Fir ein in der Kontrollgruppe nicht reguliertes
Gen ergibt sich bei dieser Quantifizierungsmethode ein Wert von idealerweise 1.
GAPDH  (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) wurde als Referenzgen
verwendet. GAPDH ist ein Schlisselenzym der Glykolyse, das in allen Zellen exprimiert
wird. Es unterliegt im adulten Herz keiner Regulation und zeigte in beiden
Versuchsgruppen eine identisch starke Regulation. Die 2*“-Methode der quantitativen
Berechnung setzt voraus, dass die PCR mit einer nahezu idealen Amplifikationseffizienz
(Zunahme der DNA-Menge pro Zyklus um den Faktor 2) ablduft. Diese Bedingung
wurde mittels einer Standardkurve flr jedes Primerpaar kontrolliert.

Aufgrund der Mdglichkeit unspezifischer Bindungen von SYBR Green an jegliche
doppelstrangige DNA wurde die Spezifitdt der gemessenen Fluoreszenz-Signale fir das
jeweilige Amplifikationsprodukt durch Analyse der Schmelzkurven nach jedem Versuch

kontrolliert. Daflr wurde die Reaktionslésung kontinuierlich von 60°C auf 95°C erhitzt,
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die dabei entstehende Fluoreszenz wurde parallel gemessen. Bei Erreichen der
Schmelztemperatur des jeweiligen Amplifikationsproduktes dissoziiert die DNA in ihre
Einzelstrange. Dies ist an einem schlagartigen Abfall der messbaren Fluoreszenz durch
SYBR Green erkennbar und wird in der Schmelzkurve durch einen einzelnen Peak, bei
der flr das Amplifikationsprodukt spezifischen Schmelztemperatur, sichtbar.

Neben der Analyse der Schmelzkurven wurden die durch die real-time PCR
entstandenen Aplifikationsprodukte mittels 2%igen Agarosegelen elektrophoretisch
groRenfraktioniert. Auf diese Weise wurde kontrolliert, ob ausschlie3lich das spezifische
PCR-Produkt amplifiziert wurde.

Primer und ProduktgréRen der so untersuchten humanen Gene sind in folgender

Tabelle angegeben:

Gene Vorwartsprimer Riickwartsprimer Produkt
-groRe

CASP-1 |5 -GCTTTCTGCTCTTCCACACC- 3’ 5 -TCCTCCACATCACAGGAACA -3° 118 bp

GAPDH |5 -GATCATCAGCAATGCCTCCT- 3’ 5 -GGGCCATCCACAGTCTTCT -3 140 bp

Primer und Produktgréf3en der so untersuchten murinen Gene sind in folgender Tabelle

angegeben:

Gene Vorwartsprimer Rickwartsprimer Produkt
Anf 5 -TTTCAAGAACCTGCTAGACCAC- 3’ 5 -CCCTGCTTCCTCAGTCTGCT- 3’ ;a%rt?pﬂ :
B-Mhc 5 -CAATGCAGAGTCGGTGAAGG- 3’ 5 -GCCGCATTAAGTTCTTCTTGTCT- 3 96 bp
Serca 5 -TGACAATGGCACTTTCTGTTC- 3’ 5 -GCATCCTCAGCAAAGACTGG- 3 86 bp
Col1a?2 5 -CAAGCATGTCTGGTTAGGAGAG- 3° 5 -GCTGAGTTGCCATTTCCTTG- 3° 93 bp
Col3a1 5 -ACAGCAAATTCACTTACAGTTC- 3' 5 -CTCATTGCCTTGCGTGTTT- 3° 98 bp
Mmp-2 5 -AGGCTGGTCAGTGGCTTG- 3’ 5 -CAGGAGGAGAAGGCTGTGTT- 3° 94 bp
Mmp-9 5 -AGGGCTTCCCTCTGAATAAA- 3° 5 -TGGGACACATAGTGGGAGGT- 3° 136 bp
Timp-1 5 -GGTTCCCTGGCGTACTCTG- 3’ 5 -ATCCGTCCACAAACAGTGAG- 3° 143 bp
Timp-2 5 -CACCAGAAGAAGAGCCTGA- 3’ 5 -TAGCAAGGGATCATGGGACA- 3° 82 bp
Gapdh 5 -TGGCAAAGTGGAGATTGTTG-3 5 -CATTATCGGCCTTGACTGTG- 3 119 bp
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IV Quantifizierung der Proteinexpression

1 Western Blot Analyse
1.1 Probengewinnung und Probenvorbereitung
1.1.1 Proteinlysate aus murinem Gewebe

Die in flissigem Stickstoff gefrorenen Gewebebiopsien wurden in eisgekuhlten
Lysispuffer gegeben und sofort mit einem Ultraturrax homogenisiert. Zum Verdau von
DNA wurde die Probe mit 1/10 Volumen 5% Benzonase (v/v, Merk) versetzt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zu Inaktivierung der Benzonase wurde der
Ansatz anschlielend funf Minuten in einem Ultraschallbad bei 4°C inkubiert. Nach
Abnahme einer Lysatprobe flir die anschlieBende Proteinbestimmung wurden die
Proben mit je 1/40 Volumen Mercaptoethanol und 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzt.
Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —80°C gelagert. In die Western-

Blot Analyse wurden 30-40 ug Protein eingesetzt.

Lysispuffer: Tris, pH 6,7 50 mM
SDS 2% (m/v)
Naz;VO, 1T mM

pro 10 ml Lysispuffer: 1 Tablette Complete Mini® (Roche)

Auftragspuffer: Glycerin 50% (viv)
Bromphenolblau 0,001% (m/v)

Verdunnungspuffer: Lysispuffer
1/40 Vol. Mercaptoethanol
1/10 Vol. Auftragspuffer

1.1.2 Proteinlysate aus humanem Gewebe

Die Herstellung von Proteinlysaten aus humanen Myokardproben erfolgte prinzipiell
nach demselben Ablauf wie die Herstellung von Proteinlysaten aus murinem Gewebe.

Es wurde jedoch RIPA-Puffer als Lysispuffer eingesetzt.

53



RIPA-Puffer: Tris-HCI pH 7,4 50 mM

NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Triton-X-100 1% (v/v)
Natrium-deoxycholat 1% (m/v)
SDS 0,1% (m/v)

pro 10 ml Lysispuffer : 1Tablette Complete Mini® (Roche)

Nach dem Ultraschallbad wurden die Lysate fir zehn Minuten bei 4°C und 14000 rpm
zentrifugiert und eine Probe wurde fir die Proteinbestimmung abgenommen. Die
Proteinlysate wurden anschlieBend mit RIPA-Puffer auf dieselbe Konzentration
eingestellt und mit der entsprechenden Menge an Lammli-Puffer (Roti®-Load1,
4x-Konz., Roth) versetzt.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —80°C gelagert. In die Western-

Blot Analyse wurden 70 ug Protein eingesetzt.

1.1.3 Proteinlysate aus NRCM

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden
jeweils 3x10° NRCM in einer 6 cm-Zellkulturschale ausgesat. Die Lysate wurden 24
Stunden nach adenoviraler Infektion hergestellt. Nach einmaligem Waschen der Zellen
mit PBS wurde der eisgekihlte Lysispuffer zugegeben und die Zellen mit einem
Zellschaber vom Schalenboden abgeschabt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in
ein 1,5 ml Gefald Uberflhrt und zlgig dreimal fur ca. vier Sekunden sonifiziert.
Anschlieend wurde etwas Lysat fur die Proteinbestimmung abgenommen. Die
Proteinlysate wurden zur Angleichung der Konzentration mit Lysispuffer versetzt und der
Ladepuffer wurde zugegeben.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —80°C gelagert. In die Western-

Blot Analyse wurden 25 ug Protein eingesetzt.
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Lysispuffer fir NRCM: Tris pH 7,5 20 mM

NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Triton-X-100 1% (v/v)
Natriumpyrophosphat 2,5 mM
NazVO, 1 mM
pro 10 ml Lysispuffer: 1 Tablette Complete Mini®
(Roche)

3x Ladepuffer: Tris-HCI pH 6,8 187,5 mM
SDS 6% (m/v)
Glycerol 30% (v/v)
DTT 150 mM
Bromphenolblau 0,03% (m/v)

1.1.4 Quantifizierung der Proteinkonzentration in Lysaten

Die Proteinbestimmung wurde mit Bicinchoninsaure (BCA Protein Assay Kit, Perbio
Science) kolorimetrisch nach Anweisung des Herstellers durchgeflhrt. Chemisch wird
hierbei Kupfer(ll) in alkalischer Lésung zu Kupfer(l) reduziert welches dann mit zwei
Molekilen Bicinchoninsdure zu einem violetten Farbstoff komplexiert. Durch
Extinktionsmessung (Photometer SpectraMax 340, Molecular Devices) dieses
Farbkomplexes bei 562 nm gegen einen internen Kalibrationsstandard mit BSA im
Bereich von Ass=0,1 — 1,0 kann die Proteinmenge berechnet werden.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der aus isolierten Rattenkardiomyozyten
gewonnenen Proteinlysate erfolgte nach der Bradford-Methode. Die Bradford-Lésung
(Biorad) enthalt den Triphenylmethan-Farbstoff (Coomassie Brilliant Blau), der in saurer
Lésung mit Proteinen komplexiert. Infolgedessen geht der rotbraun-gefarbte Farbstoff in
seine blaue, anionische Form dber. Die Quantifizierung erfolgte durch die

Absorptionsbestimmung bei 595 nm gegen einen internen Kalibrationsstandard.

1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Lysate vor dem Auftragen auf das
Polyacrylamidgel fur zehn Minuten auf mindestens 60°C erhitzt. Je nach Gréfie des
Zielproteins wurden 10-13,5% Polyacrylamidgele verwendet.

Folgend ist das Rezept zur Herstellung von zwei 10% Gelen (14x16 cm, Hoefer-

Apperatur) angegeben:
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Sammelgel Trenngel
Wasser 9,6 ml 11,1 mi
Trenngelpuffer - 11,4 ml
Sammelgelpuffer 3,75 ml --
30% Acrylamid-0,8% Bisacrylamid 1,5 ml 15 mi
85% Glycerin -- 7,5ml
TEMED 18 ul 36 ul
APS 10% 144 ul 216 ul

Durch Zugabe von TEMED und APS wird die Polymerisation der Gele initiert. Wahrend
der Polymerisation des Trenngels wurde es mit wassergesattigtem Isobutanol
Uberschichtet, um so einen luftblasenfreien Gelabschluss zu erhalten und das Gel vor
dem Austrocknen zu schitzen. Nach abgeschlossener Aushartung des Trenngels wurde
das Isobutanol durch Waschschritte entfernt und das Sammelgel gegossen. Die Gele
wurden entsprechend in die Hoéfer-Laufkammern eingesetzt und das Anoden- und
Kathodenreservoir mit SDS-Laufpuffer gefillt. Zur Probenbeladung wurden die Gele mit
jeweils 20-70 ug Protein pro Spur geladen, als Molekulargewichtsstandard wurde der

vorgefarbte ,BenchMark™

Prestained Protein Ladder (Invitrogen) in einer zusatzlichen
Spur aufgetragen. Die elektrophoretische Proteinauftrennung wurde bei 35 mA fir ca.
drei Stunden durchgefihrt.

Als Stammldsungen fur Proteingele dienten folgende Puffer und Lésungen:

4-fach Trenngelpuffer: SDS 44
3 M Tris-HCI, pH 8,8 500 ml
Wasser ad 1000 ml
4-fach Sammelgelpuffer: SDS 29
1 M Tris-HCI, pH 6,7 250 ml
Wasser ad 500 mi
10-fach SDS-Laufpuffer: Tris 30,3 g
Glycin 144 g
SDS 15¢
Wasser ad 1000 ml
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2-fach Auftragspuffer: 4-fach Sammelgelpuffer 25 ml

Glycerin 20 mi
Mercaptoethanol 2 mi

SDS 49
Bromphenolblau 1 mg
Wasser ad 100 mi

1.3  Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blot)

Zum Transfer der elektrophoretisch getrennten Proteine auf eine PVDF-Membran wurde
diese zusammen mit dem Acrylamidgel in eine Nassblotapparatur (Hoefer) eingebracht.
Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen Proteine zur
Anode und kénnen auf diese Weise von dem Polyacrylamidgel auf die PVDF-Membran
transferiert werden (Western Blot). Der Proteintransfer erfolgte bei 600 mA fir

ca. 90 Minuten.

14 Immundetektion von immobilisierten Proteinen

Das gewunschte Zielprotein wurde nach dem Transfer auf die PVDF-Membran durch
Immundetektion sichtbar gemacht. Zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen fur
die anschlieRende Immundetektion wurde die PVDF-Membran zunéachst fir 60 Minuten
entweder mit einer 2%igen (m/v) BSA-haltigen Blocklésung oder einer 5%igen (m/v)
Trockenmilch-haltigen Blocklésung behandelt. Anschlieiend wurde der Erstantikorper
(meist 1:1000 in BSA-Blocklésung verdinnt) zu der Membran gegeben und bei 4°C Uber
Nacht inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen der Membran mit Waschpuffer wurde
ungebundener Erstantikdrper entfernt, anschlielend wurde die Membran fir 60 Minuten
mit einem an Peroxidase gekoppelten Zweitantikdrper (1:10000 in Waschpuffer
verdunnt) inkubiert. Wiederum wurde durch mehrmaliges Waschen Uberschissiger
Zweitantikdrper entfernt. Durch das an den Zweitantikbrper gebundene Enzym
Peroxidase kann eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert werden. Die am haufigsten
verwendete Methode ist die oxidative Umsetztung zu Luminol (Natriumdithionit), bei der
die entstehende Lumineszenz durch Schwérzung eines Fotofilms (Biomax ML-Film,
Kodak) sichtbar gemacht werden kann. War eine Langzeitbelichtung des Fotofilms zur
Detektion nétig, wurde das ECL-Plus Chemolumineszenz Detektionssystem (ECL-Plus

Chemolumineszenz Detection Kit, Amersham Bioscience) verwendet.
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2% BSA-Blocklésung:

5% Trockenmilch-Blockldsung:

Waschpuffer:

Tris-HCI pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
BSA 2% (m/v)
Nonidet P40 0,2% (viv)
NaN3 0,03% (m/v)
NaCl 1,75 g
1M Tris pH 7,5 3 ml
Tween 0,3 ml
Wasser ad 300 ml

frisch vor Gebrauch 5% (m/v) Trocken-

milchpulver zugeben

Tris-HCIpH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
BSA 0,5% (m/v)
Nonidet P40 0,2% (viv)

Folgende Antikdrper wurden fir die Western Blot Analyse verwendet:

Antikorper Sekundarantikérper | Verdiinnung | Firma

Anti- # sc-515,
geschnittene Caspase-1 human, Anti-Kaninchen 1:850 Santa Cruz
polyklonal

Anti- #9661S
geschnittene Caspase-3 murin, Anti-Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
polyklonal

Anti- #9507
Geschnittene Caspase-8 murin, Anti-Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
polyklonal

Anti- #sc-7890
geschnittene Caspase-9 murin, Anti-Kaninchen 1:1000 Cell Signaling

polyklonal

Zweitantikdrper
Kaninchen,

Peroxidase konjungiertes IgG (H+L)

1:10000

#111-035-144
Jackson
Immuno-

Research
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1.5 Proteinfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Kontrolle der geladenen Proteinmenge wurden die Acrylamidgele mit Coomassie
Brilliant Blau-Lésung, einem unspezifischen Protein-Farbereagenz, angefarbt. Nach
30mindtiger Farbung und dem anschlieBenden Herauslésen der unspezifischen
Hintergrundfarbung Gber Nacht mit Entfarbeldsung wurde das Gel zur Dokumentation

eingescannt. Die Nachweisgrenze dieser Farbemethode liegt bei 50-100 ng pro Bande.

Farbeldsung: Coomassie Brilliant Blue 0,05% (m/v)
Essigsaure 10% (v/v)
Methanol 50% (viv)
Entfarbelésung: Essigsaure 7% (vIv)
Methanol 5% (v/v)

2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Unter einem ELISA versteht man ein sensitives, immunologisches Verfahren zur
Detektion von Proteinen. Aufgrund einer der Antigen-Antikérper-Reaktion
nachgeschalteten, Antikdrper-vermittelten, enzymatischen Farbreaktion ist der ELISA

eine sensitive Methode zur quantitativen Bestimmung eines Zielproteins.

21 Probengewinnung und Probenvorbereitung

Fir die Gewinnung von Serum wurden die Mause mit einer 2,5%igen Tribromethanol-
Lésung narkotisiert (i.p. Injektion) und mit einer heparinisierten Spritzte wurde Blut aus
dem noch schlagenden linken Ventrikel entnommen. Durch anschlielende
Zentrifugation (bei 4500 rpm fir drei Minuten) wurde das Serum von den zellularen
Bestandteilen des Blutes abgetrennt. Das Serum wurde in ein Schraubdeckelgefaly
Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die in flussigem Stickstoff tiefgefrorenen linksventrikuldaren Myokardbiopsien wurden in
300 ul der eisgekuhlten hypotonen Tris-Losung (5 mM Tris-HCI pH 7,5 mit Complete
Mini®-Tabletten (Roche) versetzt) sofort mit einem Ultraturrax homogenisiert.
Anschlielend wurden die Proben mit 1/10 Volumen 10xPBS versetzt und anschlieRend
mit 5%iger Benzonase-L6sung behandelt. Anschlielend wurden die Lysate in einer
Ultrazentrifuge (Optima TLX Ultrazentrifuge, Beckman) bei 50000 g fir 30 Minuten

zentrifugiert und der klare Uberstand in ein Schraubdeckelgefal tberfiinrt. Die Proben
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wurden nach der Proteinbestimmung auf eine einheitliche Konzentration eingestellt und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2 Durchfihrung des Sandwich ELISA

Die Quantifizierung von IL-18 und IL-18 im Serum und Gewebe der Caspase-1-
transgenen Mause wurde mittles kauflich erwerblicher ELISAs entsprechend der
Angabe des Herstellers durchgefiihrt (IL-1: Endogen Mouse IL-1B ELISA® Kit,
#EMIL1B Pierce, USA ; IL-18: mouse IL-18 ELISA®, #618, Bender MedSystems,
Osterreich).

Zu den mit dem jeweiligen Antikdrper (coating-Antikérper) vorbeschichteten 96-well
ELISA-Platten wurde pro Probe 50 ul biotinylierter Erstantikdrper und 50 ul Probenlysat
bzw. Serum zugegeben. Fur die Standardreihe wurde statt der Probe das
Standardreagenz, fur den Nullabgleich nur Standard-Lésungsmittel zugegeben. Das in
der Probe enthaltene Interleukin wird Uber den coating-Antikérper mit der Platte
verbunden, Uber die Bindung mit dem zugegebenen Erstantikbrper an einer anderen
Stelle des Interleukins erfolgt die Detektion. Nach einer zweistlindigen Inkubation bei
Raumtemperatur und dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden 100 ul der Lésung
eines Peroxidase-gekoppelten Streptavidins zugegeben. Strepatvidin und Biotin binden
hochaffin im Verhaltnis 4:1, wodurch es zu einer selektiven Signalverstarkung der
Antigen-Antikdrperbindung kommt. Nach einer weiteren Inkubation von 30 Minuten bei
Raumtemperatur wurde erneut 3mal gewaschen, es wurden 100 ul einer TMB-L6sung
zu jeder Probe gegeben und diese 30 Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur
inkubiert. Das farblose TMB-Substrat wird in dieser Zeit durch die Peroxidase in einen
blauen Farbstoff Gberfuhrt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe einer Schwefelsaure-
haltigen Losung gestoppt, die pH-Wert-Erniedrigung bewirkt einen Farbumschlag von
blau nach gelb (450 nm). Durch Extinktionsmessung dieses Farbstoffes bei 450 nm
gegen den internen Kalibrierungsstandard konnte die Proteinmenge unter Verwendung
der FLUOstar OPTIMA Software (BMG Labtechnologies, Offenburg, Germany) ermittelt

werden.
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V  Histologische Methoden

1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Transvers geschnittene Myokardbiopsien wurden durch eine 24stindige Inkubation in
4%iger Paraformaldehydiésung fixiert. AnschlieRend erfolgte die Dehydratation des
Gewebes in einer ansteigenden Isopropanolreihe (30%, 50%, 70%, 85%, 95%, zweimal
100% lIsopropanol) um schlieBlich in Xylol Gberfiihrt zu werden. Fur die Einbettung der
entwasserten Gewebeschnitte in Paraffin wurden sie in flissiges Paraffinwachs
gegeben und in Blécke gegossen. Mit einem Microtom (Leica RM2165) wurden 5 uM
dicke Schnitte angefertigt, auf Polylysin-beschichtete Objekttrager aufgezogen und bei
42°C getrocknet. Zur Anfarbung wurden die Schnitte zunachst mit Xylol entparaffiniert

und in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert.

2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Zum Anfertigen von Gefrierschnitten wurde ein Kryostat (Leica CM3050S) verwendet.
Die in flussigem Sticksoff gefrorenen linksventrikuldren Myokardbiopsien wurden in
dem, auf konstant -20°C gekuhlten Innenraum des Kryostats mittels Tissue Tek
(Sakura) auf dem Schnittstempel fixiert. Kurz vor dem vollstdndigen Erharten des
Gewebeklebers wurde die Oberflache durch Auflegen eines Metallblocks geebnet. Der
Schnittstempel wurde entsprechend in den Schneideblock eingespannt und durch
sogenanntes Trimmen erfolgte die grobe Anndherung des Gewebeblockes an das
manuell bediente Schneidemesser. Nach jeweils einem erfolgten Schnitt von 7 um
wurde dieser auf einen Superfrost Plus Objekttrdger aufgezogen. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Gefrierschnitte bei -80°C gelagert.

3 Histochemische Farbungen

Durch histochemischen Farbungen werden Zellbestandteile spezifisch durch chemische

oder enzymatische Reaktionen sichtbar gemacht.

3.1 Siriusrot-Farbung zur Analyse von Myokardfibrose

Zur Anfarbung und Quantifizierung von Fibrose wurden die entparaffinierten und
rehydrierten Schnitte fir 45 Minuten in Siriusrot-Lésung (Direct Red 80, Aldrich)
inkubiert. Durch die Siriusrot-Farbung wird interstitielles Bindegewebe rot angefarbt, das
restliche Gewebe erscheint gelb. Abschliefend wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Ethanolreihe entwédssert und nach kurzem Benetzen mit Xylol mit Histokit
(Roth) eingebettet.
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Zur quantitativen Bestimmung der linksventrikularen Fibrose wurde pro Tier ein
kompletter Gewebeschnitt durch ein Mikroskop (Leica) bei 200facher Vergréflerung
digital fotografiert. Die gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe des Bildverarbeitungs-
programms Photoshop (Adobe) ausgewertet. Fir jeden fotographierten Ausschnitt
wurde durch Pixelzdhlung zundchst die Fldche der Rotfarbung und dann die
Gesamtflache bestimmt. Aus dem Quotient dieser beiden Messwerte kann die
Fibroserate in % ermittelt werden. Der Mittelwert aller, auf diese Weise bestimmten

Werte pro Gewebeschnitt ergibt die prozentuale Fibrose pro Versuchstier.

Siriusrot-Ldsung: 1%ige Siriusrot F3B-LAsung 1 Teil

gesattigte Pikrinsaureldésung 9 Teile

3.2 Hamatoxylin/Eosin-Farbung zur Analyse von
Kardiomyozytenhypertrophie

Zur Analyse der Kardiomyozyten-Querschnittsflache wurden die entparaffinierten
Schnitte zehn Minuten in Hamatoxylin (Zellkernfarbung) inkubiert, zehn Minuten unter
flieBendem Leitungswasser gewaschen und anschlieBend zwei Minuten mit Eosin
(Zytoplasmafarbung) gegengefarbt. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden
Ethanolreihe entwassert und nach kurzem Benetzen mit Xylol mit Histokit (Roth)
eingebettet.

Fir die morphometrische Bestimmung der Kardiomyozyten-Querschnittsflachen wurden
die so gefarbten Schnitte durch ein Mikroskop (Leica) bei 200facher Vergroflerung
digital fotografiert. Zur Quantifizierung wurden die Kardiomyozyten-Querschnittsflachen,
nach manuellem Umfahren, durch Pixelzdhlung mit Hilfe des Bildverarbeitungs-
Programms Photoshop (Adobe) ausgemessen. Es wurden ausschlielllich solche
Herzmuskelzellen mit einem zentral angeschnittenen Zellkern aus Bereichen mit
quergeschnittenen Muskelzellen ausgewertet. Pro Behandlungsgruppe und Genotyp

wurden mindestens 90 Zellen von sechs bis neun Tieren jeder Gruppe vermessen.

3.3 DHE-Farbung zur Analyse von reaktiven Sauerstoffspezies

Dihydroethidium (DHE) ist ein intrazelluldrer Redox-Indikator der zur Bestimmung des
Status an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) verwendet wird. Durch Oxidation wird DHE
in Ethidium, einen roten, in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff (585 nm)
Uberfuhrt. Die Intensitat der Farbung gilt als Mal} fir die intrazellulare Generierung an
Superoxid-Anionen.

Die 5mM DHE-L6sung (Invitrogen) wurde zunachst mit PBS in die 5 uM Arbeitslésung

verdunnt. Die bei -80°C gelagerten Gefrierschnitte wurden direkt fur finf Minuten mit der
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DHE-L6sung bei 37°C inkubiert. Ohne Waschschritt wurden die gefarbten Schnitte mit
einem Deckglaschen abgedeckt, und pro Schnitt drei reprasentative Ausschnitte durch
ein Mikroskop (Leica) bei 200facher VergroRerung digital fotografiert. Mit Hilfe des
Bildverarbeitungs-Programms Photoshop (Adobe) konnte die mittlere Pixelintensitat pro
Aufnahme bestimmt werden. Nach Subtraktion dieses Wertes von 265 konnte der

Mittelwert als Mal} fir den ROS-Status pro Versuchstier ermittelt werden.

3.4 TUNEL-Farbung zur Analyse von Kardiomyozytenapoptose

Wahrend  Apoptose induzieren DNasen durch  Doppelstrangbriiche eine
charakteristische Fragmentierung der DNA zu Mono-und Oliognucloesomen, die zu
freiliegenden 3’OH-Enden flhrt. An diese 3'OH-Enden werden mit Hilfe einer terminalen
Transferase (TdT) fluoreszenzmarkierte Nucleotide angehangt, wodurch apoptotische
Zellkerne optisch sichtbar gemacht werden kénnen (TUNEL, TdT-mediated dUTP nick
end labeling). Die TUNEL-Farbung ist eine Standard-Methode zur Detektion von
Apoptose.

3.4.1 TUNEL-Farbung von Gewebeschnitten

Zur Durchfihrung der TUNEL-Farbung im Gewebe wurden die Paraffinschnitte auf
Superfrost Plus Objekttrager aufgezogen.

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden zunachst durch eine Behandlung
mit Proteinase K permeabilisiert. Hierzu wurde in einer Glaskivette eine 10 mM Tris-
Lésung (pH 7,5) mit 1 ug/ml Proteinase-K (Merck) versetzt und auf 37°C vorgewarmt.
Die Schnitte wurden 20 Minuten bei 37°C in dieser Lésung inkubiert. Nach dem
Waschen mit PBS wurde ein RNA-Verdau durchgefuhrt, um so mdgliche falsch-positive
Farbungen durch RNA auszuschliel3en. Dazu wurde jeder Gewebeschnitt mit RNase (5
ug/ml, Sigma) behandelt und fir 20 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer
inkubiert. Zur Gegenfarung aller Zellkerne wurde Propidiumiodid, ein roter Fluoreszenz-
Farbstoff, eingesetzt. Dazu wurden 150 ul einer Propidiumiodid-Lésung (1 mg/ml) in 250
ml PBS in eine Glasklvette gegeben und die gewaschenen Schnitte in dieser Losung
funf Minuten im Dunklen inkubiert. Pro Schnitt wurden 25 ul der TUNEL-Farbeldésung
(2,5 ul der Enzymlésung und 22,5 ul der Farbeldsung) (In Situ Cell Death Detektion Kit,
Fluorescein, #1684795, Roche) auf Eis angesetzt. Nach Applikation dieser TUNEL-
Farbeldésung auf die Schnitte wurden sie fir mindestens eine Stunde bei 37°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Als Negativkontrolle wurde jeweils ein Gewebeschnitt nur
mit Farbeldésung behandelt. Durch Fehlen des TdT-Enzymes ist die Anlagerung der
fluoreszenz-markierten Nukleotide nicht mdglich und ein TUNEL-Fluoreszenzsignal

kommt nicht zustande. Zum Erhalt einer Positivkontrolle wurde jeweils ein
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Gewebeschnitt vor der Inkubation mit der TUNEL-L6sung zusatzlich mit DNase
(Boehringer Ingelheim) zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die DNase
werden kinstlich DNA-Strangbriiche induziert, wodurch die anschlieende TUNEL-
Farbung maximal ist, d.h. fast jede Zelle weist eine grine Fluoreszenz auf und ist
demnach TUNEL-positiv. AbschlieBend wurden die Schnitte gewaschen, nach kurzem
Benetzten mit Xylol an der Luft getrocknet und eingebettet (Vectashield Mounting
Medium for Fluorescence, Vektor). Durch Aufbewahrung im Dunkeln ist die Farbung
mindestens zehn Tage auswertbar.

Zur Auswertung der TUNEL-Farbung wurden die Schnitte durch ein Mikroskop (Leica)
bei 200facher VergréRerung digital fotografiert. Jeweils derselbe Gewebeausschnitt
wurde fir die Propidiumiodid-Farbung (rote Fluoreszenz) und die TUNE-Farbung (grine
Fluoreszenz) aufgenommen und anschlieBend mit Hilfe des Bildverarbeitungs-
programms Photoshop (Adobe) eine Uberlagerung beider Fluoreszenzbilder erstellt.
Anschliellend wurden die TUNEL-positiven Zellkerne manuell ausgezahlt, und auf die
mittlere  Kardiomyozytenzahl eines solchen Gewebeschnittes bezogen. Ein
apoptotischer Kardiomyozytenzellkern muss gleichzeitig eine Propidiumiodid-

Zellkernfarbung und eine eindeutig intrazellulare Lage im Kardiomyozyt aufweist.

3.4.2 TUNEL-Farbung von NRCM

Die Analyse der Kardiomyozytenapoptose in vitro wurde 48 Stunden nach adenoviraler
Infektion der NRCM durchgefihrt. Hierzu wurden 2x10° NRCM pro Well auf runden, in
24-well-Zellkulturplatten befindlichen und mit Polylysin vorbeschichteten Deckglaschen
ausgesat. Die Zellen wurden mit dem jeweiligen Adenovirus infiziert und fur 48 weitere
Stunden inkubiert.

Fir die anschlieBende Farbung wurden die NRCM 20 Minuten bei Raumtemperatur mit
4%iger Paraformaldehydlésung fixiert und anschlieBend mit einer 0,1% (v/v) Triton-X-
100 haltigen Natriumcitrat-Loésung (0,1% m/v) durch zweiminitige Inkubation auf Eis
permeabilisiert. Die Farbung mit Propidiumiodid und dem TUNEL-Reagenz erfolgte wie
unter Methoden/3.4.1 beschrieben. Zur Auswertung wurden wiederholt pro Bedingung
von zwei Deckglaschen jeweils drei reprasentative Ausschnitte bei 200facher
Vergrolerung durch ein Mikroskop digital fotografiert. Durch computergestitzte
Auszahlung wurden die TUNEL-positiven Zellkerne (grine Fluoreszenz) auf die
Gesamtzahl an Zellkernen (rote Fluoreszenz) bezogen. Durch Aufbewahrung im
Dunkeln ist die Farbung mindestens zehn Tage auswertbar.

In Kombination mit einer anschlieBend durchgeflhrten Immunfluoreszenz wurden die
Zellen nur finf Minuten mit 4%iger Paraformaldehydldsung fixiert. Die Zellen wurden

permeabilisiert und die TUNEL-Farbung wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt.
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Anschlielend wurden die Praparate mit dem 1:2000 verdiinnten anti-aAktinin Antikérper
(monoklonal,Klon EA-53, #A-7811, Sigma) bei 4°C uber Nacht in einer feuchten
Kammer inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde der 1:500 verdinnte Fluoreszenz-
markierte Sekundarantikérper (Anti-Maus, 1:250, Alexa Fluor 555, #A31621, Invitrogen)
zusammen mit dem Reagenz zur Zellkernfarbung (Hoe33258, Molecular Probes)
appliziert und fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach dem abschlielenden
Waschschritt wurden die Zellen mit Vectashield Mounting Medium (Vector) eingebettet.

Bei Aufbewahrung im Dunkeln ist die Farbung mindestens sieben Tage auswertbar.

3.4.3 TUNEL-Farbung von isolierten adulten Mauskardiomyozyten

Fir die Analyse der Kardiomyozytenapoptose an isolierten adulten Herzmuskelzellen ex
vivo wurden diese nach Isolation fir 40 Stunden kultiviert.

Die Zellen wurden funf Minuten bei Raumtemperatur mit 4%iger Paraformaldehydlésung
fixiert. Die Farbung mit Propidiumiodid und dem TUNEL-Reagenz erfolgte wie in

diesem Teilbereich unter 3.4.1 beschrieben

4 Immunhistochemische Farbungen

Bei immunhistochemischen Farbungen werden im Gewebe enthaltene Proteine

spezifisch durch eine Antigen-AntikGrper-Reaktion sichtbar gemacht.

41 Proinflammatorische Zytokine und Entziindungszellen

Die bei -80°C gelagerten Gefrierschnitte wurden auf Eis aufgetaut und mit Aceton bei
4°C fur 20 Sekunden fixiert. Zur Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen
wurden die Schnitte mit einer Serummischung (1% (v/v) Ziegen- und Kaninchenserum)
fur 20 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. 200 ul der mit PBS verdinnten
Erstantikbrper wurden fur 45 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert, die 1:1000
verdinnten, biotinylierten Zweitantikérper wurden anschliel®end fir 30 Minuten inkubiert.
Fir die Negativkontrolle wurde ein Gewebeschnitt anstelle von Erstantikbrper mit PBS
inkubiert. Der biotinylierte Zweitantikbrper wird Uber die hochaffine Bindung mit
Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin flr die abschlieRende Farbreaktion markiert.
Hierzu wurde die Peroxidase-gekoppelte Streptavidin-Losung (3ul/ml Enzymidsung,
Dako, #p0397, Hamburg, Deutschland) fir 30 Minuten in einer feuchten Kammer
inkubiert. In einer finfmindatigen Inkubation wird das AEC-Farbereagenz (3-Amino-9-
Ethyl-Carbazol, #A5754, Sigma) durch die Peroxidase zu einem braunen Farbstoff
umgesetzt, die Reaktion wurde durch Zugabe von 4%iger Formaldehydiésung gestoppt.

Nachdem Uberschissiger Farbstoff durch kurzes Eintauchen in Wasser abgespdilt
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wurde, wurde das Gewebe, speziell die Zellkerne durch Applikation von Hamatoxylin
(Hamatoxylin Gills Nr.3, #GHS332, Sigma) fir maximal 20 Sekunden gegengefarbt.
Wiederum wurde Uberschissige Farbeldsung durch kurzes Eintauchen in Wasser
entfernt und die Schnitte wurden zu Aufhellung und Fixierung der Farbung far 15
Sekunden in eine gesattigte Lithiumkarbonat-Ldsung getaucht. Nach einem
abschlieRenden Waschschritt mit Wasser wurden die noch feuchten Schnitte
eingebettet (Immu-Mount Medium, #9990402, ThermoScientific).

Zur Analyse der Chloroacetat-Esterase (CAE) Aktivitdt (Anfarbung von neutrophilen
Granulozyten und Mastzellen), wurden die Schnitte mit Naphthol-AS-D-Chloracetat
(#N-0758, Sigma) behandelt und mit Methylgriin (Merck) gegengefarbt.

AEC-Farbereagenz: AEC p80 mg
N,N Dimethylformamid 10 ml
0,1 M Acetatpuffer ad 200 ml auffillen

Zum Start der Reaktion missen 200 ul 30%ige

H,O,-Lésung zugegeben werden

0,2 M Acetatpuffer: 0,2 M Essigsaure 250 mi
0,2 M Natriumacetat-Lésung 750 ml

4% Formaldehydlésung: 0,2 M Acetatpuffer 90 ml
37% Formaldehyd 20 mi
Wasser ad 200 mi

Folgende Liste beinhaltet die flr diese Farbung wahlweise verwendeten Antikdrper:

Erstantikorper Zweitantikorper Verdiinnung Firma
Anti-IL-10 MAB 401

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 1:1000 R&D

Anti-IL-18 MAB 30311.11
murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml R&D

Anti-IL-4 BVD-24G2
murin, monoklonal Anti-Ziege 10ug/ml BD Pharmingen
Anti-IL-6 MP5-20F3
murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml BD Pharmingen
Anti-TNFo MP6-XT3
murin, monoklonal Anti-Kaninchen 1:1000 BD Pharmingen
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Anti-IGFy XMG 1,2

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 1:50 BD Pharmingen
Anti-GM-CSF MP1-22E9
murin, monoklonal Anti-Ziege 10ug/mi BD Pharmingen
Anti-CD3 01511D

murin, monoklonal Anti-Ziege 10ug/mi BD Pharmingen
Anti-CD4 01061D

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml BD Pharmingen
Anti-CD8 01041D

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml BD Pharmingen
Anti-CD18 01661D

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml BD Pharmingen
Anti-CD19 09651D

murin, monoklonal Anti-Kaninchen 10ug/ml BD Pharmingen
Positivkontrolle

Anti-CD31(PECAM-1) Anti-Kaninchen 10ug/mi MEC 13,3
murin, monoklonal BD Pharmingen
Zweitantikérper

Biotinylierter anti-lgG 1:100 BA 4001

in Kaninchen hergestellt Vector
Zweitantikérper

Biotinylierter anti-lgG 1:100 BA 9100

in Ziege hergestellt Vector

4.2 Komplementkomponente C9-Farbung zur Analyse nektrotischen

Zelltods

Zur Detektion von

nekrotischem Zelltod

wurden

Gewebeschnitte

durch

Fluoreszenzfarbung gegen die Komplementkomponente C9 gefarbt. Hierzu wurden die
Gefrierschnitte mit 4%iger Paraformaldehydlésung und -20°C kaltem Aceton jeweils fr
zehn Minuten inkubiert und anschlieBend drei Minuten an der Luft getrocknet.
Anschliellend wurden die Schnitte zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen mit
einer Serummischung (1% (v/v) Ziegen- und Kaninchenserum) fur 30 Minuten in einer
feuchten Kammer inkubiert. Zunachst wurde der 1:50 verdinnte anti-
Komplementkomponente C9 Antikdrper (anti-NCL-CCC9, Novocastra, Newcastle,
England), anschlieBend der mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff markierte
Zweitantikdrper (1:1000 verdinnt, Kaninchen anti-Maus, Alexa 555 gekoppelt, Molecular

Probes) fir eine Stunde auf dem Gewebeschnitt inkubiert. Zur Kontrastfarbung des
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Herzmuskelgewebes wurde mit Phalloidin (Alexa Fluor 488 phalloidin, #A-12379,
Invitrogen) fur sieben Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellkerne mit
DAPI (1 ug/ul, Sigma) angefarbt und die Gewebeschnitte eingebettet (Vectashield

Mounting Medium for Fluorescence, Vector).

4.3 8-OHdG-Farbung zur Analyse von DNA-Schaden durch oxidativen
Stress

Zur Detektion von DNA-Schadigungen durch oxidativen Stress wurden
Paraffingewebeschnitte gegen 8-Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdG) gefarbt. Durch
Inkubation der entparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte mit 1,5%iger
Wasserstoffperoxid-Losung (Merck) wurde zunachst die endogene Peroxidase blockiert.
Durch Aufkochen der Proben fiur zehn Minuten in EDTA-Puffer und anschliellender
Inkubation mit einer 5%igen FCS-Losung (PAN Biotech) fur 20 Minuten wurden
unspezifische Bindungsstellen abgeblockt. Die Gewebeschnitte wurden mit dem gegen
8-OHdG gerichteten Erstantikorper (7,5 ug/ml anti-80HDG Antikorper, #24328, Oxis Intl.
Inc. Portland OR, USA) fur eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieBend wurde der biotinylierte Zweitantikdrper (EnVision+®System-HRP(DAB) for
use with mouse primary Antibodies, #K4006, DAKQO) und das Peroxidase-gekoppelte
Steptavidin zugegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Nach Waschen der Proben wurde
die DAB-Chromogenlésung (Envision+anti-mouse kit, DAKO) flr ca. zwei Minuten
zugegeben, die enthaltene Substanz DAB wird durch die Peroxidase in einen brauen
Farbstoff oxidiert. AbschlieRend wurden die Gewebe, speziell die Zellkerne durch
Applikation von Hamatoxylin (Hamatoxylin Gills Nr.3, #GHS332, Sigma) gegengefarbt

und, nach kurzem Benetzen mit Xylol, eingebettet (Histokit, Roth).

VI Physiologische Methoden

1 Methoden zur Analyse der Herzfunktion in vivo
1.1 Linksherzkatheterisierung

Die zu untersuchenden Mause wurden mit Tribromethanol (13 ul einer 2,5%igen Lésung
pro g Koérpergewicht) anasthesiert und auf einer Warmeplatte (39°C) fixiert. Mit Hilfe
einer Stereolupe wurde die Arteria carotis (Halsschlagader) freiprapariert und der
Mikromanometer-Katheter (Millar Instruments, Houston TX, USA) Uber eine kleine
Inzisur in das vorgespannte Gefall eingeflihrt. Durch Kontrolle der konstant

aufgezeichneten Druckkurve wurde der Katheter durch die Aortenklappe in den linken
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Ventrikel vorgeschoben und dort platziert. Anschliellend wurde die linke Vena jugularis
freiprapariert und eine mit einer mechanisch regulierbaren Mikroliter-Spritze (Hamilton)
verbundenen Kunststoffkanile (Mikroloader, Eppendorf), in das Gefal® eingebracht.
Uber diesen Zugang konnte wahrend der laufenden Linksherzkatheterisierung
Dobutamin intravends in steigenden Dosen appliziet werden. Die durch die
Linksherzkatheterisierung erhaltenen Messdaten wurden mit Hilfe der Software

Chart 4.2 (ADInstruments, Castle Hill, Australien) ausgewertet.

1.2 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde bei spontaner Atmung unter leichter Narkose mit dem
Inhalationsnarkotikum Isofluran durchgeflhrt. Die echokardiographischen Messungen
(Toshiba PowerVision 6000 Gerat mit einem 15 MHz Schallkopf) wurden von einer
routinierten, fir den jeweiligen Genotyp geblindeten Fachkraft durchgefihrt. Es wurden
zweidimensionale, an der kurzen, horizontalen Herzachse durchgeflihrte Aufnahmen auf
mittlerer Hohe des linken Ventrikels aufgezeichnet (1000MHz). Die analogen

Messungen wurden im sogenannten M-Mode durchgeflhrt.

2 Operative Schadigungsmodelle des Herzens

Operative Schadigungsmodelle am Herzen sind eine Mdglichkeit um eine Erkrankung in

vivo zu imitieren.

21 Myokardinfarkt zur Induktion einer Herzinsuffizienz

Zur Induktion eines kinstlichen Herzinfarktes wurden zwei bis drei Monate alte Mause
einer operativen Ligation der Koronararterie unterzogen.

Die mit einer Mischung aus Sauerstoff und Isofluran intubierten Mause wurden auf einer
Warmeplatte fixiet und der Thorax wurde gedffnet. Nachdem die Koronararterie
freiprapariert war, wurde mit einem sterilen Operationsfaden die Ligation gesetzt.
Jeweils vier und acht Wochen nach dem Myokardinfarkt wurden echokardiografische
Messungen vorgenommen.

Zur Bestimmung der Infarktgréfie wurde im explantierten Herz ein midventrikularer Ring
entnommen und  Sirius-Rot  gefarbte  Paraffinschnitte  angefertigt.  Durch
computergestutzte planimetrische Analyse wurde die prozentuale Infarkigrofle
berechnet (Summe endo- und epikardialer Umfange des Infarktgebietes/

Summe endo- und epikardialer Umfange des gesamten linken Ventrikels).

69



2.2 Ischamie/Reperfusion zur Induktion von Apoptose

Fir die Induktion von Kardiomyozytenapoptose wurden vier Monate alte Mause einer
operativen Ischamie/Reperfusion unterzogen.

Die mit einer Mischung aus Sauerstoff und Isofluran intubierten Mause wurden auf einer
Warmeplatte fixiert und der Thorax wurde geoéffnet. Die linke absteigende Koronararterie
(LAD) wurde mit einem Fadenknoten ligiert. Nach 30 Minuten Ligation wurde das Gefal
wieder geodffnet und eine 24stindige Reperfusionsphase eingeleitet. Nach der
Reperfusion wurde erneut religiert, und das nicht-ischamische Gewebe durch die
Injektion einer 1%igen Evans Blau Lésung (m/v, Sigma) in den linken Ventrikel
angefarbt. Nach der Herzentnahme wurde das linksventrikulare Myokard in funf
transverse Ventrikelringe geschnitten und zehn Minuten in einer 1,5%igen TTC-L&sung
(m/v, Sigma) inkubiert. In gesundem Gewebe wird TTC durch oxidative
Phosphorylierung durch mitochondriale Dehydrogenasen in einen roten unléslichen
Farbstoff (1,3,5-Triphenylformazan) umgewandelt. Ischamisches Gewebe wird
infolgedessen rot angefarbt, das Infarkigewebe bleibt ungefarbt. Jeder dieser
Ventrikelringe wurde gewogen und anschlieBend fir 24 Stunden in 4%iger
Paraformaldehydlésung fixiert. AbschlieRend wurden die Schnitte von jeder Seite bei
sechsfacher VergroRerung durch eine Stereolupe digital fotographiert. Zur prozentualen
Anteilsbestimmung des ischdmischen Bereiches (AAR, Area at risk, positive TTC-
Farbung, rot) und des Infarktgebietes (IA, infarct area, ungefarbt) am gesamten linken
Ventrikel wurden die gefarbten Teilbereiche der linksventrikularen Geweberinge mit Hilfe

des Bildverarbeitungs-Programms Photoshop (Adobe) durch Pixelzahlung ausgewertet.

VIl Statistische Auswertung der Ergebnisse

Abbildungen von Herzen und Gewebeschnitten wurden unter Zuhilfenahme der
Programme Photoshop und lllustrator (Adobe) erstellt. Fir die Auswertung und
graphische Darstellung von Daten wurden die Programme Excel (Microsoft) und Prism
(GraphPad) verwendet.

Die angegebenen Messwerte stellen, wenn nicht anders angegeben, Mittelwerte dar.
Als Fehlermall wurde der Standardfehler verwendet. Der Student t-Test wurde zur
Signifikanzprifung von Unterschieden verwendet. Fir vergleichende Analysen
verschiedener Gruppen wurde eine Varianzanalyse durchgefuhrt, an die ein

Bonferroni-Test angeschlossen wurde.
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ERGEBNISSE

| Verstarkte Expression der Caspase-1 bei
Herzinsuffizienz

Zur ldentifizierung neuer Kandidatengene, die an der Entwicklung einer Herzinsuffizienz
beteiligt sind, wurde eine cDNA Array Expressions-Analyse durchgefihrt. Es wurde die
Expression von 1176 Genen analysiert. Als murines Modell einer Herzinsuffizienz
wurden Mause mit transgener Expression des f¢-adrenergen Rezeptors (f1AR-
transgenen) verwendet. Durch die herzzpezifische Uberexpression des pi-adrenergen
Rezeptors wird in diesen Mausen die chronische Aktivierung der pq-adrenergen
Rezeptoren bei einer Herzinsuffizienz imitiert. 1AR-transgene Mause zeigen bereits ab
dem Alter von zwei Monaten eine signifikante Kardiomyozytenhypertrophie. Ab dem
vierten Lebensmonat ist die progressive Einschrankung der linksventrikularen
Herzfunktion sichtbar, die das klinische Bild einer Herzinsuffizienz beim Menschen
wiederspiegelt (Engelhardt, Hein et al. 1999). Fiur den cDNA Array wurde
linksventrikulares Gewebe von vier Monate alten (;AR-transgenen Tieren und

entsprechenden Wildtyp-Geschwistertieren als Referenzgruppe verwendet.

1 Verstarkte Expression der Caspase-1 in einem murinen
Herzinsuffizienzmodell

Neben anderen Kandidatengenen, wie dem Egr-Repressor NAB1 (Buitrago, Lorenz et
al. 2005), wurde in dem cDNA Array eine verstarkte Expression der Caspase-1 in den
B1AR-transgenen Mausen identifiziert.

Die verstarkte Caspase-1-Expression bei muriner Herzinsuffizienz wurde in diesen
Mausen zunachst auf mMRNA- und Proteinebene verifiziert. Mittels quantitativer real-time
PCR mit linksventrikuldarem Gewebe sechs Monate alter, 1AR-transgener Mause wurde
eine signifikant erhdhte mRNA-Expression gezeigt (siehe Abb. 8). Die Detektion der
Proteinexpression in den B;AR-transgenen Mausen wurde mit Western Blot Analyse
durchgefuhrt. Um die Caspase-1-Expression altersabhangig, also wahrend dem
Voranschreiten der Herzinsuffizienz zu untersuchen, wurden linksventrikulare
Proteinlysate von finf und zwoIf Monate alten f;AR-transgenen Mausen und
entsprechenden Wildtyptieren untersucht. Die Quantifizierung der Western Blot Analyse
zeigte eine zur Progression der Herzinsuffizienz parallele, progressiv zunehmende
Caspase-1-Proteinexpression, die im Alter von zwolf Monaten ca. dreifach gegeniber
dem Wildtyp erhoéht ist (siehe Abb. 8).
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Abbildung 8: Verstarkte Expression der Caspase-1 bei muriner Herzinsuffizienz. (Links) Quantitative real-time PCR
von sechs Monate alten B;AR-transgenen Mausen und entsprechenden Wildtyptieren (n=4 pro Genotyp). (Rechts)
Auswertung der Western Blot Analyse fiir Caspase-1 mit Proteinlysaten aus linksventrikularem Myokard von fiinf und
zwolf Monate alten B1AR-transgenen Mausen und Wildtyp-Geschwistertieren (n=4-5). (Rechts oben) Darstellung eines
Western Blots fir Caspase-1 von zwolf Monate alten ;AR-transgenen Mausen und Wildtyp-Geschwistertieren (40 mg
Protein eingestetzt, Detektion mit anti-Caspase-1-Antikorper).

2 \Verstarkte Expression der Caspase-1 bei humaner
Herzinsuffizienz

Als nachstes sollte untersucht werden, ob das in dem murinen Herzinsuffizienzmodell
detektierte Expressionsmuster fir Caspase-1 auch bei humaner Herzinsuffizienz zu
finden ist. Dazu wurde die Caspase-1-Expression in linksventrikularen Myokardproben
von herzinsuffizienten Patienten mit der im Myokard von nicht-insuffizienten Personen
verglichen. Auf mRNA-Ebene konnte mittels quantitativer real-time PCR ein eindeutiger
Trend zu einer erhdhten Expression in insuffizienten Herzen nachgewiesen werden.
Dieser erreichnte jedoch aufgrund der hohen Streuung in der Herzinsuffizienz-Gruppe
keine Signifikanz. Auf Proteinebene war eine deutliche, signifikant erhéhte Caspase-1-
Expression sichtbar (sieche Abb. 9). Die quantitative Auswertung der Western Blot
Analyse zeigte eine Zunahme der Caspase-1-Proteinexpression im insuffizienten Herz

um ca. 100%.
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Abbildung 9: Verstirkte Expression der Caspase-1 bei humaner Herzinsuffizienz. (Links) Quantitative real-time
PCR von humanen insuffizienten und nicht-insuffizienten linksventrikularen Myokardproben (n=19-22). (Rechts)
Auswertung der Western Blot Analyse fiir Caspase-1 mit Proteinlysaten aus humanen insuffizienten und nicht-
insuffizienten linksventrikularen Myokardproben (n=4). (Rechts oben) Darstellung des Western Blots fiir Caspase-1 mit
humanen Proteinlysaten (35 mg Protein eingesetzt, Detektion mit anti-Caspase-1 Antikdrper).

I Induktion von Herzinsuffizienz durch kardiale
Caspase-1

Um die Konsequenz dieser verstarkten Caspase-1-Expression in vivo zu untersuchen,

wurden Caspase-1-transgene Mause generiert.

1 Generierung von Caspase-1-transgenen Mausen

Zur herzspezifischen Uberexpression der Caspase-1 in transgenen Mausen wurde ein
Transgenvektor kloniert, der die humane a-Isoform der Caspase-1 unter der Kontrolle
des murinen o-Myosin-heavy-chain-Promotors (a-MHC-Promotors) exprimiert. Da
dieser Promotor im pranatalen Herz in den Vorhéfen, nicht aber in den Ventrikeln aktiv
ist, kbnnen Defekte in der ventrikularen Herzentwicklung ausgeschlossen werden. Die
Transgen-Expression in den Ventrikeln setzt erst mit der Geburt ein (Ng, Grupp et al.
1991; Palermo, Gulick et al. 1996). Das dem Simian Virus 40 (SV40) entstammende
Intron SV40 dient der Verbesserung der transgenen Expressionsstarke. Terminiert wird
das 3'-Ende des Transgenkonstruktes mit einer Poly(A)-Sequenz (siehe Abb. 10).

Das aufgereinigte und linearisierte, den Transgenvektor enthaltende Plasmid wurde
durch pronukleare Injektion in Oozyten Uberflhrt, die dann in pseudotrachtige Ammen-
Weibchen eingepflanzt wurden. Durch die Verwendung eines Primerpaares, das nur in
transgenen Tieren ein PCR-Produkt ergibt, wurden die Tiere der Fo-Generation auf
Integration der Transgenkasette untersucht (siehe Abb. 10). In der Fy-Generation
konnten auf diese Weise vier sogenannte Grindertiere identifiziert werden, wovon sich

lediglich zwei Tiere, Maus 1 und 10, als Keimbahntrager erwiesen. Durch heterozygote
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Verpaarung dieser zwei Grundertiere konnten zwei individuelle transgene Mauslinien
etabliert werden. Sie werden nachfolgend, der Grindermaus entsprechend, Casp-1 TG1

und Casp-1 TG10 genannt.

Hindlll
Notl Ndel Sacl Sall
Notl
| | | ||
|| c-MHC-Promotor m:l
B ol 0203 S¥42t Intron
PCR-Primer
7 kb
-« Casp-1

Abbildung 10: Generierung transgener Miduse mit herzspezifischer Uberexpression der Caspase-1. (Oben)
Schematische Darstellung des Promotor-cDNA-Konstrukts a-MHC-Caspase-1. Die Lage der Genotypisierungsprimer ist
mit den Pfeilen gekennzeichnet. f3, a4, o, und a; stehen fiir die Exons des - und a-Mhc Gens. Die fiir die Klonierung
wichtigen Restriktionsenzyme sind oberhalb des Transgenvektors angegeben. (Unten) Polymerase-Kettenreaktion zur
Genotypisierung der Fo-Generation. Maus 1 und 10 erwiesen sich als Keimbahnlbertrager und dienten zur Etablierung
der beiden Transgenlinien Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10.

Das Ausmal} der transgenen Caspase-1 Proteinexpression im Vergleich zur endogen
exprimierten Caspase-1 im Wildtyp wurde mittels Western Blot Analyse bestimmt. Dazu
wurden Proteinlysate aus linksventrikularem Myokard von Caspase-1-transgenen
Mausen der Linien Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10 und den entsprechenden Wildtyp-
Geschwistertieren verwendet. Um die transgene Caspase-1 Proteinexpression im
direkten Vergleich zur endogenen Caspase-1-Expression zu ermodglichen wurden die
Wildtyp-Proteinlysate 1:5 verdinnt. Bei der Quantifizierung der Western Blots wurde
dieser Verdinnungsfaktor berlicksichtigt. Fir die Linien Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10
konnte so eine 30-fach bzw. 50-fach erhdhte Proteinexpression der Caspase-1 im

Vergleich zu der endogen exprimierten Caspase-1 ermittelt werden.
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Abbildung 11: Etablierung von zwei individuellen transgenen Mauslinien, Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10. Western
Blot Analyse zur Quantifizierung der transgen exprimierten Caspase-1 in den Linien Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10 im
Vergleich zur endogenen Caspase-1 Proteinexpression im Wildtyp. Verwendet wurden linksventrikuldre Proteinlysate
von sechs Wochen alten Mausen (Detektion mit anti-Caspase-1 Antikérper, n=4 pro Genotyp).

Zum Nachweis der Herzspezifitdt der Transgenexpression durch den a-MHC-Promotor
wurde das Protein-Expressionsmuster der Caspase-1 fir die Organe Herz, Lunge, Milz,
Leber, Muskel und Gehirn angefertigt. Eingesetzt wurden hierbei, jeweils aus drei Tieren
gepoolte, linsventrikuldre Proteinlysate von Caspase-1-transgenen Mausen und
Wildtyptieren. In beiden Versuchsgruppen wurde eine endogene Caspase-1
Proteinexpression in Lunge und Milz detektiert (siehe Abb.12, oben) Wie auch in der
Literatur beschrieben, zeigen diese beiden Organe die héchste endogene Caspase-1-
Expression (Nett, Cerretti et al. 1992; Kamens, Paskind et al. 1995). Im Herzlysat
Caspase-1-transgener Mause war eine zusatzliche Bande detektierbar, die der
transgenen Caspase-1 Proteinexpression entspricht (siehe Abb. 12).

Neben dem Nachweis der Organspezifitdt war der Nachweis der korrekten Transgen-
Expression fur die Funktionalitdt des transgenen Mausmodells entscheidend. Die
Western Blot Analyse mit Proteinlysaten Caspase-1-transgener Mause zeigte neben der
korrekten Expression der Proform der Caspase-1 (45 kDa) eine weitere spezifische
Bande, das bei der Prozessierung entstehende Intermediat (30 kDa) (siehe Abb. 12).
Dartber hinaus wurde eine altersabhdngige Reduktion der Caspase-1-Expression
sichtbar, die vermutlich auf einer Abnahme der a-MHC-Promotoraktivitat zugunsten

einer B-MHC-Promotoraktivierung in insuffizienten Herzen beruht.
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Abbildung 12: Expression und Prozessierung der transgen exprimierten Caspase-1. (Oben) Western Blot Analyse
mit Proteinlysaten aus linksvenrtikularem Myokard, Lunge, Milz, Leber, Muskel und Gehirn. Eingesetzt wurden gepoolte
Proben von jeweils drei Tieren pro Genotyp (35 ug Protein eingesetzt, Detektion mit Anti-Caspase-1 Antikorper). (Unten)

Western Blot Analyse mit linsventrikularm Myokard aus eins, acht und vierzehn Monate alten Caspase-1-transgenen
Mausen und Wildtyptieren (35 ug Protein eingesetzt, Detektion mit anti-Caspase-1 Antikorper).

2 Linksventrikulares Remodeling und Herzinsuffizienz in
Caspase-1-transgenen Mausen

Remodeling stellt kurzfristig einen adaptiven Vorgang dar, anhaltendes Remodeling,
beispielsweise nach einem Myokardinfarkt oder bei der Entstehung einer
Herzinsuffizienz  ist ein  pathologischer Prozess. Im Zusammenhang mit
Herzmuskelschwache stellt linksventrikuldares Remodeling einen spezifischen
Umbauvorgang (engl: remodeling) dar, der zu Anderungen in der Ventrikelarchitektur
(Myokardfibrose, Myozytenhypertrophie und linksventrikulare Dilatation) und somit der
Ventrikelfunktion fihrt. Um einen umfassenden Uberblick ber kardiale Remodeling-
Prozesse in den Caspase-1-transgenen Mausen zu erhalten, wurden die meisten der
nachfolgenden Untersuchungen zur kardialen Phanotypisierung fur ein bis 14 Monate

alte Mause durchgefihrt.

21 Progressive Myokardfibrose

Unter kardialer Fibrose versteht man die krankhaft vermehrte Bildung von interstitiellem
Bindegewebe in das Myokard, mit der Folge einer Einschrankung der Herzkontraktilitat.
Zur Analyse der Myokardfibrose in Caspase-1-transgenen Mausen wurden
Paraffinschnitte des linksventrikularen Myokards angefertigt und mit Siriusrot gefarbt.
Mit dieser Farbung wird interstitielles Bindegewebe in Rot angefarbt, das restliche

Myokard erscheint in Gelb. Die Quantifizierung der Myokardfibrose zeigte, dass Mause
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mit transgener Caspase-1-Expression beginnend mit dem vierten Lebensmonat eine
progressive Fibrosierung im linksventrikularen Myokard aufweisen (siehe Abb. 13). In
der transgenen Mauslinie Casp-1 TG1 war die Fibrosierung im Vergleich zur Linie Casp-
1 TG10 weniger stark ausgepragt. Interessanterweise zeigte sich in den jungen, einen
Monat alten Caspase-1-transgenen Mausen keine verstarkte Einlagerung von

intestitiellem Bindegewebe.
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Abbildung 13: Caspase-1-transgene Mause entwickeln Myokardfibrose. (Oben) Siriusrot-Farbung von transversen
linksventrikularen Herzgewebeschnitten von 14 Monate alten Caspase-1-transgenen Mausen und Wildtyp-
Geschwistertieren. (Unten) Quantitative Auswertung der linksventrikularen Myokardfibrose in ein, vier, acht und vierzehn
Monate alten Caspase-1-transgenen Mausen und Wildtyptieren mittels semi-quantitativer, Computer-gesttitzter
Bildanalyse. Ausgewertet wurden vier reprasentative, linksventrikulare Gewebeausschnitte pro Tier (n=3-6 Tiere pro
Gruppe).

Parallel zu der im Herzmuskelgewebe sichtbar werdenden Myokardfibrose war auch auf
MmRNA-Ebene ein verstarktes Expressionsmuster Fibrose-assoziierter Gene ab dem
vierten Lebensmonat detektierbar. Mit real-time PCR wurde die Expression der
kardialen Isoformen der Kollagene (Col1a2, Col3a1), der MMPs (Mmp-2, -9) und der
TIMPs (Timp-1, -2) auf mMRNA-Ebene in ein und vier Monate alten Tieren quantifiziert.
Fir alle analysierten Gene war ab dem vierten Monat eine signifikante Zunahme der
Expression sichtbar (siehe Abb. 14), fur Timp-2 war dies erst ab dem achten

Lebensmonat der Fall (Daten sind nicht abgebildet).
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Abbildung 14: Verstirkte Expression Fibrose-assoziierter Gene in Caspase-1-transgenen Mausen.
Quantifizierung der mRNA-Expression von Col1a2, Col3a1, Mmp-2, Mmp-9, Timp-1 durch Real-time PCR in
Herzgewebe von einem und vier Monate alten Wildtyp und Caspase-1-transgenen Mausen (n=4-7 pro Genotyp).

2.2 Progressive Kardiomyozytenhypertrophie

Zur Analyse der Kardiomyozytenhypertrophie wurden in Paraffin gebettete
linksventrikulare Myokardschnitte mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt. Die morphometrische
Analyse der Kardiomyozyten-Querschnittsfliche veranschaulichtete eine deutliche,
progressive Zunahme der Kardiomyozytengrole ab dem vierten Lebensmonat (siehe
Abb. 15). Analog zur Myokardfibrose zeigten die einen Monat alten Tiere kein
hypertrophes Kardiomyozytenwachstum. In der Linie Casp-1 TG1 war in den 14 Monate
alten Tieren eine signifikante, aber entsprechend der niedrigeren Caspase-1-
Expression, geringere linksventrikuldare Kardiomyozytenhypertrophie detektierbar (siehe
Abb. 15). Neben der Bestimmung der Myozyten-Querschnittsflache im Gewebeschnitt
wurden adulte Kardiomyozyten von Caspase-1 und Wildtyp-Geschwistertieren isoliert
und an diesen Langen- und Breitenmessungen vorgenommen. Caspase-1-transgene
Herzmuskelzellen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Kardiomyozyten eine deutliche
Breitenzunahme um durchschnittlich 42% und ein geringes Langenwachstum von 11%
(siehe Abb. 15). Uberraschender-weise war trotz alledem die ventrikulare Masse,

berechnet durch das Verhaltinis aus Ventrikelgewicht (VG, mg) zu Koérpergewicht
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(KG,g), in den Caspase-1-transgenen Mausen zu keinem analysierten Zeitpunkt

gegeniber der Wildtyp-Kontrollgruppe erhdht (siehe Abb. 15).
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Abbildung 15: Caspase-1-transgene Mause entwickeln Kardiomyozytenhypertrophie bei unverandertem
Herzgewicht. (Links) Morphometrische Analyse der Myozyten-Querschnittsflache in linksventrikularen Gewebeschnitten
von ein, vier, acht und vierzehn Monate alten Caspase-1-transgenen Mausen und Wildtyptieren nach
Hamatoxylin/Eosin-Farbung. Pro Genotyp wurden 100-120 Einzelzellen analysiert (n=4-6 Tiere pro Gruppe). (Rechts)
Analyse des Ventrikel- zu Korpergewichtverhaltnisses (mg/g) in ein, vier, acht und vierzehn Monate alten Caspase-1-
transgenen Mausen und Wildtyptieren (n=4-8). (Unten) Langen-, und Breitenmessung der Zelldimensionen isolierter,
adulter Kardiomyozyten von Caspase-1-transgenen Mausen und Wildtyptieren. Mindestens 60 Zellen pro Genotyp
wurden durch computergestiitze Analyse vermessen.

Hypertrophie und Herzinsuffizienz flhren zu charakteristischen qualitativen und
quantitativen Anderungen der Genexpression im Myokard, von zentraler Bedeutung ist
hierbei die Wiederanschaltung des sogenannten fetalen Genexpressionprogramms.
Darunter versteht man die Reexpression diverser fetaler Gene, bzw. deren Expression
in der fur die Embryonalentwicklung typischen Isoform. Die klassischen Vertreter sind
hierbei neben den kontraktilen Proteinen wie oa-Aktin und g-MHC die Peptidhormone
ANF und BNP. Ferner werden zentrale Enzyme des Ca®'-Haushaltes, beispielsweise
SERCA verandert exprimiert.

Mittels quantitativer real-time PCR wurde die mRNA-Expression der Gene Anf, f-Mhc
und Serca im Myokard von einem und vier Monate alten Caspase-1-transgenen Mausen
und Wildtyptieren gemessen. Ab dem vierten Lebensmonat zeigte sich eine verstarkte
Reexpression von Anf und g-Mhc und eine Reduktion des Ca®*-Regulators Serca in
Herzen mit transgener Caspase-1 Expression (siehe Abb. 16). Erneut waren die jungen,
einen Monat alten Caspase-1-transgenen Mause bezlglich Veranderungen auf mRNA-

Ebene gegeniber den Wildtyp-Geschwistertieren unauffallig.
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Abbildung 16: Reexpression des fetalen Genexpressionsprogrammes in Caspase-1-transgenen Mausen.
Quantitative Analyse der mRNA-Expression von Anf, B-Mhc und Serca in ein und vier Monate alten Caspase-1-
transgenen Mausen und Wildtyptieren (n=4-6).

2.3 Dilatation des linken Ventrikels

Zur makroskopischen Analyse der Herzgeometrie wurden perfusionsfixierte und
paraffineingebettete Herzen mit dem Mikrotom geschnitten und mit Hamatoxylin/Eosin
gefarbt. In Abbildung 15 sind reprasentative Praparate solcher im sogenannten
Vier-Kammerblick geschnittenen Herzen von Caspase-1-transgenen Mausen und
Wildtyptieren abgebildet. Die Wildtypherzen zeigten keine morphologischen
Veranderungen in Ventrikelform und —grélRe, auch die Vorhdéfe waren anatomisch
normal. Junge, zwei Monate alte Caspase-1-transgene Mause waren auch bei der
makroskopischen Betrachtung des Herzes phanotypisch unauffallig. Neun Monate alte
Herzen mit transgener Caspase-1-Expression zeigten deutliche morphologische
Veranderungen, die charakteristisch fur ein insuffizientes Herz sind (siehe Abb. 17).
Neben der Dilatation des linken Ventrikels war eine Reduktion der linksventrikularen
Wanddicke besonders im apikalen Bereich sichtbar. Haufig sah man zudem

Vorhofdilatation und Thrombusbilding im Vorhof.
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Abbildung 17: Caspase-1-transgene Mause entwickeln eine Ventrikeldilatation und eine reduzierte
linksventrikuldre Wanddicke. Reprasentative longitudinale Schnitte von perfusionsfixierten Herzen nach Farbung mit
Hamatoxylin/Eosin.

2.4 Verminderte linksventrikulare Herzfunktion

Um den Einfluss der transgen exprimierten Caspase-1 auf die Herzfunktion in vivo zu
analysieren, wurde eine Linksherzkatheterisierung an narkotisierten Mausen
durchgefiihrt. Uber die rechte Arteria carotis wurde der Katheter (mit einem
miniaturisiertem Druckaufnehmer an der Spitze) in den linken Ventrikel vorgeschoben.
Dessen korrekte Position wurde durch Kontrolle der linksventrikuldren Druckkurve
bestimmt. Aus der  ventrikularen Druckkurve wurde die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtnax) als MaBl flr die Kontraktilitdt des linken
Ventrikels berechnet. Um die Funktionalitat des Herzens unter zunehmender Belastung
im Sinne einer Dosis-Wirkungskurve zu testen, wurden die Kathetermessungen unter
Basalbedingungen und wahrend einer sogenannten Dobutamin-Stresskurve
durchgeflhrt (siehe Abb. 18). Uber die linke Vena jugularis wurde Dobutamin, ein
Sympathomimetikum, in steigenden Konzentrationen und festen Zeitabstdnden
intravends zugefiihrt. Durch Messung nahezu identischer Herzfrequenzen (min™)
konnten identische Versuchsbedingungen bezlglich der Narkosetiefe flr beide

Kollektive sichergestellt werden. Herzen Caspase-1-transgener Mause zeigten sowohl
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unter Basalbedingungen als auch unter Stressbedingungen eine signifikant reduzierte
Herzkontraktilitat (dp/dtyax), die um ca. 2000 mmHg/s unter dem Wildtypwert lag. Auch
der aus der Herzkathetermessung berrechnete, linksventrikulare end-diastolische Druck
(LVEDP), ein weiterer Parameter zur Beurteilung einer Herzmuskelschwache, war im
Caspase-1-transgenen Herz deutlich erhdht. Die eingeschrankte linksventrikulare

Kontraktilitat spiegelte sich zudem in einem erniedrigten linksventrikularen Druck (LVP)

wieder.
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Abbildung 18: Caspase-1-transgene Mause entwickeln eine eingeschrinkte linksventrikulire Herzfunktion.
Linksherzkathetermessung von Caspase-1-transgenen Mausen und entsprechenden Wildtyptieren zur Bestimmung der
Hamodynamik in vivo (zwdlf Monate alt, n=7-9). Dobutamin wurde (ber die linke V. jugularis zugefiihrt. (Oben) Aus dem
Verlauf der Druckkurve wurde die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dtn.x ermittelt, die als MaR fiir die
linksventrikuldre Kontraktilitat dient. Die Herzfrequenz war nahezu identisch. (Unten) Bestimmung des linksventrikularen
enddiastolischen Drucks (LVEDD, mmHg) und des linksventrikularen Blutdrucks (LVP, mmHg) unter Basalbedingungen.

Mit Hilfe der Echokardiographie kann man neben der Bestimmung der Herzkontraktilitat
(FS, Verklrzungsfraktion) auch detaillierte Information Uber die Morphologie des
Herzens gewinnen. So kann beispielsweise die intraventrikuldre Flache des linken
Ventrikels wahrend der Systole und der Diastole zur Beurteilung einer linksventrikularen
Dilatation herangezogen werden.

Herzen Caspase-1-transgener Mause der Linie Casp-1 TG10 zeigten eine stark

ausgepragte Zunahme der endsystolischen und enddiastolischen Flache im Vergleich
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zur entsprechenden Wildtyp-Kontrollgruppe. Die ventrikulare Dilatation war in Herzen
der geringer exprimierenden Linie Casp-1 TG1 erwartungsgemafl reduziert. Durch
Analyse der Verklrzungsfraktion konnte die, durch Linksherzkathetermessungen
bestimmte signifikante Reduktion der linksventrikuldaren Myokardkontraktilitat in
Caspase-1-transgenen Mausen bestatigt werden. Auch hier war, entsprechend dem
Ausmald der Transgen-Expression, ein deutlicherer Effekt in Mausen der Linie Casp-1
TG10 als bei Mausen der Linie Casp-1 TG1 zu verzeichnen (siehe Abb. 19). Identische
Herzfrequenzwerte stellten vergleichbare Versuchsbedingungen bezlglich Narkosetiefe

fur alle drei Kollektive sicher.
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Abbildung 19: Caspase-1-transgene Mause entwickeln eine eingeschrénkte Herzfunktion. Echokardiographische
Analyse von Caspase-1-transgenen Mausen der Linien Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10 und entsprechenden Wildtyp-
Kontrolltieren (zwdlf Monate alt, n=4-8). Ermittelt wurde die end-systolische und end-diastolische Flache (mm?), die
Verkiirzungsfraktion (%) und die Herzfrequenz (min™).

83



3 Verminderte Herzinsuffizienz durch Ausschaltung der
endogenen Caspase-1 nach Myokardinfarkt

Bisher wurde gezeigt, dass eine verstarkte Expression der kardialen Caspase-1
ausreichend fir die Induktion einer manifesten Herzinsuffizienz ist. Ubertragt man
diesen transgen-induzierten Phanotyp auf die endogene Situation, so stellt sich die
Frage, ob durch die Ausschaltung der endogenen Caspase-1 der kardiale Phanotyp in
einem operativen Herzinsuffizienzmodell verbessert werden kann.

Um die funktionelle Rolle der endogenen Caspase-1 zu untersuchen wurden
homozygote Caspase-1-defiziente Mause und entsprechende Kontrollitiere einem
Postinfarkt-Herzinsuffizienzmodell unterzogen. Hierzu wurden die Mause anasthesiert
und durch Ligation am vorderen absteigenden Ast der linken Herzkranzarterie (LAD) ein
operativer Herzinfarkt (MI) gesetzt. Nach je vier und acht Wochen postoperativ wurde
ein Echokardiogramm angefertigt. Schliellich wurden die M&use euthanasiert und zur
Bestimmung der Infarktgréfe ein transversaler midventrikularer Ring entnommen. Durch
Farbung mit Siriusrot wurde die Infarktnarbe aus kollagenem Bindegewebe deutlich
sichtbar rot angefarbt. Die mittlere InfarktgréRe war in beiden Gruppen nahezu identisch
(siehe Abb. 20). Fur die nachfolgenden Untersuchungen konnte demzufolge von einem
gleich starken Herzinsuffizienz-Stimulus in beiden Kollektiven ausgegangen werden.
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Abbildung 20: Identische InfarktgroBen fiir Caspase-1-defiziente Mause und Wildtyptiere nach Myokardinfarkt.
(Oben) Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes des Versuches. (Unten links) Bestimmung der InfarktgroRe
acht Wochen nach MI in Caspase-1-defizienten Mausen und entsprechenden Wildtyptieren (computergestitzte
planimetrische Auswertung, n=6-9). (Unten rechts) Exemplarische Darstellung je eines transversen, midventrikularen,
Siriusrot gefarbten Myokardschnitts acht Wochen nach MI.
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Im Verlauf dieses Experiments wurde die Uberlebenskurve der beiden Versuchsgruppen
mittels einer Kaplan-Meier-Analyse aufgezeichnet. Die Caspase-1-defizienten Mause
zeigten durch eine Reduktion der Mortalitat um ca. 50% einen deutlichen Trend zu einer
erhéhten Uberlebensrate im Zeitraum von acht Wochen nach MI (siehe Abb. 21). Zur
Analyse der Kardiomyozytenhypertrophie wurden midventrikulare Myokardschnitte des
linken Ventrikels mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt. Hamatoxylin farbt den Zellkern
dunkelviolett, Eosin farbt das Zytoplasma rosa. Bei der quantitativen Auswertung der
Kardiomyozyten-Querschnittsflache wiesen die Caspase-1-defizienten Mause eine
signifikant geringere reaktive Kardiomyozytenhypertrophie als entsprechende
Kontrolltiere acht Wochen nach MI auf (siehe Abb. 21). Neben dieser morphologischen
Analyse zeigte die Auswertung der echokardiographischen Daten eine signifikant
verminderte Herabsetztung der Herzfunktion in den Caspase-1-defizienten Mausen,

sowohl vier und acht Wochen nach MI.
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Abbildung 21: Caspase-1-defiziente Mause zeigen nach Myokardinfarkt einen milderen Herzinsuffizienz-
Phanotyp. (Oben links) Morphometrische Auswertung der Kardiomyozyten-Querschnittsflache in Caspase-1-defizienten
Mausen und entsprechenden Kontrolltieren acht Wochen nach MI. Pro Genotyp wurden 130 Einzelzellen analysiert
(n=6-9 Tiere pro Gruppe) (oben rechts). Repasentativer Ausschnitt Hamatoxylin/Eosin gefarbter linksventrikularer
Myokardausschnitte acht Wochen nach MI. (Unten links) Kaplan-Meier-Kurven zur Analyse der Sterblichkeit bis zu acht
Wochen nach MI (Caspase-1-defiziente Mause: n=21, Wildtyptiere: n=20). (Unten rechts) Ermittlung der
Verkirzungsfraktion vier und acht Wochen nach MI mittels echokardiographischer Analyse (n=7-13, two-way ANOVA).
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Il Zytokin-unabhangige Induktion von
Kardiomyozytenapoptose durch kardiale
Caspase-1

Die transgene Uberexpression der Caspase-1 in vivo ist ausreichend einen sekundar
induzierten, ab dem vierten Lebensmonat progressiv entstehenden Herzinsuffizienz-
Phanotyp hervorzurufen. Ferner kann, durch Ausschaltung der endogenen Caspase-1 in
vivo, ein operativ induzierter Herzinsuffizienz-Phanotyp morphologisch und funktionell
verbessert werden. Nachdem jedoch der kardiale Phanotyp in den Caspase-1-
transgenen Mausen erst zeitlich deutlich verzdgert sichtbar wurde, stellte sich die Frage,

was die direkte, primare Funktion der kardialen Caspase-1 ist.

1 Kardiale Caspase-1 wirkt nicht proinflammatorisch

In der Literatur wird Caspase-1 als eine proinflammatorische Caspase beschrieben, die
mafdgeblich fur die Aktivierung des IL-18 und des IL-18 verantwortlich ist. Durch
Aktivierung dieser Zytokine kdnnen inflammatorische und nekrotische Prozesse
induziert werden, die sekundar zu linksventrikularem Remodeling beitragen kénnen.

Um sicher zu stellen, dass mogliche Effekte direkt auf die transgen exprimierte
Caspase-1 zurickzufluihren sind und nicht die Folge sekundarer Effekte wahrend der
Progression der Herzinsuffizienz sind, wurden die nachfolgenden Untersuchungen an

jungen, zwei Monate alten Mausen durchgefihrt.

1.1 Unveranderte proinflammatorische Zytokine und Entziindungszellen

Zur Bestimmung der Konzentration an IL-18 und IL-18 in Serum und linksventrikularem
Gewebe Caspase-1-transgener Mause wurden fur das jeweilige Interleukin spezifische
ELISAs durchgefluhrt. Hierzu wurden industriell verfligbare, mit anti-IL-1$ oder anti-IL-18
Antikdrper vorbeschichtete 96-well ELISA-Platten verwendet. Fir beide Interleukine
wurden in den Caspase-1-transgenen Mausen keine erhohten, sondern zu den

Wildtypwerten unveranderte Gewebe- und Serumspiegel detektiert.
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Abbildung 22: Caspase-1-transgene Mause zeigen keine verstirkte Generierung an Interleukin-1p und
Interleukin-18. Quantitative Analyse der IL-18 (oben) und IL-18 (unten) Konzentration mittels Sandwich-ELISA.
Untersucht wurde Serum und linksventrikuldares Gewebe zwei Monate alter Caspase-1-transgener Mause und
entsprechender Wildtyptiere (n=8-13).

Neben der ELISA-basierten Quantifizierung wurde fur das IL-1p zudem auf immun-
histochemischem Weg demonstriert, dass die transgene Expression der Caspase-1 im
linken Ventrikel nicht zu einer verstarkten Bildung an IL-1p flhrt (siehe Abb. 23). Hierzu
wurden Gefrierschnitte zunachst mit einem fur IL-1f spezifischem Erstantikdrper
inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde der an IL-1 gebundene Erstantikdrper Gber
eine indirekte Immunperoxidase-Farbung sichtbar gemacht. Zur Kontrolle der
Funktionalitat dieses Farbeverfahrens wurde die Farbung parallel mit einem anti-CD31
Erstantikbrper als Positivkontrolle durchgefihrt. CD31 gehoért zu der Superfamilie der
Immunoglobuline und ist ein, vor allem auf Endothelzellen konstitutiv exprimiertes

Oberflachenprotein.

Wildtyp Casp-1-TG

, IL1-B

CD31

. O T

Abbildung 23: Caspase-1-transgene Mause zeigen keine verstdarkte Bildung von Interleukin-1f.
Immunhistochemische Farbungen zur Detektion von IL-1f. Verwendet wurden Gefrierschnitte linksventrikularen
Myokards von zwei Monate alten Caspase-1-transgenen Tieren und entsprechenden Wildtyptieren. (Oben)
Reprasentativer Ausschnitt einer Farbung mit dem fir IL-1p spezifischen Erstantikorper. (Unten) Reprasentativer
Ausschnitt der Kontrollfarbung mit einem gegen CD31 spezifischen Erstantikorper.
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Um ferner eine Aktivierung entzindlicher Vorgange durch IL-18 im Myokard Caspase-1
transgener Mause zu untersuchen, wurden Herzmuskelschnitte auf Veranderungen in
der Proteinexpression bekannter IL-1f und IL-18 regulierter Targetgene untersucht.
Hierbei ergaben sich keinerlei Hinweise auf ein verdndertes Expressionsmuster dieser
Proteine in Herzmuskelgewebe mit transgener Experssion der Caspase-1. Weitere
Farbungen zeigten dariber hinaus, abgesehen von einer leicht erhdhten
Makrophageninfiltration, keinerlei Hinweise auf eine IL-1f induzierte erhdhte Infiltration

von Zellen des Immunssystems (Farbungen sind nicht abgebildet).

Es ist bekannt, dass es bei chronischer Herzinsuffizienz zu einer Immunaktivierung
kommen kann wund dies zur Progression der Erkrankung beitragen kann.
Proinflammatorische Zytokine kdnnen udber vielfdltige Mechanismen kardiales
Remodeling induzieren, unter anderem indem sie durch die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zu einem Anstieg des sogenannten oxidativen Stresses

beitragen.

1.2 Unveranderter oxidativer Stresstatus

Im Herzgewebe kann ROS auf vielfaltige Weise zu einer Myokardschadigung flhren
und auf diese Weise unmittelbar zu kardialem Remodeling beitragen. Fir die Analyse
einer moglichen IL-1p-induzierten, vermehrten ROS-Synthese und deren Auswirkungen
wurden histochemische (Dihydroethidium) und immunhistochemische (8-OHdG)
Farbungen im linksventrikularen Myokard Caspase-1-transgener Mause durchgefihrt.

Dihydroethidium, ein Redoxindikator, wurde direkt auf den zu untersuchenden
Gefrierschnitt appliziert. Die Intensitat der dabei entstehenden roten Fluoreszenz ist ein
Mal fur die Menge an reaktivien Sauerstoffspezies. Die Auswertung durch Analyse der
Pixelintensitat verdeutlichte, dass die kardial exprimierte Caspase-1 keinen Einfluss auf

den ROS-Status im linken Ventrikel dieser Mause hat.
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Abbildung 24: Caspase-1-transgene Méause zeigen keine verstirkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Computergestiitzte quantitative Analyse der Fluoreszenzintensitdt nach Applikation des Redoxindikators
Dihydroethidium (DHE) auf linksventrikulare Gefrierschnitte zwei Monate alter Caspase-1-transgener Mause und
entsprechender Wildtyptiere. Als Positivkontrolle wurde Wildtyp-Gewebe von Mausen drei Tage nach Myokardinfarkt
verwendet.

Das Guanin-Derivat 8-OHdG ist ein zuverlassiger Marker fir DNA-Schaden durch die
Einwirkung von reaktiven Sauerstoffspezies. Entparaffinierte linksventrikulare
Gewebeschnitte wurden mit einem anti-8-OHdG Antikdrper inkubiert und auf diese
Weise markiertes 8-OHdG durch eine indirekte Immunperoxidase-Farbung visualisiert.
Fir eine Positivkontrolle dieser Farbung wurde Wildtyp-Myokardgewebe von Mausen
drei Tage nach Myokardinfarkt verwendet. In Abbildung 25 sind reprasentative
Ausschnitte dieser Farbung dargestellt. Wahrend sich in der Positivkontrolle Bereiche
mit der charakteristischen Braunfarbung zeigten, war im Gewebe Caspase-1-transgener
Mause und entsprechender Wildtyptiere keine signifikante Farbung fir ROS-induzierte
DNA-Schéaden sichtbar.

Positivkontrolle Wildtyp Casp-1-TG

8-OHdG (braun)

g ‘ Hamatoxylin/Eosin-
4 o Kontrastfirbung

Abbildung 25: Caspase-1-transgene Mause zeigen keinen Anstieg von durch ROS induzierten DNA-Schiaden.
Immunhistochemische Farbung zur Detektion von 8-OHdG. Verwendet wurden in Paraffin gebettete Schnitte
linksventrikularen Myokards von zwei Monate alten Caspase-1-transgenen Tieren und entsprechenden Wildtyptieren.
Als Positivkontrolle wurde Wildtyp-Gewebe von Mausen drei Tage nach Myokardinfarkt verwendet. Die Pfeilspitzen
kennzeichnen die braune 8-OHdG Farbung.

1.3 Keine Zunahme an nekrotischem Zelluntergang

Zur spezifischen Analyse an nekrotischem Zelltod im linksventrikularen Myokardgewebe
wurde eine immunhistochemische Fluoreszenzfarbung gegen die
Komplementkomponente C9 (CCC9) in Gefrierschnitten durchgefihrt. CCC9 st

Bestandteil der proinflammatorischen Komplementkaskade, die wahrend nekrotischem
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Zelluntergang aktiviert wird. Durch Verwendung eines Zweitantikbrpers, der mit einem
roten Fluorophor markiert ist, kann so spezifisch nekrotisches Gewebe rot angefarbt
werden. Zur Kontrastfarbung des Zytoskeletts wurde Phalloidin verwendet, das Aktin in
einer grinen Fluoreszenz anfarbt. Die Zellkerne wurden duch eine DAPI-Farbung blau
gefarbt. Als Positivkontrolle flr diese Farbung wurde Wildtyp-Gewebe von Mausen drei
Tage nach Myokardinfarkt verwendet. In Abbildung 26 sind reprasentative Ausschnitte
dieser Farbung dargestellt. Sowohl im Herzgewebe Caspase-1-transgener Mause, aber
auch in Gewebe von Wildtyptieren fanden sich sehr vereinzelt Ansammlungen aus
ca. sechs Nekrose-positiven Zellen, mit einer minimal erhéhten Inzidenz in den

analysierten Caspase-1-transgenen Mausen.

Positivkontrolle Wildtyp Casp-1-TG

Komplement9  g-Aktinin Zellkern

Abbildung 26: Caspase-1-transgene Mause zeigen keine verstirkte Nekrose. Immunhistochemische
Fluoreszenzfarbung der Komplementkomponente C9 in Gefrierschnitten. Verwendet wurde linksventrikuléares Myokard
zwei Monate alter Caspase-1-transgener Mause und entsprechender Wildtyptiere. Als Positivkontrolle wurde Wildtyp-
Gewebe von Mausen drei Tage nach Myokardinfarkt verwendet. Die Komplementkomponente C9 ist mit einer roten
Fluoreszenz markiert. Zur Kontrastfarbung des a-Aktinins wurde Phalloidin (griin) verwendet, die Zellkerne wurden mit
DAPI (blau) angefarbt.

2 Apoptose von Kardiomyozyten durch kardiale Caspase-1

Caspasen allgemein sind entweder in inflammatorische (Aktivierung von Cytokinen)
oder in proapoptotische Prozesse (Aktivierung des Apoptosesignalweges) involviert. Die
bisherigen Ergebnisse veranschaulichen, dass Caspase-1 im Herz nicht als
proinflammatorische Caspase fungiert. Obwohl Caspase-1 bisher als inflammatorische
Caspase Kklassifiziert wurde, ist denkbar, dass kardiale Caspase-1 einen
proapoptotischen Charakter aufweist. Der Verlust von Herzmuskelzellen durch
Apoptose ist ein zentraler Mechanismus zur Induktion und Progression einer

Herzinsuffizienz.

2.1 Erhohte Kardiomyozytenapoptose in Caspase-1-transgenen Mausen

Zur Detektion von Kardiomyozytenapoptose wurde die TUNEL-Farbung (TUNEL, TdT-
mediated dUTP nick end Ilabeling) durchgefihrt, die in der Literatur als

Standardmethode zur Detektion von Apoptose beschrieben ist. Wahrend des Vollzugs
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der Apoptose induzieren Endonukleasen charakteristische DNA-Fragmentierungen die
zu freiliegenden 3’OH-Enden fiihren. An diese werden mit Hilfe einer terminalen
Transferase (TdT) fluoreszenzmarkierte Nucleotide angehangt. Auf diese Weise kdnnen
apoptotische Zellkerne durch eine griine Fluoreszenz optisch sichtbar gemacht werden
(siehe Abb. 27). Propidiumiodid wurde zur Gegenfarbung samtlicher Zellkerne mit einer
roten Fluoreszenz eingesetzt. Bei der Quantifizierung der TUNEL-Farbung konnten
durch diese Gegenfarbung TUNEL-positive Zellkerne (in der Uberlagerung gelb) von
Artefaktfarbungen (in der Uberlagerung griin) unterschieden werden. Von diesen
TUNEL-positiven Zellkernen wurden ausschlieRBlich solche in die Quantifizierung
einbezogen, die zusatzlich eine intrazellulare Lage im Kardiomyozyten aufwiesen und

vereinzelt gelegen waren.

TUNEL-Farbung Propidiumiodid

Abbildung 27: Bestimmung der Apoptose von Kardiomyozyten mit Hilfe der TUNEL-Farbung. Exemplarische
Darstellung apoptotischer Kardiomyozyten im linksventrikularen Myokard Caspase-1-transgener Mause. Im Overlay aus
TUNEL-Farbung und Propidiumiodid-Gegenfarbung erscheinen diese gelb gefarbt (weille Pfeilspitze).

Um Kardiomyozytenapoptose nach transgener Expression der Caspase-1 zu
untersuchen, wurde die TUNEL-Farbung einerseits in vivo in linksventrikularen
Myokardschnitten und ex vivo an isolierten adulten Herzmuskelzellen Caspase-1-
transgener Mause durchgefiihrt. Als Kontrollgruppe dienten jeweils die entsprechenden
Wildtyptiere.

Im linksventrikularen Myokard Caspase-1-transgener Mause zeigte sich eine, vom
ersten bis vierzehnten Lebensmonat anhaltende, durchwegs stark erhohte
Apoptoserate. Speziell in den jungen, einen und vier Monate alten Tieren war die
Apoptoserate mehr als fiinf- bzw. sechsfach erhéht (siehe Abb. 28).

Isolierte, adulte Kardiomyozyten wurden nach 40stindiger Kultur, zusatzlich zur TUNEL-
Farbung durch Immunfluoreszenz mit einem anti-a-Aktinin Antikorper spezifisch rot
angefarbt, samtliche Zellkerne wurden mit einem blauen Fluoreszenzfarbstoff (Hoechst)
gegengefarbt. Die Auswertung zeigte, dass Herzmuskelzellen mit transgener
Expression der Caspase-1 zu mehr als 50% apoptotisch waren (siehe Abb. 28). Bei den

Wildtyp-Herzmuskelzellen zeigten lediglich 10% der Kardiomyozyten eine TUNEL-
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positive Farbung, wobei diese Basalapoptose auf die Isolations- und Kulturbedingungen

zurUckzufuhren ist.
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Abbildung 28: Caspase-1-transgene Mause zeigen eine erhohte Kardiomyozytenapoptose. (Links) Quantitative
Auswertung der TUNEL-Farbung im Herzgewebe ein, vier, acht und 14 Monate alter Caspase-1-transgener Mause und
entsprechender Wildtyptiere (n=3-5). Nur solche TUNEL-positiven Kardiomyozyten mit einer Propidiumiodid-
Gegenfarbung und einer intrazellularen Lokalisation der TUNEL-Farbung wurden in die Auswertung aufgenommen.
(Rechts) Quantitative Auswertung der TUNEL-Farbung von isolierten adulten Kardiomyozyten von Caspase-1-
transgenen Mausen und Wildtyptieren (n=3-6).

2.2 Apoptoseinduktion durch adenoviral exprimierte Caspase-1 in NRCM

Um den direkten proapoptotischen Effekt der Caspase-1 auf Kardiomyozyten zu
untermauern, wurden Experimente in vitro durchgefihrt. Hierzu wurden isolierte
neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) mit einem Caspase-1-exprimierenden
Adenovirus (Adv-Caspase-1) infiziert. Als Kontrolle wurde fir diese Versuche ein LacZ
exprimierender Adenovirus (Adv-LacZ) eingesetzt. LacZ ist das fiir die B-Galactosidase
codierende Gen aus dem Lactose-Operon von Escherichia coli. Das Genprodukt spaltet
das Disaccharid Lactose in seine Bestandteile Glucose und Galactose.

Nach der Sequenzierung und Titerbestimmung des Adv-Caspase-1 wurde zunachst
seine Funktionalitadt bestatigt. Die Western Blot Analyse mit Proteinlysaten aus NRCM,
48h nach Infektion mit dem Adv-Caspase-1, zeigte neben der korrekten Expression der

Caspase-1 (45 kDa) die Prozessierung der Caspase-1.
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Abbildung 29: Adenovirale Expression und Aktivierung der Caspase-1 in neonatalen Rattenkardiomyozyten.
Western Blot Analyse mit Proteinlysaten aus NRCM 48 Stunden nach Infektion mit Adv-LacZ oder Adv-Caspase-1, bzw.
ohne adenovirale Infektion. (MOI=10, Detektion mit anti-Caspase-1 Antikorper).

Zur TUNEL-Farbung wurden die NRCM auf Polylysin-beschichtete Glasplattchen
ausgesat und 48 Stunden nach Infektion mit dem jeweiligen Adenovirus mit 4%iger
Paraformaldehydlésung fixiert. Neben der TUNEL-Farbung wurden die Kardiomyozyten
zellspezifisch mit einem anti-a-Aktinin Antikdrper durch eine Immunfluoreszenzfarbung
rot angefarbt, samtliche Zellkerne wurden mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoff
(Hoechst) markiert. Abbildung 30 zeigt einen reprasentativen Ausschnitt der
Uberlagerung dieser drei Farbungen (MOI, multiplicity of infection, 30). Anhand der
TUNEL-Farbung zeigte sich ein dramatischer Anstieg an apoptotischen

Herzmuskelzellen nach Infektion mit Adv-Casp-1.

Adv-LacZ Adv-Casp-1

o-Aktinin Zellkern

Abbildung 30: Adenovirale Expression der Caspase-1 in neonatalen Rattenkardiomyozyten induziert Apoptose.
Exemplarische Darstellung der Uberlagerung aus TUNEL-, a-Aktinin-, und Zellkernfarbung in NRCM 48 Stunden nach
Virusinfektion mit Adv-LacZ bzw. Adv-Caspase-1 (MOI 30).

Die Quantifizierung der TUNEL-Farbung fir aufsteigende Viruskonzentrationen (MOI
eins bis 30) zeigte eine Dosis-abhangige Zunahme der Kardiomyozytenapoptose (siehe
Abb. 31). Bereits flr die geringe MOI 3 waren mehr als 50% der Kardiomyozyten
apoptotisch. Der Kontrollvirus Adv-LacZ rief, abgesehen von einer konstanten
Basalapoptose, keinen vermehrten apoptotischen Zelltod hervor.

Das komplementare Ergebnis zeigte sich bei der Analyse der Uberlebensrate von
NRCM  nach 48stiundiger Infektion mit dem Avd-Casp-1. Zur Bestimmung der
Zellvitalitdt wurde die MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-

Methode angewandt. Die Reduktion von MTT zum blau gefarbten Formazan lauft nur in
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metabolisch aktiven Zellen mit intakten Mitochondrien ab. Auch hier wurde durch den

Kontrollvirus Adv-LacZ keine Apoptose induziert.
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Abbildung 31: Adenovirale Expression der Caspase-1 induziert Dosis-abhdngige Apoptose. (Links) Quantitative
Auswertung der TUNEL-Farbung von NRCM 48 Stunden nach Virusinfektion mit Adv-LacZ bzw. Adv-Caspase-1 (MOI
eins bis 30, zwei unabhangige Versuche mit n=6). (Rechts) Quantitative Auswertung des MTT-Versuches von NRCM 48
Stunden nach Virusinfektion mit Adv-LacZ bzw. Adv-Caspase-1 (MOI ein bis 30, drei unabhangige Versuche mit n=2-6).

2.3 Deutliche Reduktion der Apoptose durch Ausschaltung der
endogenen Caspase-1 nach Ischamie/Reperfusion

Wiederum stellte sich die Frage, ob der proapoptotische Effekt der transgen
exprimierten kardialen Caspase-1 die Wirkung der endogenen kardialen Caspase-1
reflektiert. Ist demzufolge eine Ausschaltung der endogenen Caspase-1 beziglich des
proapoptotischen Zelltods von Kardiomyozyten protektiv?

Um den proapoptotischen Charakter der endogenen kardialen Caspase-1 zu
untersuchen, wurden Caspase-1-defiziente Mause und entsprechende Kontrolltiere
einem Ischamie/Reperfusions-Modell unterzogen. Ischamie/Reperfusion (I/R) ist ein
etabliertes Schadigungsmodell zur potenten Induktion von myokardialer Apoptose. Der
30mindtigen  Ligation der linken absteigenden Koronararterie folgte eine
Reperfusionsphase von 24 Stunden. Zur Bestimmung der Infarktgréofle wurden die
Mause nach dieser Reperfusionsphase erneut anasthesiert, die Ligation religiert und
lebendiges Gewebe durch kardiale Injektion von Evans Blau angefarbt. Die Markierung
von ischamischem Gewebe in den funf transversen Myokardschnitten erfolgte mit der
TTC-Farbung. Vitales Gewebe Uberfuhrt TTC infolge oxidativer Phosphorylierung durch
mitochondriale Dehydrogenasen in einen roten Farbstoff. Demzufolge wird vitales
Gewebe rot gefarbt, wahrend abgestorbenes Gewebe der Infarktnarbe (lA, infarct area)
ungefarbt bleibt. Durch computergestitzte Analyse wurde die Flache des gesamten
linken Ventrikels (LV), der ischamischen Bereiche (AAR, area at risk, rot angefarbt) und

der Bereich mit abgestorbenem Gewebe (IA, weil}) bestimmt (siehe Abb.32).
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Zur Beurteilung der InfarktgroRen wurden in beiden Versuchsgruppen jeweils die
Quotienten AAR/LV und IA/LV gebildet. Beide Parameter zeigten identische Werte fur
die Caspase-1-defizienten Mause und die Wildtyp-Kontrollgruppe. Es konnte demnach
in der Analyse der Kardiomyozytenapoptose von identisch starken Apoptose-Stimuli in

beiden Versuchsgruppen ausgegangen werden.
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Abbildung 32: Identische InfarktgroBen fiir Caspase-1-defiziente Mause und Wildtyptiere nach
Ischamie/Reperfusion. (Links) Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchablaufs. (Rechts) Auswertung der
Verhaltnisse AAR/LV und IA/LV nach 30minitiger Ischamie und 24 Stunden Reperfusion in Caspase-1-defizienten
Mausen und entsprechenden Kontrolltieren (computergestiitzte planimetrische Auswertung, n=6-9). Exemplarische
Darstellung eines transversen, midventrikularen Myokardrings nach Farbung mit Evans Blau und TTC.

Fir die Detektion der linksventrikularen Kardiomyozytenapoptose wurde die TUNEL-
Farbung durchgefihrt. Wie sich in der Quantifizierung zeigte, wurde in den Wildtyptieren
durch das Ischamie/Reperfusions-Protokoll eine  massive  Apoptose von
Herzmuskelzellen induziert.

Im Gegensatz hierzu war die Kardiomyozytenapoptose in den Caspase-1-defizienten
Tieren um knapp 75% reprimiert (siehe Abb.33). Mit diesem Versuch konnte
demonstriert werden, dass die endogene kardiale Caspase-1 ein potenter Induktor von
Kardiomyozytenapoptose ist und als solcher wesentlich zu apoptotischem Untergang

von Herzmuskelzellen unter pathophysiologischen Bedingungen beitragen kann.
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Abbildung 33: Caspase-1-defiziente Mause sind vor Apoptose nach Ischamie/Reperfusion geschiitzt. (Oben)
Exemplarische Darstellung der TUNEL-Farbung in der Uberlagerung mit der Propidiumiodid Zellkernfarbung. (Unten)
Quantifizierung der linksventrikuldren Kardiomyozytenapoptose in Caspase-1-defizienten Mausen und Wildtyptieren
nach Ischamie/Reperfusion (n=3-5).

IV Selektive Aktivierung des mitochondrialen
Signalweges durch kardiale Caspase-1

Bei der apoptotischen Signaltransduktion nehmen Caspasen eine Schllsselfunktion ein,
indem sie proapoptotische Signale von der Zellmembran in den Zellkern weiterleiten.
Hierbei stellt die sogenannte Caspase-Kaskade ein hierarchisch angeordnetes
Steuerungsnetzwerk  dair, das prinzipiell aus zwei, teils vernetzten
Signaltransduktionswegen besteht: dem extrinsischen, Uber Todesrezeptoren
vermittelten und den intrinsischen, mitochondrial vermittelten Signaltransduktionsweg.
Das charakteristische Merkmal des extrinsischen Signalweges ist die Aktivierung der
Caspase-8, der intrinsische Signalweg ist durch eine Aktivierung der Caspase-9
charakterisiert. Die Aktivierung beider Signalwege mundet schlieBlich in einer
Aktivierung der Effektorcaspasen. Von besonderer Bedeutung ist die Aktivierung der
terminalen Effektorcaspase, Caspase-3, die die Endphase des Apoptose-Prozesses
einleitet (Hotchkiss and Nicholson 2006).
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1 Aktivierung der intrinsischen Caspase-Kaskade

Abschlielend stellte sich die Frage ob der proapoptotische Effekt der Caspase-1 Uber
eine Aktivierung des intrinsischen oder des extrinsischen apoptotischen Signalweges
vermittelt wird.

Hierzu wurden NRCM mit dem Adv-LacZ oder Adv-Caspase-1 infiziert und nach
34stindiger Inkubation Proteinlysate hergestellt. AnschlieRend wurden unter
Verwendung von spezifischen Antikdrpern fir die aktiven, prozessierten Isoformen der
Caspasen-3,-8 und -9 Western Blot Analysen durchgefuihrt. Die quantitative Analyse
dieser Experimente zeigte eine signifikante Aktivierung der Caspase-3 und Caspase-9
durch adenovirale Expression der Caspase-1 (siehe Abb. 34). Eine Aktivierung der
Caspase-8 durch Caspase-1 konnte hierbei nicht festgestellt werden (Experiment nicht
abgebildet).
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Abbildung 34: Caspase-1 induziert eine Aktivierung der Caspase-3 und -9. Bestimmung der Aktivierung der
Caspase-3 (links) und Caspase-9 (rechts) mittels Western Blot Analyse. NRCM wurden mit dem Adv-LacZ oder Adv-
Caspase-1 infiziert (MOl 10), nach 24 Stunden Inkubation wurden Proteinlysate hergestellt. Die Membranen wurden mit
spezifischen Antikérpern gegen die gespaltenen Caspasen inkubiert (n=7 aus mindestens zwei individuellen
Experimenten).

2 Unveranderte Apoptoseinduktion bei Inhibition des
extrinsischen Signalweges

Um die Caspase-1 vermittelte Aktivierung des intrinsischen Signalwegs in einem
unabhangigen Versuchsaufbau zu bestatigen, wurde der MTT-Versuch mit selektiven
Caspase-Inhibitoren durchgefuhrt.

Die NRCM wurden mit dem Adv-LacZ oder Adv-Caspase-1 infiziert (MOI=3) und der
jeweilige Inhibitor wurde gleichzeitig mit dem Adenovirus appliziert. Der MTT-Versuch
wurde nach einer anschlieflienden 34stiindigen Inkubation durchgeflihrt. Die Expression

der Caspase-1 fuhrte bei der hier verwendeten geringen Viruskonzentrationen, wie
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erwartet, zu einer ca. 40%igen Apoptoseinduktion. Der, durch Caspase-1 induzierte,
proapoptotische Effekt konnte durch Zugabe des Breitspektrums-Caspase-inhibitors
(zVAD-fmk) und des Caspase-1-spezifischen Inhibitors (RU36384) nahezu komplett
unterdriickt werden. Die Applikation eines Caspase-8-spezifischen Inhibitors

(ZIETD-fmk) zeigte keine Inhibition der durch Caspase-1 induzierten Apoptose.
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Abbildung 35: Keine Antagonisierung des proapoptotischen Caspase-1-Effekts durch Inhibition der Caspase-8.
Quantitative Auswertung der MTT-Versuche mit Caspase-Inhibitoren. NRCM wurden mit dem Adv-LacZ bzw. Adv-
Caspase-1 (MOI 3) infiziert und parallel wurde der Breitspektrum Caspase-Inhibitor (zVAD-fmk, 20 mM), der Caspase-8
spezifische Inhibitor (zIETD-fmk, 20 mM) oder der Caspase-1 spezifische Inhibitor (RU36384, 5 mM) zugegeben. Der
MTT-Versuch wurde nach 34stiindiger Inkubation durchgefiihrt (je 3-5 individuelle Experimente mit je n=3-4).

Eine Aktivierung der Caspase-8, also des extrinsischen Signalweges durch Caspase-1
konnte somit in zwei unabhangigen Versuchen ausgeschlossen werden. Zusammen mit
den Ergebnissen der Westernblot Analyse lasst sich aus diesen Versuchen eine
selektive Aktivierung des intrinsischen Signalweges durch Caspase-1 als Mechanismus

fur die apoptotische Wirkung der Caspase-1 ableiten.
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DISKUSSION

I Organspezifitat des Wirkmechanismus der
Caspase-1

1 Induktion einer Herzinsuffizienz durch kardiale Caspase-1

Mit dieser Arbeit wurde das erste Mal eine kausale Funktion der kardialen Caspase-1
bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz beschrieben.

In einen cDNA-Array zur Analyse diffenerentiell exprimierter Gene bei Herzinsuffizienz
wurde Caspase-1 als interessantes Kandidatengen identifiziert. Als etabliertes murines
Herzinsuffizienzmodell wurden hierbei die $1-AR-transgenen Mause verwendet, die ab
dem vierten Lebensmonat einen kardialen Phanotyp entwickeln, der dem Krankheitsbild
der humanen Herzinsuffizienz sehr dhnlich ist (Engelhardt, Hein et al. 1999). Um Gene
zu identifizieren, die im Frihstadium diferentiell exprimiert sind und potentiell zur
Entstehung einer Herzinsuffizienz beitragen, wurde bei dem cDNA Array die
Genexpression von vier Monate alten f4-AR-transgenen Mausen mit der von Wildtyp-
Geschwistertieren verglichen.

Ausgehend von der erhdhten Caspase-1-Expression im cDNA-Array wurde zunachst
gezeigt, dass Caspase-1 bei muriner Herzinsuffizienz sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene deutlich verstarkt exprimiert wird. Hierdurch konnten Befunde aus der
Literatur fur eine verstarkte mRNA-Expression der Caspase-1 in verschiedenen murinen
Herzinsuffizienz-/Hypertrophiemodellen wie Calcineurin-, Gag- und TNFa-transgenen
Mausen und in Wildtypmausen nach operativen Herzinfarkt bestatigt werden (Aronow,
Toyokawa et al. 2001; Kubota, Miyagishima et al. 2001; Woldbaek, Tonnessen et al.
2003).

Um die Relevanz dieses Befundes fir die Herzinsuffizienz beim Menschen zu testen,
wurde die Proteinexpression der Caspase-1 in Myokardbiopsien von Patienten mit
Herzmuskelschwache im Vergleich zu Myokardproben gesunder Herzen analysiert.
Trotz strenger Auswahlkriterien weisen humane Myokardproben eine erhebliche
Heterogenitat bezlglich des genetischen Hintergrundes, der Anamnese und des
Schweregrads der Herzinsuffizienz auf. Selbiges gilt, trotz echocardiographischer
Kontrolle, fur humane Myokardproben von nicht-herzinsuffizienten Personen. Dennoch
konnte flr die humane Herzinsuffizienz eine eindeutige Zunahme der Caspase-1
Proteinexpression um ca. 100% demonstriert werden.

Zur funktionellen Analyse in vivo wurde Caspase-1 herzpezifisch in Mausen exprimiert,
um so die verstarkte Expression der Caspase-1 bei Herzinsuffizienz zu imitieren. Hierzu

wurde die humane o-Isoform der Caspase-1 fur die transgene Expresssion unter die
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Kontrolle des a-MHC-Promotors gestellt. Es sind funf Isoformen (o, f,Y,d,¢) der
Caspase-1 bekannt, wobei die Isoformen B, y, 6 und & Splicevarianten mit abnehmender
Lange der o-Isoform sind. Allen Splicevarianten fehlt die N-terminale Prodoméne
welche die CARD-Doméne enthalt. Sie werden daher im Vergleich zur a-Isoform nicht
durch Autokatalyse prozessiert (Molineaux, Casano et al. 1993). 2004 wurde eine
weitere Caspase-1-Isoform, Caspase-1 C identifiziert (Feng, Li et al. 2004).

In den Caspase-1-transgenen Mausen wird Caspase-1 gewebsspezifisch exprimiert und
in ihre aktive Form prozessiert. Dies weist auf eine vorhandene Aktivitat der Caspase-1
unter Basalbedingungen hin, wie sie durch das Proximitats-induzierte Modell der
autokatalytischen Aktivierung bedingt sein kann (Wilson, Black et al. 1994; Yamin, Ayala
et al. 1996; Dinarello 1997; Dinarello 1998). Es ist bekannt, dass gerade das bei der
Prozessierung entstehende Intermediat ganz wesentlich zur fortschreitenden
Autoaktivierung beitragt. Widersprichlich hierzu sind erst kirzlich veroffentliche Daten
eines Caspase-1-transgenen Mausmodells nach Ischamie/Reperfusion. In dieser Studie
von Syed et al. wurde eine Aktivierung der Caspase-1 erst nach Stimulation mit LPS,
bzw. in dem Schadigungsmodell beschrieben (Syed, Hahn et al. 2005). Eine geringe
Basalaktivitdt der Caspase-1 war jedoch auch in dieser Studie unter Basalbedingungen
detektierbar. Syed et al. beschreiben fir ihre Caspase-1-transgenen Mause keinen
basalen kardialen Phanoptyp. Fir die Divergenz zu dem hier beschriebenen basalen
Phanotyp Caspase-1-transgener Mausen konnten folgende Ursachen verantwortlich
sein. In der Studie von Syed et al. ist nicht das Geschlecht der verwendeten Tiere
angegeben. Es ist bekannt, dass es zu Geschlecht-abhangigen Unterschieden in der
Ausprdgung eines kardialen Phanotyps kommen kann. Ferner kann die
Zusammensetzung des Futters Einfluss auf die Entwicklung eines kardialen Phanotyps
haben (Stauffer, Konhilas et al. 2006). Schliellich ist in dieser Studie nicht angegeben,
welche Isoform der Caspase-1 in der transgenen Maus exprimiert wurde. Da nur die
Caspase-1a die Fahigkeit zur Autoprozessierung besitzt, kdnnte der Unterschied in der
Basalaktivitat und dem basalen Phanotyp durch die transgene Expression einer anderen
Caspase-1 Isoform begrindet sein. Auch Unterschiede in der Intensitat der
Genexpression kénnen, im Hinblick auf die Proximitats-induzierte Autoaktivierung der
Caspase eine mdgliche Erklarung sein. Eine weitere Studie beschreibt eine verstarkte
Aktivierung vieler verschieder Caspasen, u.a. der Caspase-1 nach Endotoxin-
Stimulation mit LPS. Eine Basalaktivitdt der Caspase-1 konnte aber auch in dieser
Untersuchung gemessen werden (Fauvel, Marchetti et al. 2001).

Caspase-1-trangene Mause entwickeln ab dem vierten Lebensmonat eine mit dem Alter

zunehmende, progressive Kardiomyozytenhypertrophie. Diese konnte durch Messungen
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der Kardiomyozytendimensionen in vivo und ex vivo bestimmt werden. Auf mRNA-
Ebene wurde eine zeitlich parallele verstarkte Expression Hypertrophie-assoziierter
Markergene wie z.B. Anf und p-Mhc sichtbar. Diese Aktivierung des fetalen
Genexpressionsprogrammes ging mit einer verminderten Expression des Ca®'-
Regulators SERCA einher. Wider erwarten zeigte sich im untersuchten Zeitraum vom
dem ersten bis 14. Lebensmonat der Caspase-1-transgenen Mause trotz der deutlichen
Hypertrophie der einzelnen Herzmuskelzellen keine Zunahme des linksventrikularen
Gewichtes. Obwohl Kardiomyozyten im Myokard nicht die Zellpopulation mit der
hdchsten Zellzahl sind stellen sie beziglich Masse und Volumen den Hauptbestandteil
des Herzmuskelgewebes dar. Da sich das signifikante hypertrophe Wachstum der
Herzmuskelzellen nicht in einer Zunahme der Myokardmasse wiederspiegelte, war dies
ein erster Hinweis auf einen deutlichen Verlust an Herzmuskelzellen durch Expression
der Caspase-1. Neben der Kardiomyozytenhypertrophie zeigten die Caspase-1-
transgenen Mause eine, sich ebenfalls ab dem vierten Lebensmonat progressiv
entwickelnde  Fibrosierung des  Hermuskelgewebes, die wiederum  von
charakteristischen Expressionsveranderungen Fibrose-assoziierter Gene (Kollagene,
MMPs, TIMPs) begleitet war.

Im fortgeschrittenen Alter (neun Monate alt) waren an Herzen mit verstarkter Caspase-
1-Expression schlie8lich auch die typischen makroskopischen Veranderungen
insuffizienter Herzen sichtbar. Neben der Dilatation des linken Ventrikels wurde eine
reduzierte linksventrikulare Wanddicke deutlich. Gelegentlich konnte zudem eine
Thrombosierung und Dilatation des linken Vorhofes festgestellt werden. Letzteres ist
ein, fur eine kardiale Transgenexpression unter Kontrolle des a-MHC-Promotors haufig
beschriebenes Phanomen. Durch die bereits vorhandene pranatale Aktivitat des
a—MHC-Promotors im Vorhof kdénnen Veranderungen der Vorhdfe durch die
Transgenexpression wahrend der Embryonalentwicklung induziert werden (Ng, Grupp et
al. 1991; Palermo, Gulick et al. 1996).

Im Alter von einem Jahr mindet der kardiale Phanotyp Caspase-1-transgener Mause in
eine manifeste Herzinsuffizienz, was an der deutlichen Einschréankung der kardialen
Funktion erkennbar war. Die in vivo-Analyse narkotisierter, Caspase-1-transgener
Mause sowohl durch Linksherzkathetermessungen als auch durch
echokardiographische Messungen zeigte eine signifikante Einschrdnkung der
Herzkontraktilitdt und eine Dilatation des linken Ventrikels.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die herzspezifisch exprimierte Caspase-1
unter Basalbedingungen aktiv ist. Die verstarkte Expression der kardialen Caspase-1 ist

ausreichend, spezifisch einen der humanan Herzinsuffizienz &hnlichen kardialen
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Phanotyp zu induzieren. Die Tatsache, dass die beschriebenen molekularbiologischen,
morphologischen und funktionellen Veranderungen in den Caspase-1-transgenen
Mausen erst ab dem vierten Lebensmonat beginnen, legt jedoch die Vermutung nahe,
dass es sich bei diesem Phanotyp vielmehr um einen sekundaren Effekt, als um die
direkte kausale Konsequenz der Caspase-1-Expression handelt. Was also ist die direkte

Funktion der kardialen Caspase-17?

2 Abwesenheit einer proinflammatorischen Wirkung durch
kardiale Caspase-1

In der Literatur wird die Caspase-1 als ein, Uber die Generierung von IL-1 und IL-18
wirkender, proinflammatorischer Mediator beschrieben (Dinarello 1997; Dinarello 1998;
Dinarello 1999; Siegmund 2002). Beides sind proinflammatorischen Zytokine und als
solche zentrale Mediatoren bei entziindlichen Prozessen.

IL-1p und IL-18 kdnnen dann als inflammatorische Trigger und generelle
Signalverstarker entzundlicher Prozesse Uber eine Infiltration von Entzindungszellen
und einer verstarkten Expression weiterer Zytokine zu einer Zunahme des oxidativen
Stresses und zu verstarkter Gewebsnekrose fuhren. Es ist also denkbar, dass
Caspase-1 Uber die IL-1- und IL-18-vermittelten Prozesse in der Summe
Geweberemodeling induziert und auf diese Weise zu der Entstehung und dem

Voranschreiten einer Herzmuskelschwéache beitragen kann.

Kardiale Caspase-1 J

Q Proinflammatorische Wirkung:

Generierung von
Q aktivem IL-1p3 und IL-18

Myokardiale Entziindung J

v

Remodeling
Herzinsuffizienz

Abbildung 36: Hypopthetischer Wirkmechanismus kardialer Caspase-1 als proinflammatorischer Mediator bei
Herzinsuffizienz.

Die Analyse der systemischen und lokalen kardialen Konzentration an IL-1 und IL-18 in
Caspase-1-trangenen Mausen zeigte identische Mengen fur beide Zytokine im Vergleich

zu ensprechenden Wildtyptieren. Fir IL-1p wurde dieser Befund dartber hinaus durch
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die sehr sensitive Methode der immunhistochemischen Farbung untermauert. Hierbei ist
die unveranderte Bildung von aktivem IL-18 nicht auf das Unvermédgen der exprimierten
humanen Caspase-1 zurlckzufihren, das endogene murine pro-IL-1 zu schneiden.
Die murine und humane Caspase-1 sind nicht nur in ihren grundlegenden
charakteristischen Eigenschaften identisch, sondern weisen neben ihrem hohen Grad
an Sequenzhomologie auch eine weitgehende Ubereinstimmung in ihrem Verhalten
beziglich Substratspezifitdt und Inhibierbarkeit auf (Molineaux, Casano et al. 1993).
Murines und humanes pro-IL-1p weist flir die Caspase-1 zwei Caspase-spezifische
Schnittstellen nach einem Aspartat auf. Lediglich an der zweiten Schnittstelle in der
murinen Form ist das dem Aspartat folgende Alanin durch ein Valin ersetzt. Valin
unterscheidet sich von Alanin ausschlief3lich durch zwei zusatzliche Methylgruppen. In
einer in vitro-Untersuchung ist nachgewiesen worden, dass humane Caspase-1
humanes und murines pro-IL-1 mit nahezu identischer Effizienz zu aktivem IL-1f
prozessieren kann (Howard, Kostura et al. 1991; Molineaux, Casano et al. 1993).
Sowohl fir IL-16 als auch IL-18 sind erhéhte Serumspiegel bei humaner Herzinsuffizienz
beschrieben (Testa, Yeh et al. 1996; Naito, Tsujino et al. 2002). Ferner wurde bei der
humanen Herzinsuffizienz in zahlreichen Studien eine gesteigerte lokale und
systemische Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen, speziell IL-13, TNF-a
und IL-6 gemessen (Testa, Yeh et al. 1996; Torre-Amione, Kapadia et al. 1996; Francis,
Holden et al. 1998; Torre-Amione, Stetson et al. 1999; Deswal, Petersen et al. 2001;
Malave, Taylor et al. 2003). Auch in murinen Herzinsuffizienzmodellen wurde eine
verstarkte Expression dieser Zytokine gezeigt (Dai, Dheen et al. 2004; Nian, Lee et al.
2004). Kardiales IL-1f stammt groRenteils von in das Myokard infiltrierenden
Makrophagen, aber auch eine gewisse lokale Produktion von IL-18 in Herzmuskelzellen
ist beschrieben. Die INCHIANTI Studie zeigte eine signifikante Korrelation zwischen
gemessenen IL-1p Serumwerten und kongestiver Herzinsuffizienz (Di lorio, Ferrucci et
al. 2003). Im Gegensatz hierzu konnte ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen
diesen proinflammatorischen Zytokinen und einer Herzinsuffizienz in einer Studie
herzinsuffizienter Ratten nicht bestatigt werden (Lou, Danelisen et al. 2004). Hierbei
konnte lediglich eine leicht erhdhte TNF-a-Konzentration im Endstadium gemessen
werden, fur IL-1p und IL-6 sind hier keine erhdhten Werte beschrieben.

Um einen Aktivierung entzindlicher Vorgange durch IL-18 im Myokard Caspase-1
transgener Mause zu untersuchen, wurden Herzmuskelschnitte auf Veranderungen in
der Proteinexpression bekannter IL-1p und IL-18 regulierter Targetgene untersucht. Es
gab keinerlei Hinweise auf ein verandertes Expressionsmuster dieser Proteine durch die

verstarkte kardiale Expression von Caspase-1. Darlber hinaus zeigten weitere
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Untersuchungen, abgesehen von einer leicht erhdhten Makrophageninfiltration keinerlei
Hinweise auf eine IL-1f induzierte erhdhte Infiltration von Zellen des Immunssystems.
IL-1B stellt neben TNFa, einen potenten Aktivator der induzierbaren NO-Synthase
(INOS) in der Herzmuskelzelle dar. Die somit einhergehende Erhdhung des NO-
Spiegels flhrt in Herzmuskelzellen durch eine Erhdhung des intrazellularen cGMP zu
einer Verminderung der kardialen Kontraktilitat (Ing, Zang et al. 1999). Far IL-18 und
IL-18 ist neben TNFa in der Literatur ein negativ inotroper Effekt beschrieben (Kumar,
Thota et al. 1996; Cain, Meldrum et al. 1999). Neben dieser kardiodepressiven Wirkung
kann IL-1p, neben TNFa, direkt oder NO-vermittelt zu einem Anstieg an intrazellularen
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) fihren. ROS selbst kann
dann Uber eine Aktivierung von Tyrosinkinasen myokardiale Entziindungsvorgange
triggern, lber lonenkanale in den Ca®-Haushalt der Herzmuskelzellen eingreifen, zu
einer verstarkten Expression proinflammatorischer Gene fihren und den MAPKinase-
Signalweg aktivieren. In der Summe kdnnen so reaktive Sauerstoffspezies besonders
Uber entzindlich-zellschadigende Prozesse DNA-Schaden und Gewebsnekrose
verursachen und auf diesem Weg zu ventrikuldrem Remodeling und somit zum
Voranschreiten der Herzmuskelschwache beitragen (Elahi, Asopa et al. 2007; Takimoto
and Kass 2007).

Auch dieser mdgliche Aspekt eines IL-1p-vermittelten Phanotyps in dem von uns
untersuchten Herzinsuffizienzmodell Caspase-1-transgener Mause konnte
ausgeschlossen werden. Sowohl der ROS-Status, als auch ROS-verursachte DNA-
Schaden, als auch nekrotische Zellschaden waren im Myokardgewebe Caspase-1-
transgener Mause im Vergleich zu entsprechendem Kontrollgewebe unverandert.

Der Einfluss von IL-18 und IL-18 auf myokardiales Remodeling ist in der Literatur teils
widersprichlich beschrieben. Fur IL-18 wurde in vitro und in vivo gezeigt, dass es, meist
NO vermittelt, die Expression von Kollagenen, MMPs und TIPMs beeinflusst, und auf
diese Weise zu kardialem Remodeling beitragen kann (Barton, Birks et al. 2003;
Murtuza, Suzuki et al. 2004; Siwik and Colucci 2004). Durch ein Verschieben des
Gleichgewichts zwischen MMPs und TIMPs wird der Kollagenumbau angetrieben und
vermehrt interstitielles Kollegen in das Myokard eingelagert. In der Summe flhrt dies
Uber einen gesteigerten Kollagenumbau im Myokard zu einer fortschreitenden
Fibrosierung des Gewebes. Die folgende langsame Versteifung des Herzmuskels wird
in einer Abnahme der Herzkontraktilitdt sichtbar. Des Weiteren férdert IL-1 durch
Stimulation der kardialen Fibroblasten-Migration myokardiales Remodeling (Mitchell,
Laird et al. 2007). In vitro wurde an NRCM  gezeigt, dass

IL-1p Kardiomyozytenhypertrophie induziert jedoch Proliferation von Fibroblasten

104



inhibiert (Palmer, Hartogensis et al. 1995). Ebenfalls ist bekannt, dass charakteristische
Merkmale kardialen Remodelings wie Kardiomyozytenhypertrophie und der Wechsel
zum fetalen Genexpressionsprogramm durch IL-1p getriggert werden kénnen (Thaik,
Calderone et al. 1995). Aber auch eine Rolle fur IL-1p als negativer transkriptioneller
Regulator von $-MHC und Aktin ist beschrieben (Patten, Hartogensis et al. 1996).
Kardiales IL-18 induziert Uber die Aktivierung des PI3K/Akt/GATA4-Signalweges eine
verstarkte ANF-Expression und Kardiomyozytenhypertrophie (Chandrasekar, Mummidi
et al. 2005). In der Studie eines kardialen Druckuberlastungsmodell von [L-18-
defizienten Mausen zeigten diese eine reduzierte reaktive kardiale Hypertrophie
(Colston, Boylston et al. 2007).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten sprechen auch hinsichtlich der Induktion von
kardialem Remodeling gegen einen IL-1p bzw. IL-18 assoziierten Phanotyp. In den von
uns untersuchten Caspase-1-transgenen Mausen traten Kardiomyozytenhypertrophie
und Fibrose erst ab dem vierten Lebensmonat im Herzgewebe Caspase-1-transgener
Mause auf. In jungen Caspase-1-transgenen Mausen konnten selbst auf mRNA-Ebene
keine Veranderungen in der Expression fetaler und Fibrose-assoziierter Gene
gemessen werden. Es liegt also eine deutlich sichtbare, zeitliche Diskrepanz zwischen
dem Beginn einer maoglichen IL-18- und IL-18-Generierung durch Caspase-1 mit dem
Eintritt der Geburt und dem Auftreten eines mdglichen durch IL-1p oder IL-18 potentiell
verursachten kardialen Phanotyps vor.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Befunde deutlich gegen die eingangs
von uns aufgestellte Hypothese sprechen. Der Caspase-1-induzierte kardiale Phanotyp
wird nicht Uber die klassische Funktion der Caspase-1 als proinflammatorischer
Mediator durch Generierung von aktivem IL-1p und IL-18 induziert. In der Caspase-
transgenen Maus sind weder eine gesteigerte kardiale Entziindungsreaktion noch ein
Anstieg von oxidativem Stress oder von Gewebsnekrose detektierbar.

Ob nun die wiederholt beschriebene, verstarkte Expression proinflammatorischer
Zytokine bei Herzinsuffizienz kausal mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz verknupft
ist, oder einen sekundaren Effekt durch die im Herzmuskel stattfinden Prozesse bei der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz darstellt, ist bis heute nicht endgultig geklart. Far
letzteres spricht die Tatsache, dass die chronische B-adrenerge Stimulation, wie sie
charakteristisch fur die Entstehung einer Herzinsuffizienz ist, die lokale und myokardiale
Expression dieser proinflammatorischen Zytokine (IL-18, TNFa, IL-6 und IL-18) induziert
(Murray, Prabhu et al. 2000). Diese Tatsache stellt vermutlich einen Teilaspekt der
therapeutischen Wirkung von (-Blockern bei der Therapie der Herzinsuffizienz dar
(Prabhu, Chandrasekar et al. 2000; Werner, Werdan et al. 2001).
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3 Induktion von Apoptose durch Caspase-1 im Myokard

Caspase-1 wurde als Strukturhomolog zu dem in C.elegans beschriebenen
proapoptotischen Protein CED-3 identifiziert (Yuan, Shaham et al. 1993; Xue, Shaham
et al. 1996; Miller, Myerson et al. 1997) und weist eine hohe strukturelle Homologie zu
Caspase-3 auf, der zentralen SchlUsselcaspase in der proapoptotischen Caspase-
Kaskade. Abgesehen von diesen strukturellen Aspekten gibt es in der Literatur
funktionelle Daten, die fir eine proapoptotische Funktion der Caspase-1 sprechen. In
Untersuchungen in Zellkultur konnte ein Apoptose-induzierender Effekt der Caspase-1
nach Transfektion in Fibroblasten (Rat-1 Zellen) demonstriert werden (Miura, Zhu et al.
1993). In einem Haut-selektiven Caspase-1-transgenen Mausmodell konnte neben
erhdhten [L-1p- und IL-18-Konzentrationen eine erhdhte Apoptoserate detektiert
werden (Yamanaka, Tanaka et al. 2000). Wahrend fur Caspase-1 in Lymphozyten ein
Fas-vermittelter proapoptotischer Effekt nachgewiesen wurde (Enari, Talanian et al.
1996), konnte in Jurkat T-Zellen eine Beteiligung der Caspase-1 bei extrinsisch
induzierter Apoptose ausgeschlossen werden (Chow, Slee et al. 1999). Nach Injektion
eines a-MHC-Caspase-1-cDNA Konstruktes in dermales Gewebe von Mausen konnte
die nachgeschaltete, starke Entzindungsreaktion durch Gabe eines IL-1p-Antikdrpers
unterdrickt werden. Die Ausschaltung von IL-1f hatte jedoch keinen Einfluss auf die
erhdhte Apoptoserate (Asahi, Mizutani et al. 1999). Dieser Befund weist auf einen von
IL-1p und IL-18 unabhangigen proapoptotischen Charakter der Caspase-1 hin, was so
auch in der Lieratur diskutiert wird (Dinarello 1996). Eine kirzlich publizierte Studie
zeigt, dass Caspase-1 fur die Spaltung des Autoantigens PM/Scl-75 wahrend Apoptose
bei dem Polymyositis/scleroderma overlap syndrome (PM/Scl), einer systemischen
Autoimmunerkrankung aus dem Bereich der entziindlichen Bindegewebserkrankungen,
verantwortlich ist (Schilders, Raijmakers et al. 2007). Darlber hinaus gibt es Hinweise
auf eine wesentliche Rolle der Caspase-1 als Mediator apoptotischer Prozesse im
Bereich des Nervensystems und des Gehirns (Hara, Friedlander et al. 1997; Zhang,
Wang et al. 2003). Dennoch gibt es in der Literatur auch Untersuchungen, die gegen
eine generelle Involvierung der Caspase-1 bei apoptotischen Prozessen sprechen
(Kuida, Lippke et al. 1995; Li, Allen et al. 1995).

Wahrend eine Beteiligung der Caspase-1 bei apoptotischen Prozessen bisher primar in
Zusammenhang mit entzdndlichen Autoimmunerkrankungen oder bei neuronalem
Zelltod beschrieben ist, gibt es erst seit kurzem erste Hinweise auf eine proapoptotische
Funktion der Caspase-1 im kardiovaskularen Bereich, wobei hierbei die Funktion der
Caspase-1 im Schadigungsmodell der operativen Ischamie/Reperfusion untersucht

wurde. Caspase-1-defiziente Mause zeigen neben einer verminderten Sterblichkeit und
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einer geringeren Ventrikeldilatation auch eine Reduktion in der Apoptoserate. Wahrend
keine Unterschiede fur die Expression von IL-1p, TNFo und IL-6 gefunden wurden,
konnte eine verminderte Expression fir IL-18 gemessen werden (Frantz, Ducharme et
al. 2003). In der Studie von Syed et al. wurden komplementar hierzu Caspase-1
transgene Mause nach operativer Ischamie/Reperfusion untersucht (Syed, Hahn et al.
2005). Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte Expression der Caspase-1 in diesem
Schadigungsmodell nachteilig ist, da sie zu einer Zunahme der InfarktgroRe, einer
gesteigerten Apoptoserate und einer verstarkten Aktivierung der Caspase-3 fuhrt. Fir
den proapoptotischen Effekt der Caspase-1 in dieser Studie wird von Syed et al. eine
direkte Aktivierung der Caspase-3 durch die Caspase-1 vorgeschlagen (Syed, Hahn et
al. 2005).

Ist der in dieser Arbeit beschriebene kardiale Phanotyp einer Herzinsuffizienz im
Caspase-1-transgenen Mausmodell durch eine Caspase-1-vermittelte Induktion von
Kardiomyozytenapoptose verursacht? Der apoptotische Zelltod von Herzmuskelzellen
wird in der Literatur als ein wesentlicher Faktor flr die Entstehung und Progression einer

Herzinsuffizienz beschrieben.

Kardiale Caspase-1 J
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Abbildung 37: Alternativer Wirkmechanismus kardialer Caspase-1 als proapoptotischer Mediator bei
Herzinsuffizienz.

Zur Detektion von apoptotischem Zelltod von Herzmuskelzellen wurde die
Standardmethode der TUNEL-Farbung (Gavrieli, Sherman et al. 1992) durchgefihrt.
Durch die TUNEL-Farbung kdénnen Einzel- und Doppelstrangbriche mit freien
3'OH-Enden detektiert werden. Ein nicht zu vernachlassigender Nachteil dieser
Methode besteht darin, dass die nekrotisch bedingte DNA-Fragmentierung zu falsch-
positiven Ergebnissen fihren kann. Durch die CCC9-Farbung konnte ein moglicher
verstarkter Zelluntergang von Kardiomyozyten durch Nekrose in den Caspase-1-

transgenen Tieren ausgeschlossen werden. Die, durch immunhistochemische Farbung
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detektierte, leicht erhdhte Makrophageninfiltation im Gewebe der Caspase-1-transgenen
Mause ist daher nicht durch eine Nekrose-bedingte Infiltration zu erklaren. Vielmehr sind
die Makrophagen fir die vollstandige Elimination der apoptotischen Koérperchen am
Ende eines apoptotischen Prozesses noétig. Beim nekrotischen Zelltod induziert der
Verlust der Membranintegritat die Freisetzung lysosomaler Enzyme ins extrazellulare
Milieu. Infolgedessen ist nekrotischer Zelluntergang durch eine starke Involvierung der
umliegenden Zellen charakterisiert. Wahrend Nekrose also in der Regel in sogenannten
Nekrosenestern von mehreren Zellen auftritt, sind durch apoptotischen Zelltod meist
Einzelzellen betroffen. Selbiges galt flr apoptotische Zellkerne in unmittelbarer
Randlage eines Gewebeschnittes, da diese grofteils auf Schadigungsvorgange bei der
Gewebeentnahme zuriickzuflhren sind.

In den Caspase-1-transgenen Mausen zeigte sich eine deutliche, konstant erhdhte
Kardiomyozytenapoptose im Vergleich zu entsprechendem Wildtyp-Kontroligewebe. Mit
am starksten ausgepragt war die Apoptose von Herzmuskelzellen in jungen, einen und
vier Monate alten Tieren. In diesem Alter trat eine ca. 7-fache Erhéhung der
Apoptoserate (0,06% WT vs. 0,4 % Caspase-1-TG) in Herzen mit transgener
Expression der Caspase-1 auf. Diese zunachst gering erscheinende Zunahme an
Kardiomyozytenapoptose kann langfristig entscheidend zur Entstehung einer
Herzinsuffizienz beitragen. Der zeitliche Rahmen fir den apoptotischen Untergang einer
Zelle liegt im Bereich von einer bis 24 Stunden. Im Mittel kann das theoretisch
bedeuten, dass im adulten, postmitotischen Herzmuskelgewebe auf diese Weise alle
zwolf Stunden 0,4% aller Kardiomyozyten unwiederbringlich verloren gehen. Aus
Untersuchungen der Apoptoserate bei humaner Herzinsuffizienz ist bekannt, dass eine
acht bis 25-fache Zunahme an Kardiomyozytenapoptose ausreichend ist, den Ubergang
zu einer Herzinsuffizienz zu induzieren (0,01% gesundes Myokard vs. 0,08-0,25%
Herzinsuffizienz im Endstadium) (Olivetti, Abbi et al. 1997; Guerra, Leri et al. 1999; Mani
and Kitsis 2003). In der Studie eines aktivierbaren Caspase-8-transgenen Mausmodells
konnte erstmalig ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Apoptose
und der Induktion einer Herzinsuffizienz in vivo nachgewiesen werden. Zuséatzlich wurde
in dieser Studie demonstriert, dass bereits sehr geringe Apoptoseraten ausreichend fir
den Ubergang in eine Herzinsuffizienz sind (Wencker, Chandra et al. 2003).

Trotz der deutlichen Kardiomyozytenapoptose konnte in dem Caspase-1-transgenen
Mausmodell die verstarkte Expression der kardialen Caspase-1 nicht mit einer erhéhten
Sterblichkeit korreliert werden. Mdgliche Grinde hierflr kdnnen sein, dass die generelle
Lebenserwartung von Mausen mit durchschnittlich eineinhalb bis zwei Jahren relativ
kurz ist. Ferner war mit zunehmendem Alter eine Abnahme der Apoptoserate von

durchschnittlich 0,4% auf 0,17% im Alter von 14 Monaten erkennbar. Es ist bekannt,
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dass es bei fortschreitender Herzinsuffizienz im Rahmen der Reexpression fetaler Gene
zu einer Reduktion der Expression der a-MHC-Isoform zugunsten der fetalen f-MHC
Isoform kommt. Vermutlich dadurch kommt es in den Caspase-1-transgenen Mausen
mit zunehmendem Alter zu einer verminderten Expression der Caspase-1. Dies stellt
eine madgliche Erklarung flur die etwas geringere Apoptoserate in alten,
herzinsuffizienten Caspase-1-transgenen Mausen dar.

Ein genereller Nachteil transgener Mausmodelle zur Funktionsanalyse von Zielgenen
ist, dass weder das Ausmal der Transgenexpression, noch der Lokus der Insertion der
Transgenvektors in die DNA gesteuert werden kdénnen. Gerade mit dem
herzzpezifischen a-MHC-Promotor werden, abhangig von der basalen endogenen
Genexpression, meist unphysiologisch hohe Expressionswerte des Zielgenes induziert.
Dies birgt die Gefahr der Ausbildung unspezifischer kardialer Phanotypen. Ferner kann
der willkirliche Einbau des Transgenvektors in das Genom essentielle endogene
Proteine in ihrer Expression oder Funktionalitat beeintrachtigen und auf diese Weise
einen unspezifischen Phanotyp induzieren.

Fir den Nachweis der Spezifitat des kardialen Phanotyps fir Caspase-1 wurden zwei
Transgenlinien (Casp-1 TG1 und Casp-1 TG10) mit unterschiedlich starker Caspase-1-
Expression etabliert. Entsprechend der geringeren Expression der Caspase-1 in der
zweiten Linie Casp-1 TG1 zeigte sich im Bezug auf Kardiomyozytenhypertrophie,
Myokardfibrose und linksventrikuldrer Funktion ein milderer kardialer Phanotyp. Durch
die geringere Caspase-1-Expression wird in dieser Linie entsprechend weniger
Apoptose induziert. Da es sich bei den untersuchten Parametern um solche, des durch
Apoptose sekundar induzierten kardialen Phanotyps handelt, ist demzufolge denkbar,
dass die Ausbildung des Phanotyps durch den geringeren Stimulus entsprechend
zeitverzdgert ist. Mdoglicherweise wird durch die geringere Apoptose ein notiger
Schwellenwert der Myokardschadigung erst viel langsamer erreicht. Ferner ist denkbar,
dass durch die geringere Menge an aktiver Caspase-1 die Apoptoseinduktion
entsprechend weniger stimuliert wird. Da die Apoptoseinduktion im Zuge der Caspase-
Kaskade ein sich selbst verstarkender Mechanismus ist, sind auch diese Mechanismen
weniger aktiviert. Eine detaillierte Analyse der Apoptoserate in der Linie Casp-1 TG1
ware zum genauen Verstdndnis nétig. Dennoch konnte mit der Linie Casp-1 TG1 belegt
werden, dass der kardiale Phanotyp in den Caspase-1-transgenen Mausen durch
Caspase-1 induziert wurde und kein Uberexpressions-Artefakt ist.

Um den direkten proapoptotischen Effektes der Caspase-1 auf Herzmuskelzellen zu
belegen, wurden neonatale Rattenkardiomyozyten mit einem Caspase-1-
exprimierenden  Adenovirus  (Adv-Casp-1), bzw. einem LacZ-exprimierenden

Kontrollvirus (Adv-LacZ) infiziert. In diesen in vitro-Versuchen konnte der Caspase-1-
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abhangige, proapoptotische Effekt durch dosis-abhangige Zunahme der Apoptoserate
nach Infektion mit einem Caspase-1 exprimierenden Adenovirus bestatigt werden.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte Expression der
kardialen Caspase-1 in vitro und in vivo zu einer Induktion des apoptotischen Zelltods
von Herzmuskelzellen fiihrt.

Ist der proapoptotische Effekt einer klnstlich induzierten, verstarkten Expression der
kardialen Caspase-1 auf die endogen exprimierte, kardiale Caspase-1 Ubertragbar, und
stellt die Ausschaltung der endogenen Caspase-1 infolgedessen einen Vorteil in einem
Herzinsuffizienzmodell dar?

Zum Nachweis der Spezifitat der proapoptotischen Wirkung der Caspase-1 wurde die
Konsequenz einer Ausschaltung der endogenen Caspase-1 untersucht. Hierzu wurden
Mause verwendet, in denen die Caspase-1 ubiquitdar durch homozygote Gendeletion
ausgeschalten wurde. Ischdmie-Reperfusion ist ein operatives Schadigungsmodell, das
effektiv  Kardiomyozytenapoptose induziert. Die Ausschaltung der endogenen
Caspase-1 erwies sich als eine wirksame  Strategie zur Reduktion
Ischamie/Reperfusion-induzierter Apoptose von Herzmuskelzellen. Dennoch konnte zu
dem untersuchten Zeitpunkt von 24 Stunden Reperfusion nach 30minatiger Ischamie im
Gegensatz zu den Befunden von Frantz et al. keine Verminderung der Infarktgrof3e in
den Caspase-1-defizienten Mausen festgestellt werden (Frantz, Ducharme et al. 2003).
SchlieBlich wurden die Caspase-1-defizienten Mause in einem Herzinsuffizienzmodell
untersucht. Dazu wurden sie einem operativen Herzinfarkt (MI) unterzogen und ihr
Postinfarkt-Phanotyp mit dem der Wildtyp-Kontrollgruppe verglichen. Die Ausschaltung
der endogenen Caspase-1 fuhrte neben einer signifikanten Reduktion der reaktiven
Kardiomyozytenhypertrophie auch zu einer funktionellen Verbesserung der Kontraktilitat
des verbleibenden Myokards. Dariber hinaus zeichnete sich in den Caspase-1-
defizienten Mausen ein deutlicher Trend zu einer erhdhten Uberlebensrate bis zu acht
Wochen nach MI ab. Unterschiede in der InfarktgroRe waren zu dem untersuchten
Zeitpunkt nicht erkennbar, was mdéglicherweise auf das relativ kurze Zeitfenster von acht
Wochen zurlickzufihren ist. Unsere Untersuchungen untermauern den in einer Studie
von Frantz et al. beschriebenen protektiven Effekt einer Ausschaltung der endogenen
Caspase-1 nach Herzinfarkt. Caspase-1-defiziente Mause sind auch in dieser Studie
beziiglich Uberlebensrate, linksventrikularer Dilatation und Apoptoserate deutlich im
Vorteil (Frantz, Ducharme et al. 2003).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die kardiale Caspase-1 spezifisch
apoptotischen Zelltod von Herzmuskelzellen in vivo und in vitro induziert. Im Gegenzug
kann eine Ausschaltung der Caspase-1 Apoptose signifikant reduzieren. Da Caspase-1-

defiziente Mause eine normale physiologische Entwicklung aufzeigen, ist Caspase-1 fir
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die zu einer gesunden Entwicklung nétigen apoptotischen Prozesse offensichtlich nicht
essentiell (Li, Allen et al. 1997). Eine generelle Notwendigkeit der Caspase-1 zur
Induktion von apoptotischen Prozessen scheint demzufolge nicht der Fall zu sein.
Vielmehr muss von einer Induktion bzw. autokatalytischen Aktivierung der kardialen
Caspase-1 wahrend pathophysiologischer Umstande, beispielsweise im
Anfangsstadium einer Herzinsuffizienz oder nach kardialer Schadigung ausgegangen
werden. Kardiale Caspase-1 fungiert moglicherweise selektiv unter pathologischen
Bedingungen als starker Aktivator der apoptotischen Caspase-Kaskade.

Schliellich stellte sich somit die Frage, welcher der zugrunde liegende Signalweg flur die
Induktion der Kardiomyozytenapoptose durch Caspase-1 ist.

Der Vorgang der Apoptose lasst sich in zwei Phasen, die Initiations- und die
Effektorphase unterteilen. Die Initiationsphase kann priméar Gber den extrinsischen,
(Todesrezeptor vermittelten) Signalweg und den intrinsischen (mitochondrialen)
Signalweg ablaufen. Eine Aktivierung der Caspase-8 kann als Charakteristikum einer
extrinsisch vermittelten Apoptoseinduktion angesehen werden, eine Aktivierung der
Caspase-9 entsprechend fiir die intrinsisch vermittelte Apoptoseinduktion. Uber beide
Signalwege wird schlielBlich die nachgeschaltete, beiden Signalwegen gemeinsame
Endstrecke der Caspase-Kaskade initiiert. Die Aktivierung der apoptotischen Caspase-
Kaskade endet schliellich in einer Aktivierung der Caspase-3, die als finale
Effektorcaspase den Untergang der Zelle durch apoptotische Elimination einleitet.

Um eine mdglichst kausale Aussage uber die Wirkung der Caspase-1 auf Caspasen-
abhangige Signaltransduktionswege zu erhalten, wurde diese Fragestellung in einer
Serie von in vitro Experimenten mit neonatalen Rattenkardiomyozyten bearbeitet. So
kann die Gefahr der Uberlagerung mit méglichen Sekundareffekten, beispielsweise in
vivo durch das Voranschreiten der Herzinsuffizienz in der Caspase-1-transgenen Maus,
ausgeschlossen werden. Durch Verwendung spezifischer Antikdrper gegen die jeweils
aktivierte, d.h. prozessierte Caspase konnte das Ausmafl der Caspase-Aktivierung im
Vergleich zur Kontrollgruppe bestimmt werden. Hierbei zeigte sich, dass Caspase-1
eine Aktivierung der Caspase-3 induziert, was die Involvierung der Caspase-Kaskade
fur die Apoptoseinduktion durch Caspase-1 verdeutlicht. Weiterhin konnte demonstriert
werden, dass Caspase-1 eine signifikante Aktivierung der Caspase-9 induziert. Eine
Aktivierung der Caspase-8 durch Caspase-1 war nicht detektierbar. Dieser Hinweis auf
eine selektive Aktivierung des intrinsischen Signalweges durch Caspase-1 konnte durch
die Verwendung von Caspase-Inhibitoren belegt werden. Appliziert man den Caspase-
1-spezifischen Inhibitor RU36384, der aktive Metabolit des inaktiven Prodrugs
Pranalcasan (Sanofi-Aventis), lasst sich der proapoptotische Effekt der Caspase-1

unterdricken. Dieselbe Wirkung zeigt eine Inkubation mit dem Breitspektrum-Caspase-
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Inhibitor zVAD-fmk. Im Gegensatz konnte durch die Inkubation mit dem Caspase-8-
spezifischen Inhibitor zIETD-fmk der proapoptotische Effekt der Caspase-1 nicht
inhibiert werden.

Welchem der beiden apoptotischen Signaltransduktionswege (intrinsisch und
extrinsisch) welche Funktion im Herzen zukommt ist unklar. Ganz allgemein wird davon
ausgegangen, dass der extrinsische Signalweg fir die Regulation der
Gewebshomdostase der vorherrschende ist, wahrend der intrinsische Signalweg als
interner Sensor fir apoptotische Signale, beispielsweise DNA-Schadigungen dient
(Danial and Korsmeyer 2004; Fadeel and Orrenius 2005).

In der Summe weisen diese Ergebnisse darauf hin, da® die proapoptotische Wirkung
der Caspase-1 nicht Uber eine Aktivierung des extrinsischen Signalwegs erfolgt.
Vielmehr scheint der proapoptotische Effekt der Caspase-1 Uber selektive Aktivierung
des intrinsischen Signalwegs vermittelt zu sein, wobei die Caspase-1 die Caspase-9

aktiviert.

Kardiale Caspase-1

Proapoptotische Wirkung:

Q Aktivierung der
Caspasen-Kaskade

Kardiomyozytenapoptose

Apoptose in
Q isolierten Kardiomyozyten nach Adv-Casp-1 Ly
isolierten Caspase-1-transgenen Kardiomyozyten ‘P
Herzen mit transgener Caspase-1 Expression (4)
Q Apoptoseschutz nach I/R in
Caspase-1-defizienten Mzusen (4)

Remodeling
Herzinsuffizienz

Abbildung 38: Kardiale Caspase-1 ist ein proapoptotischer Mediator.

Widerspruchlich zu dem Befund einer selektiven Aktivierung des intrinsischen
Signalweges durch kardiale Caspase-1 postulieren Syed et al. eine direkte Aktivierung
der Caspase-3 durch die Caspase-1. In Hypoxie-stimulierten HEK293-Zellen konnte
weder eine Caspase-1-abhangige Aktivierung der Caspase-8 noch der Caspase-9
gemessen werden (Syed, Hahn et al. 2005).

Jedoch gibt es in der Literatur indirekte Hinweise, die fur eine Involvierung der

Caspase-1 bei der Aktivierung des intrinsischen Signalweges sprechen. In einer Studie
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mit anti-Fas-stimulierten Zellen konnte eine Aktivierung der Caspase-1 durch den
extrinsischen Signalweg nicht gezeigt werden (Chow, Slee et al. 1999).

Die autokatalytische Aktivierung der Caspase-1 und die Spaltung des pro-IL1f3 erfolgt
wie bereits erwahnt in dem sogenannten Komplex Inflammasome, bestehend aus den
beiden Adaptorproteinen ASC und NALP1 der Caspase-1 und vermutlich der Caspase-5
(Martinon and Tschopp 2004; Martinon and Tschopp 2007). In einer 2007 erschienen
Studie wird die bisher auf inflammatorische Prozesse reduzierte Aktivierung der
Caspase-1 in dem Inflammason durch NAPL1 mit der apoptotischen Signaltransduktion
des intrinsischen Signalweges verbunden. In dieser Studie wird demonstriert, dass die
NALP1-gesteuerte Aktivierung der Caspase-1 im Inflammasom durch Bindung der
antiapoptotischen Proteine der BCL-2 Familie (Bcl-2, Bcl-xl) an NALP1 inhibiert wird
(Bruey, Bruey-Sedano et al. 2007). Dieser Befund ist besonders im Hinblick auf die in
dieser Arbeit vorgestellten Daten, die flr eine proapoptotische Wirkung der kardialen
Caspase-1 durch Induktion des intrinsischen Signalweges sprechen, interessant. So ist
es theoretisch denkbar, dass Caspase-1 im gesunden Herz durch die antiapoptotischen
Proteine der Bcl-2-Familie in seiner apoptotischen Wirkung inhibiert wird. Durch eine
Expressionsverschiebung dieser anti-apoptotischen Gene zugunsten proapoptotischer
Gene (Bax) unter pathophysiologischen Bedingungen (Condorelli, Morisco et al. 1999;
Latif, Khan et al. 2000) kann diese Inhibition aufgehoben werden. Infogedessen kann
Caspase-1 in ihre aktive Form prozessiert werden und ihre proapoptotische Wirkung
durch Aktivierung des intrinsischen Signalwegs zeigen.

Neben der Aktivierung der Caspase-1 im Inflammasom, sind die RIP-2-Kinase (receptor
interacting protein 2 kinase) (Zhang, Wang et al. 2003), Ipaf (ICE-protease-activating
factor) (Poyet, Srinivasula et al. 2001) und Caspase-11 (Wang, Miura et al. 1998) in der
Literatur als Aktivatoren der Caspase-1 beschrieben. Die Fahigkeit einer RIP-2 oder
Ipaf-aktivierten Caspase-1 zur Generierung von aktivem IL-18 wurde bisher nicht
beschrieben.

Im Inflammasom gebunden kann Caspase-1 Uber seine CARD-Domane mit RIP2
interagieren, was eine Aktivierung von NfkB bewirkt (Lamkanfi, Kalai et al. 2004)
(Sarkar, Duncan et al. 2006). RIP2 selbst enthalt ebenfalls eine CARD-Domane und
kann Uber diese Caspase-1 aktivieren. In einer Studie von 2003 in Neuronen konnte ein
RIP2-abhangiger proapoptotischer Effekt fir Caspase-1 nachgewiesen werden. Es
wurde gezeigt, dass RIP2-aktivierte Caspase-1 Bid in das proapoptotische tBid
Uberfuhrt, das nachfolgend die Freisetzung von proapoptotische Faktoren aus den
Mitochondrien stimuliert (Zhang, Wang et al. 2003).
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Ipaf ist ein Strukturhomolog zu dem Caspase-9 Aktivator Apaf (Poyet, Srinivasula et al.
2001). Aufgrund der endogenen Expression von Ipaf in Geweben und Zellen des
Immunsystems jedoch scheint eine Caspase-1-Aktivierung durch Ipaf bei der
proinflammatorischen Funktion der Caspase-1 von Bedeutung zu sein. In einer Studie
von 2006 wurde jedoch erstmalig gezeigt, dass neben RIP2 auch eine durch Ipaf
aktivierte Caspase-1 Bid in das proapoptotische tBid Uberfihren kann (Thalappilly,
Sadasivam et al. 2006).

Aus diesen Befunden ableitend ist folgender Mechansimus fir Caspase-1 denkbar:
Unter pathophysiologischen Bedingungen wird durch die verminderte Expression
antiapoptotischer Mitglieder der Bcl-2 Familie die Inhibition der autokatalytischen
Aktivierung der Caspase-1 aufgehoben. Caspase-1 wird verstarkt exprimiert und
aktiviert. Die aktive Caspase-1 Uberfihrt dann Bid durch Spaltung in das
proapoptotische tBid. Dieses induziert nach Translokation an die Mitochondrien die
Freisetzung proapoptotischer Faktoren, beispielsweise Cytochrom c¢ aus dem
Mitochondrium. Cytochrom c¢ bindet in dem Apoptosom-Komplex, wodurch letztlich
Caspase-9 aktiviert wird. Ferner aktiviert tBid weitere proapoptotische Mitglieder der
Bcl-2 Familie, die nach Translokation zu einer Signalverstarkung fuhren. Caspase-1
kénnte duch diesen Mechanismus als ein, den Mitochondrien vorgeschalteter, zentraler
Regulator des Apoptose-Sensors Bid, und somit einer mitochondrial vermittelten

Apoptoseinduktion dienen.
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Abb 39: Hypothese zur Wirkung von kardialer Caspase-1 als postmitochondrialer apoptotischer Mediator.
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Obwohl die Caspase-1 eine fur Initiatorcaspasen charakteristische Struktur aufweist
(lange Prodomane, Interaktionsdomane CARD) (Shi 2002), gibt es in der Literatur auch
Hinweise auf eine Funktion der Caspase-1 im Sinne einer Effektorcaspase.
Effektorcaspasen aktivieren bzw. degradieren sekundare Zielproteine, sogenannate
Caspase-Substrate und leiten damit die Endphase, speziell die morphologischen
Veranderungen des apoptotischen Zelltods ein. Die funktionelle Konsequenz der
Spaltung ist nicht fir jedes einzelne Caspase-Substrat bekannt, in der Summe jedoch
bedingt die Spaltung der Caspase-Substrate den Arrest des Zellzyklus, das Anhalten
aller Reparaturmechanismen, den Zusammenbruch molekularer Strukturen, den Verlust
der Zell/Zell-Kontakte und die Markierung der apoptotischen Zelle fir die Phagozytose.
Zu diesen Caspase-Substraten gehdren neben nukledren Proteinen speziell Bausteine
des Cytoskeletts und kontraktile Elemente (Schwartzman and Cidlowski 1993; Fischer,
Janicke et al. 2003).

Zytoskelett- & Strukturproteine z.B. Fodrin, Aktin, Gelsolin, Lamine
Zellzyklus & Replikation z.B. Topoisomerase-l, MDM2/HDM2, Retinoblastomaprotein, p21, p27, CyclinA
Transkription & Translation z.B. STAT1, NFkB, Sp1

Spaltung & Reparatur von DNA z.B. PARP, ICAD

Signaltransduktion z.B. PKC,MEKK1, Calmodulin-Kinase IV, Procaspasen, Bcl-2, Bcl-xL, Bid, hsp90

Tabelle 4: Auflistung wichtiger Caspase-Substrate. (Modifiziert aus Fischer 2003)

Die Spaltung von Strukturproteinen wie beispielsweise Aktin oder Fodrin ist vermutlich
mafldgeblich an der Reorganisation (des Zytoskeletts) wahrend der Apoptose
verantwortlich (Mashima, Naito et al. 1997). Die typische internucleosomale DNA-
Fragmentation ist eine Folge der Aktivierung und Translokation der Endonuclease CAD
in den Zellkern, die Uber die Degradation der inhibitorischen Untereinheit ICAD durch
Caspase-3 ermoglicht wird (Enari, Sakahira et al. 1998; Sakahira, Enari et al. 1998;
Fischer, Janicke et al. 2003). Darlber hinaus ist flr die Caspase-3 bekannt, dass sie
kontraktile Proteine wie TroponinT, Aktin und Aktinin schneidet (Communal, Sumandea
et al. 2002; Chandrashekhar, Sen et al. 2004). Fir Caspase-1 wurde in diesem
Zusammenhang beschrieben, dass es a-Aktin, ein fur das Zytoskelett essentielles
Strukturprotein degradieren kann (Kayalar, Ord et al. 1996; Loppnow, Werdan et al.
1998). Ferner wurde gezeigt, dass die Proform der Caspase-1 durch apoptotische

Signale, wie z.B. TNFa in den Zellkern translozieren kann, dort in seine aktive Form
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Uberfihrt wird und Apoptose induziert kann (Mao, Jiang et al. 1998). Es ist daher
vorstellbar, dass auch Caspase-1 nucleare apoptotische Caspase-Substrate schneidet.
Aus der Literatur gibt es Hinweise, dass auch Caspase-1 PARP (Poly-ADP-ribose
polymerase), ein fir DNA-Reparaturvorgange essentielles Enzym, degradiert (Lazebnik,
Kaufmann et al. 1994; Dinarello 1996). Ferner ist eine Caspase-1-abhdngige Spaltung
nuklearer Lamine gezeigt (Lazebnik, Takahashi et al. 1995). Die nukledre Lokalisation
der Caspase-1 konnte so zu einer Verstarkung des apoptotischen Signales fihren.
Alternativ koénnte die subzellulare Lokalisation der Caspase-1 Uber ihre Funktion
entscheiden. Neben der genauen Analyse der Caspase-1-Aktivierung stellt die
Identifizierung von Caspasen-1-Substraten in der Herzmuskelzelle einen wichtigen
Aspekt flr ein besseres Verstandinis der proapoptotischen Funktionsweise der

Caspase-1 in der Herzmuskelzelle dar.

Abschliellend lassen sich die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wie folgt

zusammenfassen:

Kardiale Caspase-1 _J
Proinflammatorische Wirkung: Proapoptotische Wirkung:
Generierung von Q Q Aktivierung der
aktivem IL-18 und IL-18 Caspasen-Kaskade
Myokardiale Kardiomyozyten-
Entziindung apoptose
Apoptose in
() Infiltration von Immunzellen Q Q isolierten Kardiomyozyten nach Adv-Casp-1 4
(¢») Expression proinflammatorischer Zytokine isolierten Caspase-1-transgenen Kardiomyozyten (4)
(e») Myokardialer oxidativer Stress Herzen mit transgener Caspase-1 Expression ()
(¢3) Myokardnekrose Q] ﬂ Apoptoseschutz nach I/R in
Caspase-1-defizienten Mausen (4)

Remodeling
Herzinsuffizienz

Abbildung 40: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit.

Caspase-1 ist sowohl bei muriner als auch bei humaner Herzinsuffizienz verstarkt
exprimiert. Im Caspase-1-transgenen Mausmodell wird deutlich, dass kardiale Caspase-
1 nicht als proinflammatorischer Mediator agiert. Die herzzpezifische Uberexpression
der Caspase-1 induziert weder lokal noch systemisch eine vermehrte Bildung an
aktivem IL-1f oder IL-18. Auch eine durch diese proinflammatorischen Zytokine
induzierte, verstarkte Entziindungsreaktion, ebenso wie eine verstarkte Expression ihrer
Targetproteine (TNFa, INFy, IL-4 und IL-6) bleiben aus. Ebenso kann eine Caspase-1-
induzierte Zunahme an oxidativem Stress und nekrotischem Kardiomyozytenverlust in

diesem Caspase-1 transgenen Mausmodell ausgeschlossen werden.
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Allerdings zeigt sich eine proapoptotische Wirkung der kardialen Caspase-1 auf
Herzmuskelzellen sowohl in vitro als auch in vivo. Uber eine Aktivierung des
intrinsischen Signalweges induziert Caspase-1 mit Beginn der Transgen-Expression
direkt einen deutlichen Anstieg der Apoptoserate. Dem signifikanten Verlust an
Herzmuskelzellen folgten, zeitlich versetzt, typische myokardiale Umbauvorgange, wie
sie fur den Ubergang in eine Herzinsuffizienz charakteristisch sind. Aufgrund des
apoptotische Untergangs an Herzmuskelzellen, versucht das verbleibende Myokard den
Kardiomyozytenverlust durch Ersatzfibrosierung und reaktive Hypertrophie der
verbleibenden Herzmuskelzellen auszugleichen. SchlieRlich zeigen Herzen mit
transgener Caspase-1-Expression eine dilatative Kardiomyopathie mit signifikant
verminderter Herzfunktion. Die Effizienz der endogenen kardialen Caspase-1 bei der
Induktion von Kardiomyozytenapoptose und der nachteilige Effekt auf das verbleibende
Myokard werden im Schadigungsmodell deutlich. Caspase-1-defiziente Mause sind
durch eine Reduktion der Kardiomyozytenapoptose nach Ischamie/Reperfusion um
nahezu 75% gegenlber der Kontrollgruppe deutlich beglnstigt. In  dem
Herzinsuffizienzmodell des operativen Herzinfarkts bewirkt die Ausschaltung der
endogenen Caspase-1 dariuber hinaus eine deutliche Verminderung der reaktiven
Kardiomyozytenhypertrophie und einen geringeren Verlust der Herzkontraktilitat. Die
Verbesserung des kardialen Phanotyps durch Ausschalten der Caspase-1 spiegelt sich
ferner in einer reduzierten Sterblichkeit gegenlber der Kontrollgruppe wieder.

Entsprechend der Literatur scheint Caspase-1 fur die physiologische Apoptose wahrend
der Entwicklung nicht notwendig zu sein. Unter Basalbedingungen ist Caspase-1 im
Myokard nur gering exprimiert. Unter pathophysiologischen Bedingungen jedoch wird
Caspase-1 im Herz verstarkt exprimiert und trdgt durch Induktion von
Kardiomyozytenapoptose entscheidend zur Entwicklung und zum Voranschreiten einer
Herzinsuffizienz bei. Eine Inhibition der Caspase-1 stellt somit ein potentielles

therapeutisches Target fur die Pravention einer Herzinsuffizienz dar.
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Il Inhibition kardialer Apoptose als Therapiestrategie

Haufig wird die Elimination von Zellen durch Apoptose als ein pathologischer Vorgang
verstanden. Inzwischen ist flr eine Vielzahl an Krankheiten bekannt, dass ihnen eine
gestorte Regulation der Apoptose zugrunde liegt. Man unterscheidet hierbei
Krankheiten, die auf einer unnaturlich hohen Apoptoserate beruhen, sogenannte
hyperapoptotische Krankheiten (z.B. Immunschwache AIDS, Alzheimer-Demenz,
Parkinson), und solche, die mit einer verminderten Apoptoserate assoziiert sind,
sogenannte hypoapoptotische Krankheiten (Carson and Ribeiro 1993; Thompson 1995;
Hetts 1998). Zu den bekanntesten hypoapoptotischen Erkrankungen zahlen, neben
Autoimmunerkrankungen, maligne Erkrankungen, die durch ein entartetes, malignes
Zellwachstum aufgrund einer Stérung der Zellzyklusregulation und der Apoptose
hervorgerufen werden. In diesem Zusammenhang konnte mittlerweile flr die Entstehung
bestimmter Tumore eine veranderte mMRNA-Expression bestimmter Apoptose-
regulierender Gene identifiziert werden.

In diesem Kontext wird leicht vergessen, dass Apoptose ein ganz wesentlicher
Regulator fur die Entwicklung und Lebensfahigkeit vielzelliger Organismen wie
beispielsweise des menschlichen Organismus ist. Somit weist Apoptose neben dem
pathophysiologischen Charakter auch einen nicht zu unterschatzenden physiologischen
Charakter auf. Physiologische Apoptose ist ein unentbehrlicher Prozess fir die gesunde
Organbildung wahrend der Embryogenese und, im adulten Organismus, ein
unverzichtbarer Regulator fur den Erhalt der Gewebshomdostase sowie fur die
Zellmauserung von Geweben mit hohem Zellumsatz (Thompson 1995). Neben dem
Erhalt der gesunden Funktion des Organismus dient Apoptose auch dem essentiellen
Schutz vor potentiell schadlichen oder entarteten Zellen. So sind besonders
hochentwickelte, vielzellige Organismen darauf angewiesen, Uuberzahlige oder
gefahrliche Zellen auf eine fir den restlichen Organismus unschadliche Weise
eliminieren zu kénnen. Schatzungen zufolge hatte ein Mensch im Alter von 80 Jahren
zwei Tonnen Knochenmark und Lymphknoten sowie einen 16 km langen Darm, wenn
fur die Zellteilungen nicht durch eine natirliche Absterberate der Zellen kompensiert
wurden (Melino 2001).

Auch myokardiale Apoptose kann einen physiologischen und einen pathologischen
Charakter aufweisen. Wahrend der Organogenese des Herzens ist Apoptose flir die
Ausbildung beispielsweise der Herzkammern und Herzklappen, aber auch des Sinus-
und AV-Knotens und der His-Blndel essentiell. Zusatzlich werden Kardiomyozyten und
Nicht-Kardiomyozyten besonders im rechten Ventrikel eliminiert (James 1994; Kajstura,

Mansukhani et al. 1995). Im Verlauf des Alterns sind apoptotische Prozesse fur den
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naturlichen Zelltod adulter Herzmuskelzellen verantwortlich (Kajstura, Cheng et al.
1996). So enthalt das Altersherz deutlich weniger Kardiomyozyten als ein gesundes
adultes Herz. Die genauen Ursachen, die diesem altersbedingten Zellverlust zugrunde
liegen, sind noch nicht geklart. Diskutiert wird eine natdrliche, altersbedingte Zunahme
an oxidativem Stress, eine verminderte Funktion der Mitochondrien (verminderte ATP-
Synthese) und das veranderte Expressionsmuster Apoptose-assoziierter Proteine.

Fir die humane Herzinsuffizienz wurden mehrfach erhdhte Apoptoseraten (Narula,
Haider et al. 1996; Olivetti, Abbi et al. 1997; Di Napoli, Taccardi et al. 2003; Takemura
and Fujiwara 2004) und eine verstarkte Aktivierung der Caspase-3 (Narula, Pandey et
al. 1999; Abbate, Bussani et al. 2002; Baldi, Abbate et al. 2002), einem Apoptose-
Marker, beschrieben. Gerade die scheinbar sehr geringen Apoptoseraten im kranken
Herzmuskel sind von entscheidender Relevanz wenn man berlcksichtigt, dass so
nahezu taglich die entsprechenden Herzmuskellen irreversibel zugrunde gehen. Umso
weniger darf die biologische Bedeutung dieses Phanomens unterschatzt werden. Bei
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz ist eine bis zu 100fach erhéhte Apoptoserate
gegeniber der basalen Apoptoserate im gesunden Herz dokumentiert. Apoptose wird
demnach als ein zentraler Faktor fur die Induktion von reversem Remodeling und die
Entstehung einer Herzinsuffizienz angesehen (Saraste, Pulkki et al. 1999; van Empel
and De Windt 2004; von Harsdorf 2004). Fur die humane Herzinsuffizienz konnte eine
deutliche Korrelation zwischen dem Ausmafl} an Apoptose und dem Schweregrad einer
Herzinsuffizienz aufgezeigt weren, weshalb Apoptose auch als prognostischer Marker
an Bedeutung gewinnt (Saraste, Pulkki et al. 1999; Metzger, Higuchi et al. 2002; Zorc,
Vraspir-Porenta et al. 2003; Garg, Narula et al. 2005). Auch in verschiedensten
Tiermodellen konnte eine deutliche Korrelation 2zwischen einer erhdhten
Kardiomyozytenapoptose und der Entstehung einer Herzinsufizienz nachgewiesen
werden (Gottlieb, Burleson et al. 1994; Sharov, Sabbah et al. 1996; Li, Nijhawan et al.
1997; Condorelli, Morisco et al. 1999). Analog wurde demonstriert, dass eine Inhibition
der Apoptose eine Abmilderung des kardialen Phanotyps bei Herzinsuffizienz induziert.
Im Rattenmodell einer Sepsis-induzierten Herzinsuffizienz konnte eine gesteigerte
Apoptose und eine Depression der Herzfunktion durch eine Caspase-Inhibition mit dem
Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk, jedoch nicht mit einem Caspase-1 Inhibitor
reduziert werden (Fauvel, Marchetti et al. 2001; Neviere, Fauvel et al. 2001). In einer
weiteren Studie konnte diese protektive Wirkung einer Caspase-Inhibition mit zZVAD-fmk
in einem Ischamie/Reperfusion-induziertem Herzinsuffizienzmodell bestatigt werden
(Yaoita, Ogawa et al. 1998; Hayakawa, Takemura et al. 2003). Der selbe Effekt konnte
ebenfalls nach Ischamie/Reperfusion in Schweinen (Yarbrough, Mukherjee et al. 2003)

und in einem Myokardinfarkt-induzierten Herzinsuffizienz-Modell in Ratten demonstriert
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werden (Chandrashekhar, Sen et al. 2004). In der von Wencker et al. durchgeflhrten
Sudie eines induzierbaren murinen Apoptose-Modells konnte schliel3lich erstmalig auch
die Effizienz einer Apoptose-Inhibition in einem nicht-ischamischen
Herzinsuffizienzmodell demonstriert werden (Wencker, Chandra et al. 2003).

Der Breitspektrum-Caspase-Inhibitor IDN-1965 (IDUN Pharmaceuticals) wird bereits fir
einige Indikationen (chronische Hepatitis B und C, Lebertransplantation) in klinischen
Studien eingesetzt (Natori, Selzner et al. 1999; Fischer and Schulze-Osthoff 2005)
(IDUN Pharmaceuticals: www.idun.com). IDN-1965 befindet sich in der praklinischen
Phase zur Anwendung als Therapeutikum bei kardiovaskularer Erkankungen, seine
Struktur ist bisher nicht bekannt gegeben worden (Leung-Toung, Li et al. 2002). IDN-
1965 ist ein irreversibler, potenter Inhibitor der apikalen Caspasen Caspase-8 und -9,
aber auch der Effektorcaspasen Caspase-3 und -6. Mit einer Plasma-Halbwertszeit von
40 Minuten und einer schlechten oralen Bioverfugbarkeit weist er jedoch ein
unglnstiges pharmakologisches Profil auf. Erstmalig beschrieben wurde IDN-1965 in
Untersuchungen ex vivo zur Inhibition  apoptotischer Prozesse durch
Ischamie/Reperfusion  wahrend Lebertransplantationen. Eine Reduktion der
Caspase-3-Aktivierung als auch der Apoptoserate wurden beschrieben. In einer 2003
erschienen Studie wurde der Effekt einer chronischen Applikation des Breitspektrum-
Caspase-Inhibitors IDN-1965 im murinen Herzinsuffizienzmodell der Peripartum-
Kardiomyopathie in Gag-transgenen Mausen untersucht (Hayakawa, Chandra et al.
2003; Webster and Bishopric 2003). Durch die chronische Applikation von IDN-1965
mittels osmotischer Minipumpen konnte die Apoptoseerate um 90% und die
Sterblichkeit um sogar 30% reduziert werden.

Wie bereits mit dem peptidischen Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk
beschrieben, bestatigt diese Studie mit dem peptidomimetischen Breitspektrum-
Caspase-Inhibitor IDN-1965 das Potential einer Caspase-Inhibition als Therapiestrategie
bei Herzinsuffizienz. Entscheidend fiir die therapeutische Verwendbarkeit einer
Apoptose-Inhibition in der Klinik wird neben einer genauen Analyse von Langzeit-
Nebeneffekten, die Optimierung pharmakologischer kinetischer Parameter sein
(Nicholson 2000).

Eine globale Inhibition der Apoptose geht aufgrund der prinzipellen Notwendigkeit
apoptotischer Prozesse mit einem sehr hohen Potential an unerwlinschten
Nebeneffekten einher. Gerade dieser Aspekt der physiologischen Apoptose ist als
Gefahrenpotential flr eine Apoptose-Inhibition als Therapiestrategie nicht zu
unterschatzen. Beispielsweise ist bekannt, dass bestimmte Formen der Krebstherapie,
also eine Induktion von apoptotischen Prozessen aufgrund mangelnder

Gewebeselektivitdt kardiotoxische Nebenwirkungen aufzeigen (Perik, de Vries et al.
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2005). Somit stellt die Gewahrleistung der Gewebespezifitat eine zentrale
Herausforderung auf dem Weg zur Etablierung einer therapeutischen Apoptoseinhibition
dar. Ferner werden die Optimierung der Dareichungsform, die Dosierung und besonders
die Bestimmung der optimalen zeitlichen Paramter flr die Umsetztung einer Apoptose-
Inhibition als therapeutische Strategie von besonderer Relevanz sein.

Ferner bedarf die Verwendung antiapoptotischer Therapien eines guten Patienten-
Monitorings, besonders der Kontrolle des apoptotischen Effektes durch nicht-invasive,
hochsensitive Methoden (Fadeel and Orrenius 2005; van Empel, Bertrand et al. 2005).
Erste Beschreibungen kommen aus dem Bereich der Imaging Technologie,
beispielsweise mit Fluoreszenz-markiertem oder Radio-markiertem AnnexinV, einem
Marker von apoptotischem Zelltod (Hofstra, Liem et al. 2000; Dumont, Reutelingsperger
et al. 2001), durch Magnetresonanz-Messungen (Zhao, Beauregard et al. 2001), aber
auch durch Messen der Serumspiegel von Cytochrom ¢ (Barczyk, Kreuter et al. 2005).
Wahrend bei nekrotischem Zelltod mit der Schadigung der Zellmembran der
sogenannte ,point of no return® erreicht ist, kann in die apoptotische Signalkaskade bis
zur Aktivierung der Effektorcaspasen auf vielfaltige Art eingegriffen, und die Ausldsung
des apoptotischen Zelltodes verhindert werden. Es wird vermutet, dass das
Vorhandensein von Kardiomyozyten mit apoptotischer Schadigung besonders
kontraktiler Proteine jedoch ohne vollzogener apoptotischer Elimination wesentlich zur
Einschrankung der kardialen Funktion bei Herzinsuffizienz beitragen kann (Narula,
Arbustini et al. 2001; Tilly and Kolesnick 2003). Fir eine Inhibition der Apoptose zu
therapeutischen Zwecken sollte neben einer Inhibition der, den Mitochondrien
nachgeschalteten Caspasen besonders auch der Schutz der Mitochondrien
bericksichtigt werden. Eine Kardioprotektion durch Schutz der Mitochondrienintegritat
wird in der Literatur mehrfach beschrieben (Gottlieb 2003; Weiss, Korge et al. 2003).
Durch eine reine Caspasen-Inhibition kann man zwar das Einleiten der Endphase der
Apoptose verhindern, dennoch bleibt eine weitere Schadigung der Mitochondrien
hierdurch nicht aus, da die Caspase-Kaskade den Mitochondrien nachgeschaltet ist. Es
wurde gezeigt, dass es wahrend Apoptose zu einer Caspase-abhangigen Degradation
von Bestandteilen der Atmungskette kommt (Ricci, Munoz-Pinedo et al. 2004). Eine
Schadigung der Mitochondrien wirkt sich nicht nur negativ auf den Energiehaushalt der
Zelle aus, sondern tragt auch zum Voranschreiten weiterer Schadigungsprozesse in der
Zelle und schlieBlich auch im Herzmuskel bei. Daher gewinnt neben der Inhibition der
Apoptoseinduktion zusehends der Schutz der Mitochondrien als entscheidender Faktor
fur den Erhalt der Kardiomyozytenfunktion an Bedeutung. Sollte sich also herausstellen,
dass Caspase-1 bei der Aktivierung des intrinsischen Signalweges den Mitochondrien

vorgeschaltet ist (beispielsweise Uber eine Caspase-1-abhdngige Spaltung von Bid),

121



konnte dieser Aspekt bezlglich einer Inhibition der Apoptose besonders interessant
sein.

Zur Inhibition kardialer Apoptose bietet die apoptotische Signaltransduktion weitere
vielversprechende Therpieansatze fur eine Inhibition von apoptotischem Zelltod im
Myokard. So stellt der endogen im Herz exprimierte Apoptose-Regulator ARC ein in
diesem Zusammenhang interessantes Zielgen dar. Erste praklinische Studien von ARC
in Herzinsuffizienzmodellen zeigen eindeutig kardioprotektive Effekt. Durch einen viralen
Gentransfer von ARC konnte die Ausbildung einer Herzinsuffizienz nach Ischamie
unterdriickt werden (Gustafsson, Sayen et al. 2002; Chatterjee, Bish et al. 2003;
Gustafsson, Tsai et al. 2004). Auch fur das antiapoptotische Bcl-2 konnte mittels viralem
Gentransfer in einem Tiermodell eine signifikante kardioprotektive Wirkung demonstriert
werden (Chatterjee, Stewart et al. 2002). Neben diesen Regulatoren der apoptotischen
Signaltransduktion sind weitere, Signalweg-unabhangige Substanzen flr eine potente
Inhibition der Apoptose beschrieben. Die Aurintricarboxylsdure (ATA) ist ein
Endonukleasen-Inhibitor und somit ein potenter Inhibitor des apoptotischen Zelltodes
(Andrew, Hay et al. 1999; Beery, Haimsohn et al. 2001). Zusatzlich wurde fir ATA
neben einer Reduktion der Caspase-3-Aktivitdt und einer Verminderung
propaoptotischer Proteine eine Verbesserung der Herzfunktion beschrieben
(Zhao, Morris et al. 2003). Doch auch fir diese Caspasen-unabhangigen,
vielversprechenden Therapieansatze bedarf es weiterer Untersuchugen bezuglich der
genauen zugrunde liegenden Signalwege und der Bestimmung zahlreicher
pharmakologischer kinetischer Parameter bevor sie in die klinische Phase Ubergehen
kénnen.

Neben der Inhibition der Kardiomyozytenapoptose als Therapiestrategie ist die
Aktivierung der kardialen, endogenen Regenerationskapazitat ein eleganter Ansatz zur
Pravention und Therapie der Herzmuskelschwache. Prinzipiell sind adulte
Herzmuskelzellen noch zur mitotischen Zellteilung in der Lage, da es sich jedoch bei
adultem Myokardgewebe um sogenanntes Ruhegewebe handelt, ist das kardiale
Regenerationspotential durch Angiogenese sehr limitiert (von Harsdorf 2004). Dennoch
steht die Reinduktion der Zellteilung adulter Kardiomyozyten als ein interessanter
Therapieansatz fir Herzinsuffizienz im Fokus der gegenwartigen Forschung
(Field 2004). Ferner werden unter anderem die Moglichkeiten der kardialen
Stammezelltherapie und der Transplantation kinstlichen Gewebes als mdgliche
Therapiestrategien intensiv untersucht (von Harsdorf, Poole-Wilson et al. 2004).
Zusammenfassend kann man sagen, dass diese Therapieansatze allesamt
vielversprechend sind, obgleich die klinische Anwendbarkeit dieser Strategien noch weit

entfernt ist.
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Il Kardiale Caspase-1 als ein neues therapeutisches
Target?

1 Moglichkeiten einer Caspase-1 Inhibition

1.1 Endogene Caspase-1 Inhibitoren

Neben synthetisch generierten Caspase-1 Inhibitoren sind in der Literatur endogene
Caspase-1 Inhibitoren beschrieben. CrmA gehért zur Familie der Serpine (serin
proteinase inhibitor) und stammt von einem Kuhpockenvirus ab (Rodriguez, Span et al.
2003). Dieser fordert die virale Infektion, indem es der Wirts-immunantwort durch
Abschwachung der inflammatorischen Immunantwort und durch Apoptosehemmung
entgegenwirkt. Neben Caspase-1 wird durch CrmA auch Caspase-2, -3, -8 und -10
inaktiviert. Das S&ugetieranalog von CrmA ist der Proteinase-Inhibitor 9 (PI9), ein
Inhibitor der Caspase-1 (Annand, Dahlen et al. 1999; Young, Sukhova et al. 2000).
Caspase-1 ist jedoch nicht die einzige Caspase, die durch PI9 inhibiert wird. Neben der
beschriebenen Inhibition der Caspase-1, -4 und -8 ist denkbar, dass eine Vielzahl an
Caspasen durch PI9 inhibiert wird. Als Wirkmechanismus ist beschrieben, dass PI9 die
Prozessierung der Caspasen inhibiert, indem es wahlweise die Proformen oder deren
Intermediate durch Komplexierung bindet und somit deren Prozessierung inhibiert. In
Gewebeschnitten von atherosklerotischen GefalRen konnte eine deutlich verminderte
Expression von PI9 mit einer entsprechend erhéhten Expression der Caspase-1 und
IL-1B korreliert werden. Man kénnte sich demnach vorstellen, dass die verstarkte
Aktivitat der Caspase-1 bei Herzinsuffizienz durch eine verminderte Expression von PI9

bei Herzmuskelschwache zustande kommen konnte.

1.2 Synthetische Caspase-1 Inhibitoren
1.2.1 Peptidische Caspase-1 Inhibitoren

Caspasen sind Cysteinproteasen und kdnnen als solche durch eine chemische Reaktion
der Thiolgruppe im aktiven Zentrum modifiziert und somit inhibiert werden. Wie bereits
erwahnt ist das gruppenspezifische Merkmal der Caspasen die spezifische Spaltung
von Peptiden mit einem C-terminalen Aspartat an Position P1 durch Amidhydrolyse.

Die Struktur der peptidischen Inhibitoren der Caspase-1 basiert auf der Tatsache, dass
Caspase-1 spezifisch Peptide nach YVHD-Sequenzen, wie sie beispielsweise bei
pro-IL-1p zu finden sind (Tyr-Val-His-Asp116-Ala117; P4-P3-P2-P1*P1") schneidet
(Howard, Kostura et al. 1991). Die Aminosaure in Position P2 ist weitgehend
austauschbar, sie tragt kaum zur Enzym-Substratbindung bei. Die Substitution an P2

von His nach Ala, wie sie in den Peptidinhibitoren vorliegt, erhéht jedoch die
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Substratspezifitat, Caspase-1 Inhibitoren weisen daher die Sequenz YVAD auf. Die
Position P4 ist entscheidend fur die jeweilige Substratspezifitdt (Earnshaw, Martins et al.
1999). Die Caspasen lassen sich aufgrund dieser Praferenz fir Position P4 in ihrem
Substrat unterscheiden: Gruppe | (Caspase-1, -4,-5) bevorzugt einen aromatischen
Rest, Gruppe Il (Caspase-3,-6,-7) bevorzugt Aspartat an P4, Gruppe Il (Caspase-8)
bevorzugt aliphatische Reste an P4 (Annand, Dahlen et al. 1999). Den entscheidenden
Einfluss der Position P4 fir die relative Caspasen-Selektivitat zeigt sich bei dem
Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk. Im Unterschied zu der Peptidsequenz der
Caspase-1 Inhibitoren wurde lediglich die vierte Aminosaure (P4) in der Peptidkette
durch den N-terminalen Benzyloxycarbonylrest (z) ersetzt. Durch diese Modifikation
kann der Breitspektrum-Caspase-Inhibitor zZVAD-FMK unspezifisch an die aktiven
Zentren aller bisher bekannten Caspasen binden. Neben der Peptid-Sequenz YVAD ist
die WEHD-Sequenz mehrfach in der Literatur als noch bessere Peptid-
Erkennungssequenz flr Caspase-1 beschrieben (Rano, Timkey et al. 1997). Da WEDH
auch fir die der Caspase-1 am nahesten verwandten Caspasen-4 und -5 die
bevorzugte Substrat-Peptidsequenz darstellt (Chang and Yang 2000), und somit nicht
fur Caspase-1 spezifisch ist, werden WEHD-basierte Peptidinhibitoren kaum verwendet.
Man unterscheidet irreversible und reversible Caspase-1 Inhibitoren, beiden
Mechansimen unterliegt ein nukleophiler Angriff durch das Cys285 im aktiven Zentrum
der Caspase-1 (Livingston 1997). Die Substratbindungsstelle fur die Caspase-1 weist
eine Erkennungsseite und eine Reaktionsseite auf. Wahrend die Erkennungsseite des
Substrats  zur  nétigen  raumlichen  Anlagerung der Caspase-1 durch
Wasserstoffbrickenbindungen mit den Aminosauren in P1 und P3 dient, kommt es an
der Reaktionsseite durch das Cycstein285 im aktiven Zentrum der Caspase-1 zur
hydrolytischen Amidspaltung (Verseifung) des Aspartats im Sinne einer SN2-Reaktion
(Garcia-Calvo, Peterson et al. 1998; Wagner and Laufer 2006). Unter physiologischen
Bedingungen liegt die Thiolgruppe als Thiolat vor und weist als solche eine sehr hohe
Nukleophilie auf. Im aktiven Zentrum der Caspase-1 liegt das, in der kleinen
Untereinheit p10 lokalisierte Histidin (His237) in unmittelbarer raumlicher Nahe zu dem
Cystein (Cys285) der p20 Untereinheit, wodurch die Nucleophilie des Cystein 285
erhoht wird (Chang and Yang 2000).

Irreversible Caspase-1 Inhibitoren gehen durch Alkylierung der Thiolgruppe im aktiven
Zentrum (Cys285) der Caspase-1 eine kovalente Bindung ein und mussen daher eine
Abgangsgruppe aufweisen. Am haufigsten werden Halomethylketone verwendet
(fmk= Fluoromethylketon, cmk= Chlormethylketon), aber auch Diazomethylketone und
Acyloxymethylketone werden eingesetzt. Aus der Nomenklatur der Caspase-Inhibitoren

I&sst sich deren Struktur ableiten: Der Caspase-1 Inhibitor Ac-YVAD-cmk ist ein Acetyl-
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Tyrosin-Valin-Alanin-Aspartat-Chlormethylketon. Reversible Caspase-1 Inhibitoren sind
Peptidaldehyde (YVAD-H), sie weisen daher keine Abgangsgruppe auf und kénnen

nicht kovalent an das aktive Zentrum der Caspase-1 binden.

Ac-YVAD-fmk
OH

(0]

< om
A

e} mit Cys285
Wasserstoffbriickenbindungen

P4 P3 P2 P1
Tyr Val Ala Asp

Abbildung 41: Der peptidische Caspase-1 Inhibitor Ac-YVAD-fmk.

Der groRte Nachteil dieser Peptidinhibitoren ist, dass sie aufgrund des nicht selektiven
Wirkmechanismus unspezifische Bindungen eingehen. Sie sind durch ihre Reaktivitat
gegeniber Thiolgruppen in Cysteinproteasen und Hydroxygruppen in Serinproteasen
toxisch und daher als in vivo-Therapeutika ungeeignet. Durch ihre ungenigende
Substrat-Spezifitat sind die Caspase-1 Inhibitoren trotz ihrer hohen Bindungsaffinitat als
selektive Inhibitoren nicht ideal.

Fir die peptidischen Caspase-1 Inhibitoren wurde in vitro mehrfach eine Inhibition der
IL-1B Generierung demonstriert (Thornberry, Bull et al. 1992; Molineaux, Casano et al.
1993; Fletcher, Agarwal et al. 1995; Miller, Krasney et al. 1995) . Es gibt nur wenige
Studien mit diesen Inhibitoren in vivo. Es wurde geziegt, dass eine LPS-induzierte IL-18-
Produktion durch Injektion peptidischer Caspase-1 Inhibitoren unterdriickt werden kann
(Estrov, Black et al. 1995) . In einem Mausmodell chronischer Arthritis kbnnen die mit
IL-1p assoziierten Symptome durch Inhibition der Caspase-1 mit einem zVAD-
Alkoxymethylketons verbessert werden (Ku, Faust et al. 1996). In einer Studie mit einem
Rattenmodell flr akute Lungenschadigung wahrend schwerer, akuter Pankreatitis
konnte durch Injektion eines Caspase-1 Inhibitors (Ac-YVAD-Alkoxymethylketons) die
Produktion an IL-1p und IL-18 reduziert werden (Zhang, Zhu et al. 2007).

In Einklang mit den hier vorgestellten Daten gibt es in der Literatur in den letzten Jahren
Hinweise fUr eine Verbesserung eines kardialen Herzinsuffizienz-Phanotpys durch eine

Caspase-1 Inhibition mit peptidischen Inhibitoren (siehe unten). Dennoch ist die

125



Studienlage nicht eindeutig. Eine Caspase-1 Inhibition scheint die Herzfunktion und
Apoptoserate in Schadigungsmodellen zu verbessern, bei der Interpretation der Daten
muss jedoch die mangelnde Selektivitat dieser peptidischen Inhibitoren flr Caspase-1
beriicksichtigt werden. In einer Studie zur Untersuchung der Effizienz einer Caspase-
Inhibition bezlglich einer Verbesserung der Herzfunktion und Abnahme der
Apoptoserate nach Injektion von LPS, zeigte eine Caspase-1 Inhibition (Ac-YVAD-fmk)
keine verbessernde Wirkung (Fauvel, Marchetti et al. 2001). In einem Hypercholesterin-
induzierten Ischamie/Reperfusion-Modell in Ratten bewirkte jedoch derselbe Inhibitor
eine signifikante Abnahme der Apoptoserate (Wang, Chen et al. 2003). In einem
Ischamie/Reperfusion-Modell in Ratten konnte durch eine Caspase-1 Inhibition (YVAD-
cho) eine deutlich reduzierte Apoptoserate gemessen werden, ein EinfluR auf die
Infarktgré3e war nicht detektierbar (Okamura, Miura et al. 2000). In einer weiteren
Studie eines Ischamie/Reperfusion-Modells in Ratten wurde durch den Caspase-1
Inhibitor Ac-YVAD-cmk sowohl die Apoptose als auch die InfarktgrofRe reduziert (Holly,
Drincic et al. 1999). In einem ex vivo Ischamie/Reperfusions-Modell konnte die Inhibition
der Caspase-1 (AC-YVAD-fmk) eine Verminderung der Apoptose und eine
Verbesserung der Herzfunktionen bewirkt werden (Kovacs, Bak et al. 2001).

Abschlielend bleibt festzuhalten, dass peptidische Caspase-Inhibitoren neben der
mangelnden  Selektivitdt und schlechten Membrangangigkeit grundlegende
pharmakologische Nachteile aufweisen, die ihre Anwendbarkeit als Kklinische
Therapeutika einschranken. Peptid-Inhibitoren sind oral nur sehr gering bioverflgbar,
was ihren Einsatz als Dauermedikation aufgrund schlechter Patientencomplience in
Frage stellt. Ferner sind sie metabolisch instabil (werden schnell durch Proteasen durch
Amidhydrolyse gespalten), weisen eine kurze Plasma-Halbwertszeit auf und werden

schnell vom Organismus eliminiert (Leung-Toung, Li et al. 2002).

1.2.2 Peptidomimetische Caspase-1 Inhibitoren

Aufgrund dieses mangelhaften pharmakologischen Profils ist man bemdiht, neue
Caspase-Inhibitoren mit einem reduzierten Peptid-Charakter zu entwickeln. Ausgehend
von den rein peptidischen Inhibitoren wurden die nétigen Peptid-ahnlichen Strukturen,
speziell Position P1 (kovalente Bindung zu Cystein) und die Positionen P1, 2 und 3
(Wasserstoffbrickenbindungen zur rdumlichen Anlagerung) in Heterocyclen bzw.
aneinandergelagerte  Ringsysteme eingebettet. Diese neue Generation an
polyaromatischen Heterozyklen verbindet somit die hohe Bindungsaffinitdt der
Peptidinhibitoren mit den pharmakologischen Vorteilen nicht-peptidischer Substanzen

weshalb man solche Inhibitoren als peptidomimetische Inhibitoren bezeichnet.
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Der von Sanofi-Aventis und Vertex generierte Wirkstoff Pranalcasan (HMR 3480, VX-
740) ist der erste, nicht-peptidische fiur Caspase-1 spezifische Inhibitor (Rudolphi,
Gerwin et al. 2003). Die Struktur des aktiven Metaboliten wurde durch Strukturanalysen

bisheriger Peptidinhibitoren mit Caspase-1 entworfen.

Pranalcasan RU 36384
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Abbildung 42: Pranalcasan, ein peptidomimetischer Caspase-1 Inhibitor.

Pranalcasan ist ein Pro-Pharmakon mit einer oralen Bioverfiigbarkeit von 40-60%, die
orale Bioverfugbarkeit des aktiven Metabolit liegt bei nur 4%. Im Blut wird Pranalcasan
nach Absorbtion aus dem Darm schnell von Plasmaesterasen durch Hydrolyse des
cyclischen Acetals in seinen potenten, aktiven Metaboliten (RU36384, Ki=1,4nM)
Uberfuhrt. Durch Pranalcasan kann eine Reduktion der Serumspiegel an IL-18 nach
Stimulation mit LPS in vitro (HUVEC-Zellen) und in vivo (80%ige Reduktion,
25-100mg/kg Maus, p.o.) erzielt werden. /n vivo wurde Pranalcasan bisher in
Mausmodellen entziindlicher Erkrankungen, wie beispielsweise Osteoarthritis und Kolitis
untersucht (Rudolphi, Gerwin et al. 2003; Loher, Bauer et al. 2004). In beiden
Untersuchungen war die mit Pranalcasan behandelte Versuchsgruppe beziglich einer
Verbesserung krankheitsspezifischer Symptome der Kontrollgruppe deutlich Gberlegen.
Diese Ergebnisse stehen somit mit denen von Untersuchungen an Caspase-1-
defizienten Mausen in denselben Krankheitsmodellen in Einklang. In diesen
praklinischen Studien zeigte die orale Applikation von Pranalcasan keinerlei Hinweise
auf eine erhdhte Toxizitat und wurde gut toleriert. Pranalcasan befand sich in Phase IIb
einer klinischen Studie gegen rheumatoide Arthritis. Auch in dieser Studie mit 285
Patienten mit rheumatoider Arthritis/Osteoarthritis und freiwilligen gesunden Probanden
zeigte sich eine gute Vertraglichkei von oral verabreichtem Pranalcasan. Dennoch
wurde die Phase lIb-Studie von Sanofi-Aventis laut Firmenhomepage ,due to various

reasons” im Marz 2005 gestoppt (http://en.sanofi-aventis.com/press/ppc_2620.asp).
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1.2.3 Nicht-peptidische Caspase-1 Inhibitoren

Ein weder peptidischer noch peptidomimetischer, in der Literatur beschriebener
Caspase-1 Inhibitor, NCX 4016, ist ein Nitrosoderivat von Aspirin (Leung-Toung, Li et al.
2002). Nach Aufnahme wird NCX 4016 durch Esterasen in Aspirin und NO gespalten
werden und verbindet somit die Wirkungen von Aspirin und NO. NCX 4016 weist eine
bessere antiinflammatorische Wirksamkeit als Aspirin mit einem geringen
Nebenwirkungsspektrum insbesondere der gastrointestinalen Toxizitat auf. Die
klassischen Wirkungen von NO, wie die Vasodilatation, sind cGMP vermittelt, jedoch
sind fur NO auch weitere cGMP-unabhangige sowohl protektive als auch schadigende
Wirkungen beschrieben (Napoli and Ignarro 2003; Gresele and Momi 2006).

Durch S-Nitrosylierung des Cysteins im aktiven Zentrum der Caspasen kénnen NO-
NSAID als Caspasen-Inhibitoren agieren. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt,
dass NCX 4016 ein potenter, jedoch aufgrund des zugrunde liegenden Mechanismus
nicht sehr selektiver Caspase-1 Inhibitor ist. Eine Inkubation von Monozyten mit NCX
4016 kann eine LPS-induzierte IL-1f und IL-18 Generierung durch Inhibition der
Caspase-1 unterdriicken (Fiorucci, Santucci et al. 2000). Die in der Literatur
beschriebene Inhibition der Caspase-1 konnte nicht nur die verbesserte
antiinflammatorische Aktivitdt und den gastroprotektiven Effekt von NCX 4016 erklaren
(Fiorucci, Antonelli et al. 1999), sondern auch zu dem beschriebenen antiapoptotischen
Effekt von NCX 4016 bei Herzinsuffizienz-Studien in Tieren beitragen. Es ist
beschrieben, dass die orale Applikation von NCX 4016 zu einem Anfluten von NO unter
anderem im Herzgewebe flhrt, nach einer i.p. Applikation kann NCX 4016 selbst im
Herzgewebe nachgewiesen werden (Carini, Aldini et al. 2004). NCX 4016 fuhrt im
Vergleich zu Aspirin zu einer reduzierten Infarktgréfde nach Ischamie/Reperfusion in
Ratten (Rossoni, Manfredi et al. 2001) und in Schweinen (Wainwright, Miller et al. 2002).
In einem Herzinsuffizienzmodell (MI) in Kaninchen konnte durch Gabe von NCX 4016 im
Vergleich zu Aspirin sowohl die Mortalitat reduziert, als auch eine Verschlechterung der
Herzfunktion vermindert werden (Rossoni, Berti et al. 2000). In einer in vitro-Studie
wurde in HUVEC-Zellen mittels Staurosporin Apoptose durch Schadigung der
Mitochondrien (intrinsischer Signalweges) induziert. NCX 4016 inhibiert die Freisetzung
von Cytochromc aus den Mitochondrien und greift somit in die Aktivierung des
intrinsischen Signalweges ein (Fiorucci, Mencarelli et al. 2002).

Bezlglich potentieller kanzerogener Nebenwirkungen antiapoptotischer Substanzen
zeigt NCX 4016 auch hier ein sehr glnstiges Profil, es ist bereits mehrfach eine
krebsinhibierende Wirkung von NCX 4016 beschrieben. Untersuchungen in vitro zeigten

im Gegensatz zu Aspirin durch NCX 4016 eine 6000-fach potentere krebsinhibierende
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Wirkung fur das Voranschreiten von Kolon-, Pankreas-, Prostata-, Lungen-, Haut-,
Leukiemie- und Brustkrebs (Rigas, Kalofonos et al. 2003). Zusammenfassend weist
NCX 4016 im Vergeich zu Aspirin ein deutlich verbessertes antiinflammatorisches und
kardioprotektives Wirkspektrum bei guter krebsinhibierender und gastroprotektiver
Wirkung auf. NCX 4016 ist damit trotz seiner mangelnden Substratselektivitat far

Caspase-1 ein interessanter therapeutischer Wirkstoff.

2 Ausblick

Peptid-Aptamere stellen eine neue Klasse von potentiell therapeutisch einsetzbaren Bio-
Molekllen dar. Das Wort Aptamer leitet sich aus den griechischen Wértern apt = passen
und meros = Teilchen ab. (Hoppe-Seyler, Crnkovic-Mertens et al. 2004; Baines and
Colas 2006). Peptid-Aptamere sind kurze Oligopeptide, die von einem gut I6slichen,
vertraglichen und mdglichst inerten Gerustprotein prasentiert werden. Das
Peptidfragment wird durch das GerUstprotein in eine solche raumliche Anordnung
gebracht, dass die entstehende 3D-Peptid-Struktur moéglichst komplementar der des
aktiven Zentrums des Zielproteins angepasst ist. Die Starke der Protein-Protein-
Interaktionen ist somit durch die Passgenauigkeit der Interaktionsflache zwischen dem
Aptamer und dem Substrat bestimmt. Neben der rdumlichen Passgenauigkeit sind
elektrostatische Wechselwirkungen fir die Bindungsaffinitat entscheidend. Ahnlich wie
Antikdrper sind Aptamere in der Lage mit dem jeweiligen Bindungspartner zu
interagieren und haben durch diese Bindung das Potential, dessen Funktion zu
beeinflussen. Aptamere sind somit kinstlich hergestellte Bindungspartner, die die
gunstigen Eigenschaften von Antikérpern und kleinen Molekulen verbinden (Crawford,
Woodman et al. 2003). Sie weisen neben einer hohen chemischen Stabilitat und einer
geringen Immunogenizitat eine hohe Spezifitat und Bindungsaffinitat auf, und sind damit
fur die gezielte Beeinflussung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo prinzipiell
geeignet. Durch Modifikationen kann die kurze Halbwertszeit von Minuten auf Tage bis
Wochen erhéht werden. Neben der Maskierung des aktiven Zentrums des Zielproteins
kénnen durch Aptamere beliebige funktionelle Proteindomé&nen durch Bindung
spezifisch inhibiert werden. Es kénnen Translokationsdomanen maskiert werden, um so
aktivierte Proteine von ihrem Wirkort fernzuhalten, oder Transkriptionsfaktoren kénnen
in ihrer Bindung an DNA gehindert werden.

Die besondere Herausforderung fur die therapeutische Anwendbarkeit besteht in der
Form der Applikation, bzw. der gewebespezifischen Applikation. Ein spezielles Problem
der Anwendbarkeit von Protein-basierten Inhibitoren ist, dass sie, aufgrund ihrer Grdlie
unzureichend die Zellmembran passieren kdénnen und somit lediglich extrazellular

wirksam sind. Eine mogliche Strategie zur Einbringung der Aptamerkonstrukte in die
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Zielzellen ist die lentivirale Transduktion. Jedoch ist die Anwendbarkeit einer lentiviralen
Transduktion fir die klinische Anwendung beim Menschen sehr limitiert. Die
Verwendung von Viren als therapeutisches Vehikel birgt generelle Risiken, die im
Rahmen der Gentherapie vielfach diskutiert werden. Durch die Insertion viraler DNA in
das humane Genom kann es beispielsweise zu einer Veranderung der Zellen kommen.
Sollte es jedoch in Zukunft gelingen, eine sichere, gewebsspezifische Applikation zu
gewahrleisten, stellt die Aptamer-Technologie ein fur die Entwicklung neuer
Therapiestrategien interessantes Werkzeug dar.

Da die apoptotischen Signaltransduktionswege nur wenige der klassischen
Zielstrukturen wie Enzyme oder Rezeptoren aufweisen sollten besonders die Strategien
der Gentherapie oder der Antisense-Therapie (siRNA-Technologie, small interfering
RNA) fir eine umfaasende Apoptose-Inhibition in Betracht gezogen werden (van Empel,
Bertrand et al. 2005). Wie erwahnt, wird der virale Gentransfer flir den Apoptose-
Inhibitor ARC und die Antisense-Strategie flr das antiapoptotische Bcl-2 in praklinischen
Studien bereits eingesetzt. Durch die siRNA-Technologie (21-28 Nucleotide lange RNA-
Fragmente) kann spezifisch in die Expression des Zielgens inhibierend eingegriffen
werden (Nicholson 2000). Damit bietet sie im Gegensatz zu dem Peptidaptameren eine
selektive, auf dem Expressionsstufe eingreifende Strategie. siRNAs werden in der Zelle
in den Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) eingebaut, der dann
komplementar an die entsprechende Ziel-mRNA bindet. Nach dem Entwinden wird die
Ziel-mRNA gespalten und anschlieBend durch intrazelluldre Nucleasen abgebaut. Bis
synthetisch hergestellte siRNA als klinische Therapeutika eingesetzt werden koénnen,
missen noch einige Aspekte mittels weiterer Forschung addressiert werden. Ein
Nachteil dieser Methodik ist, dass die Expression des Ziels nur deutlich verringert, aber
nicht komplett ausgeschaltet werden kann. Die Optimimierung der Effizienz und der
Stabilitat, aber auch die Minimierung unspezifischer Nebenwirkungen, beispielsweise
durch chemische Modifikationen, stehen im Fokus der gegenwartigen Forschung. Wie
schon flr die Peptid-Aptamere, stellt sich hier ebenfalls das Problem der
gewebsspezifischen Applizierbarkeit. Durch die Fusion der siRNAs mit niedriger
molekularen Vehikeln, die selektiv von nur einem Zelltyp aufgenommen werden, kénnte
eine gewebeselektive Applikation mdglich werden (He and Sontheimer 2004; Ketting
and Plasterk 2004). Lediglich im Bereich der Krebsforschung befindet sich die Antisens-
Technologie fir das antiapoptotische Bcl-2 bereits in Phase Il der klinischen Erprobung
(Genasense, Genta).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten demonstrieren, dass kardiale Caspase-1 durch
Induktion von Kardiomyozytenapoptose signifikant an der Entwicklung einer

Herzmuskelschwache beteiligt ist. Um Caspase-1 als mogliches Zielprotein fir eine
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Herzinsuffizienz-Therapie zu etablieren, bedarf es umfassender weiterflhrender
Untersuchungen. Es muss der, der Caspase-1 zugrunde liegende proapoptotische
Mechanismus der Caspase-1 detailiert verstanden werden und seine Interaktionspartner
und Substrate mussen identifiziert werden. Da die Caspase-1 sowohl in apoptotische
Prozesse als auch in die Immunantwort involviert ist, bedarf es einer
gewebsspezifischen Inhibition. Nur so kann das Nebenwirkungspotential, besonders das
Risiko der Tumorentwicklung und eine Beeintrachtigung der Immunantwort minimiert
werden. Da Caspasen in zahlreichen Organen exprimiert werden, kbénnte eine
Gewebsspezifitat Uber die Interaktion zu einem herzspezifischen Interaktionspartner
erzielt werden. Alternativ musste eine herzspezifische Applikation mit Hilfe der
Arzneimitteltechnologie angestrebt werden. Um die Effizienz der Apoptose-Inhibition zu
maximieren, ware es ferner sinnvoll, auf mehreren Ebenen der Caspase-Kaskade
spezifisch einzugreifen. Das mdgliche Nebenwirkungspotential solcher Inhibitoren-
Cocktails muss hierflr durch Maximierung der Substratspezifitdt und Gewebeselektivitat
minimiert werden. Schlieflich sollte nicht nur die Inhibition der apoptotischen Elimination
von Kardiomyozyten gewahrleistet sein. Da Kardiomyozyten die kontraktilen Einheiten
des Herzmuskelgewebes sind, muss ebenso die Funktion der durch Apoptoseinhibition
erhaltenen Kardiomyozyten gewahrleistet sein. Dazu sollte die Pravention der
Kardiomyozytenapoptose durch Caspase-Inhibition beispielsweise durch einen gezielten
Schutz der Mitochondrien (durch Inhibition proapoptotischer Gene wie Bad oder durch
mPTP-Inhibitoren)  komplettiert werden  (Webster and  Bishopric  2003).
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
Adv-Casp-1
Adv-LacZ
AEC -3
ANF

Apaf

APS

ARC

BCA

Bid

tBid

bp

BrdU

BSA
C.elegans
CAD
CARD
Casp-1

Casp-1-TG
CBFHH
CCC9
CD
CD31
cDNA
cFLIP
Col
COX
CrmA
CTSD
DAB
dATP
dCTP
DD
DED

— Abbildung

— Caspase-1-exprimierender Adenovirus

— LacZ-exprimierender Adenovirus

— Amino-9-Ethyl-Carbazol

— Atrieller natriuretischer Faktor, atrial natriuretic factor
— apoptotic protease activation factor

— Ammoniumpersulfat

— Apoptosis repressor with a CARD

— Bicinchoninsaure

— BH3 interacting domain death agonist

— Truncated Bid

— Basenpaar

— Bromodeoxyuridin

— Bovines Serum Albumin

— Caenorhabditis elegans

— Caspase-activated DNase

— Caspase activation and recruitment domain

— Caspase-1, Interleukin Konversions-Enzym, interleukin converting-

enzyme

— Caspase-1-transgen

— Calcium- and bicarbonate-free Hanks with Hepes-Medium
— Komplement Komponente C9, complement component C9
— Cluster of differentiation

— PECAM-1, Platlet endothelial cell adhesion molecule-1

— CopyDNA

— Cellular FLICE-inhibitory protein
— Kollagen, collagen

— Cyclooxygenase

— Cytokine response modifier A

— Cathepsin D

— Diaminobenzidin

— Desoxyadenosintriphosphat

— Desoxycytosintriphosphat

— Todesdoméne, death domain

— Death Effector Domain
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dGTP — Desoxyguanidintriphosphat

DHE — Dihydroethidium

DIABOLO — direct IAP binding protein with low p/

DISC — Todessignal-Komplex, Death Inducing Signaling Complex

DMSO — Dimethylsulfoxid

DNA — Desoxyribonukleinsaure

DNase — Desoxyribonuklease

dNTP — Desoxyribonkleotide

dp/dtmax — Maximale Druckansteigsgeschwindigkeit, erste Ableitung der
Druckkurve

DTT — Dithiothreitol

dTTP — Desoxythymidintriphosphat

EDA — Enddiastolische, intraventrikulare Flache des linken Ventrikles, end-

diastolic area

EDTA — Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay
ESA — Endsystolische (intraventrikulare) Flache des linken Ventrikles, end-

systolic area

FADD — Fas-Associated Death Domain

FasL — Fas-Ligand

FCS — Fetal Calf Serum, Fétales Kalberserum

FS — Verkurzungefraktion, fractional shortening

g — 1) Erdbeschleunigung 2) Gramm

GAPDH — Glyceraldehyd-Phosphat-Dehydrogenase

GM-CSF — Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GPCR — G-Protein gekoppelter Rezeptor, G protein coupled receptor
HUVEC — Humane, venése Nabelschnurendothelien, human umbilical vein

endothelial cells

IAP — Inhibitor of apoptosis proteins

I/IR — Ischamie/Reperfusion, ischemia/reperfusion

ICAD — Inhibitor of CAD

IFN — Interferon

IGF — Insulin-like growth factor

IL — Interleukin

iINOS — Induzierbare NO-Synthase, inducible NO-synthase
kDa — KiloDalton
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LacZ — Fir die B-Galactosidase codierendes Gen aus dem Lactose-Operon

von E.coli

LAD — Linke absteigende Koronararterie, left anterior decending coronary
artery

LPS — Lipopolysaccharid, Endotoxin

LVEDP — Linksventrikularer end-diastolischer Druck, left-ventricular end-diastolic
pressure

LVP — Linksventrikularer Druck, left ventricular pressure

M — Mol/Liter

m/v — Masse pro Volumen

MEM — Modified Eagle’s Medium

ug — Mikrogramm

MHC — myosin-heavy-chain

MI — Herzinfarkt, Myokardinfarkt, myocardial infarction

MMP — Matrix Metalloproteinasen, matrix metalloproteinases

MOl — Multipltcity of infection

MOPS — 3-(Morpholino)propansulfonsaure

mPTP — Mitochondrial permeability transcition pore

mMmRNA — Boten-Ribonukleinsaure, ,messenger RNA*®

MTT — 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

n — Anzahl

NaCl — Natriumchlorid

NaN3 — Natriumazid

NaOH — Natriumhydroxid

NGF — Nerve growth factor

NO — Stickstoffmonooxid, Nitric oxide

NP-40 — Nonidet-P40, Detergens

NRCM — Neonatale Rattenkardiomyozyten, neonatal rat cardiomyocytes

NSAID — Nichtsteroidales Antiphlogistikum, non steroidal anti-inflammatory drug

oD — Optische Dichte

8-OHdG — 8-Hydroxydeoxyguanosin

PARP — Poly-ADP-ribose polymerase

PBS — Phosphat-gepufferte Salzlésung, phosphate buffered saline

PCD — Programmierter Zelltod, Apoptose, programmed cell death

PCR — Polymerasekettenreaktion

PECAM — Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, CD31

P19 — Proteinase Inhibitor 9, proteinase-inhibitor 9
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Polylysin

PVDF
RAAS
RISC
ROS
RT
SDS
SEM
SERCA

siRNA
Smac
SN2
SV40
Tab.

TAE-Puffer

TEMED
TIMP

TMB
TNF
TRAIL
Tris
TTC
TUNEL
V

viv
vMLC1
WT

— Poly-D-lysinbromid

— Polyvinylfluorid

— Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

— RNA-induced silencing complex

— Reaktive Sauerstoffspezies, reactive oxygen species

— Reverse Transkriptase

— Natriumdodecylsulfat

— Mittlere Standardabweichung

— Sarkoplasmatische Kalzium ATPase, sarcoplamatic reticulum calcium
ATPase

— Small intrefering RNA

— second mitochondrial activator of caspases

— Bimolekulare nucleophile Substitution

— Simian Virus 40

— Tabelle

— Tris-Acetat-Laufpuffer fir Elektrophorese

— Tetramethylethylendiamin

— Gewebsinhibitoren der Metalloproteinasen, tissue inhibitors of

metalloproteinases

— Tetramethylbenzidin

— Tumornekrosefaktor, tunor necrosis factor

— TNF-related apoptosis-inducing ligand

— Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

— 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloridlésung

— TdT-mediated dUTP nick end labeling

— Volt

— Volumen pro Volumen

— ventricular essential myosin light chain

— Wildtyp
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