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1 Einleitung
1.1 Klinischer und experimenteller Hintergrund

Viele verschiedene Grunderkrankungen des Herz-Kreislaufsystems fiihren zu einer
Druck- oder Volumenbelastung des Herzens mit kompensatorischer Hypertrophie des
Herzmuskels. Bei Druckbelastung kommt es zu einer Zunahme der Wandspannung,
die den Hypertrophieprozess auslost. Die Wandspannung ldsst sich nach der Formel

des franzosischen Mathematikers und Physikers Laplace folgendermallen berechnen:

K = Ptm* r/2d (n*m?)

Man geht vereinfacht davon aus, dass das Herz ein kugelformiger Hohlkdrper ist. Da-
bei ist r (m) der Innenradius, d (m) die Wanddicke und Py, (Pa) der transmurale Druck,
der normalerweise dem Innendruck entspricht. Die Wandspannung K, d.h. der
Kraft/Wandquerschnitt (N*m™), nimmt proportional mit dem Innendruck und dem
Radius zu. Daher gilt auch: Je dicker die Wand, desto geringer ist bei gleichem Innen-
radius die Wandspannung.

Da sich die einzelne Herzmuskelzelle nach dem Neonatalstadium nicht mehr wesent-
lich teilen kann, ist das Herz zur Konstanthaltung der Wandspannung auf eine Hyper-
trophie angewiesen. Kommt es zum Beispiel zu einem Herzinfarkt, féllt ein Teil des
Arbeitsmyokards aus und steht dem Herzen zur Erhaltung seiner Pumpfunktion nicht
mehr zu Verfiigung. Dadurch kommt es zu Druck- und Volumenbelastung des Her-
zens. Es kompensiert diesen Ausfall durch eine Hypertrophie des umliegenden Mus-
kelgewebes. Diese initiale Hypertrophie verbessert die Herzfunktion anfangs, zu ei-
nem spéteren Zeitpunkt kommt es jedoch oft zur zunehmenden Dilatation des Ventri-
kels und damit zum Anstieg der Wandspannung. SchlieBlich leitet dieser Prozess die
Entwicklung einer irreversiblen Herzinsuffizienz ein. Bis heute sind die Vorgénge, die
diesen Ubergang zur Dekompensation steuern, nicht im Einzelnen bekannt. Integrine
spielen dabei moglicherweise eine entscheidende Rolle. Sie iibertragen zum einen den
physikalischen Stimulus wéhrend der Hypertrophie auf die einzelne Herzmuskelzelle.
Dariiber hinaus sind sie entscheidende Schaltstationen im Signaltransduktionsprozess

des Herzmuskels. Moglicherweise verbinden sie diese beiden Schritte entscheidend



miteinander. Dies legt den Gedanken nahe, durch pharmakologische Beeinflussung
verschiedener Integrinunterformen therapeutischen Nutzen zu erlangen. In vielen Be-
reichen der Medizin spielt diese Interaktion zwischen Wirkstoff und Integrinen schon
heute eine grofle Rolle. Dartiber hinaus gibt es einige interessante experimentelle An-
sdtze, die in Zukunft zur Therapie von Erkrankungen eingesetzt werden kdnnten.

Im Bereich der kardiovaskuldren Medizin hat die Integrininhibition (alpha.llb/beta.3,
identisch mit Glykoprotein IIb/IIla) am Thrombozyten therapeutischen Nutzen erlangt.
Durch den Einsatz spezifischer Antikorper (z.B. Abciximab) oder synthetischer Re-
zeptorantagonisten (z.B. Tirofiban, Eptifibatide) konnte das Infarktrisiko bei instabiler
Angina pectoris und Komplikationen nach Ballondilatation und PTCA erheblich ge-
senkt werden [1].

Beim akuten Koronarsyndrom haben die synthetischen Glykoprotein IIb/Illa-
Antagonisten eine positive Wirkung. Es konnte gezeigt werden, dass besonders bei
Infarkten mit und ohne persistierende ST-Streckenhebungen ein Nutzen von Gly-
koprotein IIb/Illa-Antagonisten zu verzeichnen ist. Insbesondere profitieren Patienten
mit hohem  Risiko (rezidivierende  Brustschmerzen, dynamische  ST-
Streckenverdnderungen, ST-Streckensenkungen usw.) sowie Patienten mit erhohten
Troponinwerten. Dieser Nutzen kommt besonders dann zum Tragen, wenn innerhalb
der ersten 48 Stunden eine Koronarangiographie mit eventueller Intervention erfolgt.
Dies gilt auch fiir eine sich anschlieBende Herzbypassoperation. Des weiteren wird
empfohlen, die Medikation mit Glykoprotein IIb/Illa-Antagonisten fiir 24 Stunden
nach Intervention fortzufiihren [2].

Im Bereich der Onkologie versucht man seit langem, die fiir die Malignisierung eines
Tumors notwendige Angiogenese mit Hilfe bestimmter Substanzen zu verhindern.
Diese Angiogenese spielt die Schliisselrolle bei der Entstehung vieler maligner Er-
krankungen [3]. Integrine spielen bei der Angiogenese eine wichtige Rolle. Insbeson-
dere die Unterformen alpha.v/beta.3 sowie alpha.v/beta.5, welche auf Endothelzellen
von Blutgefdlen exprimiert sind, werden mittlerweile pharmakologisch erfolgreich
blockiert. Das alpha.v/beta.3-Integrin garantiert das Wachstum der Blutgefille und
tragt somit auch zur Metastasierung maligner Tumoren bei [4]. Es gibt bisweilen eine
ganze Reihe an Substanzen, welche die Angiogenese hemmen. Mit Erfolg sind diese

Substanzen schon als Alternative bei malignen Tumoren angewendet worden, die



nicht auf eine konventionelle Chemotherapie ansprachen [5]. Cilengitide ist ein zykli-
sches Peptid, welches alpha.v/beta.3 sowie alpha.v/beta.5-Integrine hemmt. Es wird
derzeitig in Phase I und II-Studien an Patienten mit Pankreaskarzinom, kleinzelligem
Bronchialkarzinom und Glioblastom getestet. In einem Mausmodell fiir metastasier-
enden Brustkrebs erwies sich die Therapie mit Cilengitide plus Radioimmuntherapie
(,,RIM*) der alleinigen Radioimmuntherapie als signifikant {iberlegen [6]. Interessant
dabei war, dass die alleinige Therapie mit Cilengitide keinen Einfluss auf das Tumor-
wachstum hatte. In Kombination mit Radioimmuntherapie steigerte sich die Effektivi-
tat der Therapie jedoch um ein Vielfaches. Dieser Effekt lieB3 sich vor allem auf eine
verstiarkte Apoptoseneigung zuriickfiihren [6]. Dabei war bei den Mausen keine ver-
starkte Toxizitdt nachzuweisen.

Ebenso ist bekannt, dass auch im Myokard Integrine, vor allem beta.l, beta.3, und
beta. 5 mit jeweils unterschiedlichen alpha-Untereinheiten exprimiert werden. Diese
Daten lassen vermuten, dass auch im Herzen Integrine an entscheidenden Wachstums-
prozessen wie der Myokardhypertrophie beteiligt sind. So wurde z.B. gezeigt, dass die
Proliferation von humanen fetalen Kardiomyozyten durch ,,epidermal growth factor*
(EGF) integrinabhingig war. Insbesondere die beiden Integrinunterformen o;f3; und
asP; waren dabei involviert [7]. Dies weilit auf ein koordiniertes zeitliches Zusammen-
spiel zwischen der Extrazellulirmatrix und spezifischen Integrinen wihrend der Ent-
wicklung des Herzens hin [8]. Es ist also weniger die generelle Anwesenheit bestimm-
ter Integrinunterformen, sondern vielmehr die zeitlich abgestimmte Expression dieser
wiéhrend der Organentwicklung entscheidend. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass die
Veridnderungen der Kardiomyozyten und Fibroblasten wéahrend des kardialen Wachs-
tumsprozesses von einer Freisetzung des beta.1-Integrins begleitet wurden. Das beta. 1-
Integrin wurde als Fragment im Interstitium von Zellkulturen beobachtet [9]. Das Ab-
l6sen der Integrine von der Zelloberfliche konnte eine ganz neue Art und Weise der
Zellinteraktion mit der Extrazelluldrmatrix im Wachstumsprozess des Herzens bedeu-
ten. In verschiedenen knock-out-Studien wurde gezeigt, dass Integrine essentiell fiir
die normale Entwicklung aller Organe sind [10-13]. Der knock-out des beta.l-
Integrins verhinderte die Implantation der Blastozyste und war somit fiir den Embryo
letal [14,15]. Aber nicht nur das Zellwachstum, sondern auch das Uberleben der Zellen

im Verbund wird durch die Integrin-vermittelte Aktivierung bestimmter EZM-Proteine



getriggert [16]. Gerade das Uberleben der Zellen ist ein entscheidender Bestandteil des
kardialen Hypertrophieprozesses. Dadurch wird die sogenannte Apoptose verhindert
und das Myokard kann hypertrophieren. Dabei spielt die ,,focal adhesion kinase* (Fak)
moglicherweise eine entscheidende Rolle [17]. Die Grundlage fiir die Aktivierung von
Integrinen ist ein vermehrtes Angebot von Liganden in der Extrazellulirmatrix (z.B.
Kollagen, Fibronektin, Vitronektin, Laminin) bzw. im Plasma (z.B. Fibrinogen,
Thrombin, Fibronektin).

Alternativ kann jedoch auch die interne Integrinaktivierung zu einer vermehrten Inter-

aktion mit bereits vorhandenen Liganden fiihren (,,inside-out-signaling*) [18].

1.1.1 Entstehung der Herzhypertrophie

Die Herzhypertrophie ist ein adaptiver Mechanismus, mit welchem das Herz eine lén-
ger dauernde himodynamische Belastung kompensiert. Physiologischerweise hiangt
die Herzleistung von vier Einflussgréf3en ab:

» Vorlast

» Nachlast

» Kontraktilitat

» Herzfrequenz
Die Vorlast stellt das Ausmal3 der Muskelfaservordehnung auf Grund des vendsen
Riickstroms, die Nachlast die Summe des Auswurfwiderstandes dar. Bei physiologi-
scher Belastung unterscheidet man hierbei die folgenden beiden Adaptationsprozesse:

Anpassung bei Volumenbelastung

Bei gesteigertem metabolischen Bedarf des Korpers erhoht ein vermehrter vendser
Riickstrom die enddiastolische Fiillung, und der Ventrikel wirft ein groferes Schlag-
volumen bei Zunahme des Restvolumens aus, ohne dabei den systolischen Druck we-
sentlich zu verdndern.

Anpassung bei Druckbelastung

Medikamentds, z.B. durch Gabe von Angiotensin II, kann gezielt die Nachlast erhoht
werden. Dabei reduziert sich voriibergehend das Schlagvolumen auf Kosten eines er-
hohten Restvolumens. Der vendse Riickstrom bleibt unverdandert und bedingt in den
folgenden Zyklen eine vermehrte enddiastolische Fiillung. Die anschlieBende Norma-

lisierung des Schlagvolumens erfolgt bei erhhtem enddiastolischen Fiillungsdruck



und angepasster Unterstiitzungskontraktion. Kommt es jedoch auf Grund verschiede-
ner Umsténde zu einer Chronifizierung einer solchen Situation, ist der Herzmuskel auf
kurz oder lang gezwungen, sich an die veridnderten Bedingungen anzupassen. Himo-
dynamische Uberlastung ist eine der hiufigsten Ursachen fiir die Entwicklung der
Herzhypertrophie. Die Ursachen dafiir, wie z.B. Bluthochdruck, Myokardinfarkt oder
Herzklappendefekte, 16sen hédufig die Entwicklung einer Herzinsuffizienz aus. Im
Friithstadium einer Herzinsuffizienz mit leichter Einschrankung der Herzfunktion wer-
den durch die arterielle Vasokonstriktion der Blutdruck und iiber die Vermehrung des
intravasalen Volumens die Vorlast angehoben. Bei Erreichen der Rekompensation tritt
der Riickkopplungsmechanismus der Baroreflexkontrolle in Kraft. Dabei stellt sich ein
neues himodynamisches Gleichgewicht ein. In der chronischen Phase der fortgeschrit-
tenen Herzinsuffizienz spielen die aktivierten neurohumoralen Faktoren eine deletdre
Rolle. Die inhibitorischen Impulse der Barorezeptoren sind vermindert und verlieren
dadurch ihre kontrollierende Funktion auf den Sympathikus und das RAAS (Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System). Als Folgen stellen sich eine kritische Vasokonstrik-
tion und Natrium-/Volumenretention ein. Unter diesen Bedingungen einer inaddquat
gesteigerten Vor- und Nachlast dekompensiert das Regulationssystem und fiihrt zu
einer weiteren Reduktion des Herzminutenvolumens. Am Anfang dieses duf3erst kom-
plexen Prozesses steht, wie bereits einleitend erwéahnt, die Hypertrophie des Herzmus-
kels. Die Mechanismen und Vorginge, die den Hypertrophierungsprozess bewirken,
sind nur unvollstdndig bekannt. Dies liegt unter anderem an dem komplexen Zusam-
menspiel verschiedener ,,Stressfaktoren, die als Antwort auf die Belastung des Her-
zens gebildet werden [19,20]. Das sind z.B. neurohumorale Botenstoffe, parakri-
ne/autokrine Botenstoffe und zum anderen auch lokale Verédnderungen im Sinne einer
Reorganisation des Zytoskeletts, wie sie im Rahmen des Umbaus der ,,Extrazellulir-
matrix“ (EZM) vorkommen [21-23]. Im hypertrophierenden Myokard ist eine Zunah-
me von Extrazelluldrmatrixproteinen wie Kollagen und Fibronektin bekannt [21-23] .
Weiterhin ist auch eine Zunahme der kardiozytiren Zellsteifheit sowie der Mikrotubuli
des Zytoskeletts bei Hypertrophie beschrieben [24,25].

Beide Beobachtungen geben Hinweise auf eine Beteiligung von Integrinen bei der
Ubersetzung extrazelluldrer mechanischer Stimuli in intrazellulire Signale im Herzen.

Die urspriinglich von Wang an Endothelzellen gezeigte wesentliche Funktion der In-



tegrine flr die Mechanotransduktion [26] spiegelt somit einige der Verdnderungen im
hypertrophierenden Myokard wieder und macht eine Rolle der Integrine als Mecha-
notransduktoren im Herzen wahrscheinlich.

Die erste Beschreibung einer Beteiligung von Integrinen an der kardialen Hypertro-
phie von Kuppuswamy [27] konnte die Assoziation von alpha.v/beta.3-Integrin, akti-
viertem c-Src und ,,focal adhesion kinase* (FAK) mit dem Zytoskelett zeigen. Diese
Komplexbildung im Zytoskelett findet sich nur im aktivierten Zustand von Integrinen
[28] und weist auf deren Beteiligung in der Signaltransduktion wihrend kardialer Hy-
pertrophie hin.

Neben den Vorarbeiten von Laser et al. konnten zwei weitere Gruppen an neonatalen
Kardiozyten zeigen, dass Integrinaktivierung zu Hypertrophieentwicklung fithrt. Dazu
hat die Gruppe um Ross mit Hilfe von adenoviralem Gentransfer beta.l-Integrin in
neonatalen Kardiozyten iiberexprimiert. Neben der Zunahme der Proteinsynthese wur-
de auch ANF (atrialer natriuretischer Faktor) als Hypertrophiemarker vermehrt gebil-
det [19].

Eine weitere Gruppe konnte zeigen, dass die Kultivierung von Kardiozyten auf einer
Fibronektinmatrix zu Integrin-vermittelter Hypertrophie fiihrt [19,20]. Zusitzliche
wichtige Hinweise fiir die Funktion der Integrine im Herzen wurden in knock-out Stu-
dien erhoben. Bei ,,partieller Ausschaltung des beta.l-Integrin-Gens kommt es zu
embryonaler Letalitit, welche auf schweren kardialen Missbildungen beruht [29].
Auch der knock-out von Integrin-nachgeschalteten Signalproteinen, wie dem Adapter-
protein p130 Cas fiihrt zu myokardialer Wandschwiche und embryonaler Letalitit

[30].

1.2 Molekularbiologischer Hintergrund

Im hypertrophierenden Myokard sind in den letzten Jahren eine Vielzahl von Signal-
wegen beschrieben worden. Das Ziel dieser Studien war es, den Prozess der Herzhy-
pertrophie und die dabei ablaufenden Signalwege zu untersuchen. Um einen kurzen
Uberblick zu geben, seien die wichtigsten Signalwege kurz erliutert.

Der Calcineurin-NFAT-Signalweg

Die Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin wird in verschiedenen Geweben expri-

miert und besteht aus einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit.



Calcineurin verbindet sich bei erhdhter intrazelluldrer Kalziumionenkonzentration mit

Calmodulin und wird dadurch aktiviert. Darauthin dephosphoryliert Calcineurin wich-
tige Transkriptionsfaktoren, vor allem vom Typ NFAT, welche nun in den Zellkern
wandern und bestimmte Gene aktivieren. Die physiologische Bedeutung dieses En-
zyms wurde urspriinglich in humanen T-Zellen nachgewiesen, wo es durch die oben
beschriebene Reaktionskette zur Aktivierung bestimmter Gene kam, die eine vermehr-
te Produktion von Interleukin 2 zur Folge hatten [31]. In jlingster Zeit wurde iiber die-
sen Signalweg auch bei Kardiomyozyten berichtet. Die Aktivierung von Calcineurin
in transgenen Méusen fiihrte zu massiver Dilatation der Méduseherzen und konstitutiv
zu Herzversagen [32].

Der PI3-Kinase/AKkt/GSK-3-abhingige Signalweg

Phosphoinositol 3-Kinasen reprasentieren eine Familie von Enzymen, die sowohl Pro-
tein-, wie auch Lipid-Kinase-Aktivitdt besitzen und mit vielen Signaltransdukti-
onsprozessen verbunden wurden. Sie sind beteiligt an Zellwachstum, -liberleben und -
proliferation [33]. Eines der wichtigsten Ziele der PI3-Kinase ist die Serin-Threonin-
Kinase Akt, die auch als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet wird. Daran schlieBen sich
eine Vielzahl weiterer nachgeschalteter Ubertriigermolekiile an. Zwei Wichtige sind
GSK-3 und mTor (,,mammalian target of rapamycin“). Rapamycin ist ein immun-
suppresives Medikament und bildet zusammen mit seinem intrazelluliren Rezeptor
FKBP12 einen Komplex mit mTor. Diese ist eine weit verbreitete Serin-Threonin-
Kinase, die in den Mechanismus der Proteintranslation eingebunden ist [34]. Daneben
kommt es auch zur Aktivierung der Serin-Threonin-Kinase GSK-3 durch die Prote-
inkinase B. GSK-3f phosphoryliert einige Regionen im N-terminalen Bereich ver-
schiedener Proteine vom NFAT-Typ [35]. Dadurch werden diese an der Translokation
in den Zellkern gehindert und damit die Transskription gestoppt. Interessanterweise
bewirkt die Phosphorylierung von GSK-3f3 durch die Proteinkinase-B die Inaktivie-
rung dieses Enzyms. Dadurch iiberwiegt die Transskription im Zellkern und tragt so
moglicherweise zur Hypertrophieentwicklung des Myokards bei [36].
Regulation der Transskription durch MEF2/HDAC

Viele verschiedene Kalzium-abhéngige Signalmolekiile, wie z.B. Calcineurin und
MAP-Kinasen, sind an der Signaltransduktion der kardialen Hypertrophie beteiligt. Es

scheint daher mdglich, dass es eine gemeinsame Endstrecke dieser Signalwege gibt.



Ein wichtiger Kandidat hierfiir scheint der Transskriptionsfaktor MEF2 zu sein [37].
Die Aktivitdt dieses Transskriptionsfaktors wird direkt durch die Assoziation mit
Histon-Deazetylasen (HDACs) kontrolliert. Diese deazetylieren nukleosomale
Histonproteine und bewirken dadurch eine Verringerung der Transskription im Zell-
kern. Kiirzlich wurde dariiber berichtet, dass hypertrophe Stimuli, wie z.B. Druckiiber-
lastung, bestimmte Kinasen aktivieren, die die Assoziation von HDACs mit MEF2
regulieren [38]. Insgesamt ist es also durchaus denkbar, dass diese Interaktion eine
Reihe von Signaltransduktionsprozessen reguliert und damit entscheidenden Einfluss
auf die kardiale Hypertrophie nimmt.

G-Protein-vermittelte Signalwege

Viele verschiedene para- und autokrine Botenstoffe sind an G-Proteine gekoppelt.
Auch im hypertrophierenden Myokard spielen diese Signalwege eine wichtige Rolle
[39]. So vermitteln z.B. Angiotensin II, Endothelin I und die alpha-adrenergen Rezep-
toren ihre Wirkung iiber Gq4-Proteine, welche ihrerseits wiederum an die Phospholipa-
se C gekoppelt sind [40]. Dagegen sind die beta.l-adrenergen Rezeptoren an Gs-
Proteine gebunden, welche ihrerseits die Adenylatzyklase aktivieren. Daraus resultiert
die positiv inotrope, chronotrope und lusitrope Wirkung der beta.l-adrenergen Sub-
stanzen. Die Adenylatzyklase aktiviert die Proteinkinase-A (PKA) und hat somit Ein-
fluss auf viele verschiedene nachgeschaltete Signalwege. Die muskarinergen wie auch
die beta.2-adrenergen Rezeptoren sind an Gi-Proteine gekoppelt. Diese inhibieren die
Adenylatzyklase und die Gs-Protein-vermittelten Signalwege. Bei der Herzinsuffizienz
kommt es zu einer Reduktion der B-Rezeptoren wie auch zu einer Inaktivierung deren
Funktion [41]. Letzteres wird durch B-Adrenozeptor-Kinasen (B-ARK) vermittelt,
welche den Rezeptor phosphorylieren und damit dessen Sensitivitit gegeniiber Ago-
nisten vermindern. Durch einen Hemmer dieser Kinasen war es in einer Studie mog-
lich, eine Kardiomyopathie zu lindern [42]. Ein dhnliches Ziel verfolgt man mit einer
B-Blocker-Therapie, welche seit vielen Jahren bei Herzerkrankungen eingesetzt wird.

Kleine GTP-bindende Proteine

Kleine G-Proteine stellen eine Verbindung zwischen der Zellmembran und verschie-
denen intrazelluldren Signalwegen dar. Die Familie der kleinen G-Proteine besteht aus
mehreren Mitgliedern, die verschiedene Prozesse steuern, z.B. Zellwachstum, Zelltei-

lung, Organisation des Zytoskeletts und die zelluldre Motilitdt. Diese kleinen G-



Proteine werden durch GTP aktiviert, hydrolysieren dieses zu GDP und kehren damit
in ihren inaktiven Zustand zuriick. Eines dieser kleinen G-Proteine, ,,ras“, wurde im
hypertrophierenden Myokard transgener Mause beobachtet und fiihrte in diesem Mo-
dell zu einem signifikanten Anstieg der Herzmasse [43]. Dieses G-Protein ist wieder-
um an viele andere Signalmolekiile wie raf, PI3K, Ral-GDS/rac und MAP-Kinasen
gekoppelt.

MAP-Kinase-Signalweg

MAP-Kinase-Signalwege stellen durch Phosphorylierung und Regulation vieler
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Verkniipfung zwischen externen Stimuli und
dem Zellkern dar. Dabei unterscheidet man drei Subfamilien dieser Kinasen: ERKSs,
JNKs und p38 MAP-Kinasen. Die beiden letzten Gruppen werden auch als ,,Stress-
responsive® Kinasen bezeichnet, da sie nicht nur durch anabole Stimuli und Ago-
nisten, sondern auch durch ,,Stresszustinde* wie z.B. Ischdmie und Azidose aktiviert
werden konnen [44]. Es ist daher nicht verwunderlich, dass diese beiden Gruppen von
Kinasen in den Hypertrophieprozess des Herzens involviert sind. Die Rolle der ERKs
im hypertrophierenden Myokard wird heute kontrovers diskutiert. Moglicherweise
scheinen diese eine entscheidende Rolle im physiologischen Wachstums des Myo-
kards, z.B. bei Sportlern zu spielen [45].

Protein-Kinase-C-vermittelte Signalwege

Protein-Kinase-C (PKC) ist eine in allen Geweben exprimierte Serin-Threonin-Kinase,
die vorwiegend durch Gq-gekoppelte Rezeptoren aktiviert wird. In vielen Studien wur-
de bereits die Beteiligung dieser Proteinkinase an der Herzhypertrophie gezeigt
[45,46]. Dariiber hinaus fiihrte die transgene Uberexpression der PKC in Rattenherzen
zu kardialer Hypertrophie und plétzlichem Herztod [47].

Gp130/STAT3-Signalwege

Gpl130 ist ein Rezeptor fiir verschiedene Zytokine, z.B. Interleukin 6 und 11 sowie
Kardiotrophin-1 (CT-1). Letzteres induziert Hypertrophie bei Kardiomyozyten (in
vitro) [48]. Gp130 aktiviert sowohl MAP-Kinasen wie auch JAK/STAT-Signalwege
[49]. Dies alles sind Signalwege, die eine Aktivierung verschiedener Transskriptions-
faktoren zur Folge haben und somit regulierend auf die Genexpression wirken. Insbe-
sondere STAT3 wandert nach Aktivierung durch Gp130 in den Zellkern und aktiviert
dort Gene, die am Hypertrophieprozess beteiligt sind [50]. Die Uberexpression von



STAT3 in transgenen Méusen bewirkt eine Hypertrophie von Kardiomyozyten in vitro
[51] und in vivo [52]. Dariiber hinaus zeigte sich in dominant-negativen Mausmutan-
ten beziiglich Gp130 eine verminderte kardiale Hypertrophie nach Aortenkonstriktion
im Vergleich zu Wildtypmé&usen [53].

MMP und TNF-Beteiligung

Matrixmetalloproteinasen sind Enzyme, die den Metabolismus der Extrazelluldrmatrix
regeln. Sie werden nach einem Infarkt hochreguliert und sind moglicherweise an der
Entstehung der Herzinsuffizienz beteiligt [54]. Mehrere Studien haben belegt, dass die
pharmakologische Hemmung der MMPs einen positiven Effekt nach experimenteller
Infarzierung des Myokards haben [55-57]. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass die Hem-
mung der Matrixmetalloproteinase 12 (ADAM12) sowohl die Entstehung der Hyper-

trophie als auch eine Dilatation des Herzens nach Druckiiberlastung verhinderte [58].

Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Signalwege im hypertrophierenden Myokard

gibt folgende Abbildung:
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Abb. 1
Diese Abbildung gibt eine Ubersicht iiber verschiedene Signalwege, die am Hypertrophieprozess
des Herzens beteiligt sind (aus ,,Cardiac hypertrophy: the good, the bad, and the ugly*,[45]).
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Integrin-vermittelte Signalwege

Nach Druck- oder Volumenbelastung kommt es innerhalb von 48 Stunden zur Induk-
tion von sogenannten ,,immediately early genes* (IEG). Deren Produkte sind ver-
schiedene Extrazellularmatrixproteine wie z.B. Fibronektin und Vitronektin. Diese
nehmen iiber ihr RGD-Motiv Kontakt zu Integrinen auf und fiihren so zur Aktivierung
von Fak (focal adhesion kinase) und c-Src. Hierdurch kommt es zur Entstehung des
sogenannten ,,fokalen Adhdsionskomplexes®, welcher am Umbau des hypertrophie-
renden Myokards beteiligt ist.

Eine Herzhypertrophie muss nicht in jeder Situation schadlich fiir den Organismus
sein. Beispielsweise ist sie bei Athleten eine wichtige Voraussetzung fiir den gestei-
gerten Trainingszustand des Korpers. Es ist allerdings bis heute nicht bekannt, bis zu
welchem Zeitpunkt eine pathologische Herzhypertrophie, z.B. nach Herzinfarkt, zur
Kompensation beitrdgt, und ab wann sie fiir den Organismus schéidlich wird. Es wire
daher nicht verwunderlich, wenn es unterschiedliche Signalwege fiir die physiologi-
sche und pathologische Herzhypertrophie gibe. In der Tat hat sich in den letzten Jah-
ren sowohl auf morphologischer wie auch auf molekularer Ebene ein differentes Bild
zwischen diesen beiden Vorgidngen ergeben. Im Gegensatz zur pathologischen kommt
es bei der physiologischen Hypertrophie nicht zu einer Vermehrung des Kollagens im
Myokard [59]. Dagegen gibt es aber Signalwege, die bei beiden Hypertrophieformen

eine Rolle spielen. Dies wurde fiir den Calcineurin-Weg nachgewiesen [60,61].

1.3 Aufbau und Funktion der Integrine

Integrine sind transmembrandse Proteine, die eine feste Anheftung von Zellen an
EZM-Proteine bewirken. Dabei stellen sie eine Verbindung der EZM-Proteine zu dem
intrazelluldren Aktinzytoskelett her. Integrine sind ubiquitére, heterodimere Membran-
rezeptoren aus jeweils einer alpha- und einer beta-Untereinheit. Es gibt insgesamt fast
30 verschiedene Untereinheiten. Durch die Kombination dieser verschiedenen Unter-
einheiten untereinander werden heterodimere Membranproteine gebildet, die hochspe-
zifische Funktionen erfiillen. Die urspriingliche Meinung, dass Integrine nur eine me-
chanische Verbindung zwischen Extrazelluldrmatrix und Zytoskelett herstellen, muss-
te langst erweitert werden. Mittlerweile wurden hochspezifische Funktionen fiir zahl-

reiche der Integrinkombinationen gefunden. Dies reicht von der Regulation von Zell-
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zyklus und Apoptose, Tumorwachstum [62], Zellmigration, Regulation von Ionenka-
ndlen [63], bis zum ,,inside-out signaling* [18,64] mit Modellierung von Extrazellu-
larmatrixproteinen sowie der Interaktion mit Matrixmetalloproteinasen [65,66].
Integrine sind also nicht nur an der Ubersetzung von Signalen von der Extrazellulir-
matrix ins Zellinnere (,,outside-in signaling*), sondern ebenso an Riickkopplungspro-
zessen des Zellinneren an die Extrazelluldarmatrix beteiligt (,,inside-out signaling*)
[67]. Im Wesentlichen sind alle Funktionen an der Steuerung von Zellwachstum und
Differenzierung beteiligt.

Zur Veranschaulichung der wesentlichen Integrinfunktionen und-interaktionen im

Zellverbund dient Abb.2:
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In dieser Abbildung sind die wesentlichen Funktionen und Interaktionen der Integrine im Zellverband
dargestellt. Integrine sind heterodimere Proteine, die in die Zellmembran eingelagert sind. Der Kon-
takt zur EZM wird iiber ein RGD-Motiv hergestellt. Sie regulieren weiterhin MMPs und beteiligen
sich somit am Umbau der EZM. Des Weiteren interagieren sie mit verschiedenen Rezeptoren und
Ionenkanilen. Uber mehrere Adaptermolekiile tragen sie zum Umbau des Zytoskeletts bei und grei-
fen in viele Signaltransduktionswege ein.
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Zelluldre Interaktionen mit der Extrazellularmatrix sind sehr wichtig fiir die Entwick-
lung der Herzens [7,68-70]. Diesbeziiglich konnte man zeigen, dass die Proliferation
humaner fetaler Kardiomyozyten entscheidend von der Adhédsion an beta.l-Integrine
abhingt. Dies waren insbesondere a;3; und asP; [7]. Die zeitliche Expression ver-
schiedener Integrinunterformen wihrend der Entwicklung des Herzens lieferte dabei
Hinweise auf die Koordination zwischen bestimmten Integrinen und deren Substraten
in der Extrazelluldrmatrix [8,9]. Bi-Integrin-knock-out-Versuche zeigten, dass diese
Ablation kurz nach der Implantation der Blastozyste letal fiir den Embryo war
[14,15]. Weiterhin fand man heraus, dass in quergestreifter Muskulatur ;p-Integrin,
eine spezielle Isoform des B;-Integrins, exprimiert wurde.

In einigen Experimenten wurde das im ganzen Korper vorkommende Bia-Integrin
durch spezifisches Bip-Integrin ersetzt. Auch das war fiir den Embryo letal. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass die Reduzierung der beta.1-Integrinexpression in Kar-
diomyozyten zu einer progressiven Einschrinkung der Herzfunktion und schlieflich
zu Herzinsuffizienz fiihrte [71]. Bei der Entwicklung verschiedener Herzkrankheiten
wie der dilatativen Kardiomyopathie und dem Myokardinfarkt wurden bereits deutli-
che Verdnderungen am Gehalt und der Zusammensetzung verschiedener Extrazellu-
larmatrixproteine beschrieben. Besonders deutlich wurde dies bei der Expression von
Kollagen, Fibronektin, Osteopontin und Tenascin [21,22,72-75]. Als wesentliche
Grundlage zu unserer Arbeit wurde bereits der deutliche Anstieg des beta.5-Integrins
und dessen Ubertritt in die zytoskelettire Fraktion im Katzenmodell des rechten
Ventrikels nach Pulmonalarterienkonstriktion beschrieben [27]. Dies weist auf die
Beteiligung dieser Integrinunterform am Hypertrophierungsprozess des Herzens hin.
Dennoch ist es bisher nicht gelungen, die einzelnen Expressionsmuster der verschie-
denen Integrine und deren Interaktion mit der Extrazellulairmatrix im Hypertrophie-
rungsprozess des Herzens genauer zu untersuchen. Dazu benutzten wir ein Tiermodell,
welches uns erlauben sollte, die einzelnen Schritte, die bereits am rechten Ventrikel

der Katze gezeigt wurden, auf den linken Ventrikel der Méuseherzen zu iibertragen.
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1.4 Herzhypertrophie im Tiermodell

1.4.1 Tiermodelle im Allgemeinen

Die wohl wichtigsten Tiermodelle stellen die Modelle humaner Krankheiten dar. An
thnen lassen sich molekulare und biochemische Grundlagen von Krankheiten erfassen
und neue Therapieformen entwickeln. Als Modelle kommen verschiedene Organismen
in Frage. Primaten sind zwar dem Menschen am Nihesten verwandt und in entwick-
lungsbiologischer, biochemischer und anatomischer Hinsicht &hnlich, jedoch haben sie
lange Generationszeiten und eine hohe Lebenserwartung, weshalb sich Krankheitsver-
laufe nur iiber sehr lange Zeitrdume beobachten lieBen. Neben den hohen Kosten bei
ihrer Ziichtung besteht zudem keine gesellschaftliche Akzeptanz gegeniiber Primaten
als Tiermodellen, so dass man kleinere Labortiere, wie Nagetiere nutzt. Mause bieten
viele Vorteile. Sie dhneln in biologischer und genetischer Hinsicht dem Menschen, so
dass viele an der Maus gewonnene Erkenntnisse auch fiir den Organismus des Men-
schen gelten. Das Genom der Maus gleicht dem des Menschen hinsichtlich der GrofB3e
und der Anzahl der Gene. Mittlerweile liegt auch eine Arbeitsversion des Maus-
Genoms vor. Méuse haben eine hohe Reproduktionsrate, eine geringe Lebenserwar-
tung und werden sehr schnell geschlechtsreif. Daher kann man die Effekte von verédn-
derten Genen iiber viele Generationen gut beobachten. Méuse sind deshalb die wich-
tigsten Tiermodelle fiir menschliche Erkrankungen. Schon seit Jahren wird das Maus-
genom analysiert und viele Mutationen, die zum Teil spontan in einer Population auf-
traten oder durch &uBlere Einwirkungen (z.B. chemische Mutagenese) erzeugt wurden,
sind bereits kartiert. Mittlerweile existieren internationale Projektkooperationen, die
auf das Beschreiben der Funktion jeden einzelnen Gens der Maus mit unterschiedli-
chen Strategien abzielen. Viele Modelle fiir humane Erkrankungen wurden bereits in
Maiusen etabliert. Dazu gehoren Erkrankungen wie die Zuckerkrankheit (Diabetes
mellitus), Degeneration der quergestreiften Muskulatur (Muskeldystrophie) und ver-
schiedene maligne Erkrankungen. Fiir einige Krankheiten, z.B. Bluthochdruck, eignet
sich die Maus jedoch nicht als Modell. Dort greift man auf Ratten zuriick. Die Genera-
tionszeit ist bei Ratten ldnger als bei Mdusen, jedoch sind sie teilweise fiir physiologi-

sche, pharmakologische und Verhaltensbeobachtungen besser zugénglich.
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1.4.2 Tiermodelle in der klinischen Forschung

In klinischen Studien werden unterschiedliche Tierarten verwendet, um anhand eines
Tiermodells Erkenntnisse liber menschliche Erkrankungen zu erlangen. Dabei richtet
sich die Wahl der Tierart meistens nach dem Studienaufbau und der Dauer der Expe-
rimente. Die Kosten flir diese Experimente spielen ebenfalls eine wichtige Rolle. So
wurde zur Unterscheidung des Einflusses zwischen normothermer und hypothermer
Herz-Bypass-Operation auf die systemische Mikrozirkulation ein Schweinemodell
verwendet, welches es erlaubte, Aussagen iiber proinflammatorische und ischdmische
Prozesse der Mikrozirkulation bei Operationen zu machen [77]. Dabei waren diese bei
normothermer Operation deutlich erhoht. Dies wies auf die protektive Wirkung der
Hypothermie bei solchen Operationen hin. Zur Untersuchung der chronischen rechts-
ventrikuldren Hypertrophie wurde ein Hundemodell entwickelt [78]. Zusammen mit
einer speziellen Computersoftware soll dieses Modell weitere Studien mit speziellen
Fragestellungen ermoglichen.

Wir verwendeten zur Untersuchung der mechanisch induzierten Signalwege am hy-
pertrophierenden Myokard ein Mausmodell. Die Gruppe um Laser et al. benutzte ein
Katzenmodell [79]. Durch Pulmonalarterienkonstriktion wurde eine rechtsventrikulare
Druckiiberlastung erzeugt [79]. Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit war es, die Sig-
nalwege der rechtsventrikuldren Druckiiberlastung am Katzenmodell auf das Modell
des linken Ventrikels adulter Méuse zu iibertragen und nachzuweisen. Dazu wurden
ausgewachsene Maiuse einer Konstriktion der transversalen Aorta unterzogen. Diese
Einengung der Aorta fiihrte bei der Maus im Verlauf von drei bis einhundert Tagen zu
einer ausgepragten linksventrikuldren Hypertrophie mit deutlicher Zunahme des Herz-
gewichtes in Relation zum Korpergewicht. Zu den Zeitpunkten 3, 7, 30 und 100 Tagen
wurden Messungen an den Mausen durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten jeweils

scheinoperierte (sham) Tiere.

1.5 Herstellung von knock-out-Mauslinien

Um sich mit der Funktion und Regulation eines Proteins im Herzen genauer zu be-
schéftigen, gibt es unterschiedliche Moglichkeiten der Genexpression. Dabei kann

man die DNA einer Maus so verdndern, dass ein ganz bestimmtes Protein entweder
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iiberexprimiert oder es aber ausgeschaltet wird (,,knock-out®). In unserem Fall benutz-
ten wir eine spezielle Strategie, um ein bestimmtes Gen im Herzen der Méuse auszu-
schalten. Da sich derartige Erbgutverinderungen hiufig letal auswirken [29], muss
man versuchen, bestimmte Genabschnitte gewebespezifisch auszuschalten. Wie schon
erwihnt, wire ein generelles Ausschalten dieses Gens in allen Geweben flir die Maus
letal. Um dies zu vermeiden, benutzten wir Mause, die die Rekombinase ,,Cre* expri-
mierten.

Dieses Enzym wurde erstmals von Sauer et al. 1993 beschrieben. Es kann benutzt
werden, um Punktmutationen hervorzurufen oder um gewebespezifisch Gene auszu-
schalten. Das erste Mal wurde diese Idee von Gu und Rajewsky umgesetzt. Mit Hilfe
der Cre-Rekombinase eliminierten sie das Gen fiir die DNA-Polymerase 3 in T-Zellen
[80]. Die Cre-Rekombinase gehort zu der Untergruppierung der A-Integrasen, die an
ihren Zielstellen, den ,,Jox-P*-Sequenzen, effizient Rekombinationen bewirken.

Die Rekombinase Cre gewihrleistet somit das selektive Herausschneiden eines Gen-
abschnittes, welcher von zwei ,,lox-P“-Sequenzen flankiert wird. Dabei handelt es
sich aber immer noch um ein gewebeunspezifisches Ausschalten eines Genabschnittes.
Indem man die Cre-Expression der Regulation eines herzspezifischen Promotors
(MLC2v) unterstellt, erreicht man ein ,,herzspezifisches* Ausschalten eines bestimm-
ten Genabschnittes [81]. Das MLC2v-Gen ist der fritheste herzspezifische Marker in
der Entwicklung eines Saugetierherzens [82].

Die Gruppe um Chien et al. benutzte dieses Cre/lox-P-System erstmals 1998 um einen
herzspezifischen knock-out fiir das ,,RXRa‘““-Gen (,,retinoic acid receptor gene*) in
Maiusen zu schaffen. RXRa ist ein nukledrer Rezeptor, welcher in den Vitamin A-
Signalweg eingeschaltet ist [83]. Insgesamt gibt es sechs verschiedene Rezeptortypen,
die an diesem Signalweg teilhaben. Deren gemeinsamer Agonist ist Retinsdure, ein
Vitamin-A-Metabolit. Miuse mit einem kompletten knock-out des RXRa-Gens star-
ben an den Folgen der gestdrten Entwicklung der Herzkammern und konsekutivem
Herzversagen [84]. Im Gegensatz dazu zeigten die konditionalen knock-out-Mause,
bei denen das RXRa-Gen zu ca. 80% ausgeschaltet war, einen vollig normalen kardia-
len Phénotyp [81]. Daraus schloss die Gruppe um Chien et al., dass dieses Gen fiir die
Entwicklung der Kardiomyozyten nicht benétigt wird. Da es jedoch in fast allen ande-

ren Geweben vorhanden ist, musste ein anderer Defekt in den kompletten knock-out-
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Maiusen verhanden sein, der zu dem schweren, letal endenden Phénotyp flihrte. Kurz
vorher hatte die Gruppe um Chien et al. gezeigt, dass der herzspezifische Promotor
MLC 2v (Myosin light chain 2v) essentiell fiir die Entwicklung der Méuseherzen ist.
Die Ausschaltung dieses Promotors endete letal fiir den Mausembryo. Diese Ausschal-
tung konnte auch nicht durch eine andere Isoform MLC 2a des Promotors ersetzt wer-
den.

In allen Geweben, in denen der herzspezifische Promotor MLC2v nicht vorhanden ist,
kann also auch die Cre-Rekombinase nicht exprimiert werden. Dadurch wird das Aus-
schalten des betreffenden Gens in diesen Geweben verhindert.

Kiirzlich erst konnte gezeigt werden, dass 1-Integrin-knock-out-Méuse, die mit Hilfe
des Cre/loxP-Systems geziichtet wurden, eine deutliche Fibrose im Herzen entwickel-
ten. AuBBerdem zeigten diese Méuse nach sechs Monaten erste Anzeichen einer dilata-
tiven Kardiomyopathie [71].

Um den Einfluss des beta.l-Integrins auf die Entwicklung der Herzhypertrophie zu
untersuchen, benutzten wir dieses Cre/loxP-System um eine mdglichst komplette Aus-
schaltung des beta.l-Integringens im Herzen der Mause zu erreichen. Dabei konnte
ebenfalls eine ca. 80%-ige Ausschaltung des beta.l-Integringens erreicht werden. Der
komplette knock-out beziiglich des beta.l-Integringens wére flir die Maus letal gewe-

Sen.

1.6 Integrin alpha.v/beta.5-Inhibition

Da ein selektiver knock-out fiir das beta.5-Integrin nicht zu Verfiigung stand, verwen-
deten wir einen alpha.v/beta.5-Integrin-Inhibitor, welcher von der Fa. Roche, Basel,
zur Verfligung gestellt wurde. Dieser sollte im Tiermodell als Alternative zum geneti-
schen knock-out eingesetzt werden, um damit den Einfluss des beta.5-Integrins auf die
Entwicklung der Herzhypertrophie zu untersuchen.

Dazu wurden osmotische Minipumpen, die den Inhibitor in 0,9%-er Kochsalzlosung
enthielten, bei Méusen subkutan implantiert. Die Minipumpen der Firma Alzet wurden
bisher fiir viele verschiedene Substanzen verwendet. Dabei stehen Medikamente an
erster Stelle, aber auch Proteine und Hormone konnen iiber die Pumpen infundiert
werden. Es gibt eine Vielfalt an Applikationsmoglichkeiten bei Méusen. So kann der

Inhalt der Pumpen z.B. subkutan, intraperitoneal, intraarteriell oder sogar intrathekal
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infundiert werden. Die Freisetzung des Inhalts kann weiterhin kontinuierlich oder pul-
satil erfolgen.

In einer Studie mit transgenen Mausen, die die Ornithindekarboxylase tiberexprimier-
ten, wurden die Alzet-Pumpen verwendet, um den Miusen Isoproterenol, ein beta-
adrenergen Agonist, und Atenolol, ein Betablocker, kontinuierlich zu infundieren [85].
Die Ornithindekarboxylase ist ein Enzym, welches gewoOhnlicherweise im hy-
pertrophierenden Myokard hochreguliert wird. Es wurde dabei die Entwicklung einer
Herzhypertrophie bei den Miusen unter Infusion von Isoproterenol mit denen unter
zusétzlicher Gabe von Atenolol verglichen.

In einer weiteren Studie mit dem ACE-Hemmer Captopril wurde dessen Abschwi-
chung der Hypertrophieentwicklung vor Behandlung mit Norepinephrin bei Ratten
untersucht [86]. Beide Substanzen wurden iiber subkutan implantierte Minipumpen
infundiert. Dabei linderte Captopril den diastolischen Blutdruck signifikant. Unter der
gemeinsamen Gabe mit Norepinephrin senkte es den systolischen Blutdruck signifi-
kant, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Herzfrequenz.

Eine neuere Studie zeigte den positiven Effekt des Angiotensin I-Rezeptor (AT-1) -
Antagonisten auf die Entwicklung von kardialer Fibrose in hypertensiven, transgenen
Ratten [87]. Der AT-1-Rezeptor-Antagonist Eprosartan wurde dabei in einer antihy-
pertensiv wirksamen und in einer geringeren, nicht-antihypertensiv wirksamen Dosis
iiber Minipumpen subkutan infundiert. Der systolische Blutdruck, das linksventrikuli-
re Gewicht und der linksventrikulire enddiastolische Blutdruck waren bei den hyper-
tensiven Ratten erhoht. AuBBerdem kam es zu einer verstdrkten kardialen Fibrose. Bei
den Tieren, die eine antihypertensiv wirksame Dosis an Eprosartan bekamen, zeigte
sich eine deutliche Reduktion der Fibrose.

Wir verwendeten die osmotischen Minipumpen, um den synthetischen alpha.v/beta.5-
Integrin-Inhibitor dauerhaft subkutan applizieren zu kénnen. Um die richtige Serum-
dosis flir die Méuse zu finden, wurde diese vorher mittels etabliertem Bioassay be-
stimmt. Die Wirksamkeit des Inhibitors im Blut wurde durch einen Inhibitionsassay

nachgewiesen.
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1.7 Fragestellung

Es soll die funktionelle Bedeutung der Integrine bei der Entwicklung der kardialen
Hypertrophie untersucht werden. Als Modell ist die Hypertrophieinduktion an Méuse-
herzen durch Aortenkonstriktion vorgesehen.

Durch die Vorarbeiten von Laser et al. waren die Signaltransduktionsvorgénge bereits
am Katzenmodell des rechten Ventrikels beschrieben worden. Die wesentliche Aufga-
be bestand nun darin, die gezeigten Signaltransduktionsprozesse auf das Mausmodell
am linken Ventrikel zu {ibertragen und nachzuweisen.

Um den Einfluss des B1-Integrins auf die Entwicklung der Herzhypertrophie untersu-
chen zu konnen, ziichteten wir eine 31-Integrin-knock-out Mauslinie. Fiir die Untersu-
chung des alpha.v /beta.5-Integrins sollte ein synthetischer Inhibitor eingesetzt wer-
den.

Zur Charakterisierung des fokalen Adhédsionskomplexes wurden zunichst die Integrine
beta.1 und beta.3 zusammen mit den intrazelluldren Proteinen Fak und c-Src darge-
stellt. Auf Proteinebene sollten mittels Western Blot Analysen Antikdrper gegen die
oben genannten Proteine zusammen mit phosphospezifischen Antikorpern in zy-
toplasmatischen und zytoskelettidren Fraktionen eingesetzt werden. Damit lassen sich
Proteintranslokationen, Phosphorylierungen, sowie Enzym-Aktivierungen im hy-
pertrophierenden Myokard darstellen.

Diese Untersuchungen sollten es ermdglichen, die bislang unbekannte Bedeutung der
Hemmung, bzw. des knock-outs der Integrine alpha.v/beta.5 und beta.l im Herzen

unter physiologischen und pathologischen Bedingungen zu erfassen.
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2 Methodik

2.1 Mausmodell Aortenkonstriktion

Die Einengung der Aorta im Bereich des Aortenbogens (Aorta transversalis) fiihrt bei
der Maus im Verlauf von 48h bis 30 Tagen zu einer ausgeprégten linksventrikuléren
Hypertrophie mit Zunahme des Herzgewichts in Relation zum Korpergewicht von ca.
40-60%. Zu den Zeitpunkten 3 Tage, 7 Tage, 30 Tage und 100 Tage nach Aorten-
konstriktion wurden Messungen an normalen Tieren (Gruppe 1) durchgefiihrt. Als
Kontrolle dienten in den jeweiligen Gruppen scheinoperierte (sham) Tiere. Wir unter-
suchten 15 Tiere pro Untersuchungszeitpunkt, um statistisch verwertbare Daten zu
erheben, was eine Gesamtzahl von 300 Miusen ergab. Alle Tiere wurden erst im Alter
von ca. 12 Wochen in die Studie eingeschlossen, um endogene Wachstumseffekte

moglichst gering zu halten.

2.1.1 Himodynamische und morphologische Untersuchungen

Zu den jeweils vorgegebenen Untersuchungsendpunkten innerhalb der einzelnen
Gruppen wurden vor der Organentnahme in vivo himodynamische Messungen durch-
gefiihrt. Dazu wurden die Miuse mit Ather anisthesiert, intubiert und kontrolliert mit
Isofluoran beatmet. AnschlieBend wurden Millar Katheter (1,4 F) von der rechten Ar-
teria carotis in den linken Ventrikel vorgeschoben und die Druckmessungen durchge-
fithrt [88]. Durch Differenzierung der linksventrikuldren Druckkurven (1. Ableitung)
konnte der maximale Anstieg des systolischen Druckes (+dP/dty.x) als MaB fiir die
Kontraktilitdit sowie der maximale Abfall des diastolischen Druckes (-dP/dty.x) als
Parameter fiir die Relaxation des Myokards berechnet werden. Nachdem der links-
ventrikuldre Druck gemessen war, wurde der Katheter in die Aorta zuriickgezogen und
Blutdruck sowie die Herzfrequenz gemessen. Der linksventrikuldre systolische und
enddiastolische sowie der mittlere arterielle Druck und die Herzfrequenz wurden unter
leichter Ather-Anisthesie und spontaner Atmung gemessen. Eine Erhéhung des enddi-
astolischen Drucks konnte dabei quantitative Hinweise auf die Entwicklung einer

linksventrikuldren Dysfunktion geben.
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Die Messung des Druckgradienten im Bereich der transversalen Aortenstenose erfolg-
te durch zusitzliche Katheterisierung der linken A. carotis mit Messung des Blut-
drucks (maximaler systolischer Druck) proximal und distal der Aortenkonstriktion in
der Aorta ascendens bzw. descendens. Die Differenz aus beiden Druckwerten ergab
den Gradienten zur Beurteilung der Effizienz der Aortenkonstriktion und Abschitzung
der linksventrikuldren Druckbelastung. Danach wurde das schlagende heparinisierte
Herz in tiefer Athernarkose entnommen, in eiskaltem Phosphatpuffer von Blut befreit
und nach Entfernung der Vorhofe gewogen.

Zur Hypertrophiebestimmung wurde das Herzgewicht bezogen auf das Korpergewicht,
bzw. auf die Tibialdnge, gemessen.

Danach wurden die Herzen in fliissigem Stickstoff zur weiteren biochemischen und
molekularbiologischen Aufarbeitung eingefroren oder fiir Standardfarbungen (Hédma-

toxylin-Eosin-Trichrom) in Formalin fixiert.

2.1.2 Gewebepriparation

Zundchst berechneten wir die entsprechende Menge an Puffer pro Herz entsprechend
dem Herzgewicht und die bendtigte Gesamtmenge an Puffer. Dabei wurden pro
100mg Gewebe ca. 2ml Triton-X-Puffer (2%) veranschlagt. Anschlieend gaben wir
die Protease- und Phosphataseinhibitoren zum Puffer:

Leupeptin (Sigma L9783), ein reversibler Trypsin- und Zystein-Protease-Inhibitor,
Aprotinin (Roche), ein Serinproteasen-Inhibitor, Pepstatin A (Sigma P5318), ein
Aspartatprotease-Inhibitor, p-aminobenzamidine (Sigma A7148), ein Serinprotease-
Inhibitor, E-64 (Roche), ein Papain- und Zystein-Protease-Inhibitor, EDTA (Sigma),
ein unselektiver Metalloprotease-Inhibitor, EGTA (Sigma), ein Metalloprotease-
Inhibitor, Natriumvanadat (Sigma S6508), ein Tyrosinphosphatase-Inhibitor. Im An-
schluss daran wurden die Rohrchen fiir die Proben vorbereitet und auf Eis gelagert.
Zuletzt konnten schlieBlich die beiden Inhibitoren, Ocadaic Acid (Calbiochem), ein
Serin/Threonin-Phosphatase-Inhibitor, und PMSF (Sigma P7626), ein irreversibler

Serinprotease-Inhibitor zugegeben werden.
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Nun gaben wir das Herz mit der entsprechenden Menge an Puffer in einen ,,Dounce®-
Glaskolben und homogenisierten es, bis keine Gewebestiicke mehr zu sehen waren.
Das homogenisierte Herz lielen wir zwanzig Minuten auf Eis inkubieren.
Anschliefend wurde das Homogenisat mit einer Plastikpipette in 2ml Zentrifugen-
rohrchen transferiert und bei 4°C zehn Minuten bei 14000g zentrifugiert. Der dabei
entstehende Uberstand wurde entfernt und in ein neues Rohrchen transferiert, welches
bereits mit der gleichen Menge an 2x SDS-Sample-Puffer gefiillt war. Dieses Rohr-
chen wurde nach dem Mischen auf Eis gelagert.

Das tibrig gebliebene Pellet wurde mit ca. Iml Triton-Puffer gewaschen, indem es mit
einer 1ml Insulinspritze mobilisiert, zerkleinert und mehrmals in die Spritze aufge-
saugt wurde. Anschliefend wurde erneut bei 4°C und 14000g fiir zehn Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde wieder entfernt und das jetzt saubere Pellet in 1x SDS-
Sample-Puffer aufgelost und wie oben beschrieben zerkleinert. Um die letzten feinen
Gewebebrocken zu beseitigen, wurde das Pellet mit dem Ultrasonicator zerkleinert.
AnschlieBend wurden die verschiedenen Fraktionen (S1, P1) bei 95°C fiir 5 Minuten
gekocht und nun nach Abkiihlen entweder direkt auf ein Gel geladen oder bei -80°C
aufbewahrt.

2.2 Western Blot

Zunichst wurde das Trenngel vorbereitet und die Glasplatten mit Ethanol gereinigt.
Dabei verwendeten wir bevorzugt 7,5%-ige Gele. Fiir zwei Gele benutzten wir jeweils
16ml destilliertes Wasser, 11,3ml 1,5M TRIS-Puffer, 280ul 20% SDS-Losung, 10,5ml
40% Acrylamid-Mix, 4,1ml 2% BIS-Losung, 14pl TEMED und 315ul 10% APS. Fiir
das Sammelgel benutzten wir:

9ml destilliertes Wasser, 1,75ml 0,5M TRIS, 90ul 20% SDS-Loésung, 1,8ml 40% Ac-
rylamid- Mix, 1,05ml 2% BIS-Losung, 14ul TEMED und 210ul 10% APS.

Es wurden 20ul der Proben, geldst in SDS-sample-Puffer, jeweils in eine Tasche des
SDS-Page-Gels geladen und tiber Nacht elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine
wurden am néchsten Tag auf Immobilon-P-Membranen transferriert und anschlieSend

eine Stunde in 10%-iger Milch in TBST geblockt (10mM Tris, 0,1M NaCl, 0,1%
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Tween 20, pH 7,4). Die Blots lieB man dann iiber Nacht bei 4°C mit dem ersten Anti-
korper inkubieren, welcher in TBST gelost war.

Folgende Antikorper wurden benutzt:

Monoklonale Antikorper fiir c-Src von Upstate Biotechnology, Inc., monoklonale An-
tikorper fiir Fak und B-3-Integrin von Transduction Laboratories, phosphospezifische
polyklonale Antikorper fiir Fak und c-Src von Biosource International, Antikorper
gegen Phosphotyrosin-RC 20:HRPO von Transduction Laboratories, gegen Phospho-
tyrosin (PY 99) von der Firma Santa Cruz, gegen Phosphotyrosin (PY 20) von der
Firma Santa Cruz, monoklonale Antikorper gegen B-1-Integrin von der Firma Trans-
duction Laboratories. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurden die
Blots fiinfmal, jeweils fiir fiinf Minuten, mit TBST-Puffer gewaschen. Anschlieend
lieB man die Blots in einem sekundédren Antikorper der Firma Amersham eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubieren, welcher ebenfalls in TBST-Puffer gelost war. Nach-
folgend wurde wieder fiinfmal je fiinf Minuten, mit TBST gewaschen. Detektiert wur-
den die Proteine mit ,,enhanced chemiluminescence* (ECL). Fiir die Detektion der
phosphospezifischen Antikorper wurde in 1%-iger BSA-Losung fiir 30 Minuten bei
37°C geblockt. Der zweite Antikorper, gegen Phosphotyrosin gerichtet, wurde fiir 30
Minuten bei 37°C dazugegeben. Wasch- und Detektionsbedingungen waren die glei-

chen wie oben beschrieben.

23



2.3 Herstellung von Mauslinien mit konditionalem beta.1- In-
tegrin-knock-out

Um den beta.l-Integrin-Rezeptor selektiv im Myokard auszuschalten, mussten kondi-
tionale knock-out-Méuse mit Hilfe des Cre/Lox-P Systems geziichtet werden. Der
konventionelle knock-out des beta.l-Integrins (beta.1-/-) in allen Geweben fiihrte zur
Letalitdit im Embryonalstadium [29]. Durch Verpaarung von Miusen, die die Rekom-
binase ,,Cre* exprimierten, mit Méusen, bei denen das Zielgen (beta.l-Integrin) von
inserierten ,,JoxP“-Sequenzen flankiert war, kam es durch die Cre-Rekombinase zum
»Ausschneiden der Sequenz innerhalb der loxP-Schnittstellen und damit zum Verlust
des Zielgens [81]. Bei der ,,Cre-Rekombinase* handelt es sich um ein 38kDa grof3es
Protein, welches erstmals aus dem Bakteriophagen P1 [89] isoliert wurde. Dieses En-
zym kann man sowohl benutzen, um z.B. Punktmutationen zu induzieren, als auch zur
Erzeugung von gewebespezifischen knock-out-Méusen [90]. Dies gelingt wie oben
erwédhnt nur, wenn die entsprechende Genomsequenz von ,,JoxP-Seiten* flankiert ist.
Die ,,loxP-Seiten* sind 34 Basenpaare lang und beinhalten eine 13 Basenpaare lange,
zueinander spiegelbildliche Wiederholung von Basen, die gemeinsam eine Kernregion
umgeben [90]. Um nun gewebespezifisch Genomsequenzen ausschneiden zu kdénnen,
miissen zwei solcher ,,loxP-Seiten* in der gleichen Orientierung vorhanden sein. Da-
bei bindet ein einzelnes Cre-Rekombinase-Molekiil jeweils an eine der beiden spiegel-
bildlich zueinander stehenden Seiten. In der Kernregion wird nun ein ,,Crossing-over*
gebildet und als zirkuldres Molekiil ausgeschnitten. Indem nun die Exprimierung der
Cre-Rekombinase unter die Kontrolle eines herzspezifischen Promotors gestellt wird,
gelingt es, selektiv das beta.l-Integrin-Gen im Herzen auszuschalten. Dabei handelt
es sich um den Promotor fiir das MLC2v-Gen (,,myosin-light-chain 2v*). Dieses Gen
wird nur in Kardiomyozyten in den frithen Stadien der ventrikuldren Differenzierung
exprimiert [81]. Es ist in allen anderen Geweben nicht vorhanden. Auf diese Weise
gelingt es, das beta.1-Integrin-Gen spezifisch im Herzmuskel auszuschalten.

Die Méuse fiir den konditionalen knock-out von beta-1-Integrinen wurden bereits von
Prof. Reinhard Féssler und Dr. Cord Brakebusch, Lund, Schweden, zur Verfiigung
gestellt [91,92]. Die Cre-Méuse stammten von Dr. K. Chien, San Diego, CA, USA
[93]. Ein letaler embryonaler Phinotyp wurde nicht erwartet, nachdem adulte chimere

Maiuse mit einem nicht hundertprozentigen beta.1-Integrin-knock-out noch einen nor-
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malen kardialen Phénotyp aufwiesen [94]. Folgende Verpaarungen wurden durchge-
fiihrt:

Heterozygote beta.l-Integrin-knock-out-Méiuse (beta.1 +/-) wurden mit heterozygoten
Cre-MLC-2v-Miusen (Cre +/-) zur Erzeugung der Genotyps beta.l +/- : Cre +/- ver-
paart. Die Méannchen dieser erhaltenen Zucht wurden nun mit weiblichen homozygot
konditionalen (loxP) beta.l-Integrin-Méusen (beta.l k/k : Cre-/-) verpaart. Der er-
wiinschte Genotyp dieser Zucht lautete: beta.1 -/k : Cre +/-. Damit wurde eine ca.
90%-ige Ausschaltung des beta.1-Integrins im Herzen erwartet. Zur leichteren Quanti-
fizierung des konditionalen knock-out wurde zusétzlich zu den loxP-Schnittstellen das
»lacZ-Gen* inseriert, welches nach Ausschneiden des beta.l-Integrin-Gens aktiviert
wird [92,94]. Das lacZ-Genprodukt (beta-Galactosidase) ldsst sich durch eine Farbre-

aktion im Gewebe nachweisen.

2.3.1 Isolierung der DNA zur Genotypisierung

Zur Isolierung der DNA wurden die Méauseschwinze mit 80ul PCR-Puffer und
100pg/ml Proteinase K versetzt und {iber Nacht in einem mechanischen Schiittler bei
56°C verdaut. Anschlieflend wurden die Proben bei 95°C inkubiert, um die Proteinase
K zu inaktivieren. Zur Gewinnung der DNA verwendeten wir das DNeasy™ Tissue
Kit von der Firma Quiagen:

Die Proben wurden mit einem Gemisch aus 200ul Losepuffer und 200ul Ethanol ver-
setzt und anschlieBend gut vermischt. Danach wurde jeweils mit zwei verschiedenen
Puffern der Firma Quiagen zentrifugiert und der Uberstand jeweils in ein frisches
Rohrchen pipettiert. Wichtig dabei war es, dass die Membran vor der Elution absolut
trocken war, da Ethanol, der sich in den verschiedenen Puffern befand, mit dem Eluti-
onspuffer interferieren konnte. Im letzten Schritt wurde die DNA mit einem speziellen
Elutionspuffer der Firma Quiagen ausgewaschen und der Gehalt an DNA im Photome-
ter bei 260nm gemessen. Absorption und Konzentration einer Losung sind miteinan-

der iiber das Lambert-Beer-Gesetz verkniipft.
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Lgly/I=A = &*c*d , mit [y = Intensitét des eingestrahlten Lichtes

I = Intensitdt des gemessenen Lichtes

A = Absorption

¢ = molarer Absorptionskoeffizient

¢ = Konzentration der absorbierenden Molekiile in mol/l

d = Lénge der Messtrecke.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Anndherung zugrunde gelegt, dass ein Azsp = 1
einer Konzentration von = 50ug DNA/ml entsprach. Daraus folgte:
Aje0 x Verdiinnungsfaktor x 50 ng/ul = ¢ (DNA, in ng/pl).
Der Reinheitsgrad der DNA ergab sich aus dem Quotienten Ajeo/Azso. Er sollte min-
destens 1,75 betragen, jedoch waren Werte grofer 1,80 erstrebenswert. Geringere
Werte deuteten auf eine Kontamination durch Proteine hin (50% Protein/50% DNA
entsprechen einer Ayqp von =1,5). Entsprechend dem Gehalt an DNA wurde nun das
notwendige Volumen fiir die Menge von 0,5ug DNA berechnet und jeweils in ein

Rohrchen zur anschlieBenden Genotypisierung mittels PCR gegeben.

2.3.2 Genotypisierung durch PCR

Die PCR ist ein schnelles, nicht-radioaktives Verfahren um Méuse zu genotypisieren.
Der Vorteil der PCR liegt in ihrem geringeren Zeitaufwand im Vergleich zum ,,Sou-
thern Blot*“ und in der Tatsache, dass theoretisch ein einzelnes DNA-Molekiil aus-
reicht, um es zu amplifizieren (,,exponentielle Amplifikation®). Von Nachteil ist, dass
die maximale Fragmentlinge in einem GroBenbereich von 10kb liegt, gegeniiber der
groBeren Fragmentlidnge beim ,,Southern Blot*. Fiir alle PCR-Verfahren sind folgende
Substanzen notwendig:

Eine geringe Menge an DNA, welche die gewiinschte Sequenz enthilt, die thermosta-
bile Tag-Polymerase, eine Mischung aller vier Desoxynukleotide, zwei Oligonukleo-
tidstartermolekiile (,,Primer*), sowie Reaktionspuffer. Die PCR lduft in folgenden

Schritten ab:
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Denaturierung

Die DNA wird durch Hitze (94-96°C) denaturiert, das heift, in ihre Einzelstringe zer-
legt, welche im néchsten Schritt zu Vorlagen fiir die Primer und die Polymerase wer-
den.

Anlagerung der Starter-Molekiile (.,Annealing der Primer)

Durch Temperatursenkung lisst man Oligonukleotid-Primer an die komplementiren 5
und 3 Enden der Einzelstrang-DNA binden, die an diesen Stellen nun wieder dop-
pelstrangig vorliegt.

Elongation
Die Taqg-Polymerase erkennt diese kurzen, doppelstrangigen Bereiche und beginnt dort
in 5 —3 Richtung mit der Synthese der komplementiren Stringe.
Es wurden drei verschiedene Primerpaare eingesetzt. Mit dem ersten Primerpaar wur-
de spezifisch die Cre-Rekombinase detektiert. Im zweiten Durchgang wurden spezifi-
sche Primer fiir den konditionalen beta.l-Integrin-knock-out (kond.) verwendet. Mit
diesem Primerpaar konnte auch der Wildtyp (WT) erkannt werden. Im dritten Durch-
gang wurden spezifische Primer fiir kompletten knock-out des beta.1-Integringens
(beta.1 +/-) verwendet. Nur Méuse, die alle drei Banden (Cre, beta.1 kond. beta.1+/-)
besitzen, sind genotypisch konditionale knock-out Méuse.
AnschlieBend wurde nun ein ,,Master-Mix* erstellt, der folgende Bestandteile beinhal-
tete:
0,4ul 10mM dNTP-Mix, 2ul 10-fachen PCR-Puffer, 1ul von jedem Primer der Kon-
zentration 20pmol/ul, 0,4pul 1U/pl Tag DNA Polymerase und schlieBlich 12,2yl Was-
ser.
Anschliefend wurden zu jedem ,,Tube* 18ul des Master-Mixes gegeben. Wichtig war,
gleichzeitig eine Positiv- und eine Negativkontrolle mit anzusetzen. Die Proben wur-
den nun noch gemischt, zu jeder Probe ein Tropfen Mineral6l gegeben und die PCR

gestartet. Dabei wurde folgendes Protokoll verwendet:

1. Denaturierung fiir 30 Sekunden bei 95°C
2. Annealing fiir 30 Sekunden bei 65°C
3. Elongation fiir 30 Sekunden bei 72°C
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Dieser Zyklus wurde zehnmal wiederholt, wobei bei jedem Schritt die Annealingtem-

peratur um 1°C verringert wurde.

4. Denaturierung fiir 30 Sekunden bei 95°C
5. Annealing fiir 30 Sekunden bei 55°C
6. Elongation fiir 30 Sekunden bei 72°C

Dieser Zyklus wurde vierzigmal wiederholt und die Proben anschlieBend bei 4°C bis
zur Analyse aufbewahrt. Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA- Fragmenten
wurden horizontale Agarosegele verwendet. Wir verwendeten bevorzugt einprozentige
Agarosegele. Als Laufpuffer fiir Agarosegele diente 1xTAE-Puffer, welcher zur Visu-
alisierung der DNA mit Ethidiumbromid versetzt wurde (ca. 0,5pg/ml). Dieses inter-
kaliert zwischen die Basen und fluoresziert unter UV-Licht (254nm). Auf diese Weise
lassen sich auch sehr kleine Mengen an DNA detektieren. Als GroBenmarker wurde
ein herkdmmlicher ,,100-1000bp-DNA-Ladder* der Firma Amersham verwendet. Als
Probenvolumina wurden 20ul PCR-Produkt pro Spur aufgetragen. Die angelegte
Spannung betrug 80 Volt. Nach der Elektrophorese (1,5-2 Stunden bei Raumtempera-
tur) wurden die Gele auf einem UV-Transluminator mit einer Polaroid-Kamera foto-

grafiert.

2.4 Integrin alpha.v/beta.5-Inhibition in vivo

Zum Einsatz eines von Dr. Beat Steiner (Fa. Roche, Basel) zur Verfiigung gestellten
selektiven alpha.v/beta.5-Integrininhibitors wurden osmotische Minipumpen (Firma
Alzet, Palo Alto, USA) mit dem in 0,9% Kochsalz gelosten Inhibitor subkutan implan-
tiert.

Bei diesen osmotischen Pumpen handelte es sich um Miniaturpumpen, welche den
Inhibitor kontinuierlich und in kontrollierter Dosis in die Miuse freisetzten. Subkutan
implantiert stellten diese Pumpen eine optimale Losung fiir die dauerhafte Zufuhr ei-
ner Substanz dar. Dies bedeutete vor allem eine Reduktion des Stresses fiir die Méuse,
welcher fiir sich alleine Auswirkungen auf den Ablauf der zu untersuchenden Signal-
wege haben konnte. Die ALZET-Pumpen setzten sich aus drei Bestandteilen zusam-

men:
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Abb.3

In dieser Abbildung ist der Aufbau einer osmotischen ALZET-Pumpe dargestellt. Die Pumpe setzt
sich im Wesentlichen aus drei Kompartimenten zusammen: Substratreservoir, osmotische Briicke und
semipermeable Membran.

Das Substratreservoir war ein zylindrischer Hohlraum, welcher keinen Austausch mit
der osmotischen Fliissigkeit des Nachbarraumes erlaubte. Im Substratreservoir befand
sich eine hohe Konzentration an Natriumchlorid. Diese war die treibende Kraft fiir den
Substrataustausch. Wenn sich die Pumpe im Kdorper der Maus befand, stromte Wasser
passiv durch die semipermeable Membran und komprimierte durch den entstehenden
Druck das Substratreservoir. Dieses war sehr elastisch und gab den Inhibitor in das
Gewebe ab. Die Rate, mit der der Inhibitor freigesetzt wurde, war direkt abhéngig von
der Wasserdurchléssigkeit der semipermeablen Membran und dem osmotischen Gra-
dienten zwischen den beiden Rdumen. Wéhrend das Volumen, welches pro Zeiteinheit
freigegeben wurde, konstant war, lieB3 sich jedoch die Menge des Inhibitors, welcher

freigesetzt wurde, steigern, indem man die Anfangskonzentration des Inhibitors erhoh-
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te. Bei der Operation war es ganz wichtig, dass der Umgang mit sdmtlichen Geriten
sowie das Fiillen der osmotischen Pumpen steril erfolgte. Als Kontrollgruppe im Hy-
pertrophiemodell wurden Miuse mit implantierter Pumpe und reiner Kochsalzlosung
verwendet. Es sollten Plasmaspiegel von ca. 20umol/l erreicht werden. Die Pumpen
wurden jeweils zwei Tage vor Protokollbeginn implantiert, um die angestrebten Plas-
maspiegel zu erreichen. Zur Dosisfindung wurden die Plasmaspiegel in Vorexperi-
menten mittels etabliertem Bioassay bestimmt. Dafiir verwendeten wir 3T3-
Mausfibroblasten, welche den alpha.v/beta.5-Integrinrezeptor exprimierten.

Zundchst wurde dafiir eine 96-well-Platte mit jeweils 100ul Vitronektin pro well (ge-
16st in PBS) beschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am Tag vor
dem Assay teilten wir die Zellen auf. AnschlieBend wurden die Platten mit PBS gewa-
schen und 30 Minuten bei 37°C mit BSA der Konzentration 1mg/ml, welche in PBS
gelost war, geblockt. Dabei gaben wir ebenfalls 100ul dieser Losung in jedes well.
Danach wurde erneut gewaschen. Die Préparation der Zellen erfolgte folgendermal3en:
Wir trypsinierten die Zellen mit in PBS gelostem Trypsin der Konzentration
0,Img/ml. Anschlieend wurde mit Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (0,5mg/ml) gewa-
schen. Die Zellen wurden nun so in 2mg/ml BSA-Losung resuspendiert, dass eine
Konzentration von ca. 2,5 x 10°/ml erreicht wurde. AnschlieBend gaben wir in jedes
well 100ul der Zellsuspension und lieBen es bei 37°C fiir eine Stunde inkubieren. Die
Platten wurden wieder mit PBS gewaschen und anschlieend mit einer Formalinl6-
sung fixiert. Danach inkubierten wir die Zellen iiber Nacht mit einprozentigem Tolui-
dine-Blau, geldst in zehnprozentiger Formalinldsung. Am nichsten Tag wurden die
Zellen mit ausreichender Menge an destilliertem Wasser gewaschen und an der Luft
getrocknet. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer 2%-igen SDS-Losung fiir 5-10
Minuten lysiert und darauf die Absorbtion im Photometer bei 600nm gemessen.

Es wurde mittlerweile nachgewiesen, dass monoklonale Antikdrper gegen verschiede-
ne Integrinuntereinheiten die normale Zelladhédsion unterbrechen kdnnen. Alternativ
bestand die Moglichkeit {iber 16sliche RGD-Peptid-Sequenzen, die den Zellen zuge-
setzt werden, eine Inhibition zu ermdglichen. Wie schon oben bereits erwihnt, ver-
wendeten wir einen ldslichen selektiven alpha.v/beta.5-Integrin-Inhibitor als modifi-
ziertes RGD-Peptid von der Firma Roche, Basel. Um eine Inhibition zu erreichen,

musste der Inhibitor in einer Konzentration von 1-10mg/ml zu den resuspendierten
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Zellen (wie oben beschrieben) zugesetzt werden. Falls das Medium dadurch zu sauer
wurde, gaben wir eine kleine Menge an Natrium-Hydrogenkarbonat dazu, bis sich das
Medium pink verfarbte. Die nachfolgenden Schritte entsprachen dem oben beschrie-

benen Zelladhésionsassay.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung der Miusezucht mittels PCR

Wie bereits oben erwidhnt, wurden die Mause fiir den konditionalen knock-out von
beta.1-Integrinen von Prof. Reinhard Fissler und Dr. Cord Brakebusch, Lund, Schwe-
den, zur Verfligung gestellt. Die Cre-Méause stammten von Dr. K. Chien. Um diese
Cre-Maéuse zu genotypisieren, verwendeten wir ein Primerpaar, welches von Chen et
al. bereits etabliert war. Dabei untersuchten wir insgesamt 30 Mause. Die Cre-
positiven Miuse wurden anschlieBend weiterverpaart und die Cre-negativen Mause

von der Zucht ausgeschlossen.

Genotypisierung der Cre-Miuse

2
=
7]
]
i
=
O

Plasmid

Abb.4

Die Abbildung zeigt représentativ die Genotypisierung der Cre-Méuse, wel-
che uns von Dr. K. Chien zur Verfligung gestellt wurden. Dabei ist ein Aus-
schnitt zu sehen mit einer Cre-positiven Maus und einer Verdiinnungsreihe
als Positivkontrolle.

Dabei hatte das Cre-Produkt eine Grofle von 419 Basenpaaren. Um es nach der Agaro-
segel-Elektrophorese identifizieren zu konnen, lieBen wir eine Verdiinnungsreihe des
Cre-Plasmides als Positivkontrolle mitlaufen. Die Verdiinnungsreihe begann mit ei-
nem Verdiinnungsfaktor von 1:10 und endete mit einem von 1:1000. Die Cre-Mause
wurden nun mit heterozygoten beta.1-Integrin-knock-out-Méausen verpaart (beta.1+/-).
Fiir die Genotypisierung dieser Miuse verwendeten wir ein Primerpaar, welches uns
von der Arbeitsgruppe um Prof. Reinhard Fissler vorgeschlagen wurde. Mit diesem
Primerpaar konnte selektiv der heterozygote knock-out des beta.l-Integrin-Gens de-
tektiert werden. Auch fiir die konditionalen (loxP) beta.l-Integrin-Mause benutzten

wir ein Primerpaar, welches selektiv die loxP-Seiten detektierte. Als Positivkontrollen
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benutzten wir die aus Schweden gelieferten, bereits genotypisierten Mause, welche
uns zur Zucht zur Verfiigung gestellt wurden. Zur endgiiltigen Genotypisierung wurde
die PCR in drei einzelnen Schritten durchgefiihrt. Im ersten Durchgang benutzten wir
zwel spezifische Primer fiir die Amplifizierung der ,,Cre-Rekombinase®. Diese hat
eine GroBe von 419bp und konnte mit Hilfe des Cre-Plasmides eindeutig zugeordnet
werden. Als Negativkontrolle setzten wir DNA aus normalen NMRI-Maiusen ein und
lieBen diese mit den Primern fiir die ,,Cre-Rekombinase* amplifizieren. Im zweiten
Durchgang der PCR benutzten wir spezifische Primer fiir den heterozygoten konditio-
nalen knock-out (c/+). Der Unterschied zwischen Wildtypméausen und den konditio-
nalen knock-out Mausen war der, dass bei letzteren das Pl-Integrin-Gen von zwei
loxP-Seiten flankiert war. Deshalb konnte mit diesem Primerpaar auch der Wildtyp
detektiert werden. Als Negativkontrolle benutzten wir die DNA einer reinen Cre-Maus
und lieBen diese mit den Primern fiir den konditionalen knock-out amplifizieren. Als
Positivkontrolle diente, wie oben beschrieben, die DNA einer bereits genotypisierten
Maus aus Schweden. Im dritten und letzten Durchgang verwendeten wir ein Primer-
paar fir den kompletten heterozygoten knock-out (beta.1+/-). Als Negativkontrolle
benutzten wir die DNA einer Wildtyp-Maus, die mit den Primern fiir den kompletten
knock-out amplifizierte. Als Positivkontrolle diente auch hier die DNA einer bereits

genotypisierten Maus.

Genotypisierung der Zuchtméause

500 bp -
250 bp -

- 419 bp, Cre +/-

500 bp -
250 bp -

- 400 bp, beta.1 kond
- 320 bp, beta.1 WT

500 bp -
250 bp -

- 210 bp, beta.1 +/-

I 1 1 1 1 1 ] ] I I I I I I 1 1 1 1 1 1 1 ] ] I I I I I

* # * # - +
Abb.5

In dieser Abbildung sind drei verschiedene PCR-Durchgénge dargestellt, mit denen eine Genotypi-
sierung der Zuchtmiuse erfolgte. Im ersten Durchgang wurden spezifische Primer fiir die Cre-
Rekombinase verwendet. Im zweiten Durchgang benutzten wir spezifische Primer fiir den konditio-
nalen knock-out (kond.). Mit diesem Primerpaar konnte auch der Wildtyp detektiert werden. Im
dritten Durchgang wurden Primer fiir den kompletten knock-out (beta.1+/-) verwendet. Nur Mause,
die alle drei Banden besitzen, sind genotypisch konditionale knock-out Mause.
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Genotypisch konditionale knock-out-Mause waren nur diejenigen, welche in allen
drei Banden ilibereinstimmten. Das bedeutete, dass diese Méause auf einem Allel den
konditionalen knock-out besallen, auf dem anderen Allel den kompletten knock-out
und dass diese schlieBlich die ,,Cre-Rekombinase® exprimierten (Genotyp: B1-Integrin
c/-: Cre +/-).

Um zu tiberpriifen, ob die Genotypisierung auch phénotypisch umgesetzt wurde, be-
nutzten wir im Western-Blot einen monoklonalen Antikdrper gegen 1-Integrin. Die-
ser detektierte selektiv dieses Protein und wir konnten eine deutliche Abnahme der
Starke der Banden vom Wildtyp iiber den konditionalen heterozygoten knock-out bis

hin zum kompletten konditionalen knock-out des B1-Integrins erkennen.

Abb.6

Diese Abbildung zeigt den Western-

Blot mit einem monoklonalen Anti-
-160 kD korper gegen beta.l-Integrin. Dabei

“ . pdg . wurden jeweils zwei Wildtyp-Méiuse

) (WT), zwei heterozygot konditiona-
105 kD le knock-out-Méuse (c/+) und zwei
komplette konditionale knock-out-

Mause (c/-) verwendet.

WT WT c¢/+ c¢/+ c¢/- cf-

3.2 Morphologische und himodynamische Charakterisierung

Wir untersuchten insgesamt 70 Mause mit einem Gewicht zwischen 20 bis 35 g. Dabei
wurden zwei Gruppen eingeteilt:

Zum einen die Miuse, die wir einer transversalen Aortenkonstriktion mit einer 27g
Nadel unterzogen, und zum anderen die ,,scheinoperierten Méuse. Diese beiden
Grof3gruppen wurden weiter unterteilt in operierte Mause nach 3, 7, 30 und 100 Tagen.
Zur Beurteilung der Entwicklung der linksventrikuldren Hypertrophie berechneten wir
den Quotienten aus dem Herzgewicht und der Tibialdnge und anschlieBend den Quo-

tienten aus Herzgewicht und Korpergewicht. Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse:
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HW/BWin g HW/Tibia in mg/mm

Abb.7 und 8

Morphlogische und hdmodynamische Charakterisierung der Mause nach Scheinoperation (A)
oder Aortenkonstriktion (B-E) fiir 3-100 Tage (d). Verhéltnis aus HW zu Koérpergewicht (BW)
in g (Abb.7), bzw. Herzgewicht (HW) in mg zu Tibialidnge (Tibia) in mm (Abb.8).

A =sham, B =3d, C =7d, D =30d, E = 100d. Statistiken fiir Abbildungen 7-13 wurden mit dem
ANOVA-Test fiir signifikante Unterschiede, StatView Software, durchgefiihrt.

Dabei wurde deutlich, dass bei den Tieren nach ,,Aortenkonstriktion das relative
Herzgewicht, sowohl bezogen auf die Tibialdinge als auch auf das Korpergewicht,
nach 30 Tagen signifikant anstieg. Verglichen wurden die Gruppen jeweils mit den
scheinoperierten Miusen. Beide Diagramme spiegeln einheitlich die Zunahme des
relativen Herzgewichtes als Beweis flir die Hypertrophie der Mauseherzen wider. Kei-
ne signifikanten Unterschiede fanden wir fiir die in vivo gemessene Herzfrequenz,
wéhrend der linksventrikuldre enddiastolische Druck nach 30 Tagen signifikant erhdht
war und zu einem spéteren Zeitpunkt wieder abfiel. Dabei kamen folgende Diagram-

me zustande:

Herzfrequenz in 1/min LVEDP

Abb.9 und 10
Herzfrequenz in Schldgen/Minute (Abb.9) und linksventrikuldrer enddiastolischer
Blutdruck (LVEDP) in mmHg (Abb.10). A = sham, B =3d, C=7d, D =30d, E = 100d.
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Diese beiden Diagramme spiegeln die Hypertrophieentwicklung der Méuseherzen
wider. Bei einer nahezu konstanten Herzfrequenz {iber einen Zeitraum von 100 Tagen
lieB sich ein signifikanter Anstieg des linksventrikuldren enddiastolischen Druckes
nach 30 Tagen nachweisen. Der linksventrikuldre enddiastolische Druck ist als direk-
ter Marker fiir die erhohte Wandspannung im Ventrikel und der damit verbundenen
Gefligedilatation sehr gut zur Beurteilung eines Hypertrophierungsprozesses geeignet.
Die dabei konstant bleibende Herzfrequenz schlieft andere Ursachen fiir die Entste-
hung einer Hypertrophie weitgehend aus. Dariiber hinaus scheint noch keine manifeste
Herzinsuffizienz vorzuliegen.

Wir fanden weiterhin eine signifikante Erhohung des systolischen Blutdruckes bei den
Tieren nach Aortenkonstriktion im Vergleich zu den ,,scheinoperierten Tieren nach 3,

7 und 30 Tagen, wihrend er nach 100 Tagen wieder abfiel.

LVSP

1407 [ Abb.11

Linksventrikuldrer systolischer
Blutdruck (LVSP) in mmHg

A =sham, B=3d, C=7d, D=30d,
E =100d.

120 A
100—.
80
60-
40

20 1

Der erhohte linksventrikuldre systolische Druck zeigt die enorme Druckbelastung im
linken Ventrikel des Méuseherzens an. Nur ein suffizienter Ventrikel ist in der Lage,
eine solche Druckbelastung zu kompensieren. Der Abfall des linksventrikuldr systoli-
schen Druckes nach 100 Tagen konnte ein Hinweis auf eine nun einsetzende Herzin-
suffizienz sein.

Die Statistik fiir die Abbildung 7-13 (sham vs. AB) erfolgte mit dem ANOVA-Test
und Bonferroni-Korrektur bei einem Signifikanzniveau von p<0,0125 fiir statistisch

signifikante Unterschiede ().

36



40

30

& 20
L

315

35

25

Regressionsanalyse

100

120
LVSP

140

160

180

200

Abb.12

Regressionsanalyse zwischen
LVSP und LVEDP, Statistik
mit ANOVA, p<0,05 fiir statis-
tisch signifikante Korrelation.

Diese Regressionsanalyse soll nochmals den Zusammenhang zwischen dem Anstieg

des linksventrikuldr enddiastolischen und systolischen Druckes in den Herzen der

Maiuse verdeutlichen. Weiterhin untersuchten wir das Einsetzen des Herzversagens.

Dabei galten als Kriterien: gesteigertes Korpergewicht, die Entwicklung eines Lun-

genddems und exzessive kardiale Hypertrophie. Das Einsetzen dieser Kriterien beo-

bachteten wir in einem Zeitraum zwischen 4 Wochen bis zu 3 Monaten. Im folgenden

Diagramm wurde exemplarisch das totale Herzgewicht dargestellt:

Totales HW in mg

Abb.13

Totales Herzgewicht der Méause
nach Scheinoperation bzw. nach 3,
7,30 und 100 Tagen Aorten-
konstriktion.

A =sham, B=3d, C=7d, D=30d,
E =100d.

Wir beobachteten im selben Zeitraum eine deutliche Zunahme des Korpergewichtes

der Méuse, verglichen mit dem Gewicht vor der Operation (Diagramm nicht darge-

stellt). Es konnte sich dabei um eine zunehmende Odemneigung bei den Tieren han-

deln. Da es jedoch fiir diesen Anstieg sehr viele Ursachen gibt, verfolgten wir diese

Tatsache nicht weiter.
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3.3 Western-Blot-Analysen

Die Western-Blot-Analysen ergaben folgende Daten:

Wie oben bereits erwdhnt, untersuchten wir jeweils zwei verschiedene Gruppen von
Mausen, die sich in ihrem Gewicht unterschieden. Dabei hatte die Gruppe 1 ein Kor-
pergewicht von 20-25g und die Gruppe 2 eines von 30-35g. Unsere erste Absicht war
es herauszufinden, ob eine Verdnderung in der Zusammensetzung und/oder der Ex-
pression der Extrazelluldrmatrix wéhrend der druckinduzierten Hypertrophie der Méu-
seherzen stattfand. Dafiir verwendeten wir Gewebeproben aus dem linken Ventrikel
von Méusen nach Aortenkonstriktion und von Kontrollmiusen. Aus diesen Geweben
stellten wir, wie oben beschrieben, zwei verschiedene Fraktionen her und untersuchten
eine Triton-X-100-16sliche und eine Triton-X-100-unldsliche Fraktion auf den Gehalt
an folgenden Extrazelluldarmatrix-Proteinen: Fibronektin, Vitronektin, Laminin, Kolla-
gen [ und Kollagen III. Vorzugsweise fanden wir erhdhte Raten an Fibronektin und
Vitronektin und deren Assoziation mit dem Zytoskelett in Méusen mit druckiiberlade-
nem linken Ventrikel im Vergleich zu ,,scheinoperierten* Mausen. Nachdem die De-
tergens-unlosliche Fraktion sehr oft den Integrin-vermittelten ,,fokalen Adhéisions-
komplex“ enthielt, welcher potentiell am Hypertrophierungsprozess beteiligt war, un-
tersuchten wir speziell diese Fraktion auf ihren Gehalt an verschiedenen Signalprotei-
nen, welche bekanntermaflen auf die beschriebene Stimulation hin aktiviert wurden.
Dabei zeigten sich im Western-Blot multiple Tyrosin-Phosphorylierungen bei 160,
125, 75 und 60 kD nach drei Tagen Aortenkonstriktion. Diese Banden fanden wir fast
ausschlieBlich im Zytoskelett.
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Anti-Phosphotyrosin (RC-20)

Abb. 14

Western Blot von der Deter-
- 160 kD genz-16slichen (SOL) und der
- 125 kD Detergenz-unloslichen Frakti-

on (CSK). Dabei wurde je-

weils das Herz einer schein-
~ operierten (S) Maus und die

75kD Herzen nach 3, 7, 30 und 100
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> - -60 kD  eingesetzt. In dieser Analyse
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phosphorylierte Tyrosingrup-
pen verschiedener Proteine
verwendet. Die Banden lassen

y sich entsprechend ithrer Hohe
e P

verschiedenen Proteinen zu-
ordnen

S 3 7 30 100d S 3 7 30 100d

SOL CSK
Die Phosphorylierung bestimmter Proteine in der 16slichen Fraktion, wie in der Abbil-
dung zu sehen, lieB sich unter anderem auf eine Integrin-unabhéngige Aktivierung der
Signaltransduktion oder auch auf die Einwirkung verschiedener Wachstumsfaktoren
zuriickfiithren. Die deutlich stirkere Phosphorylierung im Zytoskelett dagegen deutete
darauf hin, dass eine Aktivierung der Integrine und eine Formation des ,,fokalen Ad-
hisionskomplexes* stattgefunden hatten. Zwei dieser Banden konnten wir mit Hilfe
von monoklonalen Antikdrpern als zytoskelettassoziierte Tyrosinkinasen, Fak und c-
Src identifizieren. Diese sind Bestandteil des sogenannten Integrin-abhingigen ,,foka-
len Adhédsionskomplexes®. Fak zeigte zunéchst eine deutliche Zunahme im Zytoskelett

der schweren Tiere (30-35g). Fak hat eine GroBe von 125 kD.

Focal adhesion kinase (FAK)

Abb.15
Wie in Abb.14 beschrieben

: * wurden durch den Einsatz
i P ' eines monoklonalen Anti-
b " o o 125 kD korpers gegen FAK die

Banden diesem Protein zu-
gewiesen.

S 3 7 30 100d S 3 730 100d
SOL CSK
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Auch in dieser Abbildung sahen wir den starken Ubertritt der ,,focal adhesion kinase*
in das Zytoskelett. Dies bestétigte die eben beschriebene Vermutung umso mehr, da
Fak maf3geblich in die Signaltransduktionsprozesse verschiedener Integrinunterformen
eingebunden war. Das gleiche Ergebnis fanden wie fiir c-Src. C-Src lduft in der Elek-

trophorese bei 60 kD.

c-Srce-Kinase

o .

-60 kD

S 3 7 30 100d S 3 7 30100d
SOI. CSK
Abb.16

Diese Abbildung zeigt einen Western Blot mit einem monoklonalen Anti-
korper gegen c-Src. Die Auftragung der Proteine ist den Ausfithrungen aus
Abb.14 zu entnehmen.

Diese beiden Tyrosinkinasen zeigten spezifische Phosphorylierungen. Fak zeigte
Phosphorylierungen an den Stellen Tyr-397 und Tyr-925, c-Src zeigte Phosphorylie-
rungen an der Stelle Tyr-418. Dies lie8 darauf schlielen, dass beide Tyrosinkinasen
aktiviert waren. Dies war darauf zuriickzufithren, dass sich die beschriebenen
Phosphorylierungen im katalytischen Zentrum der Enzyme befanden. Diese Beobach-
tungen bestdtigten die bereits beschriebene Vermutung, dass die Phosphorylierung
von Fak an der Stelle Tyr-397 eine Bindungsstelle fiir c-Src schaffte. Nachdem ein
Komplex zwischen den beiden Komponenten gebildet war, wurde c-Src aktiviert und
phosphorylierte nun seinerseits verschiedene Seiten von Fak, unter anderem an der
Stelle Tyr-925, welche entscheidend fiir die Rekrutierung von Cas war. Um diese Tat-

sachen nachzuweisen, benutzten wir phosphospezifische Antikorper.
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SOL CSK

Abb.17, 18 und 19

Diese drei Abbildungen zeigen die Western Blots mit monoklonalen Antikérpern gegen die phosphory-
lierten Formen von Fak und Src. Dabei féllt auf, dass sich die aktivierten Proteine hauptséchlich im
Zytoskelett wiederfinden.

In diesen drei Abbildungen fanden wir den deutlichsten Hinweis auf die Aktivitat der

phosphorylierten Proteine im Zytoskelett der Méauseherzen.

3.5 In vitro Assay

Wie bereits oben beschrieben, war es zundchst wichtig, in Vorexperimenten Aussagen
tiber dquivalente Dosen zwischen dem synthetischen Inhibitor Ro-65 2263 und einem
herkdmmlichen RGD-Peptid zu machen. Dabei inhibieren beide die Adhidsion von
Zellen an eine mit Vitronektin beschichtete Platte via alpha.v/beta.5-Integrin-
Blockade. Diese Dosisfindung war umso wichtiger, als es bisher keine etablierten
Werte fiir Mauseserum gab. So musste eine Dosis gefunden werden, die auf der einen
Seite eine ausreichende Inhibierung des alpha.v/beta.5-Integrins gewéhrleistete und

auf der anderen Seite flir die Maus nicht toxisch war. Durch den Vergleich der Adhé-
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sionsinhibition mit einem herkémmlichen RGD-Peptid ergaben sich Konzentrationen
zwischen 10uM und ImM fiir den Inhibitor. Es wurde dabei die Zelldichte indirekt

iiber die Absorbtion in einem Photometer bestimmt. Dabei ergab sich folgendes Dia-

gramm:
Assay 1
=
0,08 _5 E‘
0,07 O
0,06 - s
5 E =
o 1
s : = = : 2§ >
= 0,04 S = S 2
o = S * S =
2 003 | = = £
< & S
0,02 - _ *
0,01
0 ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
= RGD-Peptid
Konzentration
* =Ro-652263

Abb.20

Dieses Diagramm veranschaulicht den Vergleich der Adhésionsinhibition zwischen einem RGD-
Peptid und dem spezifischen alpha.v/beta.5-Integrininhibitor in Abhéngigkeit von der Konzentration.
Die erste und die sechste Sdule zeigen eine Kontrolle mit 85000 Zellen, die zweite bis flinfte Saule
zeigen die Absorbtionswerte in Abhéngigkeit von der Konzentration eines RGD-Peptids, wihrend die
siebte bis elfte Sdule die Absorbtionswerte in Abhdngigkeit von der Konzentration des spezifischen
alpha.v/beta.5-Integrin-Inhibitors wiedergeben. Die Hintergrundabsorbtion wurde bereits abgezogen.

Es wird also deutlich, dass das RGD-Peptid und der synthetische Inhibitor Ro-65 2263
in den verwendeten Konzentrationen zu dhnlichen Absorbtionswerten fiihrten. Das
bedeutet, dass die beiden Substanzen im vorliegenden Adhédsionsassay ungefahr gleich
viele Zellen daran hinderten, sich an die Vitronektin-beschichtete Platte anzuheften.
Deshalb kann man darauf schlielen, dass die einzusetzende Konzentration des Inhibi-
tors zwischen 1uM und ImM liegen musste. Wir wihlten zunédchst die Konzentratio-
nen 20uM und 100uM fiir die implantierbaren Pumpen aus. Da es sich dabei jedoch
um Anfangskonzentrationen des Inhibitors in den Pumpen und nicht um Serumkon-
zentrationen der Mause handelte, war es wichtig zu wissen, ob der Inhibitor {iberhaupt

im Serum der Miuse ankommt. Um dies nachzuweisen, verwendeten wir einen zwei-

42



ten in vitro Assay. Dabei wurde den Miusen nach einem Zeitraum von einer Woche
das Serum entnommen und in einem Inhibitionsassay mit dem reinen Inhibitor vergli-

chen. Dabei kam folgendes Diagramm zustande:

Assay 2
TE -
0,25 1 L0
s 021 s 2
2 S &
§ 0,15 - %] [k
< =
< 0,1 b =4
: E ¢ : 3
0,05 : 2 - s 8
O I rt‘ I |_| I ’_‘ I I |T| I |T|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
=Ro 65-2263

Konzentration

% = Serum + Ro 65-2263

Abb.21
Dieses Diagramm veranschaulicht die Adhésionsinhibition des gereinigten Mauseserums in Abhén-

gigkeit von der Konzentration des synthetischen Inhibitors in den implantierten Pumpen. Dabei be-
schrinkten wir uns auf die Konzentrationen 20uM und 100uM (Séulen acht bis elf). Zum Vergleich
wurde in den Sdulen zwei bis fiinf der reine Inhibitor den Zellen in abfallender Konzentration zuge-
setzt. Die Hintergrundabsorbtion wurde hier ebenfalls bereits abgezogen. Die Séulen eins, sechs und
sieben stellen Kontrollen mit jeweils 85000 Zellen dar.

Durch dieses Diagramm ist nun eindeutig belegt, dass der alpha.v/beta.5-Integrin-
Inhibitor im Serum der Mause ankommt und wirkt. Es zeigt dariiber hinaus, dass der
reine Inhibitor in einer Konzentration von 100uM etwa gleiche Absorbtionswerte er-
brachte wie das Miuseserum nach Implantation der Pumpen, welche den Inhibitor in
der gleichen Konzentration enthielten. Dabei ist klar, dass die wirkliche Konzentration
im Serum der Méuse wesentlich niedriger sein musste als die der Pumpen. Die erfor-
derliche Konzentration im Serum der Mduse, die zu einer Inhibierung notwendig war,

wurde also erreicht.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion des Tiermodells

Wir benutzten ein Modell, mit welchem die initialen Schritte der Signaltransduktion
bei der Hypertrophieentwicklung am Herzen untersucht werden sollten. Dabei bestand
die wesentliche Aufgabe darin, das bereits beschriebene Katzenmodell des rechten
Ventrikels nach Pulmonalarterienkonstriktion auf das Mausmodell des linken Ventri-
kels nach transversaler Aortenkonstriktion zu iibertragen und nachzuweisen. Dariiber
hinaus bestand die Aufgabe, eine B1-Integrin-knock-out Mauslinie zu ziichten, um zu
einem spéteren Zeitpunkt Aussagen iiber die Rolle des B1-Integrins bei der Hypertro-
phieentwicklung machen zu kénnen. Eine weitere Aufgabe war es, in Vorexperimen-
ten Aussagen iiber die Serumkonzentration und die Dosisfindung eines selektiven
of33-Integrin-Inhibitors treffen zu kénnen. Dazu stand ein Zellkulturmodell mit 3T3-
Mausfibroblasten zur Verfiigung. Mit diesen beiden Modellen sollten zwei potentielle
Wege der Informationsiibertragung vom initialen Schritt der Druckiiberlastung zu den
intrazelluldren Vorgidngen bei der Hypertrophieentwicklung untersucht werden. Die
zukiinftigen Aufgaben sind es nun, die in dieser Arbeit beschriebenen Vorgédnge nach
Aortenkonstriktion an normalen NMRI-Méusen mit denen der B1-Integrin-knock-out
Maiuse bzw. der Mause mit dem selektiven o, 5-Integrin-Inhibitor zu vergleichen und

zu charakterisieren.

4.1.1 Grenzen des Mausmodells

In der medizinischen Forschung greift man schon seit langem auf Versuchstiere zu-
riick, um an ihnen menschliche Krankheiten zu studieren und neue Behandlungsmdg-
lichkeiten auszuprobieren. Besonders die Hausmaus (,,mus musculus®) hat sich als
Modell fiir viele Leiden des Menschen bewiéhrt. Als Sdugetiere stehen die Nager den
Menschen verwandtschaftlich sehr nahe. Schitzungsweise 99 Prozent der Mausgene
haben ein entsprechendes Pendant im menschlichen Erbgut. Ihr Genom ist mittlerwei-
le so gut wie vollstdndig bekannt. Dariiber hinaus sind Méause sehr pflegeleicht und
billig. Die Ziichtung einer knock-out-Mauslinie ist ein weiterer Vorteil, um den Ein-

fluss eines bestimmten Gens in bestimmten Organen zu untersuchen. Allerdings gibt
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es nicht fiir alle Krankheiten geeignete Modelle und von den Bestehenden sind nicht
alle ohne weiteres auf den Menschen tibertragbar. Wenn man die Physiologie der
Maiuseherzen mit der der Menschenherzen vergleicht, fallt auf, dass es einige Unter-
schiede gibt, die die Aussagekraft dieses Tiermodells einschrinken. So betrigt die
Herzfrequenz der Maus circa das Zehnfache der menschlichen Herzfrequenz. Die Re-
gulation des Herzrhythmus unterscheidet sich also deutlich. Inwieweit dies Auswir-
kungen auf den Grundmetabolismus des Herzens bei der einzelnen Spezies hat, ist
unklar. Beim Menschen wire eine solche Frequenz nicht denkbar, da sich die Aus-
wurffraktion des Ventrikels so stark verkleinern wiirde, dass eine ausreichende Blut-
versorgung des Korpers nicht mehr gewéhrleistet wéare. Des Weiteren unterscheiden
sich die Histokompatibilititsantigene der Maus, kurz MHC genannt, von denen des
Menschen. Deren Einfluss auf Signaltransduktionsprozesse im Allgemeinen ist bis
heute unklar, so dass auch hier Speziesunterschiede denkbar wéren. Nicht zuletzt un-
terscheidet sich die Maus im Expressionsmuster verschiedener Integrinunterformen
vom Menschen. Es ist deshalb moglich, dass die einzelne Gewichtung der Integrine,
die am Signaltransduktionsprozess der Hypertrophie im Herzen beteiligt sind, eben-
falls gewissen Speziesunterschieden unterliegt. Der Mechanismus der Herzhypertro-
phie durch Druckiiberlastung wurde in unserem Modell durch eine transversale Aor-
tenkonstriktion simuliert. Ob dies ein geeignetes Modell fiir die menschliche Pa-
thophysiologie bei Druckiiberlastung darstellt, ist fraglich.

Dennoch lieB sich in dieser Arbeit eindeutig nachweisen, dass der Integrin-vermittelte
Umbau der Extrazellulirmatrix und die damit verbundene Aktivierung verschiedener
Signalwege von der Katze durchaus auf die Maus zu iibertragen sind. Es ist daher
wahrscheinlich, dass diese grundlegenden Reaktionen im Hypertrophieprozess des

Myokards auch beim Menschen ablaufen.

4.2 Linksventrikuliire Druckiiberlastung an Miuseherzen

Mit diesem Modell gelang es uns, die wesentlichen Schritte der Signaltransduktion
nach Druckiiberlastung vom Katzenmodell auf das Mausmodell zu iibertragen und
nachzuweisen. Dabei beobachteten wir, dass es nach Druckiiberlastung des linken
Ventrikels zu multiplen Phosphorylierungen im Zytoskelett der Mause mit einem Kor-

pergewicht >30g kam. Diese Beobachtung wurde bereits am Katzenmodell beschrie-
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ben [79]. Wir konnten diese phosphorylierten Proteine als Zytoskelett-assoziierten
Tyrosinkinasen Fak und c-Src identifizieren. Phosphospezifische Antikorper erlaubten
es uns, eine Aussage liber die Aktivierung dieser Proteine zu machen. Die Ergebnisse,
die wir dabei fanden, entsprachen ebenso denen am Katzenmodell [79]. Der Ubertritt
dieser aktivierten Proteine in das Zytoskelett gab einen starken Hinweis auf die In-
tegrin-abhingige Aktivierung der Signaltransduktion. In unseren Versuchen hatte die
Akkumulation der ECM-Proteine Fibronektin und Vitronektin der druckiiberlasteten
Maiuseherzen einen zeitlichen Zusammenhang zu der Bindung von c-Src und Fak im
Zytoskelett dieser Méuse. Es war nicht Teil dieser Arbeit festzulegen, ob diese ECM-
Proteine von Kardiomyozyten oder von Fibroblasten sezerniert wurden. Von Bedeu-
tung war jedoch die Tatsache, dass sich diese Proteine in der Detergenz-unldslichen
Fraktion wiederfanden und damit einen Hinweis auf deren Bindung mit Integrinen und
der damit verbundenen Formation eines zytoskelettiren Komplexes gaben. Wie be-
reits beschrieben, sind vor allem Fibronektin, Kollagen 1 und Laminin spezifische
Liganden fiir das asf3;- sowie das a3p3;- Integrin [95]. Des Weiteren ist langst bekannt,
dass Integrine keine eigene Enzymaktivitét besitzen, sondern ihre Signale iiber ver-
schiedene nachgeschaltete Molekiile vermitteln. Dies sind unter anderem die Tyrosin-
kinase pp125 FAK und diverse kleine GTPasen wie z.B. Rho oder Rac [95]. Auf der
anderen Seite ist Vitronektin als spezifischer Ligand fiir das o,Bs-Integrin bekannt
[67]. Auch hier ist es sehr wahrscheinlich, dass die Aktivierung der beiden Tyrosinki-
nasen c-Src und Fak im Zytoskelett durch die Bindung der oben genannten Liganden
eingeleitet wird. Die Aktivierung von Fak wird wahrscheinlich durch die Bindung der
zytoskelettéren Proteine talin und paxillin mit der zytoplasmatischen Komponente der
Integrine vermittelt [67]. Dadurch kommt es zur Autophosphorylierung an der Stelle

97 welche dadurch eine Bindungsstelle fiir die SH2-Domine der Tyrosinkinase c-

Src oder Fyn schafft. Dies fithrt zur Phosphorylierung von c-Src an der Stelle Tyr*'®

Tyr

und bewirkt damit die Aktivierung der Tyrosinkinase. C-Src phosphoryliert nun sei-
nerseits Fak an der Stelle Tyr’> und dies fiihrt zu einigen Verinderungen in der Kon-
formation von Fak, welche nun erst die Bindung von Cas an den Fak/c-Src-Komplex
erlaubt [96]. Die Analyse unserer Daten, die wir von den druckiiberlasteten Mauseher-
zen erhielten, zeigte eine dhnliche Sequenz an Signalvorgéngen wéhrend des Hy-

pertrophierungsprozesses. Wenn man allerdings diese Ergebnisse mit Studien an adul-
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ten Kardiomyozyten vergleicht, bei denen das Ziel war, die kardialen Integrinrezepto-
ren unabhéngig von anderen Einfliissen, wie z.B. Wachstumsfaktoren oder Hormonen,
zu stimulieren [79], fallt auf, dass es dabei nicht zu einer Aktivierung von zytoskelet-
tdrem c-Src kam. Dies konnte darauf zuriickzufithren sein, dass es einen zuséitzlichen
Signalweg gibt, der im Mausmodell zur Aktivierung von c-Src fiihrt. Ein solcher Sig-
nalweg konnte im druckiiberlasteten Herzen z.B. durch Integrin-unabhéngige Vorgén-
ge aktiviert werden, oder durch das Teilhaben anderer Fibronektin/Vitronektin-
Dominen, z.B. der Heparin-Bindungs-Doméne.

Mehrere frithere Studien zeigten, dass c-Src durch den Verlust der phosphorylierten
Stelle Tyr5 27, die eine intramolekulare Inhibition bewirkt, aktiviert wird. Daneben
werden jedoch noch andere Inhibierungsaktivititen postuliert, z.B. in Form von klei-
nen Hitzeschockproteinen (HSP) und 5'-AMP. Gerade wihrend der in vivo durchge-
fiihrten Druckiiberlastung der Méduseherzen konnte es im Gegensatz zum oben genann-
ten Zellkulturmodell zu zusdtzlichen Signalvorgéngen kommen, welche die beschrie-
bene Inhibition von c-Src vermeiden konnten. Die Aktivierung von c-Src und damit
die Phosphorylierung verschiedener zelluldrer Substrate steht in engem Zusammen-
hang zum zytoskelettiren Umbauprozess [97]. Eine wichtige Aufgabe des fokalen
Adhidsionskomplexes ist die Aktivierung der sogenannten Ras/Raf/MAPK-
Signalkaskade, d.h. einer Kettenreaktion verschiedener Ubertragungsmolekiile. Diese
Aktivierung ist abhédngig von wichtigen Adaptermolekiilen wie z.B. Shc, Grb-2 und
Nck [98]. Obwohl die Integrin-initiierte Aktivierung dieser Signalkaskade abhéingig ist
von der Zusammensetzung des Zytoskeletts und moglicherweise viele kleine GTPasen
mit einbezieht, ist die genaue Abfolge der einzelnen Schritte in der Signaltransduktion
von Integrinen noch nicht genau bekannt. Sicher ist jedoch die Aktivierung der oben-
genannten MAP-Kinase-Signalkaskade. Dies wurde in einer Studie bewiesen, in der
Fak in humanen Epithelzellen liberexprimiert wurde [99]. Dabei kam es zu verstérkter
c-Src-Kinase-Aktivitdt wie auch zu einer verstirkten Aktivierung der Fibronektin-
induzierten Translation der sogenannten MAP-Kinase ERK2. In der gleichen Studie
wurde gezeigt, dass Ras-Mutanten, die dieses Protein nicht bilden konnten, die selbige
Aktivierung unterbrachen. Wie bereits vorbeschrieben, ist die Phosphorylierung von
Fak an der Stelle Tyr’* notwendig, um eine Bindungsstelle fiir die Adaptermolekiile

Grb2 und Ras zu schaffen. Uber diese Verbindung erhilt die Tyrosinkinase Fak An-
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schluss an das MAP-Kinase-System [67]. Da es auch bei unseren Untersuchungen zu
einer deutlichen Phosphorylierung von Fak an der Stelle Tyr’*’ kam, ist eine Aktivie-
rung des MAP-Kinase-Systems im vorliegenden Fall sehr wahrscheinlich. Auf diese
Weise erhalten die von uns untersuchten Integrine Anschluss an bereits beschriebene
und etablierte Signalwege. Dadurch erhalten sie die Mdglichkeit, regulierend in die
Biosynthese verschiedener Proteine einzugreifen. Des Weiteren konnten Fak-
Mutanten die Src-Kinase nicht stimulieren und erbrachten ebenfalls keine Aktivierung
der MAP-Kinase ERK2. Dies ist als eindeutiger Hinweis darauf zu werten, dass die
Aktivierung von c-Src und Ras notwendige Schritte in der Ubertragung der
Signaltransduktion auf ERK2 sind. AuBlerdem gibt es einige Integrine, insbesondere
B1-und ay-Isoformen, die die Tyrosinkinase Fyn und damit das Adaptermolekiil Shc
aktivieren. Dabei fungiert mdglicherweise caveolin-1 als Membranadapter, welcher
die a-Untereinheit des Integrins an Fyn koppelt. Diese Koppelung der Integrine ist
verantwortlich fiir die Aktivierung der (ERK)-MAP-Kinase-Kaskade. Dies ist als al-
ternativer Weg zu verstehen und die Akivierung der verschiedenen Signalwege héngt
moglicherweise sowohl vom Zelltyp wie auch vom Stadium des Adhisionsprozesses
ab [67]. In dieser Studie wurde weiterhin der Beweis erbracht, dass der Komplex aus
c-Src und Fak entscheidend fiir viele Signalvorgénge ist. Einer der weiteren Schritte
nach dieser Arbeit wird es sein, die Assoziation dieser Proteine mit dem Zytoskelett
und den Zusammenhang dieser Assoziation mit der Aktivierung von Fak und c-Src zu
iiberpriifen. Wie bereits in Studien beschrieben, ist der Komplex von Fak und c-Src
entscheidend fiir die Assoziation von Nck und Shc mit dem Zytoskelett [79]. Das ba-
siert auf Beobachtungen an einem 2D-Zellkulturmodell (Kardiomyozyten wurden auf
Laminin kultiviert), wo man sah, dass 16sliches RGD-Peptid die Assoziation von Fak
und c-Src nicht stimulieren konnte und die oben genannten Adapterproteine keinen
Ubertritt in das Zytoskelett zeigten. Dagegen konnte gezeigt werden, dass in einem
3D-Zellkulturmodell (Kardiomyozyten wurden auf Kollagen eingebettet) die zytoske-
lettire Bindung der Adaptermolekiile méglich war und die Anwesenheit von Fak und
c-Src verlangte, obwohl weder eine Aktivierung von c-Src noch die Tyr'>-
Phosphorylierung notwendig waren.

Insgesamt scheint es, dass die Bildung des fokalen Adhdsionskomplexes entscheiden-

den Einfluss auf die Umbauvorginge in Zellen nimmt. Durch die gesteigerte Bildung
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des fokalen Adhésionskomplexes scheinen Signalproteine wie die Tyrosinkinasen c-
Src und Fak entscheidenden Einfluss auf die erhéhte Umsatzrate fokaler Adhdsionen
im Rahmen der Umbauvorgédnge des hypertrophierenden Myokards zu nehmen.

Um den Einfluss der Integrine und deren nachgeschaltete Signalwege im Myokard
genauer untersuchen zu konnen, benutzten wir ein Tiermodell, welches es nun erlau-
ben sollte, die beiden Integrinunterformen beta.1 und beta.5 detaillierter zu betrachten.
Dies ist entscheidend, um den Anteil dieser beiden Integrinunterformen am Hy-
pertrophierungsprozess des Myokards abschdtzen zu kénnen. Dazu dienten folgende
zweil Wege:

Um das beta.l-Integrin genauer untersuchen zu konnen, ziichteten wir eine beta.l-
Integrin-knock-out-Mauslinie. Durch das Fehlen dieses Integrins im Herzen der Méuse
lassen sich nun Riickschliisse auf dessen Funktion im Hypertrophierungsprozess
schlieBen. Im Anschluss an diese Arbeit sollen diese Mause morphologisch wie ha-
modynamisch charakterisiert und auf Proteinebene untersucht werden. Dabei besteht
prinzipiell die Moglichkeit das oben beschriebene Verfahren der transversalen Aorten-
konstriktion auf die knock-out-Méuse zu iibertragen. Es ist dadurch moglich, den Hy-
pertrophierungsprozess der Wildtyp-Méuse mit dem der beta.l-Integrin-knock-out-
Mause zu vergleichen.

Das beta.5-Integrin soll mit einem spezifischen Inhibitor ausgeschaltet werden. Phar-
makologisch gesehen handelt es sich dabei um einen kompetitiven Antagonisten zu
dem in der Extrazelluldrmatrix reichlich vorhandenen RGD-Motiv. Auf Grund der
kompetitiven Hemmung des a,5-Integrins war es sehr wichtig, zunédchst eine ausrei-
chende Konzentration des Inhibitors im Serum der Miuse zu finden. Dazu diente der
oben beschriebene in vitro Assay. Das zukiinftige Ziel wird es sein, den Inhibitor bei
Maiusen nach Aortenkonstriktion einzusetzen, um somit den Einfluss des a,p5-

Integrins genauer betrachten zu konnen.

4.3 Herstellung von konditionalen knock-out-Miausen

Wie bereits oben beschrieben, griffen wir bei der Herstellung unserer beta-1-Integrin-
knock-out-Mauslinie auf ein etabliertes System zuriick, welches von Brakebusch et al.
bereits beschrieben und publiziert wurde. Um {iberhaupt Einsichten in die Signaltrans-

duktion einzelner Proteine im Tiermodell zu bekommen, ist es notwendig, diese in
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einzelnen Geweben iliberzuexprimieren oder auszuschalten. Manchmal kann es erfor-
derlich sein, dass ein Rest eines zu untersuchenden Proteins vorhanden bleibt, da der
komplette Verlust dieses Proteins sonst zu Letalitdt im Embryonalstadium des Tieres
fiilhren wiirde. Um das alles zu vereinbaren, verwendeten wir das bereits etablierte
Modell, bei dem mit Hilfe einer ,,knock-in“-Strategie die Cre-Expression unter die
Kontrolle eines herzspezifischen Promotors (MLC-2v) gestellt wurde. Dieser Promo-
tor ist nur im Embryonalstadium aktiv [81]. Dabei iiberleben die herzspezifischen be-
ta-1-knock-out-Miduse bis ins Erwachsenenalter im Gegensatz zu den traditionellen
beta-1-knock-out-Méusen, die schon im Embryonalstadium sterben. Die Tiere {iberle-
ben nicht zuletzt auch deshalb, weil immer noch ein Rest dieses Proteins vorhanden
ist. Dies liegt an der inkompletten Exzision des Gens durch die Cre-Rekombinase.
Diese Tatsache stimmt auch mit fritheren Studien tiberein, die die Cre-Rekombinase
benutzten, um die Gene fiir ,,connexin 43 und gp130* auszuschalten [93,100]. Es ist
sehr wahrscheinlich, dass eine weitere Reduktion des beta-1-Integringens in den Myo-
zyten des Herzens in einer gestorten embryonalen Entwicklung des Herzens und damit
in gesteigerter Letalitét resultieren wiirde. Dies wird im Moment in Studien getestet,
die Miuse benutzen, bei denen die Cre-Rekombinase effizienter arbeitet als bisher.

In einer anderen Studie sah man, dass junge beta-1-knock-out-Mause nach Katheteri-
sierung abnorme kardiale Funktionen zeigten [71]. Diese Mause konnten eine hdmo-
dynamische Belastung nicht tolerieren. Es wurde jedoch kein Hinweis auf eine
morphometrische Hypertrophie oder eine fehlerhafte Zusammensetzung der Myozyten
gefunden. Daraus zeigt sich, dass das beta-1-Integrin wichtig fiir die Mechanotrans-
duktion in Kardiomyozyten ist. Die optimale Verbindung der Extrazelluldrmatrix zum
Zytoskelett durch beta-1-Integrine ist entscheidend fiir die Erhaltung der Funktion des
einzelnen Myozyten. In der gleichen Studie kam es bei dlteren Méusen zu myokardia-
ler Fibrose und zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie [71]. Dabei zeig-
ten die Kardiomyozyten Membranverdnderungen. Daraus ergibt sich die Notwendig-
keit einer konstanten Riickkopplung zwischen Extrazelluldrmatrix und Zytoskelett im
schlagenden Herzen, welche durch Integrine gewihrleistet wird. Geht diese Verbin-
dung verloren, kommt es zum Verlust der Integritdt der Myozyten und schlielich zur
kardialen Nekrose und zum fibrotischen Umbau. Es ist bereits bekannt, dass Adhésio-

nen wichtig sind fiir das Uberleben der Zellen. In unserem Fall bedeutet der Verlust
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der Verbindung zur Extrazelluldirmatrix fiir die Zellen das Eintreten der Apoptose, ein
Prozess, welcher ,,Anoikis* genannt wird. In der oben genannten Studie kam es nicht
zu einer gesteigerten Apoptoserate [71].

Der Verlust des beta-1-Integrins fiihrt zu Verdnderungen in vielen of};-Integrin-
Dimeren, unter anderem des o;f};-Integrins. Interessanterweise haben alpha-1-
Integrin-knock-out-Méuse eine verstirkte Expression an verschiedenen Matrix-
metalloproteinasen (MMPs). MMPs sind, grob gesagt, an allen Umbauprozessen von
Geweben beteiligt, unter anderem auch an Umbauprozessen wihrend der Entwicklung
von Kardiomyopathien. Somit erscheint es logisch, dass auch bei unseren beta-1-
Integrin-knock-out-Méusen derartige Verédnderungen auftreten.

Weitere Parallelen konnen zwischen diesen Miusen und Tieren mit Muskeldystro-
phien gezogen werden. Ahnlich wie Integrine, verbindet der Dystrophin-Glykoprotein-
Komplex die Extrazelluldrmatrix mit dem Zytoskelett. Mit dem Verlust dieses Kom-
plexes kommt es zu Verdnderungen an den Membranen der Zellen und eine Form der
Kardiomyopathie kann resultieren. Der genaue Nachweis der Beteiligung von Integri-
nen an Skelettmuskeldystrophien konnte leider bisher nicht erbracht werden. Ferner ist
es sehr interessant zu erwédhnen, dass es in der Muskulatur von sogenannten ,,mdx*-
Maiusen und Patienten mit Muskeldystrophien vom Typ Duchene und Becker zu einer
verstirkten Expression von a;-Integrinen gekommen ist. Daraus liefle sich schliefen,
dass Integrine die verlorenen Komponenten des Dystrophin-Dystroglykan-Komplexes
kompensieren konnten. Dies konnte aktuell in einem Mausmodell gezeigt werden, in
welchem die Uberexpression von o-Integrinen die Symptomatik der Muskeldystro-
phie deutlich besserte. Dariiber hinaus kommt es bei alpha-7-knock-out-Méusen zur
Entwicklung einer progressiven Skelettmuskeldystrophie. Seltsamerweise kommt es
beim Fehlen dieses Integrins nicht zur verstirkten Exprimierung des Dystrophin-
Dystroglykan-Komplexes. Dadurch wird klar, dass diese beiden transmembrandsen
Proteine klar getrennte Funktionen besitzen. Das wird verdeutlicht durch eine Studie,
in der gezeigt wurde, dass Dystroglykan fiir die initiale Bindung an Laminin notwen-
dig ist, wihrend das beta-1-Integrin fiir die Assoziation des Laminins mit der Extrazel-
luldrmatrix nach der Bindung gebraucht wird [101].

Das zeigt nochmals die Wichtigkeit der Integrine als Verbindung zwischen den Mus-

kelfasern und der Extrazelluldrmatrix. Die genaue Charakterisierung der Funktion ein-
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zelner Integrine an der Herzmuskelzelle steht noch aus. Die dominierende Isoform des
beta-1-Integrins am Herzen ist 3;D. Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass das
B1D-Integrin das 3;A-Integrin nicht in allen Organen ersetzen kann. Versucht man das,
kommt es zur embryonalen Letalitit mit verschiedensten Entwicklungsdefekten. Inte-
ressanterweise sollte die komplette Ausschaltung des 3;D-Integrins nur zu einem mil-
den Phénotyp fiihren. Leider kann man mit unseren beta-1-Integrin-knock-out-Mausen
nicht zwischen diesen beiden Isoformen diskriminieren. Es wire daher ein weiterer
wichtiger Schritt, eine beta-1-Integrin-knock-out-Maus zu ziichten, die es erlaubt, zwi-
schen den beiden Isoformen zu unterscheiden.

In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die Mutation von drei Aminosduren in der
zytoplasmatischen Doméne des beta-1-Integrins zu einer verminderten Zellmigration
fiihrt [102]. Diese Zellmigration wird vornehmlich durch das ;A-Integrin vermittelt.
Es kam auerdem zur verminderten Fak-Phosphorylierung, was in Zusammenhang mit
der verminderten Zellmigration gebracht wurde. Der Defekt der Phosphorylierung von
Fak lag dabei im initialen Schritt der Autophosphorylierung. Weiterhin kam es nicht
zur Phosphorylierung von tensin und paxillin, was in Zusammenhang stehen konnte

mit der Fak-Aktivierung.

4.4 Inhibierung des alpha.v/beta.5-Integrins

Mit diesem Modell sollte es moglich sein, ein weiteres im Herzen exprimiertes In-
tegrin funktionell auszuschalten. Die Grundlage dafiir war die Annahme, dass diese
Integrinunterform am Signaltransduktionsprozess im hypertrophierenden Myokard
beteiligt ist. Dies wird entscheiden gestiitzt durch Vorarbeiten, in denen gezeigt wer-
den konnte, dass es 48 Stunden nach Druckiiberlastung an Katzenherzen zu einer deut-
lich gesteigerten Aktivierung der Tyrosinkinasen Fak und c-Src kam [79]. Zum glei-
chen Zeitpunkt wurde in dieser Studie ein Ubertritt von beta.5-Integrin in die zytoske-
lettdre Fraktion der lysierten Katzenherzen beobachtet. Dies legt dessen Beteiligung an
der oben genannten Aktivierung der beiden Tyrosinkinasen nahe. Entgegen dieser Ar-
beit gibt es andere, die belegen, dass die alpha.v-Integrinkombinationen nur auf
Fibroblasten exprimiert werden. Aus diesem Grund ist es umso wichtiger, ein Modell

zu entwickeln, mit welchem die Funktion des alpha.v/beta.5-Integrins in vivo unter-
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sucht werden kann. Es werden die zukiinftigen Aufgaben sein, die Signalwege dieses
Integrins genauer zu analysieren. Dazu sollen Untersuchungen an Miusen beitragen,
die einen selektiven alpha.v/beta.5-Integrininhibitor durch subkutan implantierte Pum-
pen systemisch infundiert bekommen. Diese Méuse sollen sowohl morphologisch,
hdmodynamisch, wie auch auf Proteinebene charakterisiert werden. Dariiber hinaus
bestiinde nun die Mdglichkeit, den Inhibitor in beta.l-Integrin-knock-out-Mausen an-
zuwenden und damit Aussagen iiber den summatorischen Effekt dieser Integrine zu
machen.

In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass kardiale Fibroblasten zu circa 80% mit
dem alpha.v/beta.5-Integrin als Ligand fiir Vitronektin interagieren. Nur zu ca. 20%
wurde das alpha.v/beta.3-Integrin als Interaktionspartner gefunden [103,104]. Mdogli-
cherweise erfiillen diese beiden Integrine wichtige Funktionen im Signaltransdukti-
onsprozess der Kardiomyozyten. Eine weitere wichtige Aussage dieser Studie war die
Induzierbarkeit des alpha.v/beta.3-Integrins durch Angiotensin II in kardialen
Fibroblasten [103,104]. Dabei kam es zu einer gesteigerten Motilitdt der Fibroblasten,
die sehr wichtig fiir den Hypertrophierungsprozess des Herzens ist. Es liegt nahe, dass
Angiotensin II iiber die Stimulation des alpha.v/beta.3-Integrins auch in zelluldre Re-
aktionen der Kardiomyozyten eingreift. Aus unseren eigenen Untersuchungen geht
hervor, dass vorzugsweise das alpha.v/beta.5-Integrin im Herzen exprimiert wird und
an der Signaltransduktion beteiligt ist. Inwieweit hier Speziesunterschiede zwischen

Maus und Mensch eine Rolle spielen, bleibt offen.
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das von Laser et al. am rechten Ventrikel der
Katze beschriebene Signaltransduktionsmodell in den wesentlichen Gesichtspunkten
auf das Mausmodell des linken Ventrikels iibertragen und nachgewiesen werden konn-
te. Die dabei beschriebenen Phosphorylierungen als Zeichen der Aktivitdt verschiede-
ner Tyrosinkinasen konnten ebenfalls gezeigt werden. Dies legt die Vermutung nahe,
dass die durch hdmodynamische Belastung induzierten Prozesse und die Bildung des
»fokalen Adhdsionsprozesses auch am linken Ventrikel der Maus ablaufen.

Die Integrin-abhidngige Induzierung dieser Prozesse konnte bislang nicht eindeutig
gezeigt werden. Um diese Tatsache zu fokussieren, stehen zwei Modelle zur Verfii-
gung:

auf der einen Seite das oben beschriebene beta-1-Integrin-knock-out-Modell, welches
Einblicke in die beta-1-Integrin-vermittelte Mechanotransduktion bringen soll, auf der
anderen Seite der synthetische a.,Bs-Inhibitor, welcher nach Vorarbeiten im Serum der
Tiere ankommt und damit Erkenntnisse in die Funktion des beta-3-Integrins an ver-
schiedenen Signaltransduktionsprozessen bringen soll.

Das klinische Ziel ist es, Informationen iiber die mannigfaltigen Signalwege im Hy-
pertrophierungsprozess des Herzens zu erhalten. Durch den Einsatz spezifischer Inhi-
bitoren kénnte somit der Ubergang vom initialen Wachstumsreiz nach Druck- oder
Volumeniiberlastung in die manifeste Herzinsuffizienz reguliert und moglicherweise

verhindert werden.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

ADAM 12
Akt
ANF
AT-1
BW
CAS
Cre
CSK
c-Src
CT-1
EGF
Erk
EZM
Fak
FKBP 12
GDP
Gp 130
Grb-2
GSK-3
GTP
HDAC
HW
IEG
Jnk

Kb

kD
Kond.
lacZ
loxP
LVEDP
LVSP
MAPK
MEF 2
MHC

MLC-2v
MMP
mTor
Nck
NFAT
NMRI
PCR
PI-3
PKA

a disintegrin and metalloprotease
Akt-Kinase

atrialer natriuretischer Faktor
Angiotensin-1

body weight
CAS-Adapterprotein p130

causes recombination

cytoskelett

c-Src-Kinase

Cardiotrophin 1

epidermal groth factor
extracellular signal regulated kinase
Extrazelluldrmatrix

focal adhesion kinase

FK 506 binding protein 12
Guanosindiphosphat

Gp 130-Membranrezeptor
Grb-2-Adapterprotein
G-signaling kinase-3
Guanosintriphosphat

Histon Deacetylasen

heart weight

immediately early genes

c-Jun kinase

kilobasen

kilo Dalton

Konditional

3-Galaktosidasegen

Genlokus

Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck
Linksventrikuldrer systolischer Druck
mitogen activated protein kinase
myocyte enhancer factor

major histocompatibility complex/ myosin heavy
chain

myosin light chain-2v
Matrixmetalloproteinase
mammilian target of rappamycin
Nck-Adapterprotein

nuclear factor of activated T-cells
Naval medical research institute
Polymerase chain reaction
Phosphoinositiol

Proteinkinase A
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PKB
PKC
PLP C
PTCA
RAAS
Raf
Ras
RGD
RXR-a
SAPK
Sham
Shc
SOL
B-ARK
STAT-3

TIMP

7.2 Losungen

Name (Abkiirzungen):
Phosphatpufter (PBS10x)

Tris-Triton Lysis Puffer 2%

SDS-Sammelpuffer (2x) 2%

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phospholipase C

perkutane transluminale Coronarangioplastie
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
c-Raf-kinase

Ras-kinase

Arg-Gly-Asp

retinoid receptor &

stress activated protein kinase

scheinoperiert

Shc-Adapterprotein

solubale

B-Adrenozeptorkinase

signal transducer and activator of transduction-3
thermos aquaticus polymerase

tissue inhibitor of Metalloproteinse

Tumornekrosefaktor
Tyrosin
Ultraviolett
Wildtyp
Zusammensetzung:
fiir 1 Liter:
2,0g KCl
2,0g KH,PO4
80,0g NaCl

1 I,Sg NazHPO4
21 ,7g NazHPO4
pH 7,4 in Aqua dest.

fiir 100ml

2,0ml Triton-X 100
380mg 10mM EGTA
200ul NaVOs; (1000x)
1,21g Tris-HC1 (100mM)
pH 7,4 in Aqua dest.

fiir 40ml

19ml steriles Wasser
12ml Glycerol

4ml 20% SDS

Sml Tris/EDTA
617mg DTT
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Tris-Puffer (1,5M)

SDS-Losung 20%

Tris/EDTA-Losung

Western Blot Puffer

SDS/PAGF-Elektrophorese-Puffer

Transfer-Puffer

TBST (10x)

Stripping-Losung

Blockierldsung

einige Tropfen Pyronin Y

fiir 500ml

91g Tris/base

300ml steriles Wasser
30,5ml konz. HCI

pH 8,6

fiir 100ml
20g SDS

242mg 0,2M Tris-base/10ml

H,O

74mg 0,02M EDTA/10ml
H,O

pH 8,0 in Aqua dest.

fiir 2 Liter

12g Tris-bas
58g Glycine
10ml SDS 20%
pH 8,6

fiir 4 Liter

12g Tris-base
58g Glycine
800ml Methanol

fuir 1 Liter

12,1g Tris-base
58,4g NaCl

15ml Tween-20

pH 7,5 in Aqua dest.

fiir 100ml

67g Guanidine-HCI (7M)
374mg Glycine (50mM)
1,86mg EDTA (0,05mM)
740mg KCl (0,1M)
156mg (oder 140ul) 2-
Mercaptoethanol (20mM)
pH 10,8 in Aqua dest.

Milchpulver 5% (fettfrei)
0,1 Vol% Tween-20 in
Western-PBS

pH 7,16
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Primédrantikdrperlosung

Waschlosung 1

Sekundérantikorperlosung

Waschlésung 2

TBST-Puffer

PBSA-Puffer

TBSA-Puffer

TAE-Puffer

Milchpulver 1% (fettfrei)
In Western-PBS

pH 7,45
Primérantikrper
Milchpulver 1% (fettfrei)
Tween-20 0,1Vol%

In Western-PBS

pH 7,45

Milchpulver 1% (fettfrei)
Tween-20 0,1Vol%

In Western PBS

pH 7,45
Sekundérantikorper

Milchpulver 1% (fettfrei)
Tween-20 0,3Vol%

In Western PBS

pH 7,45

Tris 10mM
NaCl 0,1M
Tween-20 0,1%
pH 7,4

NaCl 137mM
KCl 3mM
NazHPO4 O,SmM
KH2PO4 I,SmM
HC10,05%

pH 7.4

BSA 1%

NacCl 150mM
Tris/HC1 20mM
pH 7,6

NaNj3; 0,05%
BSA 1%

fiir 1 Liter
Tris-base 242¢g
Essigsdure 57,1ml
EDTA 0,5M 100ml
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7.3 Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits

Chemikalie/Material:

Acrylamid

Ak gegen Phosphotyrosin PY20

Ak gegen Phosphotyrosin PY99

Ak gegen Phosphotyrosin RC-20
Aprotinin

BIS (N,N’-Methylen-bis-Acrylamid)
BSA

DTT

DTT

E-64

ECL-Kit

EDTA

EGTA

Ethanol

Filme fiir Western Blot

Leupeptin

Magermilchpulver

Mercaptoethanol

Monoklonale Ak gegen c-Src
Monoklonale Ak gegen Fak
Monoklonale Ak gegen B-1-Integrin
Monoklonale Ak gegen B3-Integrin
MOPS

NaCl 0,9%
Natrium-Dodecyl-Sulphat (SDS)
Natriumséiure

Natriumvanadat

Ocadaic Acid

p-aminobenzamidine

Pepstatin A

Petrischalen

Phosphospezifische polyklonale Ak gegen c-Src
Phosphospezifische polyklonale Ak gegen Fak
PMSF

Polyklonale Ak gegen MAPK
PVDF-Membran

Sekundire Ak

Skalpell

Sterilfilter

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin)
Tubes/Caps

Tween 20

Whatman Papier

Firma:

Bio-Rad

Santa Cruz

Santa Cruz
Transduction Laboratories
Roche

Bio-Rad

Boehringer Mannheim
Serva

Sigma

Roche

Amersham

Sigma

Sigma

Sigma

AGFA

Sigma

Freema

Serva

Upstate Biotechnology
Transduction Laboratories
Transduction Laboratories
Transduction Laboratories
Sigma

Braun Melsungen AG
Sigma

Sigma

Sigma

Calbiochem

Sigma

Sigma

Greiner

Biosource International
Biosource International
Sigma

Promega

Millipore

Amersham

Medicon

Millipore

Bio-rad

Eppendorf

Sigma

Whatman
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7.4 Gerite

Elektrophorese-und Blottigkammer
Entwicklungsmaschine
Filmkassette mit Verstirkerfolien
Fluoreszensmikroskop
Fluoreszensphotometer
Folien-Schweillgerit

Fotodrucker

Fotokamera

Fiir 1,5/2ml Caps, Festwinkelrotor
Fir 10ml Tubes, Festwinkelrotor
Fiir 50ml Tubes, Ausschwingrotor
Glashomogenisator

Inkubator Zellkultur

Invers (Zellkulturen)

Kipp-Shaker

Kivetten

Magnetriihrer

Mikroskope:

Photometer

Pipetten

Power Supply Gerit
Stabhomogenisator

Sterilbank

Sterilisator

Thermocycler

Ultraschallstab

Ultrazentrifuge, Ausschwingrotor SW-T141

Zentrifugen:

Bio Rad

Agfa

Agfa

Zeiss, Axiovert
Perkin Elmer
Blauring, FS 500
Fuji

Pentax
Eppendorf
Sigma-2K15
Beckmann
Biomed B. Braun
Labotec, Steri-Cult 200
Leitz, Labovert
Von Keutz
Hellma

Ikamag ret

Shimadzu
Eppendorf
Biometra

Braun Melsungen
Bio-Flow
Fedegari

Biomed B. Braun
Julabo
Beckmann
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Herrn Professor Dr. med. G. Ertl danke ich fiir die Uberlassung des Themas und die
Ubernahme des Referates.

Herrn PD Dr. med. J. Strotmann danke ich fiir die Ubernahme des Koreferates.

Herrn Dr. med. M. Laser danke ich fiir die ausgezeichnete Betreuung.
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