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1 Einleitung

1.1 B-adrenerge Rezeptorsignale

1.1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) stellen die grofte Gruppe der Membranre-
zeptoren dar und sind ubiquitdr exprimiert. Sie vermitteln die Regulation von vielen
wichtigen physiologischen Effekten und eignen sich daher gut als therapeutische Angriffs-
punkte. Thre Struktur ist stark konserviert und charakterisiert durch sieben die Mem-
bran durchspannenden a-Helices, wodurch sie auch als 7-Transmembranrezeptoren oder
heptahelikale Rezeptoren bezeichnet werden. Ihr N-Terminus ist in den Extrazellular-
raum gerichtet und kann an der Ligandenbindung beteiligt sein. Der C-Terminus ist in
das Zytosol gerichtet und bindet Proteine, die die Signalweiterleitung und -vermehrung
vermitteln (Bockaert und Pin, [1999). Dabei kann der C-Terminus als Guanin-Nukleotid-
Austausch Faktor (GEF) wirken und dadurch den Austausch von Guanosindiphosphat
(GDP) zu Guanosintriphosphat (GTP) katalysieren. Als interagierende Proteine sind
vor allem die Namen-gebenden heterotrimeren Guanin-Nukleotid-bindenden Proteine
(G-Proteine) zu nennen. Es gibt drei Untereinheiten, a, p und y die mit der Zellmem-
bran assoziiert sind. Im inaktiven Zustand ist Ga an GDP gebunden. Wird der Rezeptor
aktiviert, induziert dessen Konformationsdnderung eine {iber den vom C-Terminus ver-
mittelten Austausch von GDP zu GTP und bewirkt damit die Aktivierung und Dissozia-
tion von dem Rezeptor, Ga-Protein und GRy-Komplex. Nachfolgende Signalwege konnen
so durch die G-Proteine aktiviert oder inhibiert werden. Die Signalkaskaden von GPCR
verlaufen iiber eine Reihe sehr unterschiedlicher Effektoren. Dazu zahlen z.B. Tonen-
kanile, Proteinkinasen und -phosphatasen sowie sekundire Botenstoffe wie Ionen und
zyklische Nukleotide. Die Hydrolyse des GTP fiihrt zur Inaktivierung des G-Proteins wo-
durch Ga und der GPy-Komplex wieder assoziieren und eine erneute Aktivierung durch
einen Rezeptor méglich wird (Neer und Clapham, 1988; Oldham und Hamm, 2006). Die
Aktivierung eines GPCR ist in Abbildung exemplarisch dargestellt.

Es gibt verschiedene G-Proteine, wodurch es den Rezeptoren moglich ist unterschiedli-

che Signalwege zu aktivieren. Es sind zwanzig Ga-, sieben G- und elf Gy-Untereinheiten
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Abbildung 1.1: Aktivierung von GPCR und deren G-Proteinen. Der linke Rezeptor stellt einen
ruhenden Rezeptor ohne Linganden dar. Die G-Proteine sind gebunden und liegen in ihrer GDP
gebundenen und damit inaktiven Form vor. Der rechte Rezeptor wurde durch einen Liganden
(roter Stern) aktiviert. Dieses fiihrt zum Austauch von GDP zu GTP und damit zur Aktivierung
der G-Proteine (rote Umrandung). GDP Guanosindiphosphat; GTP Guanosintriphosphat.

bekannt (Neves et al., [2002). Dabei sind die Ga-Untereinheiten von besonderer Bedeu-
tung, da sie auf Basis von Ahnlichkeiten in ihren Sequenzen in vier Klassen (Gai o,
Gag, Gag und Gayg/3) eingeteilt werden (Huang und Tesmer, 2011) und fiir die vom
Rezeptor vermittelte Signalkaskade von mafgeblicher Bedeutung sind. Sie ermdglichen
eine Weiterleitung und Vermehrung von extrazelluliren Signalen und bewirken unter
anderem Anderungen der Enzymaktivitit und des zelluliren Genexpressionsprofils, die
Reorganisation des Zytoskeletts oder die Depolarisation von Membranen (Simon et al.,
1991).

1.1.2 B-adrenerge Rezeptoren

Das adrenerge System ist Bestandteil des Sympathikus und damit des vegetativen Ner-
vensystems. Der Sympathikus wird in Stresssituationen aktiv, in denen er die ,fight-or-
flight* Reaktion bewirkt, die sich durch eine gesteigerte Herztitigkeit und Muskeltonus,
sowie die Steigerung der Glykolyse in Anpassung an einen gesteigerten Energiebedarf,
hoheren Blutdruck und eine verbesserte Durchblutung auszeichnet. Die Gruppe der ad-
renergen Rezeptoren, die diese Prozesse steuern, werden durch Katecholamine aktiviert,
welche in der Nebenniere und im Nervensystem synthetisiert werden. Zur Gruppe der
Katecholamine gehoren unter anderem endogene Hormone, wie Adrenalin, Noradrenalin
und Dopamin, aber auch synthetische Stoffe, wie zum Beispiel Isoproterenol. Die adrener-
gen Rezeptoren sind GPCR der Klasse A und damit den Rhodopsinrezeptoren &hnlich.
Kennzeichen dieser Rezeptorklasse sind einige konservierte Motive, wie das DRY-Motiv
in der 3. Transmembrandomaéne oder einige Palmitoylierungsstellen am C-Terminus. Die

adrenergen Rezeptoren werden unterteilt in o- und p-adrenerge Rezeptoren (aAR, BAR).



1 Finleitung

1.1.3 Signaltransduktion B-adrenerger Rezeptoren

i BAR

©.

o

TCa?
Inotropie ]
Lusitropie

Abbildung 1.2: Signaltransduktion der BAR. Dargestellt ist die Kopplung der AR an die
Goas-Untereinheit mit nachfolgender Signalkaskade iiber AC-cAMP-PKA und indirekt zur ge-
steigerten Calciumfreisetzung. AC Adenylylcyclase; cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat;
PKA cAMP abhiingige Protein Kinase A.

Es gibt drei BAR Subtypen (B AR, B2AR, B3AR), die verschiedene Effekte in unterschied-
lichen Organen vermitteln. Die Signalwege, durch die diese Effekte vermittelt werden,
verlaufen hauptsichlich iiber die aktivierenden Gog-Untereinheiten. Die Gruppe der Gog
sind in der Lage, die Adenylylcyclase (AC) zu stimulieren. Durch sie kann Adenosintri-
phosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) umgewandelt werden.
Das cAMP ist ein sekundérer Botenstoff, der wiederum verschiedene Signalwege aktivie-
ren kann. Die am besten untersuchte Signalkaskade ist dabei die Aktivierung der cAMP
abhéngigen Protein Kinase A (PKA) (R. P. Xiao, 2000). Neben PKA kann das cAMP
tiber einen Nukleotidaustauschfaktor namens Epac (Ezchange protein directly activa-
ted by cAMP) weitere Signalkaskaden aktivieren (de Rooij etal., [1998; de Rooij et al.,
2000) oder auch direkt die Offenwahrscheinlichkeit von HCN-Kanélen (hyperpolarization-
activated, cyclic nucleotide-gated cation channel) erhthen, was in den Schrittmacherzel-
len des Herzens zum Beispiel eine Erhdhung der Herzfrequenz bewirkt (Biel et al., 2002).
Die PKA phosphoryliert einige kontraktile sowie Calcium-transportierende Proteine, die
an der elektromechanischen Kopplung in der Herzzelle beteiligt sind. Bei Eintreffen ei-
nes Aktionspotentials 6ffnet der spannungsgesteuerte L-Typ-Calciumkanal (LTCC) und
verursacht damit einen Einstrom von Calcium in das Zytosol. Durch diese Erhohung des

Calciumspiegels wird der Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) aktiviert (Calcium-induzierter
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Calciumausstrom). Dieser ist ein Calcium-abhéngiger Calciumkanal, der in der Membran
des intrazelluliren Calciumspeichers, dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), lokali-
siert ist. Durch seine Offnung wird der Calciumgehalt im Zytosol weiter erhéht, sodass
es durch Bindung an Troponin I und C eine Konformationsdnderung der Troponine be-
wirkt, die wiederum die Bindung der Myosinfilamente an die Aktinfilamente ermdglicht
und somit zur Kontraktion der Herzmuskelzelle fiihrt. Die nachfolgende Diastole ist durch
die Riickfithrung des Calciums aus dem Zytosol zuriick in das SR und den Extrazellu-
larraum gepragt. Diese Aufgabe wird durch zwei Transporter, der sarkoplasmatischen
Calcium-ATPase (SERCA2) und den membranstindigen Natrium-Calciumaustauscher
(NCX), ermoglicht. Dabei ist die SERCA2 fiir den Riicktransport in das SR zustdndig
und der NCX befordert das Calcium in den Extrazellularraum. Die PKA hat in diesem
Kontraktionszyklus mehrere Angriffspunkte, die die Kontraktionskraft und die Relaxati-
onsgeschwindigkeit verstiarken(Rababa’h et al., [2015)). Durch eine Phosphorylierung des
LTCC wird die Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanals und somit der Calciumeinstrom
erhoht (Biinemann et al.,|1999; Gerhardstein et al.,|1999)). Gleichzeitig kann der Einstrom
in das Zytosol auch iiber die Phosphorylierung des RyR2 vermehrt werden (Reiken et al.,
2003). Der erhohte Calciumspiegel hat eine verstiarkte Kontraktion zur Folge (= positiv
inotrop). Durch eine PKA-Phosphorylierung am Troponin I wird zudem iiber eine Ver-
ringerung der Calciumsensibilitit eine beschleunigte Relaxation bewerkstelligt (Sulakhe
und Vo, 1995)). Der Relaxationsvorgang wird ferner durch eine Phosphorylierung des
Phospholambans (PLN) beschleunigt (Sulakhe und Vo, [1995; Simmerman und Jones,
1998). Das PLN liegt wihrend der Systole an die SERCA2 gebunden vor und hemmt
diese somit. Durch die Phosphorylierung wird die Hemmung aufgehoben, was den Riick-
transport in das SR verbessert und so die Relaxation beschleunigt (= positiv lusitrop).
Neben den Ga-Untereinheiten werden auch durch die Gfy der verschiedenen G-Protein
Klassen eigene Signalwege aktiviert (Smrcka, 2008). So ist z.B. der Gfy-Komplex des
B2/Ga; in der Lage iiber die Aktivierung der Phosphonositid-3-Kinase (PI3K) die Akt
(auch Protein Kinase B/ PKB genannt) zu aktivieren (Stephens et al.,|1994). Ein weiteres
Beispiel ist die Aktivierung der Ca?"- und Calmodulin-abhingigen Kinase II
(CaMKII), die unter anderem von dem Gfy-Komplex, B-Arrestin und Epac verursacht
werden kann. Auch die Phospholipase Cp und damit die Protein Kinase C kann durch
GBy-Untereinheiten aktiviert werden (Boyer et al., [1992; Camps et al., [1992; Park et al.,
1993).
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Abbildung 1.3: BAR Signalwege in einem Kardiomyozyten. Dargestellt die Verteilung der AR
iiber die Kardiomyozytenmembran und die Aktivierung verschiedener Kinasen durch AR in den
T-Tubuli. Rote Phosphorylierungen stellen Angriffspunkte der PKA dar und blaue Angriffspunk-
te der CaMKII. Icar, L-Typ-Calciumkanal; RyR2 Ryanodin-Rezeptor 2; CaMKII Ca?*- und
Calmodulin-abhéngige Kinase II; Akt Akt/PKB; SR sarkoplasmatisches Retikulum AC Ade-
nylylcyclase; cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat; PKA cAMP abhingige Protein Kinase
A; SERCA2 sarkoplasmatische Calcium-ATPase; PLN Phospholamban; TnI Troponinl.

1.1.4 Kinasen der B-adrenergen Signalwege

Wie oben beschrieben verlaufen die B-adrenergen Signalwege iiber viele verschiedene
Kinasen. Welche Kinasen aktiviert werden, wird meist iiber die Art und Dauer des
Stimulus entschieden. Dies ermdglicht einem Rezeptor die Aktivierung unterschiedlicher
Signalwege, iiber die verschiedene physiologische Antworten vermittelt werden kénnen.
Von besonderer Bedeutung in der B-adrenergen Signaltransduktion sind unter anderen
die Kinasen der AGC-Klasse. Sie sind nach ihren prominentesten Mitgliedern benannt:
PKA, PKG und PKC und bilden eine Gruppe von Serin/Threonin Kinasen, die von

sekundiren Botenstoffen wie z.B. cAMP, cGMP oder Lipiden sowie Calcium aktiviert
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werden konnen (Pearce etal., 2010). Im Folgenden wird auf einige Kinasen im Detail

eingegangen:
e die PKA, reguliert die Kontraktilitat,
e die Akt/PKB, nimmt Einfluss auf den Metabolismus und Zelliiberleben,
e die PKC reguliert die Migration und Zellproliferation,
e die GRK, ist hauptverantwortlich fiir die Desensibilisierung der BAR.

Des Weiteren soll nidher auf die CaMKII eingegangen werden, da auch sie in der (-
adrenergen Signaltransduktion aktiviert wird und einen Anteil an den pathologischen Ef-

fekten der B-adrenergen Signalwege hat (Engelhardt et al., [1999; Bisognano et al., 2000).

Die Protein Kinase A

Die PKA ist eine Serin/Threonin Kinase. Das Phosphorylierungsmotiv ist durch eine
basische Aminosdure wie Arginin und Lysin im Abstand von zwei Aminosduren vor dem
Serin oder Threonin charakterisiert (Arg—X-Ser/Thr; Arg-Arg/Lys—X-Ser/Thr). Sie ist
ein Heterotetramer aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten. Von
den regulatorischen existieren vier verschiedene Isofomen (Rla, RIB, RIla, RIIB) und von
den katalytischen drei (Ca, CB, Cy) (Taylor et al., 1990; Beebe et al., 1990; Pearce et al.,
2010). Die Rllo-Isoform ist im Herzen am hochsten exprimiert, zusétzlich kann auch
die Rla gefunden werden (Skalhegg und Tasken, 2000). Im basalen Zustand inhibieren
die regulatorischen Untereinheiten die katalytischen. Nach Bindung von cAMP an die
regulatorischen Untereinheiten (dabei binden je zwei cAMP an jede RIla) kommt es zur
Konformationsinderung, sodass die regulatorischen von den katalytischen Untereinhei-
ten abdissoziieren. Dies erméoglicht der katalytischen Untereinheit die Ubertragung von
y-ATP auf ihre Substrate (Scott, 1991). Wie in dem vorigen Kapitel beschrieben ist die
PKA in die Beschleunigung der elektromechanischen Kopplung involviert. Dies erreicht
sie, in dem sie Substrate wie Phospholamban (PLN, Serin 16), Troponin I (Tnl, Serin 24/
Serin 25), das kardiale Myosin-bindende Protein C (cMyBPC), den L-Typ-Calciumkanal
(LTCC, Cay1.2 Serin 1928) oder den Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2, Serin 2808 und 2830)
phosphoryliert (Solaro et al., |1976; Yoshida et al., [1992). Die PKA besitzt auch Angriffs-
punkte abseits der elektromechanischen Kopplung. So nimmt sie iiber den Inhibitor-1 (I-
1, Threonin 35) hemmenden Einfluss auf die Aktivitét der Protein Phosphatase 1 (PP1)
(Wittkopper etal., [2011). Uber die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB



1 Finleitung

(,cAMP responsive element-binding protein®, Serin 133) kann die PKA die Transkription
beeinflussen. CREB ist an der Aufrechterhaltung der Funktion und Struktur beteiligt
und beeinflusst Proliferation, Differenzierung, Anpassungsmechanismen und das Uber-
leben (Ichiki, 2006).

Die Bedeutung der PKA fiir das Herz war lange umstritten. Neben den schon genannten
Funktionen wird sie zusétzlich fiir Umstrukturierung (= ,remodelling") wiahrend der Ent-
stehung einer Herzinsuffizienz verantwortlich gemacht. Zu diesen Mechanismen z&hlt das
Grofenwachstum (= Hypertrophie) und Absterben (= Apoptose) von Kardiomyozyten
sowie die Vernarbung (= Fibrosierung) des Herzmuskels. Dieser Zusammenhang wurde
in Versuchen entdeckt, bei denen die prokontraktilen Eigenschaften der PKA ausge-
nutzt werden sollten, indem eine konstitutiv aktive katalytische Untereinheit im Herzen
iiberexprimiert wurde. Die konstitutive Aktivitdt hatte die Entwicklung einer dilatati-
ven Kardiomyopathie und den plétzlichen Herztod zur Folge (Antos et al., 2001). Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Meinung, dass die Aktivierung der PKA zu den maladaptiven
Verinderungen im Herzen fithrt, die auch bei Uberexpression des f; AR oder chronischer
Stimulation mit Isoprenalin beobachtet wurden (Hasenfuss et al., [1996; Engelhardt et al.,
1999; Bisognano et al., 2000; Sucharov et al., 2006). Im weiteren Fortschritt dieses For-
schungsgebiets konnte gezeigt werden, dass die PKA eher an der spontanen Aktivierung
der BAR beteiligt ist und die frithen Umbauprozesse beeinflusst und zusétzlich auch pro-
tektive Signale fiir das Herz vermittelt. In diesem Zusammenhang gewann eine andere
Kinase, die B-adrenergen Signale vermittelt, vor allem fiir die chronischen Aktivierung
der Rezeptoren an Bedeutung (Wang etal., 2004; R. Zhang et al., 2005, Grimm und
Brown, 2010; Backs et al., 2011 Fischer et al., 2013)). Diese Kinase ist die CaMKII und

wird im Folgenden im Detail beschrieben.

Die Ca?"- und Calmodulin-abhingige Kinase II

Die CaMKII ist eine Serin/Threonin Kinase, deren Phosphorylierungsmotiv ein Arginin
im Abstand von zwei Aminosduren zum zu phosphorylierenden Serin/Threonin beno-
tigt (Arg-X-X-Ser/Thr). Es gibt vier Isoformen der CaMKII (a, B, v, 8§) und von diesen
gibt es mehrere Splicevarianten. Im Herzen sind vor allem die CaMKIIy und CaMKII8
exprimiert (Anderson etal., |2011)). Die einzelnen CaMKII-Einheiten bilden Oligomere
aus insgesamt zwoOlf Untereinheiten und formen dabei zwei katalytische Ringe aus sechs
Untereinheiten. Jede Untereinheit besteht aus einem katalytischen, einem regulatori-
schen und einem autoinhibitorischen Teil. In Abwesenheit von Ca*" und Calmodulin

ist der katalytische Teil durch Bindung des autoinhibitorischen Teils von den Substra-
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ten abgeschirmt. Nach Bindung der beiden Kofaktoren (ein Calmodulin und vier Ca*")
wird diese Inhibition durch eine Konformationsinderung aufgehoben. Eine Autophos-
phorylierung an Threonin 286 stabilisiert diese Konformation, wodurch der katalytische
Teil weiter in der Lage ist Substrate zu phosphorylieren (Meyer et al., [1992; Anderson
etal., 2011; Erickson, |2014). Die genaue Signalkaskade, die zur Aktivierung der CaMKII
fiihrt, war lange ungeklért. In den letzten Jahren konnte man zeigen, dass es Signalwege
gibt, die unabhingig von der elektromechanischen Kopplung und auch unabhangig von
der PKA zu einem Anstieg von Calcium fithren und die CaMKII aktivieren kénnen.
Diese Signalwege werden vor allem durch den B;AR induziert. Die steigende cAMP-
Konzentration aktiviert dabei nicht die PKA sondern Epac (,exchange protein directly
activated by cAMP*), welches entweder in einem Komplex mit B-Arrestin zu einer Ak-
tivierung filhrt (Mangmool et al., 2010) oder iiber die Signalkaskade von Epac-Rab2B-
PLCe-PKC zur Calciumausschiittung und CaMKII-Aktivierung fithrt (Schmidt et al.,
2001; Pereira et al., [2007; Métrich et al., 2008; Oestreich et al., 2009). Dabei zieht eine
Aktivierung die Phosphorylierung verschiedener Substrate nach sich. Wie in Abbildung
zu sehen {iberschneiden sich die Zielproteine der CaMKII und PKA. So kann auch
die CaMKII den LTCC (CayBy Threonin 498) (Grueter et al., [2008)), den RyR2 (Serin
2814) (Currie et al., [2004) und das PLN (Threonin 17) (Wegener et al., |1989; Simmer-
man und Jones, 1998)) phosphorylieren. Zusitzlich vermittelt die CaMKII Effekte iiber
die Phosphorylierung von Histon-Deacetylasen (HDAC) der Klasse II. Darunter fallen
HDAC4 und HDAC). Diese HDACs inhibieren eigentlich den Transkriptionsfaktor Mef-2
(,myocyte enhancer factor®), sodass die CaMKII iiber diesen Weg die Transkription ei-
nes fetalen Genprogrammes aktivieren kann (T. Zhang et al., 2003; T. Zhang et al., 2007).
Bei der Untersuchung von transgenen Tiermodellen sowie Krankheitsmodellen fiel auf,
dass die CaMKII im Verlauf der Hypertrophie- und Herzinsuffizienzentwicklung ver-
starkt aktiviert wird (Colomer et al., 2003; T. Zhang et al., |2003)). Die herzspezifische
Erhéhung der Expression fiihrte zu der spontanen Entwicklung von Herzinsuffizienz,
Arrhythmien und plétzlichem Herztod. Dieses deutet daraufhin, dass die CaMKII eine
bedeutende Rolle in den pathophysiologischen Prozessen der Herzinsuffizienzentwicklung
hat (T. Zhang et al., 2002; T. Zhang et al., 2003; Sag et al., 2009). Knockout-Studien be-
statigten diese Rolle und zeigten eine Abhéngigkeit der stattfindenden Umstrukturierung
von der CaMKII. Bei Fehlen der CaMKIIS wurde die Entwicklung der Herzinsuffizienz,
die durch Verengung der Aorta und damit einhergehende Nachlasterh6hung induziert
wird (,transverse aortic constriction = TAC-Modell), verhindert (Backs etal., 2009;
Ling et al., 2009)). Eine Deletion der CaMKIly verringerte die Apoptose in Antwort auf
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ER-Stress (Timmins et al., 2009). Die Untersuchung einer CaMKII-Inhibition erfolg-
te durch ein Peptid, das einen kurze Sequenz des regulatorischen Teils beinhaltet und
die Kinaseaktivitdt somit verhindert. Die Expression dieses Peptids fiihrte in Hyper-
trophiemodellen, mit chronischer Applikation von Isoproterenol oder Angiotensin oder
nach Induktion eines Myokardinfarkts, zu &hnlichen Ergebnissen (R. Zhang et al., 2005}
Erickson et al., [2008)). Die Inhibition der CaMKII kann die maladaptiven Umbaupro-
zesse in diesen Krankheitsmodellen verringern. Diese FErgebnisse legen nahe, dass BAR

induzierte pathophysiologische Verdnderungen von der CaMKII vermittelt werden.

Die Akt/Protein Kinase B

Auch die Akt ist eine Serin/Threonin Kinase. Es kommen drei Isoformen in Sduge-
tierzellen vor: Aktl, Akt2 und Akt3. Die drei Isoformen stehen in enger Beziehung
zueinander und vermitteln dhnliche Signalwege. Im Herzen sind vor allem die Aktl
und Akt2 exprimiert. Die Aktivierung erfolgt iiber die Phosphotidylinositol-3-Kinase
(PI3K), die die Phosphorylierung von PIP; (Phosphatidylinosytol-4,5-diphosphat) zu
PIP; (Phosphatidylinosytol-3,4,5-triphosphat) katalysiert. Infolge dessen werden die Akt
und die Phosphatidylinosytol-3-abhéngige Kinase (PDK) mittels Bindung der enthalte-
nen Pleckstrin-homologen Doménen an das PIP3; an die Membran rekrutiert und in
unmittelbare Nahe gebracht. Die konstitutiv aktive PDK kann so die Akt an Serin 473
und Tyrosin 308 phosphorylieren und aktivieren (Sussman et al., 2011)).

Studien zeigen, dass korperliche Anstrengung eine Erhéhung der Akt-Aktivitdt in Ver-
bindung mit physiologischem Herzwachstum nach sich zieht (Konhilas et al., |2005)). Im
Gegenzug nimmt die Aktivitdt mit Verringerung der Leistungsfahigkeit und dem Umbau
des Herzens im Alter ab (Centurione et al., 2002)). Die Akt-Aktivitit ist dabei stark von
dem glykolytischen Metabolismus abhéngig. Mit sinkender Glykolyse verringert sich die
Akt-Phosphorylierung, was zur Entwicklung von Herzinsuffizienz beitragen kann (Don-
thi et al., 2004). Dabei zeigten Studien mit chronischer Akt-Aktivierung gegensitzliche
Phénotypen. Besonders die Aktl ist mit dem physiologischen Herzwachstum assoziiert
und kann pathologisches Wachstum antagonisieren, wihrend die Akt3 die gegenteiligen
Effekte zeigt (Taniyama et al., 2005; Sussman et al., 2011)). Zusétzlich zur Hypertrophie
und Apoptose beeinflusst die Akt auch die elektromechanische Kopplung. So geht eine
Erh6hung der Akt-Expression mit einer Erhéhung der Calciumstrome (Ig,) und einer
erhohten SERCA2-Expression einher (Condorelli et al., |2002; Kim etal., 2003; Citta-
dini et al., 2006). Ein Akt-Knockout in M&usen fiihrte zu reduziertem Organwachstum

und reduzierter zellulirer Uberlebensfihigkeit (Sussman et al., 2011). Zusammengenom-
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men fiihrten die Untersuchungen zu der allgemein akzeptierten Hypothese, dass die
Aktivierung der Akt kardioprotektive Effekte hat (McGowan etal., 2003; Matsui und
Rosenzweig, 2005). Eine antiapoptotische Wirkung konnte in Studien mit Ischédmie-
Reperfusionsmodellen (Armstrong, 2004; Bae und L. Zhang, 2005), nach oxidativem
Stress (Aikawa00) und unter erhohter Nachlast (Ceci et al., [2007) gezeigt werden.

Die Zielproteine der Akt sind sehr vielfiltig. Sie phosphoryliert BAX und BAD der BCL-
2-Proteinfamilie und erhilt damit die mitochondriale Stabilitdt (Jamnicki-Abegg et al.,
2005; Gustafsson und Gottlieb, 2007). Uber die Inaktiverung von Forkhead Transkrip-
tionsfaktoren, im besonderen FOXO3a, verhindert es die Expression von FasL und der
TRAIL-Gene, die jeweils die Einleitung der Apoptose induzieren kénnen. Ferner verhin-
dert es die Expression von BIM (BCL-2-Proteinfamilie), das seinerseits wie auch schon
BAX die mitochondriale Stabilitdt gefdhrdet (Gross etal., 2008)). Auch die Produktion
von Stickstoff-Monoxid (NO) einem sekundéren Botenstoff, der fiir ventrikuldre Rela-
xation und myokardiale Umbauprozesse verantwortlich ist, wird von der Akt verstérkt.
Die von Akt und der eNOS induzierte NO-Produktion gilt als kardioprotektiv (Dimmeler
und Zeiher, 2003). Ferner nimmt die Akt Einfluss auf das Calcium-Cycling und die dar-
aus resultierende Kontraktilitat (Cittadini et al.,|2006)). Ein weiterer Effektor der Akt ist
mTOR (,,mechanistic target of Rapamycin®), eine Kinase, die Proliferation und Wachs-
tum, sowie die Mobilitdt der Zelle beeinflusst. Diese Signalkaskade scheint einen der
Unterschiede von physiologischer und pathologischer Hypertrophie auszumachen (Kemi
et al., 2008]).

Die Protein Kinase C

Die PKC ist eine der namengebenden AGC-Kinasen. Sie ist eine Serin/Threonin-Kinase,
deren Konsensusmotiv aus basischen Aminosduren zwei Positionen vor und nach dem
zu phosphorylierenden Serin oder Threonin besteht (Arg-Lys-X-Ser/Thr-X-Arg/Lys; bei
der PKCa,; Pearce et al., 2010)). Die PKCs sind unterteilt in drei Klassen: die klassischen
PKC (cPKCa, BI, BII, y), die neuen PKC (nPKCS, €, v, 9) und die atypischen PKC
(aPKCtg, A/1). Die Klassen unterscheiden sich vor allem in ihrer Struktur und damit
in der Art der Aktivierung. Die ¢cPKC werden durch Diacylglycerol (DAG) und Ca?*
aktviert. Die nPKC benoétigen nur DAG, wihrend bei den aPKC weder Phospholipide
noch Ca’" nétig sind, sondern eine direkte allosterische Aktivierung durch die Inter-
aktionspartner geschieht (Rosse etal., |2010). Die ¢PKC und nPKC sind iiblicherweise
Bestandteil der GPCR-Ga, Signalkaskade. Hier fiihrt die Aktivierung des Ga,-Proteins
zur Aktivierung der Phospholipase C, die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIPs)
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in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und DAG spaltet. Im weiteren Verlauf bewirkt IP;
die Ausschiittung von Ca?". Seit einiger Zeit werden jedoch auch andere Signalwege
und Proteininteraktionen aufgeschliisselt, die zur PKC-Aktivierung fiihren. Wie schon
in Abschnitt 1.1.4 erwéhnt kann das cAMP, das bei der Aktivierung von Ga, gekoppelten
GPCR gebildet wird, zur Aktivierung der Phospholipase Ce (PLCe) und zur Freisetzung
von Calcium aus den Calciumspeichern fithren. Diese Signale werden durch die cAMP-
vermittelte Aktivierung von Epac induziert (de Rooij et al., 1998; de Rooij et al., 2000)),
welches als Guanin-Nukleotidaustauschfaktor (GEF) von Rap2B (Ras related protein
2B) agiert. Rap2B ist ein Guanin-Nukleotid-bindendes und -hydrolysierendes Protein
(small GTPases), das die PLCe aktiviert (Kelley et al., 2001; Lopez et al., 2001; Song
etal., [2001)).

Im Herzen ist die PKC mit der Aktivierung der PP1 und damit der Verringerung der
Kontraktilitit (Braz etal., 2004) sowie mit der Aktivierung einer Mitogen-aktivierten
Protein Kinase (MAPK) Kaskade, Raf-MEK-ERK-Kaskade assoziiert, welche unter an-
derem eine Rolle in der Induktion der pathologischen Hypertrophie inne hat (Braz et al.,
2002)). So zeigt die Deletion der PKCa eine Protektion gegen die Induktion der Herzinsuf-
fizienz sowie eine erhohte Kontraktilitit (Braz et al., [2004). Eine Uberexpression hat den
gegenteiligen Effekt und bestirkt die Hypothese, dass die PKC-Aktivierung im Herzen
mit maladaptiven Prozessen assoziiert ist. Die Aktivierung der PKCe zeigt im Gegensatz
dazu bei vermehrter Aktivierung kardioprotektive Effekte (Dorn etal., |1999). Die Un-
terschiede ermutigen zu einer genauen Untersuchung der aktiven PKC in dem jeweiligen
Modell. Im Bezug auf diese Arbeit ist die PKC durch ihre Rolle in der Phosphorylierung
des RKIP wichtig. Durch Corbit et al., 2003| konnte gezeigt werden, dass einige PKC in
der Lage sind RKIP zu phosphorylieren, jedoch ist das Ausmall sehr unterschiedlich und
bei den cPKC und aPKC um einiges hoher als bei den nPKC. Ferner konnte Deiss et al.,
2012| zeigen, dass RKIP im Herzen phosphoryliert vorliegt und somit eine basale PKC-

Aktivitat ausreicht, um den RKIP-Pool zu einem sehr hohen Anteil zu phosphorylieren.

1.1.5 Funktionen der B-adrenergen Rezeptoren im Herzen

Im Herzen regulieren vor allem f; AR und p2AR die Kontraktilitdt im Hinblick auf Fre-
quenz (Chronotropie), die Kontraktionskraft (Inotropie) und die Relaxation (Lusitropie)
(Rohrer et al., [1996). In der Lunge bewirken die B AR eine Dilatation der Gefife und
der Bronchien (Ruffolo, 1993; Pourageaud et al., 2005), sowie eine Erhohung der Frei-
setzung von Renin und damit verbundene gesteigerte NaCl- und Wasserretention in der
Niere (DiBona und Kopp, [1997). Im Fettgewebe reguliert der B3AR die Fettverbrennung,.
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Diese Wirkungen sind vor allem auf die unterschiedliche Expression der einzelnen Re-
zeptoren in den unterschiedlichen Geweben zuriickzufithren. Im Herzen werden vor allem
der B AR und der B2 AR an der Membran detektiert. Der B3AR ist unter physiologischen
Bedingungen nur niedrig exprimiert. Mit der sich entwickelnden Herzinsuffizienz steigt
seine Expression an, jedoch sind die resultierenden Effekte noch nicht im Detail unter-
sucht. Im gesunden Herzen besteht zwischen dem B;AR und B2 AR ein Verhéltnis von
ca. 80-20% (Woo und R. P. Xiao, [2012). Neben den Unterschieden im Expressionsniveau
sind sie auch unterschiedlich verteilt. Der B2 AR ist vor allem in den sogenannten t-Tubuli
(Membraneinstiilpungen der extrazelluliren Kardiomyozytenmembran) lokalisiert, wih-
rend der B;AR an der gesamten Membranoberfliche zu finden ist (Orchard und Brette,
2008; Nikolaev et al., 2010)). Diese Unterschiede in der Lokalisation legen die Grundlage

fiir ortlich begrenzte Signalkompartimente.
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Abbildung 1.4: Signalwege des f; AR und B2AR. Beide BAR kénnen an Gag binden und so-
mit die Akkumulation von cAMP verursachen. Zusétzlich kann der f2AR an Ga; binden und so
die cAMP Akkumulation reduzieren. Neben den Ga vermittelten Signalwegen kann der B;AR
iiber Gy die Akt aktivieren und der f; AR die CaMKII. AC Adenylylcyclase; cAMP zykli-
sches Adenosinmonophosphat; PKA cAMP abhiingige Protein Kinase A; CaMKII Ca?*- und
Calmodulin-abhéngige Kinase II

Den beiden Rezeptorsubtypen werden gegensétzliche Funktionen im Herzen zugespro-
chen. Obwohl sie ihre Effekte primir gemeinsam iiber Gog vermittelte Signalkaskaden
weiterleiten, wird vor allem der f; AR auch mit maladaptive und proapoptotische Signal-
wegen in Verbindung gebracht, wihrend die B2 AR kardioprotektive Wirkungen haben.

Die Assoziation der verschiedenen Phénotypen zu den Rezeptorsubtypen erfolgte durch
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die Untersuchung transgener Mause und mittels gezielter Stimulation der Rezeptoren.
Die B; AR-transgenen Méusen zeigten eine voriibergehende positive Inotropie in der Ju-
gend, gefolgt von einer sich mit dem Alter entwickelnden spontanen Herzinsuffizienz und
erhohten Sterblichkeit (Engelhardt et al., [1999). Zusétzlich zeigte auch eine dauerhafte
Stimulation des B; AR einen CaMKII-abhéingigen, aber PKA-unabhéngigen Anstieg der
Apoptose (W. Z. Zhu et al., 2003). Die CaMKII scheint eine entscheidende Rolle fiir die
B1 AR vermittelten maladaptiven Effekte zu spielen. Thre Aktivierung wird hauptsachlich
dem B AR zugeschrieben (Pereira et al., 2007; Métrich et al., [2008; Oestreich et al., 2009;
Mangmool et al., 2010) und steht selbst in Verbindung mit proapoptotischen Signalwe-
gen und pathologischen Umbauprozessen (T. Zhang et al., 2003; Sag et al., [2009).

Eine weitere Erklarung fiir diese unterschiedlichen Wirkungen von f;AR und B:AR
wird in der Kopplung des B>AR an die Klasse der inhibitorischen G-Proteine gese-
hen. Die antiapoptotischen Effekte des BoAR kénnen durch PTX gehemmt werden und
sind damit vom Ga; abhéingig (Chesley etal., 2000). Dieses verursacht eine Verringe-
rung der AC-Aktivitat und inhibiert so die cAMP-Produktion (R. P. Xiao et al., [1994;
R. P. Xiao etal., 1995). Ferner werden durch die Go;-Kopplung und die dazugehéri-
gen GPy-Untereinheiten iiber PI3K/Akt antiapoptotische Signalwege aktiviert (K. Sin-
gh etal., 2001; W. Z. Zhu etal., [2001). Dass die Fihigkeit des foAR an Go; zu kop-
peln entscheidend ist um den Verdnderungen wéihrend der Herzinsuffizienz entgegen-
zuwirken, konnte durch W. Zhu et al., 2012| gezeigt werden. Méuse, denen die PKA-
Phosphorylierungsstelle, die die Ga;-Kopplung im B2 AR verursacht, fehlte, zeigten eine
Verschlimmerung der Herzinsuffizienz und einen verfrithten Tod der Mause. Eine mode-
rate Uberexpression des Wildtyp-2AR in den M&usen hatte dagegen positive Wirkung
auf die Herzfunktion und eine antiapoptotische Wirkung (Milano et al., 1994). In B, AR-
transgenen M&usen mit stark erhohter Uberexpression kam es wie schon in den p; AR-
transgenen Méausen zu einem hyperkontraktilen Phénotyp, welcher in Herzinsuffizienz
resultierte (Liggett et al., [2000]).

1.2 Regulation B-adrenerger Rezeptorsignale

Uberschiefende dauerhafte Aktivierung ist in biologischen Systemen nicht erwiinscht.
Um sie zu verhindern, werden Regulationsmechanismen benétigt, die meist auf dem
Prinzip negativer Riickkopplung beruhen. Bei den GPCR gibt es zwei Wege, die da-

fiir von Bedeutung sind. Zum einen dienen die Phosphorylierungen der GPCR durch
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die PKC und PKA als direkter Mechanismus, der die assoziierten G-Proteine von den
GPCR entkoppelt und so die Signalweiterleitung stoppt. Dies kann mit Rezeptoren des
gleichen Typs, aber auch anderer Typen erfolgen und wird als heterologe Desensibilisie-
rung bezeichnet. Sie ist unabhéngig von dem gebundenen Liganden und der Aktivierung
des Rezeptors. Eine Folge davon ist z.B. die Umschaltung des f2AR von der Gas- zur
Ga;-Kopplung (Daaka et al., |1997; R. P. Xiao et al., [1999).

Zum anderen fiithrt die Phosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen
(GRK frither auch BAR-Kinasen genannt) zur Desensibilisierung von GPCR. Die akti-
vierten Rezeptoren werden von den GRK an Serinen und Threoninen des C-Terminus
und der dritten intrazelluldren Schleife phosphoryliert (Benovic et al., 1986 Pitcher et al.,
1992)). Dadurch kann B-Arrestin binden und die Assoziation von G-Protein und Rezeptor
wird blockiert. Dieser Vorgang wird als homologe Desensibilisierung bezeichnet (Lohse
etal., [1990). Die Rekrutierung der GRK wird von dem Rezeptor und dem gebunde-
nem Liganden gesteuert. Letztlich beendet die Bindung von B-Arrestin an den Rezeptor
G-Protein vermittelte Signale und leitet die Internalisierung des Rezeptors ein (Lef-
kowitz, [1998)). Internalisierte Rezeptoren werden entweder degradiert oder nach einer
Dephosphorylierung wieder zuriick an die Membran transportiert. Dieser Vorgang wird
Jreceptor-recycling” genannt (Pitcher et al., [1998; Moore et al., 2007).

Neben diesen schnellen Regulationsmechanismen konnen die Rezeptoren auch auf tran-
skriptioneller Ebene, d.h. durch Verringerung oder in selteneren Fallen auch Erhéhung
ihrer Expression, beeinflusst werden. Auch dadurch wird die Rezeptorantwort in Folge
einer Stimulation modifiziert (Claing et al., 2002; Pierce et al., |2002)

1.2.1 Die G-Protein-gekoppelten Rezeptor Kinasen (GRK)

Die GRK gehoren zu den AGC-Kinasen und phosphorylieren Serin und Threoninres-
te. Die Kinasefamilie der GRK besteht aus sieben Subtypen (GRK1-7), die an Hand
ihrer Sequenzhomologie und Aktivierungsmechanismus in drei Unterfamilien eingeteilt
werden. Die GRK1 und GRK7 werden als Rhodopsinkinasen bezeichnet, sind membran-
stdndig und iiberwiegend in der Retina exprimiert. Die GRK2 und GRK3 wurden in der
Vergangenheit als B-adrenerge Rezeptorkinasen 1 und 2 bekannt und sind in eine weite-
re Familie zusammengefasst. Thr C-Terminus bindet freie Gy-Untereinheiten und PIPs,
wodurch sie an die Membran und zu den aktivierten Rezeptoren rekrutiert werden. Sie
werden ubiquitir exprimiert (Rockman et al., 2002). Die dritte Unterfamilie besteht aus
GRK4, GRK5 und GRK6 und wird mit Ausnahme der GRK4, die in den Testes expri-
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gekoppelt entkoppelt
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Degradierung »~Recycling”

Abbildung 1.5: Regulation der AR durch die GRK2. Durch die GRK-Phosphorylierungen
an dem aktiven Rezeptor werden diese von dem aktivierten G-Protein entkoppelt (rechts) und
es kommt zur Bindung von B-Arrestin. Dieses leitet die Internalisierung ein. Internalisierte Re-
zeptoren werden degradiert oder wieder zuriick an die Membran gebracht (recycling). GRK
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase; G Gog oder Gay

miert wird, ubiquitdr exprimiert. Hier fiihrt eine Palmitoylierung bzw. positiv geladene
Aminoséuren zu der Translokation an die Membran (Gurevich etal., 2012)). Im Herzen
sind vor allem die GRK2 und GRK5 und in geringerem Mafe die GRK3 exprimiert
(Hata und Koch, [2003)). Die GRKs zeigen eine breite Substratspezifitiat. Vor allem die
GRK2 und GRK5 kénnen eine Vielfalt an GPCR phosphorylieren. Die Mechanismen
ihrer Spezifitidt werden intensiv untersucht und werden unter anderem in ihrer Lokalisa-
tion vermutet (Reiter und Lefkowitz, 2006; Penela et al., [2010; Gurevich et al., 2012)).

Neben ihren GPCR-Substraten besitzen GRK jedoch auch zytosolische Substrate, iiber
die sie Einfluss auf die Transkription, das Zytoskelett und Signalweiterleitung der Re-
zeptortyrosinkinasen nehmen (Penela et al., [2010; Gurevich etal., 2012). Nicht-GPCR-
Substrate sind z.B. (a) EGF-Rezeptoren (epidermale Wachstumsfaktorrezeptoren), die
die GRK2 zunéchst rekrutieren und im Gegenzug ihre Aktivitit durch eine Tyrosin-
phosphorylierung erhhen (Hupfeld und Olefsky, 2007); (b) das Tubulin, das der GRK2
die Regulation der Mikrotubulipolymerisierung ermoglicht (Haga et al., |1998; Pitcher
etal.,|1998)); (¢) Synucleine, die durch Phosphorylierung an der Interaktion und Inhibiti-
on der Phospholipase D2 gehindert werden (Pronin et al., 2000); (d) iiber Ezrin aus der
Ezrin/Radixin/Moesin Familie nimmt die GRK2 Einfluss auf die Zytoskelett Reorganisa-
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tion (Cant und Pitcher, 2005); (e) die Phosphorylierung des IkBa verhindert den Abbau
dieses NFkB-Inhibitors und die NFxB-vermittelte Transkription (Ribas et al., 2007; Pa-
tial etal., [2010). Zusétzlich wirkt die GRK als Scaffold-Protein fiir z.B. MEK oder die
PI3K (Ribas etal., 2007), indem sie die Assoziation der Interaktionspartner vermittelt.
Umgekehrt konnen auch Proteine die Aktivitit oder Lokalisation der GRK beeinflussen.
In diesem Zusammenhang ist das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) zu nennen, das
die GRK inhibiert (Lorenz et al., 2003). Eine andere Moglichkeit die Aktivitdt der GRK
zu verringern, ist eine Phosphorylierung durch ERK, die die GRK2/Gpy-Interaktion in-
hibiert (Pitcher etal., 1999), wohingegen PKA, PKC und Src-Phosphorylierungen zu
einer Erhéhung der Aktivitat fithren (Sarnago et al., [1999; Elorza et al., [2000).

Uber die transkriptionelle Kontrolle der GRK, die vor allem in der Pathophysiologie
einiger Krankheiten ein Rolle spielt (Gros et al., [1997; Cohn et al., 2009), ist noch wenig
bekannt (Penela et al., [2006; Hullmann et al., [2016). Es scheinen auferdem auch Degra-
dierungsprozesse iiber das Proteasom von Bedeutung zu sein. So wird der Turnover des
Proteins durch langanhaltende B2 AR, Aktivitit beschleunigt (Elorza et al., 2000).

Um die Rolle der GRK2 im Herzen zu untersuchen, wurden Uberexpressions- sowie die
Deletionsmutanten erstellt. Eine Uberexpression der GRK?2 im Herzen fiihrte zu einer
reduzierten adrenergen Antwort im Hinblick auf die Kontraktilitdt und Adenylylcycla-
seaktivitdt sowie eine verringerte Kopplung der BAR an ihre G-Proteine (Koch etal.,
1995)). Der globale Knockout der Kinase ist letal (Jaber etal.,|1996)), sodass auf die Un-
tersuchung von konditionellen Knockouts und Knockdowns ausgewichen werden musste.
Ein 50%iger Knockdown fithrte zu einer verstiarkten Antwort gegeniiber Katecholami-
nen und zeigte eine erhthte Kontraktilitdt und verbesserte kardiale Funktion (Koch
etal., 1995). Ein herzspezifischer Knockout ist im Gegensatz zum globalen Knockout
lebensfihig, er zeigt jedoch eine Neigung zu maladaptiven Verdnderungen als Reakti-
on auf adrenerge Stimulation (Matkovich et al., 2006). Auch die im Herzen exprimierte
GRKS5 fiihrt nach Deletion zu einer gesteigerten Kontraktilitét. In einem Tiermodell mit
induzierbarer GRK2-Deletion konnte die Herzinsuffizienzentwicklung nach einem Myo-
kardinfarkt verhindert und das Uberleben verbessert werden (Raake et al., [2008). Auch
eine Langzeithemmung der GRK2 durch myokardiale Injektionen von AAV6-Vektoren,
die fiir den BARKct kodieren, zeigte eine erhohte Kontraktilitat, geringere Umstruktu-
rierung und anhaltende Ansprechbarkeit auf Katecholamine (Rengo etal., 2009). Dies
fiihrte zur intensiveren Erforschung der GRK2-Deletion und -Inhibition als therapeuti-
sche Ansatzpunkte in der Herzinsuffizienztherapie.

Dafiir wurde zuniichst der C-Terminus der GRK2 (BARKct) verwendet, der GBy-Unter-
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einheiten bindet, die Rekrutierung der GRK2 an die Zellmembran hemmt (Koch et al.,
1995) und so eine Desensibilisierung der Rezeptoren und deren Internalisierung verhin-
dert. Die pARKct-Uberexpression fiihrte basal und nach Stimulation zu einer erhéhten
Kontraktilitdt (Rockman et al., [1998]), sowie einer Verbesserung der kardialen Funktion
in verschiedenen Herzinsuffizienzmodellen (Penela et al., 2006).

In jlingster Zeit wurde auch ein weiterer chemischer GRK-Inhibitor im Herzen unter-
sucht. Paroxetin ist ein selektiver Serotonin Wiederaufnahme Inhibitor (SSRI), der eine
hohe Affinitat und Spezifitat zur GRK2 aufweist. Die Behandlung mit Paroxetin fiihrte
zu einer erhohten Isoprenalin-induzierten positiven Inotropie. In einem Therapieversuch
nach Myokardinfarkt konnten der Verlust der kontraktilen Funktion sowie die Umbaupro-
zesse gestoppt oder umgekehrt werden. Der Ansatzpunkt der GRK2-Inhibition fiihrte
zu der Untersuchung des Raf Kinase Inhibitor Proteins als einem endogenen GRK2-
Inhibitor (Lorenz et al., [2003).

1.2.2 Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP)

Der Genname des RKIP ist Phosphatidylethanolamin-bindendes Proteinl (Pebp) und
somit ist RKIP auch Mitglied der gleichnamigen Proteinfamilie. Diese Familie ist eine
evolutionér konservierte Gruppe von 21-23 kDa schweren Proteinen, die in einer Reihe
von Organismen zu finden ist (Archea, Bakterien und Eukaryonten) und eine relativ
hohe Expression aufweisen. Darunter sind Hefen, Bakterien, Pflanzen, Nematoden, In-
sekten und Saugetiere (Hickox et al., 2002). Der PEBP-Familie, mit ca. 400 Mitgliedern,
ist eine konservierten Struktur gemeinsam, die eine Bindungstasche fiir Phosphatidyle-
thanolamin und andere Lipide hat und keine Kinaseaktivitit besitzt (Zeng et al., 2008]).
Jedoch ist die Affinitdt zum Phosphatidylethanolamin eher schwach ausgepragt (Vallee
etal., 2001)), sodass der Bindungstasche eher eine allosterische Funktion beim Wechsel
der Interaktionspartner zugeschrieben wird (Skinner und Rosner, 2014).

In Sdugetieren wurde vor allem die Isoformen des PEBP1 oder auch RKIP charakteri-
siert. RKIP ist ein 16sliches Protein, besteht aus 187 Aminosiuren und hat ein Molekular-
gewicht von ca. 21 kDa. Die Struktur kann als eine kompakte Kugel beschrieben werden
und besteht aus einem grofsen zentralen p-Faltblatt, mit fiinf anti-parallelen Stringen,
das von mehreren a-Helices und einem kleineren p-Faltblatt umgeben ist (Banfield et al.,
1998; Granovsky et al., [2009). Die verbindenden Loops besitzen eine grofse Variabilitét
in ihrer Ausrichtung zwischen den verschiedenen Homologen in Pro- bzw. Eukaryoten.
Es wird vermutet, dass sich diese Regionen verénderlichen Interaktionspartnern anpas-
sen (Banfield und Brady, 2000). Die Phosphatidylethanolamin-bindende Region betrifft

17



1 Finleitung

das Ende des zentralen B-Faltblatts, schlieft die Aminosduren Asparagin 70, Histidin
86, Tyrosin 120 und Glycin 110 ein und ist bedeutsam fiir die Interaktion mit Raf (K.
Yeung et al., 1999). Die Bindungstasche liegt im Zentrum des Proteins und ist nur durch
einen engen Spalt zugénglich. Dadurch wird ihr eine Funktion in der Lokalisation von
RKIP abgesprochen. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten eine variable Lokalisation
des RKIP beobachten. So ist es unter bestimmten Umstidnden membrangebunden. Fiir
diese Membranlokalisation, wie sie bei der Interaktion mit Raf und Opioidrezeptoren
beobachtet wurde, wird eine elektrostatische Anziehung zu den Lysinen im Bereich des
N- und C-Terminus verantwortlich gemacht (Vallee etal., [2001)).

Nach und nach wurden mehrere Proteine bzw. Kinasen identifiziert, die an RKIP binden
und deren Aktivitdt durch die Interaktion reguliert wird. Dadurch geriet die Fahigkeit
Phosphatidylethanolamin zu binden in den Hintergrund und die physiologische Funk-
tion und Bedeutung bleibt bis heute unklar (Skinner und Rosner, 2014). RKIP wurde
als potenter Kinaseregulator charakterisiert, der auf einige zelluldre Prozesse wie Zell-
zyklus, Differenzierung, Wachstum, Migration und Apoptose wirkt. Die Interaktionen
mit Raf, GRK2, NIK (NFkB inducing kinase), TAK1 (transforming growth factor -
activated kinase 1) und der Glykogensynthasekinase 3p (GSK3B) wurden experimentell
bestétigt, wobei bisher nur die Bindung von RKIP mit Raf, MEK, ERK und der GRK2
als direkte Interaktionen charakterisiert werden konnten (K. Yeung etal., [1999; K. C.
Yeung et al., 2001; Lorenz et al., 2003; Zeng et al., [2008)). RKIP nimmt somit Einfluss auf
(a) die MAPK-Kaskade Raf-MEK-ERK, indem es Raf inhibiert (K. Yeung et al., [1999);
(b) die GPCR-Sensitivierung, durch die Inhibition der GRK2 (Lorenz et al., 2003); (c)
den Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor ‘k-light-chain-enhancer’ of activated B-
cells), durch die Hemmung des Abbaus der NFkB-Inhibitoren IkBa und IkBp (K. C.
Yeung et al., 2001); (d) die Glykogensynthasekinase 3p (GSK3B), durch Stabilisierung
ihrer aktiven Konformation (Al-Mulla et al., 2012).

Zusatzlich zu den Proteininteraktionen kann ein Teil des RKIP als Peptid ausgeschiittet
werden und Zell-tibergreifende Wirkungen haben. Dafiir wird ein elf Aminosiuren-langes
Peptid des N-Terminus abgespalten, welches als HCNP (hippocampal cholinergic neuro-
stimulating peptide) die Acetylcholintransferase stimuliert und so die Differenzierung
von cholinergen Neuronen im Hippocampus fordert (Ojika et al., 2000). Ferner wurde
gezeigt, dass das HCNP auch sezerniert werden kann und negativ inotrope Effekte in
Rattenherzen ausiibt (Angelone et al., [2006]).

RKIP wurde in vitro als Serinproteaseinhibitor identifiziert. Zu den betroffenen Pro-

teasen zdhlen Thrombin, Neuropsin und Chymotropsin. In welcher Weise sich diese Fé-
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higkeit auf zelluldre Prozesse auswirkt ist jedoch unklar (Hengst et al., 2001).

P
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Abbildung 1.6: Mechanismus des Umschaltens von der Raf-Inhibition zur GRK2-Inhibition.
Die PKC-vermittelte Phosphorylierung an Serin 153 fiihrt zur Dimerisierung und nachfolgenden
Interaktion mit der GRK2, (Lorenz et al., 2003} Deiss etal., |2012). RKIP Raf Kinase Inhi-
bitor Protein; MEK Mitogen/Eatracellular signal-requlated Kinase; ERK Eatracellular signal-
requlated kinase; PKC Protein Kinase C; GRK2 G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase

RKIP als GRK2-Inhibitor

Nur fiir Raf und GRK2 ist der Mechanismus bekannt, durch den die inhibitorische Wir-
kung des RKIP reguliert wird. Die Interaktion von RKIP und GRK2 wurde von Lorenz
et al., 2003 entdeckt und charakterisiert. Im weiteren Verlauf konnten Deiss et al., 2012
den Mechanismus detaillierter beschreiben. Eine PKC-vermittelte Phosphorylierung an
Serin 153 des RKIP fiihrt zur Dimerisierung zweier phosphorylierter RKIP-Monomere
und schliefslich zur GRK2-Bindung (Deiss et al., 2012). In Abbildung ist der Me-
chanismus des Substratwechsels schematisch dargestellt. Durch Skinner et al. entstand
die Hypothese eines dreistufigen Modells, durch das der Substratwechsel erklart werden
konnte (Skinner und Rosner, 2014)). Neben den Zusténden, in denen RKIP an Raf oder
GRK2 gebunden ist, gibt es einen energetisch héheren Zustand, der mittels NMR und
der Austauschmutante (P74L) mit geringerer Affinitdt zu Raf bestitigt wurde (Gra-
novsky etal., |2009). In diesem Zustand ist die Bindung zu Raf geringer und das Serin
153 der RKIP-Monomere zugénglicher fiir die PKC. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte
RKIP nur im Komplex mit Raf kristallisiert werden, sodass die strukturellen Unter-
schiede des RKIP noch nicht genau bestimmt werden kénnen. Jedoch liegt es nahe, dass
die a-Helix, in der das Serin 153 liegt, fiir die Phosphorylierung durch die PKC entwun-
den ist (Skinner und Rosner, 2014). Die Phosphorylierung an Serin 153 fiihrt zu einer
Konformationsdnderung des angrenzenden Loops (Aminosduren 127-150), der bereits
als Dimerisierungsschnittstelle charakterisiert wurde (Banfield et al., |1998; Deiss et al.,
2012)). So zeigte sich durch die Untersuchung einer vorwiegend als Dimer vorliegenden

Mutante des RKIP auch, dass die Phosphorylierung an Serin 153 fiir die Dimerisierung
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benétigt wird, jedoch nicht an der Bindung der GRK2 beteiligt ist (Deiss et al., 2012).

Durch Lorenz et al., 2003 konnte RKIP ferner als sehr potenter und spezifischer GRK2-
Inhibitor charakterisiert werden. Andere getestete Kinasen wie die PKA oder PKC, sowie
die GRK5 wurden gar nicht oder nur in geringem Mafe inhibiert. Endogene Inhibitoren
der GRK2 wie Calmodulin oder a-Aktinin (Chuang et al., [1996; Freeman et al., 2000)
zeigen ein breites Interaktionsspektrum auferhalb der GRKs und eine auf die GRK-
Familien-begrenzte Isoformsperzifitat (Sallese et al., 2000). Ferner konnte in Kardiomyo-
zyten durch eine RKIP-Reduktion bereits eine Verringerung der Kontraktilitat erzielt
werden, was eine physiologische Bedeutung der RKIP-vermittelten GRK2-Hemmung
verdeutlicht (Lorenz etal., 2003). Durch die Interaktion von RKIP und GRK2 wird
die Kinaseaktivitdt und so die Rezeptorphosphorylierung und Rezeptorinternalisierung
gehemmt. Abbildung zeigt ein Schema der RKIP-Wirkung auf nachgeschaltete Si-
gnalwege.

Es ist noch nicht bekannt, welche Doméane des RKIP-Dimer mit GRK2 interagiert. Auf
der Seite der GRK2 wurde der N-Terminus, der unter anderem auch die Bindung an
aktivierte Rezeptoren vermittelt, identifiziert (Lorenz et al., |2003; Huang und Tesmer,
2011). Die Induktion der Serin 153 Phosphorylierung ist von besonderer Bedeutung fiir
den ,Wechsel“ des Interaktionspartners und somit ist die Regulation dieser von Interesse.
Es wurde gezeigt, dass die Stimulation einiger GPCR und auch RTKs PKC aktivieren
und so die Phosphorylierung an Serin 153 verursachen konnen. Dieser Mechanismus ist
unter anderem fiir den B2AR gezeigt worden (Lorenz et al., [2003). Als agierende PKC
konnten Isoformen aller Klassen identifiziert werden, wobei die nPKCs RKIP nur in sehr

geringem Mafe phosphorylieren (Corbit et al., 2003; Lorenz et al., 2003).

RKIP als Raf-Kinase-Inhibitor

Raf ist ein Bestandteil einer Mitogen-aktivierten Kinase Kaskade (MAPK-Kaskade). Die-
se Kaskaden bestehen aus einer Reihe von drei Serin/Threonin Kinasen
(MAPKKK, MAPKK, MAPK), die einander sequentiell phosphorylieren und so die
zelluldre Antwort auf extrazelluldre Signale vermitteln (Kolch, 2000; Kolch, 2005 sie-
he auch Abbildung . Im Falle von Raf, die eine MAPKKK ist, besteht die weitere
Kaskade aus der MAPKK MEK1/2 (MAPK/ERK-Kinase) und der MAPK ERK1/2
(Extracellular signal-requlated Kinase). Die eigentlichen Effektorkinasen sind die MAPK,
die letztendlich Transkriptionsfaktoren im Zellkern, sowie membranstindige Rezeptoren
und zytosolische strukturgebende Proteine phosphorylieren (Kolch, 2000; Kolch, 2005).
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Abbildung 1.7: Auswirkungen der GRK2-Inhibition durch RKIP. Durch das Fehlen der GRK2-
Phosphorylierung am Rezeptor behilt er seine Signaleigenschaften bei. Die Rezeptorsignale wer-
den verlingert und damit verstérkt (Lorenz et al., |2003} Deiss et al., 2012). GRK2 G-Protein-
gekoppelte Rezeptor Kinase; RKIP Raf Kinase Inhibitor Protein; AC Adenylylzyklase; cAMP
zyklisches Adenosinmonophosphat; PKA cAMP abhéngige Protein Kinase A.

Dadurch werden zelluldre Prozesse wie die Differenzierung, Proliferation, Migration, Me-
tabolismus sowie Zelliiberleben und Zelltod reguliert. Die ERK-Aktivierung und ihre Ef-
fekte gelten sowohl als protektiv als auch als maladaptiv. Ein gut untersuchtes Beispiel
sind die antiapoptotischen und prohypertrophen Wirkungen im Herzen (Lorenz et al.,
2009), die die Inhibition der ERK-Aktivierung als therapeutischen Angriffspunkt, wie
z.B. durch MEK-Inhibitoren versucht, erschweren (Ruppert et al., 2013).

Durch die Entdeckung der inhibitorischen Wirkung des PEBP1 gegeniiber Raf wurde es
mit dem Namen Raf Kinase inhibitorisches Protein - kurz RKIP - versehen. Die Interakti-
on von Rafl und RKIP wurde zunéchst in einer Hefe-zwei-Hybdrid-Rasteruntersuchung
(Yeast-two-Hybrid-Screen) entdeckt und die inhibitorischen Effekte dieser Interaktion
auf die Raf/MEK/ERK-Kaskade in vitro charakterisiert (K. Yeung etal., [1999). Die
Aktivierung von Raf erfolgt hauptséchlich iiber die Aufhebung der autoinhibitorischen
Konformation, die Translokation an die Membran durch die GTPase Ras und Phospho-
rylierungsereignissen an dem regulatorischen Serin 338 und Tyrosin 341 am N-Terminus
von Raf (Roskoski, 2010; Maurer et al., 2011; Skinner und Rosner, 2014). An der Bindung
von RKIP an Raf ist die Bindungstasche von RKIP und das Tyrosin 341 des Raf beteiligt
(Trakul und Rosner, [2005). Dabei dringt Raf nicht in die Bindungstasche des RKIP ein.
RKIP hemmt die Phosphorylierung von MEK1 /2 kompetitiv, d.h. dass RKIP selbst die
Bindungsschnittstelle der beiden Kinasen blockiert (K. Yeung et al., 2000). Grundsétz-
lich besitzt RKIP die Fahigkeit alle Kinasen dieser MAPK-Kaskade zu binden, jedoch
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wird nur die Phosphorylierung von MEK1/2 durch Raf gehemmt (K. Yeung et al., 1999).

Physiologische Effekte der RKIP-Expression

Ein Ansatz um die physiologischen RKIP-Effekte zu untersuchen, ist die Depletion von
RKIP in wvitro oder in vivo, bzw. die Identifikation von Bedingungen unter denen sich
die Expression dndert.

Der RKIP-Knockout in der Maus zeigte keine phanotypischen Auffilligkeiten. Ein von
Moffit et al., 2007 publizierter Effekt, der eine verringerte Dekapitation von Spermien und
damit eine verringerte Fortpflanzung der homozygoten Knockouts zeigte, konnte nach
der Riickkreuzung dieser Mause in einen C57Bl/6 Hintergrund nicht mehr beobachtet
werden (Sedivy, 2011). Dieser unauffillige Phénotyp kann durch eine Kompensation
des RKIP-Verlusts durch homologe Proteine zu Stande kommen (Zeng et al., 2008).
Bei der Maus sind fiinf Isoformen bzw. Pseudogene (PEBP1-5) bekannt, die eine 90%
Aminosduredhnlichkeit zeigen (Banfield und Brady, 2000).

e Das als PEBP1 und RKIP bezeichnete Mitglied der Gruppe wurde urspriinglich
im Gehirn von Sdugetieren gefunden und zeigt neben dem Gehirn seine hochste
Expression in den Testes. Es wird jedoch auch in einer Vielzahl anderer Gewebe
und Zelltypen exprimiert (Frayne et al.,|[1999; Ojika et al., [2000; Z. Fu et al., 2003).

e PEBP2 ist intronlos und fast ausschliefslich in den Hoden exprimiert. Es zeigt eine
geringere Sequenzhomologie zu RKIP als PEBP3 und 5. Strukturell und funktio-
nell ist es dem RKIP aber sehr dhnlich. So besitzt auch PEBP2, analog zu RKIP,
Raf- und MEK-bindende Regionen sowie eine Bindungstasche fiir Phosphatidyle-
thanolamin (Hickox et al., [2002).

e PEBP3 ist intronlos und wird als Pseudogen bezeichnet, d.h. es konnte bis jetzt

noch keine Expression nachgewiesen werden (Theroux et al., 2007).

e PEBP4 ist in der Retina, im Muskel und der Schilddriise exprimiert sowie in einigen
Tumorarten (Wang et al., 2004). In jlingster Zeit zeigte sich eine komplementére
Rolle zu der des RKIP. Es wird in metastasierenden Krebsarten hochreguliert und
zeigt eine Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade (Y. Zhang et al., [2007)).

e Das PEBP5 wird wie schon das PEBP3 als Pseudogen bezeichnet (Theroux etal.,
2007)).

22



1 Finleitung

Ob und in wie weit die Isoformen in der Lage sind einen Verringerung der RKIP-
Expression auszugleichen ist noch unklar und muss im Einzefall untersucht werden.
Durch in wvitro Untersuchungen zeigte sich, dass die RKIP-Expression eine Rolle bei
Asthma (J. Zhao und Wenzel, 2014), der Herzfunktion (Lorenz etal., 2003), Alzheimer
(Okita etal., 2009) und bei einer Reihe von metastasierenden Krebsarten spielt. Vor
allem in Unterformen von Brust-, Prostata und Darmkrebs wurde eine Herabregulation
von RKIP beobachtet (Z. Fu etal., 2003; Beach etal., |2008; Gimenez et al., 2010; Hu
et al., 2011; Huerta-Yepez etal., 2011; Maurer etal., |2011; Yan etal., [2012; Kan etal.,
2013). So zeigte sich in vielen Krebsformen eine positive Korrelation zwischen dem Mafs
an RKIP-Expression und dem Differenzierungsstatus der Krebszellen und eine negative
Korrelation zwischen der RKIP-Expression und der Metastasierung, sowie Tumorinfil-
trierung (Yan etal., 2012). Die Reexpression hat die Verringerung der Metastasierung
zu Folge und die Krebszellen wurden empfianglicher fiir die Apoptoseinduktion durch
Chemotherapeutika und Radiotherapie (Zeng et al., [2008; Escara-Wilke et al., 2012). Es
ist umstritten iiber welche Interaktionspartner oder im Speziellen iiber welche Kinasen
RKIP diese Wirkungen vermittelt. Besonderes Augenmerk liegt auf (a) der verstirk-
ten ERK1/2-Aktivitit die eine verstirkte Proliferation sowie Metastasierung bedingen
kann (Maresch etal., [2011; Al-Mulla etal., 2012); (b) einer gestiegenen Aktivitéat der
GSK3B, die die Tumorinfiltrierung steigert (Al-Mulla et al., [2011); (¢) der Inhibition der
NFkB-vermittelten Expression, die die Apoptoseneigung senken und zu einer Immorta-
lisierung der Tumorzellen beitragen kann (K. C. Yeung etal., [2001; Beshir et al., 2010;
Sedivy, 2011)); (d) einer gesenkten Lokalisation der Aurora B Kinase an die Kinetochore,
wodurch der Zellzyklus gestort und eine chromosomale Instabilitdt verursacht werden
(Eves etal., 2006).

Auch die RKIP Expression im Herzen wurde untersucht. X. Fu et al., 2013| zeigten, dass
eine Erhdhung der RKIP-Expression zu einer spontanen Entwicklung von Herzinsuffi-
zienzsymptomen wie Apoptose, Hypertrophie, Verringerung der Ejektionsfraktion und
linksventrikuldrer Dilatation fithrt (nach fiinf Monaten in C57BL/6J; nach zehn Wo-
chen in FVB/N Méusen), die durch duale Inhibition der Raf/MEK/ERK und GRK2
verursacht werden (X. Fu et al., 2013).

1.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Als Herzinsuffizienz wird der Zustand des Herzen bezeichnet, in dem es nicht mehr in

der Lage ist, die Peripherie ausreichend mit Blut und damit mit Sauerstoff zu versorgen
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(Spinarova und Vitovec, 2007). Uber 75% der Betroffenen sind iiber 65 Jahre alt und
die Ursachen der chronischen Herzinsuffizienz sind vielfiltig. Meist entsteht sie als Folge
einer koronaren Herzkrankheit (KHK), jedoch kénnen auch Infektionen oder langan-
haltende Hypertonie oder genentisch-bedingte Kardiomyopathien urséchlich sein (Fox,
2001).

Die erhohten Anforderungen an das Herz, die durch eine Volumeniiberlastung (Vorlast)
oder die Druckiiberlastung (Nachlast) verursacht werden, wirken sich zunéchst in einer
Uberdehnung des Ventrikels aus, sodass es zu verschiedenen Antworten kommt. Um
die Blutversorgung aufrecht erhalten zu konnen, werden zuniichst Druck/Dehnungs-
rezeptoren, das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und der Sympathikus aktiviert
(Levine et al., 1982). Dies fiithrt zur Steigerung der kardialen Kontraktilitdt (positive Ino-
tropie, Lusitropie, Chronotropie) und des Blutdrucks (Freisetzung von Renin, Steigerung
des Blutvolumens, Verengung der Gefife). Auch wenn diese Mechanismen kurzfristig
helfen, die Blutversorgung durch Verbesserung der kardialen Pumpfunktion zu erhalten
und den ventrikuliren Wandstress zu verringern, wird das Herz durch die dauerhaf-
te Erhéhung der zirkulierenden Katecholamine, Endothelin und Angiotensinll stindig
mit einer erhohten Arbeitslast konfrontiert, welche im Herzen und im Speziellen in den
Kardiomyozyten zu Verdnderungen fithren kann. Die maladaptiven Prozesse des Herzen
werden auch Cardiac remodelling genannt und sind charakteristisch fiir die Entstehung
einer chronischen Herzinsuffizienz und konnen letztendlich den Tod des Betroffenen ver-
ursachen (Teerlink et al., [1994; Blaufarb und Sonnenblick, 1996; Hasenfuss et al., [1996;
Olivetti et al., [1997; Hill und Olson, 2008; Kehat und Molkentin, 2010; Burchfield et al.,
2013).

Fiir die medikamentose Therapie werden vor allem FEinzel- und Kombinationstherapi-
en aus BAR-Antagonisten (B-Blocker), ACE-Hemmer (Angiotensin Converting Enzym),
AngiotensinlIl-Rezeptor Antagonisten, Diuretika und Herzglykosiden verwendet. Ziel ist
es dabei, die Verschlimmerung der linksventrikuldren Funktion aufzuhalten, sowie den
Blutkreislauf und damit die Symptome zu verbessern, um letztendlich die Mortalitét
und die Hospitalisierungsrate zu senken (Beckwith und Munger, 1993; Waagstein et al.,
1993; Foody et al., 2002; Lee et al., 2004; McMurray und Pfeffer, 2005).

1.3.1 Strukturelle Verdnderungen in der Herzinsuffizienz

Die strukturellen Unterschiede eines gesunden und eines insuffizienten Herzen bestehen
vor allem in der Entstehung einer Hypertrophie und Fibrose. Diese beiden Vorgédnge

beschreiben die Hauptkomponenten der kardialen Umstrukturierung und sind ein Re-
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sultat von Kardiomyozytenhypertrophie, sowie Hyperplasie und Hypertrophie von nicht-
Kardiomyozyten (Tham etal., 2015).

Der Ursprung der strukturellen Verdnderungen des Herzen besteht in dem Bestreben die
Spannung von einer durch Vor- oder Nachlasterh6hung iiberdehnten Herzwand zu neh-
men. Nach dem Laplace’schen Gesetz, das die Abhéngigkeit des Ventrikeldrucks, vom
Ventrikelradius, der Wandspannung und der Wanddicke beschreibt, kann die Dehnung
der Herzwand verringert werden, indem die Wanddicke zunimmt (Katz, |1994). Da Kar-
diomyozyten postmitotische ausdifferenzierte Zellen sind, erfolgt das Myozytenwachstum
durch Ausbildung neuer Sarkomere (Hill und Olson, 2008). Dabei wird unterschieden,
ob die neuen Sarkomere in Reihe angeordnet werden (exzentrisches Wachstum) und
so die Kardiomyozyten verlingern oder ob sie parallel angeordnet werden (konzentri-
sches Wachstum, Frey und Olson, [2003), sodass der Querschnitt der Kardiomyozyten
groker wird. Das konzentrische Wachstum ist eine Reaktion auf eine Druckiiberlastung
(Maillet et al., |2013) und zeichnet sich durch eine verdickte Herzwand aus. Das exzen-
trische Wachstum ist ein Phédnomen, das bei einer Volumeniiberlastung des Herzens
und auch in friithen Entwicklungsstadien von Neugeborenen zu beobachten ist. Es fiihrt
zu einer Dilatation des Ventrikels. Das konzentrische und exzentrische Wachstum des
Herzens sind allein oder in Kombination Grundlagen einer pathologischen Hypertrophie
(Kehat und Molkentin, 2010). Daneben existiert auch die physiologische Hypertrophie.
Die Ziele beider Anpassungsformen sind die Gleichen, unterscheiden sich jedoch in der
mechanistischen Umsetzung, sodass bei der pathologischen Hypertrophie auch maladap-
tive Mechanismen zum Tragen kommen (Kehat und Molkentin, 2010). Ein gravierender
Unterschied zwischen beiden Hypertrophieformen scheint die Dauer und Periodizitit
(chronische Hypertonie vs. Leistungsport) der Belastung zu sein. Die physiologische
Hypertrophie ist geprigt von langlebigen Umbauten, wiahrend bei der pathologischen
Hypertrophie schnelle funktionsstarke Mechanismen engagiert werden, die keine lan-
ganhaltende Verbesserung gegeniiber den stdndig steigenden Anspriichen gewéhrleisten
konnen (Maillet et al., [2013).

Zur physiologischen Art gehoren das postnatale Wachstum des Herzen und die Hyper-
trophie wahrend einer Schwangerschaft oder im Leistungsport. Die Mechanismen des
Wachstums sind streng reguliert und resultieren in der Verringerung der Wandspan-
nung, der Verbesserung der Pumpfunktion und auch der Vaskularisierung des Herzens,
wéhrend die maladaptiven Reaktionen, der erh6hten Leistungsanforderungen, inhibiert
werden (Hill und Olson, 2008; Maillet et al., 2013). Das physiologische Wachstum wird
tiber Signalwege des Vascular endothelial growth factor (VEGF), dem Insulin-like grow-
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th factor (IGF1) und dem Somatropin vermittelt und verlduft unter anderem iiber die
Aktivierung der PI3K/Akt-Kasakde und des mTOR-Komplex, sowie ERK1/2 und der
AMP activated protein kinase (Matsui et al., 2003; Kemi et al.,|2008; Maillet et al., 2013)).
Die pathologische Hypertrophie bildet sich unter der schon erwdhnten chronischen neuro-
humoralen Aktivierung und abnormalen mechanischen Dehnung des Myokards in Folge
von Myokardinfarkten, Druckiiberlastung oder Infektionen aus (Hill und Olson, 2008;
Kehat und Molkentin, 2010; van Berlo et al., 2013)). Die agierenden Hormone sind Ka-
techolamine, AngiotensinIl und Endothelinl. Sie bewirken eine Verschiebung des Kinase-
und Phosphataseprofils dahingehend, dass nun kritische Kinasen wie die PKA, PKC,
CaMKII, Calcineurin, GRK und verschiedene MAPK-Kaskaden aktiviert werden (Be-
novic et al., 1986; Molkentin et al., 1998; Backs et al., [2009; Kehat und Molkentin, 2010;
van Berlo etal., 2013). Dadurch veréndert sich neben dem Calcium-Cycling und der
Kontraktilitdt auch der Energiehaushalt und die Genexpression der Zelle (Taegtmey-
er etal., 2010)). Die Folge kann die Einleitung der Apoptose des Kardiomyozyten sein
und damit die weitere Schwichung der Kontraktionskraft durch Verlust der kontrakti-
len Einheiten (Swynghedauw, 1999; Kehat und Molkentin, 2010). Die Apotoseinduktion
kann auch durch die mit der pathologischen Hypertrophie einhergehenden Reduktion
der Kapillardichte verursacht werden. Dem erhéhten Sauerstoffbedarf der wachsenden
Kardiomyozyten sollte sich das Geféfsystem anpassen. Das Ausbleiben verursacht Hy-
poxie bzw. ischdmische Mikroareale, die die Pathologie weiter verschlimmern (Burchfield
et al., 2013)).

Zusitzlich kommt es beim Absterben von Zellen zu einer reparativen Fibrose (Burch-
field etal., 2013)). Aber auch die verbleibenden Kardiomyozyten nehmen Einfluss auf
die extrazellulire Matrix. Es kommt zur Proliferation und dem Wachstum der kardialen
Fibroblasten, welche wiederum die Umstrukturierung der extrazelluliren Matrix ver-
ursachen (Miragoli et al., 2007). Dabei wird die Expression von Kollagenen des Typ I
und IIT und Fibronectin erhht (Spinale, 2007). Auch die Matrix Metalloproteinasen,
vor allem MMP2 und MMP9, die die extrazellulire Matrix ab- und umbauen, zeigen
hohere Expressionslevel (Spinale, [2007)). Daraus ergibt sich eine interstitielle Fibrose,
die die Erregungsleitung des Herzens behindern kann und zusétzlich eine Versteifung
des Myokards verursacht, dessen kontraktile Funktion und Erregungsleitung damit wei-
ter geschwicht wird (Swynghedauw, |1999; Kehat und Molkentin, 2010; Burchfield et al.,
2013).
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1.3.2 Zelluldre Veridnderungen in der Herzinsuffizienz

Die chronische neurohumorale Aktivierung, sowie die mechanische Belastung des Herzens
fithren zur Expression spezieller Gene, die in ihrer Gesamtheit auch als fetales Genpro-
gramm bezeichnet werden. Dieses wirkt sich auf mehrere Bereiche aus, die einerseits den
einzelnen Kardiomyozyten betreffen oder im ganzen Koérper wirken. Zu den hormonel-
len Adaptionen z#hlt die Expression der natriuretischen Peptide ANF (atrial natriuretic
factor) und BNP (brain natiuretic peptide). Sie wirken iiber die Aktivierung der cGMP-
abhéngigen Protein Kinase G (PKG) diuretisch und vasodilatierend und haben damit
Einfluss auf die Senkung des Blutdrucks und des Plasmavolumens (Molkentin et al., 1998;
Kehat und Molkentin, |2010). Auf zelluldrer Ebene haben die transkriptionellen Verén-
derungen Einfluss auf die ATP-Produktion in den Mitochondrien, die Zusammensetzung

des kontraktilen Apparats und die elektromechanische Kopplung.

Metabolische Verinderungen

Die bedeutendste Verdnderung bei der Riickkehr zum fetalen Genprogramm ist die Um-
stellung von einem Fettsduremetabolismus zur Glykolyse. Das ist begriindet in der bes-
seren Energieeffizienz der Glukoseoxidation. Es stellt eine erste akute Adaption dar, die
ein Energiedefizit verhindern und vor allem die fiir die elektromechanische Kopplung be-
notigte Energie fiir Transporter und Pumpen bereitstellen soll (Taegtmeyer et al., 2010).
Eine bedeutende Rolle in der Regulation des Metabolimus in Mitochondrien haben die
Akt/PKBs. Sie vermitteln die erhohte Glukoseaufnahme {iber GLUT4 und inhibieren
die Fettsdureoxidation durch Inhibition der Perozisome proliferator-activated receptor a
(PPARa) vermittelten Transkription (Matsui et al., 2003). In insuffizienten Herzen sind
somit die Gene, die durch den PPARa kontrolliert werden und die meisten Proteine
und Enzyme kodieren, die fiir den Fettsduretransport oder -Abbau bendtigt werden,
herunter reguliert (Razeghi et al., 2001). Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist Sp1 (spe-
cificity Protein 1). Der gestiegene Glukoselevel fiihrt zu seiner Glykosilierung und so
zur Stabilisierung des Spl, wodurch weitere fetale Gene angeschaltet werden. So haben
die metabolischen Verdnderungen auch Einfluss auf das zelluldre transkriptionelle Pro-
gramim.

Neben den metabolischen Aufgaben der Mitochondrien, haben sie auch eine bedeutende
Rolle in der Induktion der Apoptose. Kardiomyozytenapoptose kann durch die CaMKII
iiber einen mitochondrialen Signalweg eingeleitet werden. Dies erfolgt liber die Effekte
der CaMKII auf das mitochondriale Calcium (T. Zhang et al., 2010) und auch iiber ih-
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re Wirkung auf p53 und das proapoptotische BAX (Aikawa et al., [2000; Manning und
Cantley, 2007).

Verinderungen der elektromechanischen Kopplung

Ein gestortes Calcium-Cycling in den Kardiomyozyten ist eine der Hauptursachen fiir
kontraktile Dysfunktionen und das Aufkommen von Arrhythmien wihrend der Herz-
insuffizienz. Es ist durch Verdnderungen in der Expression von entscheidenden Proteinen

der elektromechanischen Kopplung bedingt.

Proteine, deren Expression in der Herzinsuffizizenz

erhoht ist: verringert ist:
NCX SERCA2

CaMKII LTCC

PKA B1AR

PKC Muskarinrezeptor 2
GRK2 S100A1

Gay

Auf die fiir die Herzfunktion bedeutendsten Proteine wird im Folgenden eingegangen.

Durch die Verdnderungen bei f;AR, GRK und Go; kommt es zu einem Verlust der
Erreg- bzw. Steuerbarkeit der Kardiomyozyten. Durch die Herabregulation des $; AR
auf mRNA-Ebene (Bristow et al., [1986; Bristow etal., |1993)) wird seine Dichte bereits
um 50% verringert, wiahrend die Expression des B2 AR nicht beeinflusst wird (Bristow
et al., [1989). Das B1:Be-Verhéltnis verschiebt sich von urspriinglich 80:20 auf 60:40, so-
dass die Signalwege des BoAR an Bedeutung gewinnen. Da auch die Expression des Goy
hochreguliert (Bohm et al., |1994) wird und die By/Go;-Kopplung in der Herzinsuffizi-
enz bevorzugt wird, werden die positiv inotropen Signale des B; AR weiter vermindert
(Bristow et al., [1989; W. Zhu et al., 2012). Zusétzlich zu den transkriptionellen Verdnde-
rungen wird die Signaleffizienz auch durch die GRK-vermittelte Desensitivierung weiter
verringert (Bristow et al., [1982). Die verstirkte GRK2-Expression und Aktivitdt wur-
de in verschiedenen Pathologien des Herzens beobachtet. Erhhte mRNA-Level zeigten
sich im linken Ventrikel von ICM- und DCM-Patienten, nach kardialer Ischimie, bei
linksventrikuldrer Hypertrophie und auch bei Hypertonie (Choi et al., [1997; Gros et al.,
1997; Penela et al., 2006)). So korreliert die Erh6hung der GRK2-Expression in Tiermo-

dellen mit der fortschreitenden Verschlechterung der kardialen Kontraktilitit und der
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B-adrenergen Ansprechbarkeit (Penela et al., |2006]). Zunéchst scheint die Herabregulati-
on der BAR ein protektiver Mechanismus zu sein, der das Herz gegen die iiberschieffende
sympathische Stimulation beschiitzt (Liggett et al., [2008)). Auferdem sind es die BAR
Signalwege selbst (siehe die PKA unabhéngige Aktivierung der CaMKII iiber Epac, als
Resultat einer chronischen B;-Aktivierung), die kardiale Umstrukturierung verursachen
konnen (R. Zhang et al., 2005; Sucharov et al., 2006).

Die veréinderte Expresssion der SERCA2, des NCX und des SI00A1 hat direkten Einfluss
auf den Calciumtransienten. Durch die Verringerung der SERCA2 kommt es zum ver-
minderten Riicktransport von Calcium in das SR wéhrend der Systole. Um das Calcium
trotzdem aus dem Zytosol zu entfernen, steigt die Expression und Aktivitit des NCX
an (Marks, [2013). Zusétzlich ist auch die Expression des S100A1 verringert. S100A1 ist
ein Calciumsensor, der mit der SERCA2, LTCC und RyR2 interagiert und die Calcium-
strome in das Zytosol und den Calciumtransport in das SR verstdrkt (Most et al., 2001}
Pleger et al., |2007). Aus diesen Mechanismen folgen eine geringere SERCA2-Aktivitét
und eine niedrigere Calciumbeladung des SR, wodurch auch die Kontraktionskraft in
der Systole verringert wird. Der primire Grund fiir die Herabregulation ist das Einspa-
ren von Energie im Zuge der metabolischen Neustrukturierung (IKehat und Molkentin,
2010). Letztlich fiihrt dieser adaptive Mechanismus jedoch zum Verlust der kardialen
Pumpfunktion.

Die gesteigerte Expression und Aktivitdt der PKA und CaMKII haben durch ihre zentra-
len Positionen in B-adrenergen Signalwege vielfaltige Auswirkungen. In diesem Abschnitt
soll ein besonderes Augenmerk auf die beiden Calciumkanéle LTCC (Cay1.2) und RyR2
gelegt werden, da ihre Phosphorylierung mit der Entstehung von Arrhythmien und dem
dadurch verursachten Zelltod in Verbindung stehen (Chen et al., 2005; Wehrens et al.,
2006; Grueter etal., 2007; Koval etal., 2010]).

Wie in Abbildung gezeigt, konnen die beiden Kinasen verschiedene Aminosdurereste
des RyR2 und LTCC phosphorylieren. Beim RyR2 sind die zentralen Phosphorylierungs-
stellen das Serin2814, Serin2808 und S2030. Der Begriff der Hyperphosphorylierung (d.h.
min. drei der vier RyR-Monomere liegen phosphoryliert vor) beschreibt dabei den kriti-
schen Status, der die Offenwahrscheinlichkeit erhoht und zu diastolischen Calciumlecks
fithrt (Morimoto etal., 2009; Fischer etal., [2013; Niggli etal., 2013). Lange wurden
die Effekte der B-adrenergen Stimulation des RyR2-Stroms {iber die Phosphorylierung
an 52808 durch die PKA erklirt. Dadurch sollte die Abdissoziation von Calstabin2
(FKBP12/12.6), einem Protein, das die geschlossene Konformation des Kanals stabili-
siert, ausgelost werden (Ono et al., [2000; Doi et al., 2002; Blayney et al., 2010). Mit der
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Entdeckung einer weiteren Phosphorylierungsstelle der PKA an S2030 wurde dieses Mo-
dell in Teilen verworfen und ist bis heute kontrovers diskutiert (Bers, [2006). Bestandige
Erkenntnisse sind jedoch, dass: (a) die CaMKII an S2814 phosphoryliert, (b) die PKA
hauptséchlich an S2030 phosphoryliert, (c) die S2808 eine Phosphorylierungsstelle mit
hoher basaler Phosphorylierung ist, die von diversen Kinasen (CaMKII, PKA, PKG)
phosphoryliert werden kann, (d) es iiber die Phosphorylierungsstellen zur Erh6hung der
Offenwahrscheinlichkeit und damit zu verstirkten Kontraktion kommt, (e) die Hyper-
phosphorylierung des RyR2 Calciumlecks verursacht, die zu einer weiteren Abnahme
des SR-Calciumgehalts fiihren und diastolische Depolarisationen auslésen kénnen, wel-
che wiederum iiber den NCX Arrhytmien auslésen (Hain et al., [1995; Maier et al., 2003;
Wehrens et al., 2004; Bers, [2006; Ferrero et al., 2007; Kushnir und Marks, 2010; van Oort
et al., 2010).

Auch der LTCC wird von CaMKIT und PKA phosphoryliert. Der LTCC besteht aus einer
a-Einheit, die die Kanalpore bildet und einer regulatorischen B-Untereinheit. Die Phos-
phorylierungsstelle der a-Einheit wirkt sich auf die Autoinhibition durch den C-Terminus
aus. Aber auch Phosphorylierungen an der f-Untereinheit haben Auswirkungen auf die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Ahnlich wie beim RyR2 sind die Funktionen der
einzelnen Phosphorylierungsstellen umstritten. Die PKA phosphoryliert die a-Einheit
an Serin 1700 und Threonin 1704 sowie an Serin 1928. Die Phosphorylierungen sind wei-
testgehend von AKAP (A-kinase anchoring protein) vermittelt und unterliegen durch
ihre gleichzeitige Assoziation mit der PP1 einer sehr dynamische Regulation wahrend der
elektromechanischen Kopplung. Die Phosphorylierungen durch die PKA sind dadurch
zustdndig fiir die akute B-adrenerg vermittelte Steigerung der LTCC-Strome (Hulme
et al., 2006; Lemke et al., 2008; Y. Fu et al., 2013]).

Im Gegensatz zur PKA hat die CaMKII-Phosphorylierung keinen direkten Effekt auf
den Calciumtransienten, sondern verursacht eher eine Erleichterung der wiederholten
Offnung (Pitt, 2007; Grueter et al., 2008). Dies Aufert sich in einer beschleunigten Wie-
dererregbarkeit (recovery) nach Inaktivierung. Der Effekt der CaMKII scheint im ersten
Moment eher gering zu sein, wird jedoch durch den Calcium-induzierten Calciumein-
strom aus dem SR amplifiziert (Maier und Bers, [2002)). Vor allem bei gesteigerter Herz-
frequenz ist es von grober Bedeutung und trigt zu der gesteigerten Inotropie wahrend
sportlicher Belastung bei (Ross et al.,|1995)). Der Mechanismus dieses Effekts wird durch
Phosphorylierungen an der a-Einheit an Serin 1512 und Serin 1570 sowie durch die
Phosphorylierung der f-Untereinheit an Threonin 498 verursacht. Die Aktivierung der
CaMKII am LTCC wird durch die Kolokalisation mit Ca?" und Calmodulin gewihr-
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leistet, die auch als Kofaktoren der LTCC-Aktivierung fungieren. Untersuchungen in
transgenen Tieren, die eine konstitutiv aktive CaMKII iiberexprimieren, zeigten ein ar-
rhythmogenes Potential der CaMKII vermittelten Phosphorylierungen, durch die friihe
Nachdepolarisationen verursacht werden (A. Singh et al., [2006).

So sind der LTCC und RyR2 wichtige Mediatoren der durch einen chronischen sym-
pathischen Tonus verursachten Arrhythmien. Dies wird auch als ein Mechanismus der
apoptotischen Wirkung der B; AR-Aktivierung gesehen (Marks et al., 2002; Wang et al.,
2004]).

Verinderungen der kontraktilen Einheiten und der

Kardiomyozyten-Struktur

Neben der schon genannten Erweiterung der kontraktilen Einheiten, durch exzentri-
sche oder konzentrische Hypertrophie, verdindert sich auch die Zusammensetzung der
kontraktilen Einheiten. Es kommt zu einer Verschiebung der Expression hin zu fetalen
Strukturen. So wird die in murinen adulten Herzen vorherrschende a-Myosin schweren
Kette (Myosin heavy chain, o-MHC ) von der p-Myosin schwere Kette (3-MHC) ersetzt.
Zusatzlich kommt es zur Expression der embryonalen Form der Myosin leichten Kette 2
(Myosin light chain, MLC2) (Swynghedauw, [1999; Kehat und Molkentin, 2010)).

Eine weitere Verdnderung betrifft die Kardiomyozytenstruktur. Die Membran in adulten
Myozyten ist durch t-Tubuli gekennzeichnet. Diese bilden sich in der Anfangszeit des
fetalen Wachstums und vermitteln die direkte Kopplung eines LTCC in der Kardiomyo-
zytenmembran und eines RyR2 in der SR-Membran durch die unmittelbare Nihe der
beiden Kanile in den t-Tubuli. Dadurch gewinnt das SR als Calciumquelle der Kon-
traktion eine grofsere Bedeutung. Die t-Tubuli sind eher labil und die Proteine, die diese
Struktur aufrechterhalten sind noch nicht endgiiltig erforscht. In dem Zusammenhang
der Herzinsuffizienz verlieren die verantwortlichen Proteine ihre Funktionalitdt und es
kommt zur partiellen Auflésung der t-Tubuli, sodass die elektromechanische Kopplung
bzw. die Weiterleitung des Calcium-induzierten Calciumstroms geschwicht wird. Auch
dies triagt zur reduzierten Pumpfunktion des Herzens in der Herzinsuffizienzentwicklung
bei (Brette und Orchard, 2003; Orchard und Brette, [2008)).

1.3.3 Therapeutische Angriffspunkte

Viele Versuche, die Kontraktilitdt und Erregbarkeit durch Steigerung der f-adrenergen
Signalwege des Herzens wiederherzustellen, hatten fatale Auswirkungen. Die Folgen ei-

ner chronischen pB-adrenergen Aktivierung durch Isoprenalin oder Dobutamin sind eine
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Verschlimmerung der Herzinsuffizienz (McMurray et al., [2012; Tacon et al., [2012) und so
wird die Langzeit-Isoprenalingabe in der kardiovaskuléren Forschung auch als Hypertro-
phiemodell verwendet, da eine achtwochige Stimulation zu den typischen Symptomen der
Herzinsuffizienz fiihrt (Shan et al., 2010). Auch die Erhéhung der Signalkomponenten,
die den BAR unmittelbar nachgeschaltet sind, hatte d&hnlich verheerende Konsequenzen.
Dazu gehoren (a) die Inhibition der Phosphodiesterase III zur Erhohung der cAMP-
Level (McMurray et al., 2012), (b) die Steigerung der PKA- und CaMKII-Aktivitdt um
die elektromechanische Kopplung zu verbessern (Antos et al.,|2001; T. Zhang et al., 2007}
Sag etal., 2009)), (c¢) die Inhibition der PP1 zur Erhthung der PKA und CaMKII ver-
mittelten Phosphorylierungen (El-Armouche et al., |2008; Wittkopper et al., 2011)).

Im Gegensatz dazu stellte sich die Verstarkung der Proteine, deren Expression wihrend
der Ausbildung der Hypertrophie reduziert wird bzw. die Inhibition der Proteine, deren
Expression gesteigert wird, als vielversprechendere Angriffspunkte heraus. Die SERCA2-
Funktion bildet dabei einen Knotenpunkt, aus dem einige therapeutische Strategien
entwickelt werden konnten. Eine Verbesserung der Herzfunktion und protektive Effekte
konnten durch die Deletion des SERCA2-Inhibitors PLN, die Reexpression des SI00A1-
Proteins sowie auch die Reexpression der SERCA2 selbst erzielt werden. Die Grundlage
der positiven Effekte sind die Wiederherstellung der elektromechanischen Kopplung und
SR-Beladung (Most et al., 2001} Slack et al., |2001; Pleger etal., 2007; Greenberg et al.,
2014).

Ein weiterer Angriffspunkt ergibt sich aus dem Zusammenspiel der herabregulierten
BAR und der erhéhten Expression der GRK2. Der daraus resultierende Verlust der Er-
regbarkeit des Herzens trigt zu der erschwerten Behandlung der Herzinsuffizienz bei.
Aus diesem Grund wurden (a) die Deletion der GRK2 (Lymperopoulos et al., [2010)), (b)
die Inhibition durch den BARK-C-Terminus, der die Translokation zur Membran durch
das Abfangen der Gfy-Untereinheiten verhindert (Rockman et al., |1998; Harding et al.,
2001; Rengo etal., 2009; Volkers etal., 2011) und (c¢) Paroxetin als Inhibitor der kata-
lytischen GRK2-Aktivitit, untersucht (Thal et al.,|[2012)) und zeigten protektive Effekte

in verschiedenen kardialen Krankheitsmodellen.
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1.4 Ziel dieser Arbeit

RKIP ist in der Lage B-adrenerge Signale zu verstérken. Diese Arbeit sollte die Effekte
einer gesteigerten RKIP-Expression auf die B-adrenerge Signaltransduktion detailliert
beschreiben. Dies beinhaltete die Untersuchung der inhibitorischen Wirkung von RKIP
auf die GRK2 und der den AR nachgeschalteten Signalen. Auf molekularer Ebene wurde
die Aktivitat und Expression von Schliisselkinasen und -phosphatasen sowie von Kanélen
und Transportern, die an der elektromechanischen Kopplung beteiligt sind, untersucht.
Uber funktionelle Parameter wie das Calcium-Cycling und das Kontraktionsvermogen
sollte die kontraktile Funktion bewertet werden.

Durch echokardiografische, elektrokardiografische, histologische und biochemische Ver-
fahren sollten die Effekte einer gesteigerten RKIP-Expression auf die kontraktile Funk-
tion und die strukturellen Verdnderungen in der Herzinsuffizienzentwicklung bewertet
werden. Eine Herzinsuffizienz wurde mittels chronischer p-adrenerger Aktivierung und
Nachlasterhéhung iiber die transversale Aortenkonstriktion induziert. Durch eine BAR-
Subtyp-spezifische Untersuchung von RKIP-transgenen Mausen sollte die Funktionen
der einzelnen Rezeptoren differenziert untersucht werden.

In einem Gentherapiemodell sollte das therapeutische Potential der RKIP-vermittelten

Effekte mittels Adeno-assoziiertem Virus des Serotypen 9 (AAV9) validiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Chemikalien und Enzyme

Chemikalien

Hersteller

[y-32P]-Adenosintriphosphat (ATP)

2, 3 Butandion-monoxim (BDM)
5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU)
Adenosintriphosphat (ATP)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aprotinin

Benzamidin

Bovines Serum Albumin Frakt. V (BSA)

Diethyldicarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)
Direct red 80

Dithiothreitol (DTT)

Entwickler

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsdure (EGTA)
Eukitt®

Fetales Kélberserum (FCS)
Fixiererfliissigkeit
Fura-2-acetoxymethylester

Glycin

HC], rauchend 37%

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)

Hartmann Analytik, BS
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Invitrogen, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Frankfurt
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Chemikalien und Enzyme

Chemikalien

Hersteller

36

Isoproterenol Hydrochlorid
Isotonische Kochsalzlésung
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH;PO,)
Kollagenase A

Kollagenase D

Kollagenase Typ 2 (323U /mg)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCly)

Methanol

Minimum Essential Medium Eagle (MEM)
Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOj)
Natriumlauryllsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat (NazVOy)
Natriumpyrophosphat (NayPyO7)
Nonident P40

Paraformaldehyd

Pertussis Toxin aus Bordetella pertussis
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pikrinsdure

ProteinmarkerIII (farbig)
RNAse-freie DNAse

Roti®-Histol

Roti®-Load 1

Rotiphorese Gel®30

Taurin

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

Trypsin

Sigma Aldrich, Steinheim
Fresenius

Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Worthington, Lakewood
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

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

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
PAN-Biotech, Aidenbach
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Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Chemikalien und Enzyme

Chemikalien

Hersteller

Tween-20
Vitamin B12
B-Mercaptoethanol

Trypsininhibitor aus Sojabohnen

Sigma Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

2.1.2 Kits

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Kits

Kit Einsatz Hersteller

ABC Vecstatin elite Kit | Immunhistochemie Biozol

RNeasy Mini Kit RNA-Extraktion Peqlab

BCA Proteinbestimmung Thermo Scientific

ECL-plus™ Detektion Thermo Scientific

cAMP-RIA cAMP-Konzentration | Beckmann & Coulter, Krefeld
Superscript™ Reverse Transkription | Invitrogen, Frankfurt

Sso Fast™ EvaGreen rtPCR Santa Cruz

2.1.3 Oligonukleotide

Tabelle 2.3: Oligonukleotidsequenzen zur Verwendung in der rtPCR

NPPB forward primer
NPPB reverse primer
NPPA forward primer
NPPA reverse primer
COL3A1 forward primer
COL3AT1 reverse primer

Primer Sequenz
GAPDH for 5 TGGCAAAGTGGAGATTGTTG 3
GAPDH rev 5" CATTATCGGCCTTGACTGTG 3’

5 GGATCGGATCCGTCAGTCGTT 3’
5 AGACCCAGGCAGAGTCAGAAA ¥
5" ACAGATCTGATGGATTTCAAGAACCTG 3’
5 AGTGCGGCCCCTGCTTCCTCA 3
5 AAACAGCAAATTCACTTACAC 3’
5 ACCCCCAATGTCATAGG 3’
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Antikorper

Priméire AntikOrper

Antikorper Einsatz| Hersteller Wirt
pRKIP (pSerl53) 1:4000 | Santa Cruz, Kaninchen
RKIP 1:5000 | eigene Herstellung (Lorenz | Kaninchen
et al., [2003)
pAkt (T308) 1:2000 | Cell Signaling, 244F9 Kaninchen
Akt2 1:1000 | Cell Signaling, 2964 Kaninchen
pB2AR (S355/S356) 1:1000 | Santa Cruz, sc-22191 Kaninchen
pCaMKII (T286) 1:2000 | Thermo Scientific, MA1-047 | Maus
pCaMKII (T286); fiir die 1:4000 | Thermo Scientific, MA1-047 | Maus
Detektion des pCayp(T498)
(Grueter et al., 2008)
pCay1.2 (S1928) 1:1000 | Badrilla, A010-70 Kaninchen
Cay1.2 1:500 Alomone labs, ACC-003 Kaninchen
CD31 1:50 Santa Cruz, sc-28188 Kaninchen
pERK1/2 (T202/Y204) 1:1000 | Cell Signaling, 9101 Kaninchen
ERK1/2 1:1000 | Cell Signaling, 9102 Kaninchen
pDARPP32 (T34); fiir die 1:750 Cell Signaling, D27A4 Kaninchen
Detektion des pl-1 (T35)
(El-Armouche et al., [2004)
pEzrin (T567)/Radixin | 1:1000 | Cell Signaling, 3141 Kaninchen
(T564) /Moesin (T558)
Gp 1:10000 | Santa Cruz, sc-378 Kaninchen
NCX 1:1000 | Swant, w11-13 Maus
PP1 1:1000 | Millipore, 07-1218 Kaninchen
pRyR2 (52808) 1:5000 | Badrilla, A010-30 Kaninchen
pRyR2 (52814) 1:5000 | Badrilla, A010-31 Kaninchen
RyR2 1:5000 | Thermo Scientific, 34C Maus
SERCA2 1:10000 | Santa Cruz, sc-8095 Ziege
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Sekundire Antikérper HRP-konjugiert

Antikorper Einsatz| Hersteller Wirt
Kaninchen 1:7000 | Dianova Ziege
Maus 1:7000 | Dianova Ziege
Ziege 1:5000 | Santa Cruz Esel

2.1.5 Biologisches Material

Adenoviren

Tabelle 2.6: Liste der verwendeten Adenoviren

Bezeichnung

Spezies

Bemerkung

Herkunft

AdV-Flag-RKIP
AdV-Flag-RKIPS!534

AdV-eGFP
AdV-LacZ

Ratte

Ratte

Qualle
FE. coly

Tag

Tag

N-terminaler Flag-

N-terminaler Flag-

K. Lorenz, Pharmakologie,
Wiirzburg

K. Lorenz, Pharmakologie,
Wiirzburg

T. Stiewe, Marburg

K. Lorenz, Pharmakologie,

Wiirzburg

Adeno-assoziierte Viren des Serotyp 9

Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Plasmide zur Kotransfektion mit pDP9rs und p5E18-VD2-9
zur Bildung der AAV9-Vektoren

pdsCMV-MLCO0.26-
eGFP

Qualle

Bezeichnung Spezies | Bemerkung Herkunft
pdsCMV-MLCO0.26- Ratte N-terminaler Myc- | O. Miiller, Heidelberg
Myc-RKIP Tag

O. Miiller, Heidelberg
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Mauslinien

Tabelle 2.8: Liste der verwendeten Mauslinien

Bezeichnung Name Hintergrund | Herkunft

aMhc-Pebpl Linie #4 RKIP-tg#4 FVB/N K. Lorenz, Wiirzburg

aMhc-Pebpl Linie #13 RKIP-tg#13 | FVB/N K. Lorenz, Wiirzburg

aMhc-Pebp151334£1() RKIPS1534 FVB/N K. Lorenz, Wiirzburg

Adrbl17/- B KO FVB/N B. K. Kobilka, Rohrer
et al., 1996

aMhc-Pebpl/Adrbl/- RKIP/g, KO | FVB/N Kreuzung, K. Loreng,
Wiirzburg

Adrb27/- B KO FVB/N B. K. Kobilka, Chruscin-
ski et al., [1999

aMhc-Pebpl/Adrb2/- RKIP/B,KO | FVB/N Kreuzung, K. Lorenz,
Wiirzburg

aMhc-Pebpl#4 RKIP-tg Ch7Bl/6J Kreuzung, K. Lorenz,
Wiirzburg

Pebpl/- RKIP-KO C57B1/6J Pebpl*/-  (MMRRC),
Kreuzung, K. Lorenz,
Wiirzburg
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2.2 Methoden

Teile der Methoden wurden aus der von mir angefertigten Diplomarbeit mit dem Titel

LEinfluss von RKIP auf die Regulation B-adrenerger Rezeptoren® {ibernommen.

2.2.1 Experinmentelle Tiermodelle
Transversale Aortenkonstriktion

Der Eingriff zur Erh6hung der Nachlast wurde an mannlichen Tieren im Alter von 8 Wo-
chen durchgefiihrt. Dieser Operation wurden Wt und RKIP-tg im FVB/N, C57BL/6J
Hintergrund so wie im B; KO- und B,KO-Hintergrund unterzogen. Durch die Verringe-
rung des Aortendurchmessers auf den Durchmesser einer 27-Gauge Kaniile wurde ein
chronischer linksventrikuliirer Uberdruck induziert (Lorenz etal., 2009). Der Eingriff
wurde von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgefiihrt. Die Dauer der Maknahme betrug
6 Wochen bei FVB/N und BKO-Tieren, 3 Wochen bei C57BL/6J-Méausen und 4 Wo-
chen im Gentherapieversuch mit Wt C57BL/6J-Tiere und RKIP-KO-Tieren. Die Ge-
sundheitszustand der Tiere wurde engmaschig beobachtet. Die Mause wurden vor dem
Eingriff und am Tag der Organentnahme echokardiografisch untersucht. Grundlegende
Parameter wurden durch das Wiegen der Herzen erhalten. Fiir die histologische und
biochemische Untersuchung wurden Herzteile in 4%Paraformaldehyd fixiert oder in fliis-
sigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Ein wichtiger Parameter, der den
Erfolg der Konstriktion anzeigt, ist der Druckgradient der iiber den Faden hinweg am
Aortenbogen gemessen wird. Tiere bei denen der Gradient unter 60mmHg lag, wurden

von der Auswertung ausgeschlossen.

Einbau des osmotischen Langzeit-Injektionssystems (Mini-Pumpe)

Um den Effekt von RKIP bei dauerhafter Stimulation der p-adrenergen Rezeptoren zu
untersuchen, wurden Wt und RKIP-tg C57BL/6J Mausen osmotische Minipumpen mit
Isoproterenol (30mg/d/kg Korpergewicht) fiir eine Dauer von 28d eingesetzt. Fiir die
Versuche wurden Alzet® micro-osmotic pumps vom Modell 1004 benutzt. Diese arbei-
ten nach dem Prinzip der Osmose (Theeuwes und Yum, 1976). Die duferste Schicht der
Pumpe bildet eine semipermeable Membran durch die nur Wasser diffundieren kann. Sie
umgibt das ,,osmotic driving agent”, das ein hohes osmotisches Potential besitzt und so
den Einstrom von Wasser bewirkt. Dieser Einstrom fiihrt zu einer Druckerh6hung im

Reservoir, in dem sich der geloste Stoff befindet, und driickt ihn so durch ein diinnes
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Rohr (Flow modulator) nach aufen. Nach Implantation in eine Maus bedeutet dies eine
kontinuierliche subkutane Applikation.

Die Konzentration der Ausgangslosung (Cd) konnte mittels der Formel ko = Q x Cd
berechnet werden. Dabei entspricht Q der Abgaberate der Pumpe. Diese ist Modell
und chargenspezifisch und betriigt bei den verwendeten Pumpen 0,1vl/h. ko stellt die
gewiinschte Abgabemenge pro Zeit da. In diesem Fall sollten 30 mg/kg/d verabreicht
werden. Aus diesen Werten erhilt man mit Hilfe der oben angegebenen Formel und
des Korpergewichts der Mause die Konzentration der anzusetzenden Ausgangslosung
in pg/pl. Die benétigte Menge Isoproterenol wurde in isotonischer Kochsalzlosung ge-
16st und die Pumpen damit beladen. Zur Equilibrierung wurden die befiillten Pumpen
iiber Nacht in isotonischer Kochsalzlosung bei 37°C gelagert. Kurz vor der Implantation
wurden die Pumpen drei Mal mit isotonischer Kochsalzlésung gewaschen. Die Mause
wurden vor dem Einbau und am Tag der Organentnahme echokardiografisch untersucht.

Die Implantation der Pumpen erfolgte durch Prof. Dr. Kristina Lorenz.

Injektion des AAV9-Virus

Die AAV9-Vektoren wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Oliver Miiller erstellt.
Dazu wurde der offene Leserahmen des RKIP mit einem Myc-Tag amplifiziert und
iiber spezifische Primer mit eine Kozak-Sequenz und einer BamHI-Schnittstelle am
5 Ende und einer BsrGI-Schnittstelle am 3’ Ende versehen. Das Produkt wurde in
einen selbst-komplementiren AAV9-Vektor-Plasmid pdsCMV-MLC0.26-eGFP kloniert,
um den pdsCMV-MLC0.26-RKIP-Vektor zu erhalten. Uber eine Kotransfektion der
Vektoren pdsCMV-MLCO0.26-eGFP (diente als Kontrolle der Virusapplikation) bzw.
pdsCMV-MLCO0.26-RKIP zusammen mit dem p5E18-VD2-9-Plasmid fiir pDP9rs ein De-
rivat des pDP2rs, das mitunter fiir das AAV9-Kappen-Gen codiert wurden die Vektoren
erstellt. Sie wurden nach 48h geerntet und mit einer lodixanol-Gradienten-Zentrifugation
aufgereinigt. Die Vektoren wurden per real-time PCR quantifiziert. Ndhere Einzelheiten
zur Herstellung und Aufreinigung sind den Publikationen Schmid et al., 2015 und Pleger
etal., 2011 zu entnehmen. Die AAV9 Vektoren wurden wihrend der TAC-Operation als
ein 150 pl Bolus mit einer Gesamtviruspartikelzahl von 1x10*2 4.v. in die Schwanzvene

injiziert (Prof. Dr. Kristina Lorenz).

Einbau des ETA-F10 Transmitters und Aufzeichnung von EKG-Spuren

Zur Aufzeichung der EKG-Spuren wurden ETA-F10 Transmitter (Data Science Inter-

national, DST) verwendet. Die Implantation der Sender erfolgte in der Lead-II-Position
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durch Prof. Dr. Kristina Lorenz in 10-12 Wochen alten Mannnchen. Die EKG-Signale
wurden iiber Empfingerplatten (Data Science International) und einen Analogwand-
ler an die DEM (Data Ezxchange Matriz) Einheit ibermittelt, die an einen Computer
angeschlossen war. Zur Aufnahme und Auswertung der Signale wurde die Software Lab-
chart 7 (Chart 5.4, ADInstruments) benutzt. Zundchst wurde eine Messung iiber 24h
erstellt. Durch die intraperitoneale Gabe von 50 pg oder 100pug Isoprenalin (entspricht
1,5mg/kg oder 3mg/kg Korpergewicht; i.p., Prof. Dr. Kristina Lorenz) wurden Arrhyth-
mien ausgelost und die Messung fiir weitere 24h fortgesetzt. Die Auswertung erfolgte
durch Klassifizierung der EKG-Ausschlige unter basalen Bedingungen wie auch 2h nach
Arrhythmieinduktion und die Anzahl der Extrasystolen pro Stunde als Maft der Ar-
rhythmieneigung verwendet. Dabei wurde die ersten 10min ausgespart um verfilschte
Ergebnisse durch die Aufregung der Tiere wihrend des Verstellens der Kéfige und der
Injektion zu vermeiden. Als ektopische Ausschlige bzw. Extrasystolen wurden diejenigen
gezahlt, die aufserhalb des Rhythmus stattfanden und keine reguldre PQRST-Form zeig-
ten. Diese waren vor allem durch verstirkte und entgegengesetzt gerichtete Ausschliage
charakterisiert. Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. Peter Nordbeck

und Prof. Dr. Kristina Lorenz.

Echokardiografische Untersuchungen

Die echokardiografischen Untersuchungen wurden von Prof. Dr. Kristina Lorenz durch-
gefiihrt. Mit einem Vevo 770, einem hochauflésenden Ultraschallgerit fiir Kleintiere (Vi-
sualSonics), das mit einem 30-MHz Ultraschallkopf (RMV-707B) ausgestattet war, wur-
den transthorakale Echokardiogramme erzeugt. Die Wanddicken des Septums und der
Hinterwand und der enddiastolische und endsystolische linksventrikuldre Innendurch-
messer (LVIDED und LVIDES) wurden im M-Modus der kurzen Achse (transversal)
des Herzens ermittelt. Fiir die kurze Achse wurde eine Einstellung am proximalen Ende
der Papillarmuskeln gewahlt. Die Verkiirzungsfraktion (FS=fractional shortening) ist ein
Maf fiir die linksventrikuldre Kontraktilitidt. Sie kann mit folgender Gleichung berechnet

werden:
Verkiirzungsfraktion|%|= ((LVIDED-LVIDES)/ LVIDED)x100.

Anschliefiend wurden die Mause durch Genickbruch getotet und gewogen (body weight,
BW). Das Herz wurde entnommen und gewogen (heart weight HW). Im Anschluss
wurden die Herzen auf der Ebene der Papillarmuskeln geteilt und die obere Hélfte fiir

die histologischen Untersuchungen in 4%igem Formalin fixiert. Die Herzspitze wurde in
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zwel Teile geteilt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur Nutzung der Herzen

wurden sie bei —-80°C gelagert.

PTX-Behandlung

PTX fiihrt zur ADP-Ribosylierung von Gaoy; und damit zur Inaktivierung von Goy. PTX
wird von dem Bakterium Bordetella Pertussis produziert, dem Erreger des Keuch-
hustens. Es ist ein hexameres Protein, das aus einem A-Protomer (S1- Untereinheit)
und einem B-Oligomer (zwei Dimere aus S2-S4- und S4-S3- Untereinheiten verbun-
den durch eine S5-Untereinheit) besteht, die durch eine Disulfidbriicke miteinander ver-
bunden sind. Das A-Protomer besitzt ADP-Ribosyltransferase-Aktivitit. Das bedeutet,
dass es die Ubertragung von ADP-Ribose aus endogen in der Zelle vorkommendem
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD+) auf ein Protein katalysiert. Im Fall des
PTX wird ein Cystein am C-Terminus der a-Untereinheit des heterotrimeren inhibitori-
schen G-Proteins ADP-ribosyliert. Dadurch wird dessen Interaktion mit dem Rezeptor
gestort und dessen Funktion, die Hemmung der Adenylylzyklase (AC), gehemmt (Reisi-
ne, [1990; Kaslow und Burns, 1992). Fiir den Versuch wurde FVB/N-Méausen 300ug/kg

PTX intraperitoneal verabreicht und die Herzen nach 24 h entnommen.

2.2.2 Zellpraparation und Kultivierung von Primérzellen
Praparation adulter Kardiomyozyten

Fiir die Praparation der adulten Kardiomyozyten wurden FVB/N und C57B1/6J Mause
im Alter von 8-10 Wochen verwendet. Die Zusammensetzungen der benétigten Puf-
fer sind im Anhang aufgelistet. Das Herz wurde entnommen und in Perfusionspuffer
iiberfiithrt. Die Aorta wurde vorsichtig frei gelegt und auf einer an ein Perfusionssystem
angeschlossene Kaniile (0,45x16mm) fixiert. Das Herz wurde mit einer Durchflussrate
von ca. 3ml/min mit Perfusionspuffer durchspiilt. Nach 3min wurde der Verdau gest-
artet, indem ein mit Kollagenase A und D und Trypsin versetzter Puffer in das Herz
geleitet wurde. Die Dauer des Verdaus betrug 6min. Durch das Wechseln des Puffers
auf einen FCS-haltigen Stopppuffer wurde der Verdau abgeschlossen. Das Herz wurde
von der Kaniile genommen, die Vorhdofe entfernt und anschliefsend mit einer Schere zer-
kleinert. Die Zellsuspension wurden iiber ein Netz (Porengréofe 200pum) gefiltert. Nach
Absetzen der Zellen wurde der Puffer entfernt und durch neuen Stopppuffer ersetzt. Nun
wurde die Calciumkonzentration des Puffers schrittweise (im Abstand von 4min wurden
erst 10, 20, 30 und zuletzt 40pl einer 100mM Calciumlosung zugefiigt) auf 1TmM erhdht.
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Nach Absetzten der Zellen wurde der Uberstand entfernt und die Zellen in frischem 1mM
Calciumpuffer resuspendiert. Fiir die Analyse der PKA-Aktivitit wurden die Zellen an-
schlieftend in Kardiomyozytenmedium resuspendiert, ausgesit und vor der Analyse der
PKA-Aktivitdt 30min ruhen gelassen.

Praparation und Kultivierung neonataler Kardiomyozyten und Fibroblasten

Fiir die Priparation neonataler Kardiomyozyten (NRKM) wurden die Herzen von 1-
3 Tage alten Ratten entnommen und in gekiihlten CBFHH-Puffer iiberfiihrt. Nach
dem Entfernen von Geweberesten und Herzohren wurden die Herzen in vorgewérm-
ter CBFHH-Losung (s. Anhang) mit Trypsin zerkleinert und in einem Becherglas fiir
5min bei RT unter leichtem Riihren inkubiert. Anschliefend wurde der Uberstand, der
vor allem Blutzellen und Zelltriimmer enthélt, abgenommen und verworfen. Die Her-
zen wurden dann wieder mit frischer Trypsinlésung fiir 10min bei RT unter Riihren
inkubiert. Die Zellen wurden resuspendiert und der Uberstand in ein Falcon mit 7.5
ml FCS iiberfiihrt, um den Verdau zu stoppen. Dieser Schritt wurde weitere sechs mal
wiederholt um das Gewebe weiter zu verdauen. Die in FCS abgestoppten Ubersténde
der einzelnen Verdauungschritte wurden fiir 5min bei 800rpm zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und die Pellets in Medium 1 (s. Anhang) resuspendiert und in einem
Falcon vereinigt. Im n#chsten Schritt wurden gréfere Zellklumpen durch ein Sieb abge-
trennt. Zu diesem Zeitpunkt ist der Anteil mesenchymaler Zellen noch sehr hoch. Das
Ziel der Praparation ist es eine moglichst hohe Anzahl an Herzmuskelzellen zu erhal-
ten. Aus diesem Grund wird im ,, Pre-Plating” ausgenutzt, dass sich die mesenchyma-
len Zellen schneller an die Zellkulturschale anheften als die Herzmuskelzellen. Fiir das
,Pre-Plating wurden die Zellen auf 10cm-Zellkulturplatten ausgesit und fiir 60min im
Brutschrank belassen. Im Anschluss wurden die Zellen in einem Becherglas vereinigt
und die Platten mit Medium 2 (s. Anhang) vorsichtig abgespiilt. Zur Bestimmung der
Zellzahl wurde eine Rosenthal-Zahlkammer und eine 1:2 Verdiinnung mit Trypanblau
benutzt. In der Rosenthal-Zdhlkammer entspricht ein Grofskistchen (enthélt 4x4 kleine
Késtchen) einem Volumen von 200pl (Imm x Imm x 0,2mm). Die Zellen wurden in
Medium 2 auf die entsprechende Konzentration verdiinnt und 0,5x10° Zellen pro Well
auf Polylysin-beschichtete 12 Well-Platten ausgeséit. Nach 24h wurde das Medium auf
Medium 3 gewechselt und nach weiteren 24h wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Viruskonzentrationen transduziert. Zur Transduktion wurde der Virus in einer 1:5x10*
oder 1:1,6x10* Verdiinnung auf die Zellen gegeben. Der Virus wurde nach 24h entfernt
und auf Medium 4 gewechselt. Die Zellen wurden kontinuierlich bei 37°C und 1% CO,
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gehalten. In Medium 2-4 ist BrdU enthalten um die Proliferation der Fibroblasten zu
verhindern. Die Praparation der NRKM erfolgte durch die technische Assistentin Nadine
Hemmrich.

Die im Schritt des ,, Pre-Plating* auf den Zellkulturplatten verbliebenen Zellen stellten
die Fibrloblastenkultur dar. Diese wurden mit DPBS gewaschen und in Fibroblasten-
medium (sieche Anhang) bei 37°C und 5% CO; gehalten. Bei der Passagierung wurden
die Zellen durch eine 5-miniitige Inkubation mit Trypsin/EDTA von der Platte abgelost.
Das Trypsin wurde durch Zentrifugation (130xg, 5min) entfernt und die Zellen in der
Neubauer-Zellkammer gezdhlt. Fiir den Thymidineinbau wurden 15000 Zellen pro Well
einer 24-Well-Platte ausgesit. Die Fibroblasten konnten bis einschlieflich Passage drei
verwendet werden. Nach vier Stunden wurden die Zellen mit einer 1:3,3x10* Verdiinnung
transduziert und nach 24 h auf Medium ohne FCS gesetzt.

2.2.3 Untersuchung zelluldrer Kaskaden in Kardiomyozyten
Bestimmung der PKA-Aktivitét

Zur Analyse der PKA-Aktivitdt wurden NRKM, die mit unterschiedlichen Viruskon-
zentrationen transduziert wurden nach 24h in FCS-depletierten Medium fiir 10 min
mit 10nM Isoprenalin bei 37°C stimuliert. Die Stimulation erfolgte in Anwesenheit von
100pM des PDE-Inhibitors 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX). Die Zellen wurden in
kaltem Phosphorylierungspuffer mit IBMX lysiert und sonifiziert. Zelltriimmer und die
Zellkerne wurden durch Zentrifugation (25200xg; 10min, 4°C) abgetrennt.

Mit den adulten Kardiomyozyten wurde dhnlich verfahren sie wurden in Phosphory-
lierungspuffer 2 in Anwesenheit von 100pM IBMX lysiert, sonifiziert und zentrifugiert
(25200xg; 10min, 4°C). Die PKA-Kinase Aktivitit wurde mittels einer PKKA-spezifischen
Phosphorylierungstelle am Phosducin (Phd) analysiert. Dafiir wurde aufgereinigtes Phos-
ducin (Phosducin-His6) mit den Zelllysaten [y-**P|ATP mit MgCly fiir 30min bei 30°C

inkubiert. Die folgende Auflistung zeigt die genaue Zusammensetzung der Ansétze.

50pg NRKM 30ng adulte KM
20mM HEPES (pli7,2)
2mM EDTA
10mM MgCl,
5pg Phosducin/ Phosducin®74
1pM [y-*?P]ATP
Endvolumen 50yl
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Die einzelnen Proben wurden dann mittels SDS-PAGE der Grofe nach aufgetrennt und
das inkorporierte [y-3?P| durch Analyse mit dem Phospholmager (Biorad) quantifiziert.
Die PKA-Assays wurden von Prof. Dr. Kristina Lorenz durchgefiihrt.

2.2.4 Methoden zur histologischen Untersuchung von Herzgewebe
Analyse der interstitiellen Fibrose mittels Sirius Rot-Farbung

Um die fibrotischen Verdnderungen im Herz zu untersuchen, wurden Gewebeschnitte
gemacht und mit Sirius Rot gefirbt. Dafiir wurde Gewebe verwendet, das in Formalin
fixiert wurde. Formalin fiihrt zur Bildung von Methylenbindungen zwischen Amino-
gruppen von Proteinen. Dadurch entsteht ein stabilisierendes Geriist im Gewebe und
die autolytischen Vorgénge, die nach dem Tod eintreten werden gestoppt. Fiir das Ein-
betten in Paraffin musste das Gewebe zunichst entwéssert werden. Dafiir wurde eine
aufsteigende Alkoholreihe benutzt. Der Alkohol verdringt das Wasser aus dem Gewe-
be. Anschliefsend musste das Gewebe von einem Zwischenmedium durchtrankt werden,
das in Alkohol sowie in Paraffin 16slich ist. Dafiir wurde hier Xylol benutzt. Darauthin
konnte das Gewebe mit verfliissigtem Paraffin behandelt werden. Die gesamte Entwés-
serungsprozedur erfolgt in einer Apparatur von Sakure Tissue-Tek und erfolgte in der
Pathologie der Universititsklinik Wiirzburg. Das Giefsen erfolgte an der Gielbapparatur
EG 1150H (Leica).

Anschliefsend wurden am Mikrotom 2pm diinne Gewebeschnitte erstellt. Nach dem
Trocknen der Schnitte (45°C, iiber Nacht) konnten diese fiir Farbungen benutzt wer-
den. Durch das Farben der Schnitte mit Sirius Rot, einem stark anionischen Farbstoff,
werden basische Bereiche im Kollagenmolekiil angefiarbt. Vor der Farbung mussten die
Schnitte jedoch entparaffinisiert werden. Dies geschah in drei Schritten mit dem Xyloler-
satz Roti®-Histol. Daraufhin wurde das Roti®-Histol in einer absteigenden Alkoholreihe
entfernt (drei Mal 100% Alkohol, ein Mal 70% Alkohol). Die Farbung erfolgte fiir 45min
in Sirius-Rot-Férbelosung (s. Anhang). Danach wurden die Schnitte kurz in Wasser
gewaschen und anschliefiend wieder entwissert (aufsteigende Alkoholreihe: einmal 70%
Alkohol, vier Mal 100% Alkohol). Da der Alkohol ungiinstige Lichtbrechungseigenschaf-
ten besitzt, folgten noch zwei Roti®-Histo-Schritte. Als Eindeckmedium wurde Eukitt®
benutzt. Das Schneiden und Farben der Gewebeschnitte erfolgte durch die technische
Assistentin Marianne Babl.

Die Schnitte wurden mit 5-facher Vergréferung fotografiert. Die Auswertung der Schnit-
te erfolgte verblindet mittels Adobe Photoshop. Dazu wurden zunichst Bereiche die
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kein Herzgewebe darstellten einfarbig abgedeckt. Durch die Histogrammfunktion wur-
de die Pixelzahl der abgedeckten Flichen bestimmt (Toleranzbreite 25) und diese von
der Gesamt-Pixelanzahl subtrahiert, um die Pixelanzahl der Herzfliche zu berechnen.
Fiir den Anteil der fibrotischen Verdnderungen, wurde ein Rot-Ton gewahlt, der der
Farbung des fibrotischen Gewebes entspricht und auch von diesem die Pixelanzahl be-
stimmt (Toleranzbreite 100). Die angegebenen Werte entsprechen dem Anteil fibrotischer

Verdanderungen am kardialen Gewebe.

Bestimmung der Kapillardichte mittels Immunhistologischer Untersuchung
der CD31 Expression

Um die RKIP Expression und auch die durch CD31 markierten Kapillaren zéhlen zu
kénnen wurden Wt und RKIP-tg Schnitte (Lorenz et al., [2009) mittels Avidin-Biotin
Komplexbildung (ABC, Vectastain elite kit) angefirbt. Dazu wurden die Schnitte zu-
nichst in Rotihistol® entparaffinisiert und das Roti®-Histol anschliekend mittels einer
absteigenden Ethanolreihe (100%, 90%, 70% and 50%) entfernt. Mit HyOy und Me-
thanol (30%) wurden die Membranen permeabilisiert und anschliefend mit PB-Puffer
gewaschen. Die Schnitte wurden dann in 10mM Citratpuffer bei 700W in der Mikro-
welle gekocht um die Antikoérperbindestellen wieder besser zuginglich machen zu kon-
nen. Nach dem Abkiihlen wurden die Schnitte mit Wasser und Waschpuffer gewaschen.
Durch 2h Inkubation bei RT mit serumhaltigem Puffer (PB-Puffer mit 0,25% (v/v) Tri-
tonX100 und 5% (v/v) Ziegenserum) wurden unspezifische Bindestellen abgesittigt. Die
Antkérperbindung (anti-RKIP 1:100) erfolgte {iber Nacht bei 4°C. Darauthin wurden
die Schnitte mit dem biotinylierten Ziegen-anti-Kaninchen IgG fiir 2h bei Raumtem-
peratur inkubiert. Anschlieftend wurde wiederum mit Waschpuffer gewaschen. Durch
die Avidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase wurde der Avidin/Biotin-Komplex vervoll-
standigt und die Schnitte anschliefsend gewaschen. Die Entwicklung erfolgte durch Zuga-
be von Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (Sigma). Das Signal wurde dabei durch die
Peroxidase vermittelte Oxidation des Diaminobenzidins vermittelt, die zu der charak-
teristischen Braunfarbung fiihrte. Die Zellkerne wurde mit Hematoxylin gegengefarbt.
Nach Abschluss der Farbung und griindlichen Waschschritten wurde das Wasser durch
eine steigende Ethanolreihe (50%, 70%, 90% and 100%) aus dem Gewebe verdréngt und
nach einem kurzen Roti®histolbad mit Eukitt® eingebettet. Die Farbung wurde an ei-
nem Leica DM 4000B-Mikroskop mit einer 400x Vergrofserung fotografiert.

Die CD31-Farbung erfolgte auf dhnliche Weise, nur wurde hier mit Pferdeserum geblockt
und nach Bindung des CD31-Antikorper (1:50) mit einem biotinylierten Pferde-anti-
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Kaninchen IgG inkubiert (ABC-Vecstatin elite Kit, Biozol). Diese Farbungen wurden
im Institut fiir Physiologie der Universitidt Wiirzburg in der Gruppe von Prof. Dr. Sii-
leyman Ergiin durchgefiihrt.

Fiir die Auswertung wurden pro Herzquerschnitt wurden 12 Ausschnitte mit kompletter
und klar unterscheidbarer Farbung ausgewéhlt. In den Feldern wurde jeder Kardio-
myozyt und jede Kapillare gezihlt und daraus ein Verhéltnis gebildet. Die Auswertung

erfolgte in Zusammenarbeit mit der technischen Assistentin Anna-Karina Lamprecht.

2.2.5 Analyse des Proliferationsverhaltens von Fibroblasten

Um die proliferative Antwort der Fibroblasten unter der Expression von RKIP und
der phosphorylierungsdefizienten Mutante zu untersuchen wurde der Einbau von [*HJ-
Thymidin gewahlt. Durch die radioaktive Markierung des Thymidin kann die Replikation
quantifiziert werden. Ein erhohter Einbau des [*H]-Thymidin zeigt somit eine vermehrte
Mitose und gibt damit Aufschluss iiber die Proliferation. Die transduzierten Fibroblas-
ten wurden anschliefend fiir 24h in Serum-depletierten Medium gehalten. Der Einbau
erfolgte in 0,1% FCS (v/v) Fibroblastenmedium mit einer |[*H|-Thymidinkonzentration
von 1pCi. Nach 48h Inkubation wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und die Zel-
len bzw. das Protein mit 5% Trichloressigsdure (TCA) fiir mindestens 60 min bei 4°C
gefillt. Nach 60 miniitiger Inkubation mit 0,5M NaOH bei 37°C wurde die Losung in
Rohrchen iiberfiihrt, die mit der Szintillationslésung Lumasafe™plus auf 5ml aufgefiillt
wurde. Die Zahlung erfolgte in einem B-Counter. Fiir die Auswertung wurden die einzel-
nen Versuchstage auf die Kontrollbedingungen, in diesem Fall die LacZ-transduzierten

Zellen bezogen.

2.2.6 Proteinbiochemische Methoden
Herstellung von Lysaten

Die Proteinlysate aus Gewebe wurden mit TritonX100-haltigem Lysepuffer hergestellt.
Die Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation entfernt (10min, 1000xg, 4°C). Der Pro-
teingehalt wurde mittels BCA-Kit gemessen und fiir die Western Blot Analyse auf
2ng/nl eingestellt. Fiir die Untersuchung der By AR-Phosphorylierung wurde das Ge-
webe mit Phosphorylierungspuffer aufgeschlossen. Die erste Zentrifugation (25,200xg;
10min, 4°C) entfernte die Zelltrimmer und die Zellkerne. Eine zweite Zentrifugation
(150,000xg; 20min, 4°C) trennte die Membran-Fraktion von der zytosolischen Fraktion.
Fiir die Western-Blot Analyse der B AR-Phosphorylierung wurde die Membranfraktion
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eingestellt und mit Ladepuffer versetzt.

Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-Page ist es moglich Proteine ihrer Gréfse nach aufzutrennen. Ein wichtiger
Bestandteil im Gelladepuffer, im Laufpuffer sowie im Gel ist Natriumlaurylsulfat (SDS).
SDS denaturiert die Proteine und fiithrt durch hydrophobe Wechselwirkungen mit den
Aminoresten der Proteine zu einer einheitlichen negativen Ladung der Proteine, sodass
die Proteine im elektrischen Feld zur Anode laufen. Als Gelmatrix dient polymerisiertes
Acrylamid, das ein Netz bildet durch dessen Poren die Proteine wandern. Dabei entschei-
det der prozentuale Anteil des Acrylamids {iber die Grofe der Poren. Ein Gel besteht
aus einem Sammelgel (4% Acrylamid), das die Proteine in einer Lauffront zur schérfe-
ren Auftrennung ansammelt und einem Trenngel (6-15%), in dem sich die Proteine der

Grofe nach auftrennen (s. Anhang).

2D-SDS Gelelektrophorese

Bei der zwei dimensionalen SDS Gelelektrophorese werden zwei aufeinanderfolgende
Trennungsmechanismen verwendet. Die 1. Dimension besteht aus der isoelektrischen Fo-
kussierung fiir die der Anteil der geladenen Aminosduren an der Gesamtsequenz des Pro-
teins von Bedeutung ist. Je nach pH liegen die Carboxyl- und Aminreste protoniert oder
deprotoniert vor und sind demnach geladen oder ungeladen. Der pH bei dem das Gesamt-
protein ungeladen vorliegt beschreibt letztendlich den isoelektrischen Punkt. Die in der 1.
Dimension verwendeten ReadyStrip IPG strips (pH4,7 bis pH5,9; Biorad) besitzen einen
pH-Gradienten, in dem die Proteine bis zu dem Punkt zu der positiven oder negativen
Elektrode wandern bis sie ungeladen vorliegen und stehen bleiben. Fiir die Analyse des
RKIP wurden Lysate aus den linken Ventrikeln von Wt und RKIPX® Tieren wie schon
beschrieben hergestellt. 2 mg des Gesamtproteins wurden mittels Methanol /Chloroform-
Fallung prézipitiert um die Proben von Salz und Detergens-Resten zu befreien. Das
Proteinpellet wurde in Fokusladepuffer resuspendiert. Der pH-Bereich der Strips wurde
sehr eng gewdhlt um die dhnlichen PEBP-Isoformen zu unterscheiden und zusétzlich
Aussagen iiber den Phosphorylierungsstatus des RKIPs treffen zu kénnen, da zusétzli-
che negative Ladungen der Phosphatgruppe den isoelektrischen Punkt verdndern und
phosphorylierte und unphosphorylierte Populationen unterschieden werden konnen.

Die Strips wurden mit 600pg Protein aktiv bei 50V fiir 12h rehydriert um die Aufnahme
zu verbessern. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte in 45000Vh. Anschliefsend wurden

die Proteine auf den Strips mit DTT denaturiert und mit Iodoacetamin (IAA) alkyliert.
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Die 2. Dimension verlief nach dem schon bekannten Prinzip der Grofenauftrennung auf
13%-Gelen. Die gleichmifige Beladung beider Strips wurde durch die Proteinfirbung

mit Coomassie kontrolliert.

Proteintransfer und Immundetektion

Fiir die Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-
Rad) verwendet. Zur Proteinauftrennung wurden die Gele in die mit 1xSDS-Puffer gefiill-
ten Kammern iiberfiihrt und mit den Proben beladen. Die Auftrennung erfolgte bei 200V
fiir ca. 1h. Nach dem Transfer wurden die untersuchten Proteine mittels Immunodetek-
tion sichtbar gemacht. Diese Technik beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-
Reaktion. Zuniichst wurden die freien Bindestellen der Membran mit einer 5%igen Ma-
germilchlosung fiir 2h abgeséttigt. Im Anschluss wurden die entsprechenden priméiren
Antikorper auf die Membran gegeben und unter leichtem schiitteln iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Dazu wurden die primaren Antikorper entweder in 5%iger Magermilchlosung
oder in BSA-Puffer (s. Anhang); verdiinnt. Der primére Antikérper bindet spezifisch an
das gesuchte Protein. Um iiberschiissigen Antikoérper zu entfernen, wurde 5x fiir 10min
mit BSA-Puffer gewaschen. Um die spezifische Bindung der priméaren Antikérper an das
Antigen nachzuweisen, wurde ein speziesspezifischer sekundéirer Antikérper verwendet,
der an die Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horsradish) gekoppelt ist. Der sekundére
Antikérper wurde ebenfalls in BSA-Puffer verdiinnt (1:7000). Nach zweistiindiger Inku-
bation wurde ungebundener Antikérper 5x fiir 10min mit BSA-Puffer weggewaschen. Die
Meerrettichperoxidase katalysiert eine Chemilumineszenzreaktion, die durch Belichtung
eines Rontgenfilms (Super RX, Fujifilm) sichtbar gemacht werden kann. Als Substrat
diente der Meerrettichperoxidase das Amersham ECL Plus™ Western Blotting Detection
Reagent.

2.2.7 Bestimmung der Kontraktionsrate in neonatalen Kardiomyozyten

Die Kontraktionsrate von NRKM sollte Aufschluss iiber kontraktile Aktivitit geben.
Es wurden NRKM benutzt da diese Zellen im Gegensatz zu adulten Kardiomyozyten
noch spontan kontrahieren. Durch die Transduktion der Zellen mit Adenoviren konnte
so auch der Einfluss von RKIP auf die kontraktile Aktivitit untersucht werden. Durch
die Stimulation mit Isoprenalin wurde die f-adrenerge Aktivierung simuliert. Die Ana-

lyse der kontraktilen Aktivitdt wurde von Florian Schéfer durchgefiihrt. Dazu wurden
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pro Versuchstag vierfach Bestimmungen mit untransduzierten und LacZ- und RKIP-
transduzierten Zellen durchgefiihrt. An einem Zeiss Axiovert 135 Mikroskop wurden die
Kontraktionen pro Minute bei 33°C in Medium 3 gezdhlt. 2 min nach der Stimulation

mit 50nM Isoprenalin wurde ein weiteres Mal gezahlt.

2.2.8 Bestimmung des Calcium-Cycling in Kardiomyozyten

Nach einem weiteren Pufferwechsel wurden die Zellen aufgeteilt und die erste Zellfrak-
tion fiir 15min mit Fura-2-acetoxymethylester (11M) beladen. Durch die Veresterung
kann Fura-2 in die Zelle gelangen. Dort spalten Esterasen den Acetoxymethylester ab,
sodass Fura-2 in der Zelle geladen vorliegt und nicht wieder hinausdiffundieren kann.
Nach zwei Waschschritten (8min) mit 1lmM Calciumpuffer wurde der Puffer auf den
Messpuffer gewechselt, dessen Calciumkonzentration bei 1,2mM lag.

Die Messungen erfolgten an einem auf Videodaten-basierenden Kanten-Detektions-Sys-
tem, das mit einem ,,dual-excitation-single-emission' Photomultiplier System von Ion-
optix™ (Milton, USA) kombiniert war. Abbildung zeigt den Aufbau der Messappa-
ratur. Die Zellen werden kontinuierlich mit Licht beschienen, welches durch eine 550nm
Langpass-Filter geleitet wurde, um den Fluoreszenzfarbstoff vor dem Ausbleichen zu
schiitzen. das Emmissionsmaximum von Fura-2 liegt bei ca 500nm. Die Messung der
Calciumkonzetration durch Fura-2 wird somit von dem einstrahlenden licht nicht beein-
flusst. Das emittierte Licht wird durch einen dichroitischen Spiegel aufgetrennt. Licht
mit einer Wellenlinge, die grofer ist als 550nm wurde zur Kamera (MyoCam IonOp-
tix™) geleitet. Das von Fura-2 emittierte Licht wurde in Richtung eines Photomultipliers
(PMT) reflektiert. Als Lichtquelle wurde eine Xenonbogenlampe mit einer Leistung von
75W benutzt. Die Anregungswellenléngen von 340nm und 380nm werden durch einen
rotierenden Spiegel, der das Licht {iber zwei verschiedene Filter in das Mikroskop leitet,
erzeugt (HyperSwitch light source system, IonOptix™).

Fiir die Messung wurden die vorbereiteten Zellen in eine Kammer gegeben, iiber die
27°C warmer Messpuffer perfundierte. Die Kammer war auf einem inversen Mikro-
skop befestigt (Motic AE31). Fiir die Messungen wurden einzelne vitale Zellen aus-
gewdhlt. Zellen mit abgerundeten Zellgrenzen oder spontanen Kontraktionen wurden
von den Messungen ausgeschlossen. Die Stimulation erfolgt mit einer Frequenz von
0,5Hz und 20V fiir 3ms (MyoPacer, TonOptix™). Zur Datenerfassung wurde die Software
von Ionoptix benutzt (Ionwizard™). Die Messung des Calciumgehalts der Zelle erfolgte
durch Messung der Fluoreszenz. Fura-2-AM ist ein ., dual-ezcitation-single-emission‘-

Fluoreszenzfarbstoff und ein Calciumchelator. Das bedeutet, dass sich sein Anregungs-
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der lonOptixTM Messapparatur. Gleichzeitiges Mes-
sen der Kantenléinge und der Ca?"-Transienten wird ermdglicht. Aus Ren und Wold, 2001;
© Springer, 2001

spektrum durch Bindung von Calcium verschiebt (s. Abbildung wahrend das Emis-
sionsspektrum davon unbeeinflusst bleibt. Dies wird sich zu Nutze gemacht, in dem die
Anregungswellenléinge in hoher Frequenz von 340nm (saturiert) zu 380nm (ohne Calci-
um) wechselt, wihrend durchgehend die Emission zwischen 480nm und 520nm gemessen
wird. Die Emissionen wahrend der verschiedenen Anregungswellenlingen werden ins Ver-
héltnis gesetzt, wobei sich der Zahler (Numerator) aus der Emission bei 340nm und der
Nenner (Denominator) aus der Emission bei 380nm gebildet wird. So wird bei steigen-
der Calciumkonzentration in der Zelle das Verhéltnis Fa40/380 grofer und bei sinkender

kleiner.

Die Daten einer Zelle wurden fiir mindestens 45s aufgezeichnet. Die NCX Funktion
und die SR-Calciumbeladung wurde mit Hilfe des RyR2 selektiven Kanaloffners Kof-
fein untersucht. Die Stimulation erfolgte lokal und zellnah iiber eine mit einer 10mM

Koffeinlosung gefiillte 21-Gauge Kaniile. Direkt nach der Kontraktion der Zelle wur-
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Abbildung 2.2: Anregungs- (gestrichelt) und Emissionsspektrum (gefiillt). Mit der Calcium-
konzentration verschiebt sich das Anregungsmaximum von ca. 340nm Ca?"-frei zu ca. 380nm
Ca?"-gebunden. Erstellt mit dem SpectraViewer.

de der Zufluss gestoppt und weiter mit dem Messpuffer perfundiert um weitere Zellen
messen zu kénnen. Nach jeder Messung wurde die Basislinie des Calciumsignals an drei
Stellen ohne Zellen fiir jeweils 5s gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der Tonwizard-
Software. Diese bildet aus den gemessenen Peaks einen Mittelwertpeak und berechnet
aus diesem mehrere Parameter (s.u.). Unregelméfige Peaks wurden von dem Mittelwert,
ausgeschlossen. Der Bereich des auszuwertenden Peaks wurde auf eine Dauer von 1,2s
festgelegt. Der Startzeitpunkt lag dabei 0,2s vor Beginn des Stimulus.

Fiir die Auswertung der Calciumsignale wurden zunéchst die Basislinie mit den Werten
fiir Numerator und Denominator korrigiert. Fiir die Auswertung der Calciumtransienten

wurden folgende Parameter benutzt:

e Bei den neonatalen Kardiomyozyten wurde die Zeit zur Basislinie 90% ausgewer-
tet. Diese entspricht der Zeit, die nach dem Maximum bis zur 90%igen Riickkehr
auf Basalniveau verstreicht. Sie ist ein Mafs fiir die Dauer der Diastole und die Ge-
schwindigkeit des Riicktransport in das SR. Es wurden die Werte bei 90% benutzt,

um Ungenauigkeiten durch Rauschen der Basislinie zu umgehen.

e Die Hohe des Maximums entspricht dem maximalen Calciumgehalts im Zytosol

wahrend der Systole.

e Die Hohe des Maximums nach Koffeininduktion entspricht dem Calciumgehalt im
SR.

e Der 1-Wert des Koffein-induzierten Transienten, der {iber die Abfallskinetik die
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NCX-Funktion beschreibt.

2.2.9 Analyse der cAMP-Akkumulation mittels eines Radio-Immun-Assays
(RIA)

Fiir die Analyse der cAMP-Akkumulation wurden die NRKM zun#chst wie bereits be-
schrieben mit RKIP oder LacZ transduziert. Nach 2-stiindiger Inkubation in Medium oh-
ne FCS wurde das Medium der Zellen durch einen cAMP-Puffer ersetzt. Um die cAMP-
Akkumulation, die durch die Isoprenalinstimulation induziert wurde, messen zu kénnen
wurden dem Puffer IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin, 100pM) als Phosphodiesterase-
Inhibitor zugesetzt. Die NRKM wurden fiir 20min bei 37°C unstimuliert und mit stei-
genden Isoprenalinkonzentrationen (10nM, 100nM, 1pM, 10pM, 100pM, 1mM, 10mM)
stimuliert. Durch Zugabe von eiskalter 20% (v/v)Perchlorsiure (HCIO,, Endkonzentra-
tion 2% (v/v)) wurde der Versuch gestoppt und die Zellen bzw. die Proteine denaturiert.
Die Losung wurde mit 1M KOH neutralisiert und 10min bei 25,200xg und 4°C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde fiir den cAMP Radioimmuno-Assay (Beckmann&Coulter)
verwendet. Bei diesem Kit sind die Reaktionsgefife mit cAMP-spezifischem Antikor-
per beschichtet. Der Ansatz besteht aus radioaktiv-markiertem ['2°TJcAMP und den
verdiinnten (2:5) Proben. Das in den Proben vorhandene cAMP konkurriert mit dem
radioaktiv-markierten cAMP um die Bindung an den Antikérpern und verdringt dies in
Abhéngigkeit der Konzentration in der Probe. Mit jedem Versuch wurde auch eine Stan-
dardgerade erstellt, durch die die cAMP-Konzentration genau bestimmt werden konnte.
Fiir die Auswertung wurden die Werte auf die Probe ohne cAMP-Zugaben bezogen.
Jeder Assay wurde auf die jeweiligen LacZ-Proben bezogen, d.h. dass die maximale Ant-
wort der LacZ-transduzierten Zellen bei 10mM Isoprenalinstimulation als eins gesetzt

wurde. Fiir die Kurvenanpassung wurde der Hill-Slope=1 gesetzt.

2.2.10 Analyse der Markergenexpression durch rtPCR

Zur mRNA-Expressionsanalyse bestimmter Markergene wird eine quantitative PCR (re-
al time-PCR oder reverse Transkriptase PCR) genutzt. mRNAs werden bei der Tran-
skription gebildet und sind ein Zwischenprodukt zwischen dem konstanten Genom und
dem wechselnden Proteom einer Zelle und stellen daher einen quantifizierbaren Einblick

in die Transkriptionsaktivitit bestimmter Gene dar.
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RNA-Priparation

Die Priaparation der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Midi Kit (Qiagen). Vor Beginn
wurden alle Arbeitsmaterialien griindlich mit RNAse-Zap® gereinigt. Die Lyse des Ge-
webes erfolgte in einem stark denaturierenden Puffer zur Inaktivierung der im Gewebe
vorhandenen RNAsen. Mit Proteinase K erfolgte ein zusétzlicher Verdau. Dieser ist in
Herzgewebe notig, da es durch den kontraktilen Apparat ein sehr strukturproteinreiches
Gewebe ist. Durch Zugabe von Ethanol zum salzhaltigen Puffer wurden die Nuklein-
sauren (RNA, DNA) gefillt. Dieses Lysat wurde auf RNA-bindende Siulen mit einer
Silica-Gel-Membran gegeben. Diese Membran ist so konzipiert, dass sie nur RNA bin-
det, die langer als 200 Nukleotide ist, sodass kleine RNA-Spezies wie z. B. transfer-RNA
ausgeschlossen werden. Durch die Ethanol-haltigen Waschschritte verbleibt die RNA auf
der Sdule. Um ein Storen der genomischen DNA bei der rtPCR zu verhindern, wird diese
durch RNAse-freie DN Ase auf der Saule verdaut und ausgewaschen. Die Elution der rei-
nen RNA erfolgt mit RNAse-freiem Wasser. Bis zur Umschreibung erfolgte die Lagerung
bei -80°C.

Reverse Transkription

Die mRNA stellt nur einen geringen Teil, der isolierten RNA dar. Weiterhin vorhanden
ist z.B. ribosomale RNA. Um mRNA-spezifische Untersuchungen machen zu koénnen,
wird sich eine besondere Eigenschaft der mRNA zunutze gemacht. Wahrend der Tran-
skription, erhilt die gespleifite pre-RNA neben einem 5“Cap, das den Transport aus dem
Zellkern und Schutz vor Abbau vermittelt, einen Poly-A-Schwanz am 3° Ende, der in
der Einleitungsphase der Translation von Bedeutung ist. Die fiir die Umschreibung be-
notigte, aus Retroviren stammende, reverse Transkriptase kann aus einstringiger RNA
DNA (cDNA) synthetisieren. Wie alle Polymerasen arbeitet auch die reverse Transkrip-
tase in 3’-Richtung und benétigt eine Startpunkt (Primer) zur Synthese. Durch Einsatz
eines oligo dT-Primers, der an den Poly-A-Schwanz der mRNAs bindet, werden aus-
schliefslich die mRNAs in cDNAs umgewandelt. Dies geschieht in einem 1:1 Verhéltnis,
welches eine Quantifizierung letztlich méglich macht. Fiir eine rtPCR ist es nétig, falsch
positive, d.h. durch genomische DNA verursachte Ergebnisse ausschliefsen zu konnen.
Einerseits werden die PCR-Primer dafiir so gewéhlt, dass sie ein Intron iiberspannen,
welches im Gegensatz zur gespleifsten mRNA in genomischer DNA noch vorhanden ist,
und so durch dessen Linge eine Amplifikation verhindert wird. Andererseits wird wih-

rend der reversen Transkription eine Probe ohne reverse Transkriptase belassen und
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dient so als Negativkontrolle. Zur Erstellung einer Standardreihe wurden vier beliebige
Proben verwendet. Zunéchst wurde die Konzentration der RNA am Nanodrop (Peglab)
gemessen. Fiir die Umschreibung in cDNA wurde 1pg RNA eingesetzt. Diese erfolgte mit
dem Superscript ™-Kit (Invitrogen). Die RNA wurde mit den Oligo-dTs (Endkonzentra-
tion: 1pM) und den dNTPs (Endkonzentration: 0,5mM) fiir 10min auf 70°C erhitzt. In
diesem Schritt wurde moglicherweise vorhandene doppelstriangige RNA denaturiert und
das Binden der Oligo-dTs ermoglicht. Anschliefend wurde 5xPuffer, DTT (Endkonzen-
tration: 10mM), RNAsin (RNAse-Inhibitor von OMEGA) und die reverse Transkriptase
(aufer bei der Negativkontrolle) zugegeben. Die Umschreibung erfolgte fiir 60min bei
42°C. Die Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgte bei 70°C fiir 15min. Dann
wurde die gewonnene cDNA 1:12,5 mit DEPC-Wasser verdiinnt.

Quantitative PCR

Bei der rtPCR wird durch die Primer (Tab. 3) das Fragment vorgegeben, das amplifi-
ziert wird. Eine der Besonderheiten dabei ist jedoch, dass nach jedem Zyklus die Fluo-
reszenz der Probe gemessen wird. Ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit doppelstringiger
DNA interkaliert (EvaGreen), ist dem Reaktionsmix zugesetzt. Das bedeutet, dass mit
jedem Zyklus aufgrund der DNA-Vervielfaltigung auch die Bindung des interkalierenden
Farbstoffes und daher die Fluoreszenz zunimmt (d.h. sich im Idealfall verdoppelt). Die
Zyklusanzahl, die zum Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes bendtigt wird, wird
gemessen (threshhold cycle, Ct). Das heift, dass bei mRNAs/cDNAs, die in geringer
Anzahl vorliegen, dies linger dauert als bei solchen, die stark exprimiert werden. Um
diese Werte unabhéngig von Pipettierfehlern und der eingesetzten RNA- und ¢cDNA-
Konzentration betrachten zu konnen, wird gleichzeitig die Expression eines "housekee-
pingGens analysiert, das als Referenzwert genutzt wird. Ein "houskeepingGen ist ein
Gen, das in einer Zelle konstant und stark exprimiert wird. Fiir diese Versuche wurde
die Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) als "housekeepingGen ver-
wendet. Diese ist ein wichtiges Enzym der Glykolyse. Fiir die rtPCR wurde der 2xSuper-
mix SsoFast™EvaGreen (Biorad) benutzt. In einer 384-Well Platte wurden jeweils 2,5ul
c¢DNA (entspricht 10ng der Ursprungs-RNA), der vier Standards, der Negativkontrolle
und eines Leerwerts (DEPC-Wasser) vorgelegt und anschliefsend die Primer (480nM) mit,
dem Supermix dazu gegeben. Der Supermix enthilt ANTPs, eine DNA-Polymerase und
das Fluorophor in einer gepufferten Losung. Es wurde der C1000 Thermocycler (Biorad)
mit folgendem PCR-Programm benutzt:

57



2 Material und Methoden

98°C 2min

98°C 0,2min

56°C 0,2min Fluoreszenzmessung 40 Zyklen
65°C 0,4min Fluoreszenzmessung

65°C-95°C  0,5°C pro 0,05min Fluoreszenzmessung Schmelzkurve

Mittels der Schmelzkurve zum Ende der PCR konnte iiberpriift werden, ob die Fluores-

zenzkurve das Resultat nur eines oder mehrerer PCR-Produkte ist. Dazu wurde die
Temperatur schrittweise erhoht und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Ein Ab-
fall der Fluoreszenz zeigt den Zeitpunkt an, zu dem der Doppelstrang denaturiert. Die
Schmelztemperatur ist lingen- und sequenzabhéingig und deshalb produktspezifisch.

Die Auswertung der rtPCR erfolgte mit der 2-AACp-Methode nach Livak. Mit dieser
kann die Expression in Relation zu einem Referenzgen und als Vielfaches eines basalen
Zustands dargestellt werden. Normalisiert wird die Expression in diesen Versuchen durch
GAPDH. Als Referenzwert wurden in dieser Arbeit die unbehandelten Wildtypproben
definiert. Dazu werden zunéchst die ACt gebildet bzw. das Testgen in Verhéltnis zum

Referenzgen dargestellt.
ACt = Cg (Testgen) — Cr (GAPDH)

Anschlieftend wird ACT der anderen Proben im Verhiltnis zum Basalzustand betrachtet.

Beil mehr als einem basalen Wert wird der Mittelwert aller basalen ACt verwendet.
AACt = ACt (Proben) — ACt (Basal)

Im letzten Schritt wird die Effizienz der PCR einberechnet. Dabei wird angenommen,
dass sich die Kopienzahl des amplifizierten Gens innerhalb eines Zyklus verdoppelt. Das
normalisierte Verhaltnis zwischen den Proben und dem Basalzustand wird deshalb wie

folgt berechnet:

2—AACT

2.2.11 Bestimmung der BAR-Expression in isolierten Herzmembranen

Um zu untersuchen wie sich die RKIP-Expression auf die BAR-Dichte auswirkt wurden
Kardiomyozytenmembranen isoliert. Dazu wurde linkventrikulires Gewebe von Wt und
RKIP-tg, das basal sowie nach dreiw6chiger Aortenkonstriktion entnommen wurde, be-
nutzt. Zur Homogenisierung wurde das Gewebe in Homogenisierungspuffer mit einem

Ultrathurrax zerkleinert. Zelltriimmer und intakte Zellen wurden durch Zentrifugation
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2 Material und Methoden

bei 1,700xg, 4°C fiir 10min entfernt. Die Uberstinde wurden erneut bei 50,000xg 4°C fiir
30min zentrifugiert um die Membranfraktion von der zytosolischen Fraktion zu trennen.
Der Uberstand, der das Zytosol enthélt wurde verworfen und das Pellet in Membran-
puffer resuspendiert. Die Rezeptordichte wurde mittels der maximalen Bindung von
[*2°T|Cyanopindolol an die BRezeptoren analysiert. Dazu wurden 50ug Membranprotein
mit 300pM des Antagonisten [*?°I|Cyanopindolol in An- oder Abwesenheit von 100pM
Alprenolol, durch den die unspezifische Bindung ermittelt werden sollte fiir 90min bei
37°C inkubiert. Die Ansétze wurden iiber mit Polyethylenimine (0,3%, v/v) befeuchtete
Glassfaserfilter (Millipore) gegeben und mit eiskaltem 50mM Tris-HCl (pH7,6) gewa-
schen. Anschliefend wurde der verbliebene Radioligand im y-Counter fiir 1min gemessen.
Die Auswertung erfolgte durch Subtraktion der unspezifischen Bindung (+ Alprenolol)
von der Gesamtbindung (-Alprenolol). Aus der Konzentration des Radioliganden wurde,
ein 1:1 Verhéiltnis angenommen die Konzentration der BAR berechnet. Diese wurde an-

schliefend auf die eingesetzte Proteinkonzentration bezogen und in fmol /g angegeben.
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3.1 Effekte der RKIP-Expression in neonatalen Kardiomyozyten

Zur Untersuchung einer gesteigerten RKIP-Expression wurden zunéchst neonatale Ratten-
Kardiomyozyten (NRKM) als Modellzellsystem benutzt. Eine Uberexpression wurde hier
durch Transduktion der Zellen mit adenoviralen Vektoren, die fiir RKIP, seine phospho-
rylierungsdefiziente Mutante RKIPS'%34 oder Kontrollproteine wie das griin fluoreszie-
rende Protein (eGFP) oder die B-Galaktosidase (LacZ) kodieren. Die Kontrollvektoren
greifen auf die gleiche Weise in die Transkription ein. Die daraus entstehenden Pro-
teine haben jedoch keine physiologische Funktion in Kardiomyozyten, da sie art- und

zweckiremde Proteine darstellen.

Die Expessionslevel von RKIP hat Einfluss auf die Kontraktilitat

Durch die GRK2-inhibitorische Funktion von RKIP besteht die Moglichkeit Einfluss auf
die BAR zu nehmen und da sie die bedeutendsten Rezeptoren fiir die Regelung der Kon-
traktilitdt sind, auch auf die kontraktile Funktion. Friihere Ergebnisse von Lorenz et al.,
2003| zeigen auferdem, dass eine Reduktion der RKIP-Expression zur Senkung der kon-
traktilen Aktivitat fithrt. Mittels Transduktion der Zellen sollten deshalb die Effekte von
RKIP auf die Kontraktilitdt untersucht werden. Die Auswertung von Calciumtransienten
ist ein Parameter der zu diesem Zweck herangezogen werden kann. Die Calciumtransi-
enten werden mittels des, in das Zytoplasma eingebrachten, calciumsensitiven Farbstoffs
Fura-2 aufgezeichnet. Der Transientenaufstieg gibt Aufschluss iiber die Calciumstrome
aus dem sarcoplasmatischen Retikulum (SR) und dem Extrazellulirraum in das Zy-
toplasma. Umgekehrt beschreibt das Abfallen des Transienten den Riicktransport des
Calciums in das SR und den Extrazellulirraum. Die Beschleunigung des Calciumein-
stroms, sowie des Ausstroms impliziert eine Erhohung der Kontraktilitdt. Die in diesem
Versuch verwendeten NRKM bilden eine Zellverband, der spontane Kontraktionen zeigt.

Die Zellen wurden transduziert, mit Fura-2 beladen und anschliefsend gemessen.
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Abbildung 3.1: Expressionskontrolle und Calciummessungen in neonatalen Kardiomyozyten.
Reprisentative Western Blot Analyse mit einem Antikérper gegen RKIP (Lorenz et al., 2003)
von mit LacZ und RKIP (zwei verschiedenen Viruskonzentrationen) transduzierten Kardiomyo-
zyten (links). Zeit bis zu 90%iger Riickkehr (Tggs) zur Basallinie des Calciumtransienten von
LacZ, RKIP und RKIPS'534 transduzierten Kardiomyozyten dargestellt als Vielfaches der LacZ-
transduzierten Kontrolle (rechts, Mittelwert aus LacZ, RKIP, n=15, RKIPS'%3A n=14). Die
LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittel-
werts dar. * signifikant gegeniiber allen anderen Transduktionen; p < 0,05.

In Abbildung sieht man die Erhohung der RKIP Expression in den NRKM. Eine
geringere Virusmenge (1:2x10°) fiihrte dabei zu einer ca. 75% Erhohung und eine ho-
here Virusmenge (1:6x10%) zu einer 200% Erhohung des endogenen RKIP-Levels. Fiir
Flag-markiertes Wildtyp und flag-markiertes phosphorylierungsdefizientes RKIP war die
Expression vergleichbar. Die Auswertung der Calciumtransienten zeigte fiir RKIP trans-
duzierte Zellen eine relative Beschleunigung der Calciumtransienten im Hinblick auf die
Relaxation, also die Calciumriickfiihrung aus dem Zytosol in das SR und den Extrazel-
lularraum. Im Vergleich zu den Kontroll-transduzierten Zellen sowie zur phosphorylie-
rungsdefizienten Mutante war die Zeit, die fiir den Abfall des Calciumtransienten (d.h.
vom Maximum des Transienten bis zur Wiederkehr auf das Niveau, das vor Beginn des

Anstiegs bestand) verging, bei den RKIP exprimierenden Zellen kiirzer.

Die RKIP-Expression erhoht den maximalen cAMP-Spiegel

Die Kontraktilitit von Kardiomyozyten ist in grofen Teilen von den BAR beeinflusst
(Rockman et al., [2002). Die erhohte Kontraktilitdt kann somit ein Indiz fiir eine ge-
steigerte Aktivierung der BAR sein. Um zu untersuchen, ob BAR abhingige Signalwege
in RKIP transduzierten Zellen verstirkt sind, wurde die Isoprenalin (BAR-Agonist)-
induzierte cAMP-Akkumulation untersucht, da die Stimulation der AR eine Steigerung
der cAMP-Spiegel, die Aktivierung der PKA und damit eine Verbesserung der elektro-

mechanischen Kopplung mit sich zieht.
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Abbildung 3.2: Dosis-Wirkungskurve der cAMP Akkumulation in transduzierten NRKM (LacZ
und RKIP). Aufgetragen ist die cAMP-Konzentration als ein Vielfaches der maximalen cAMP-
Konzentration der LacZ-transduzierten Zellen gegen den dekadischen Logarithmus der Isoprena-
linkonzentration (Mittelwert aus n=4). Das Maximum der LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt.
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber RKIP
mit der jeweiligen Isoprenalinkonzentration; p < 0,05.

In Abbildung wurde die Dosis-Wirkungskurve der Isoprenalin-induzierten cAMP-
Akkumulation aufgetragen. Die cAMP-Konzentration wurde durch einen Radio-Immun-
Versuch bestimmt. Hier sieht man, dass RKIP unter unstimulierten Bedingungen keinen
Effekt auf die cAMP-Produktion hatte (LacZ = 2,4 + 0,88 nM vs. RKIP = 2,0 £ 0, 88
nM). Betrachtet man jedoch die Produktion nach Stimulation mit 100 nM, 1 pM oder
10 pM (LacZ = 26 £ 6,9 nM vs. RKIP = 32 £ 8,3 nM), stellt man fest, dass in diesen
Konzentrationsbereichen die Antwort der RKIP-transduzierten Zellen erhoht war. Eine
Erhohung der RKIP-Level um ca. 75% (Virusverdiinnung 1:2x10°, sieche Abb. ist
somit in der Lage fAR-abhingige Signalwege zu erh6hen. Besonders zu beachten ist die
Tatsache, dass RKIP keine Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve verursachte und
die EC50 der RKIP-Zellen gleich dem der LacZ-Kontrolle waren. Eine mogliche Ursache
konnte ein zu geringes RKIP-Expressionslevel gewesen sein. Diese Méglichkeit wurde in
folgendem Versuch auf Ebene der PKA-Aktivitdt in Abhidngigkeit der RKIP-Expression

untersucht.

Das RKIP-Expressionsniveau hat Einfluss auf die PKA-Aktivitit in NRKM

Eines der Schliisselenzyme bei der Beschleunigung der elektromechanischen-Kopplung
in Herzzellen ist die durch cAMP aktivierte PKA. Von ihr ist die Phosphorylierung eini-
ger Schliisselproteine abhéngig, die die Kontraktions- sowie Relaxationsgeschwindigkeit

erhohen.

63



3 Ergebnisse

= 47@lLacZ
8 o RKIP
N3 *i
g8 ° Ed
E_I
gé 27 * * *
o
<3
a5 14
R
20
[*2P]Phd - -
10nMlIso - -+ _+ + + F
Virus Verdinnung 1:2x10°  1:2x10°  1:6x10° %
o

Abbildung 3.3: Untersuchung der PKA-Aktivitit in Zelllysaten von transduzierten NRKM
(LacZ und RKIP). Repréasentative autoradiografische Aufnahme und Quantifizierung der in vi-
tro 132IP-Phosphorylierung von dem PKA-Substrat Phosducin. Aufgetragen wurden Versuche
in NRKM (Mittelwert aus n=4), transduziert mit verschiedenen Virusverdiinnungen von LacZ
oder RKIP, in An- oder Abwesenheit einer Stimulation mit Isoprenalin. Als Kontrolle der PKA-
Spezifitdt dieser Phosphorylierungsstelle wurde eine phosphorylierungsdefiziente Mutante von
Phosducin (Phd®™#) aufgetragen. Diese Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Kris-
tina Lorenz erzeugt. Die unstimulierte LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken
stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den unstimulierten Be-
dingungen; # signifikant gegeniiber allen anderen Bedingungen; p < 0,05.

Die PKA-Aktivitdt wurde mittels eines spezifischen Substrats und radioaktiv markier-
tem y-P2ATP quantifiziert. Als Substrat fiir die PKA wurde Phosducin benutzt, das eine
PKA-Phosphorylierungsstelle am Serin 73 besitzt (Bauer etal., [1992). Fiir den Versuch
wurde die zytosolische Fraktion der transduzierten NRKM, die die aktiven katalyti-
schenen Einheiten der PKA beeinhaltet, mit Phosducin und y-PZATP in einem Phos-
phorylierungspuffer kombiniert. Die Ubertragung der markierten Phosphate konnte im
Autoradiogramm quantifiziert werden. Als Kontrolle wurde die phosphorylierungsdefizi-
ente Mutante des Phosducin verwendet. Durch das Fehlen des Signals kann die Bande
identifiziert und als spezifisch fiir diese Phosphorylierungsstelle angenommen werden. In
Abbildung [3.3|wurde die PKA-Aktivitit unter Einfluss einer Isoprenalinstimulation und
der RKIP-Expressionmenge aufgetragen. Die Isoprenalinkonzentration wurde im Bereich
des EC50s (10 nM) gewiihlt, da es bei der cAMP-Akkumulation in diesem Bereich keinen
Unterschied gab. Es zeigt sich, dass RKIP, dhnlich wie auf die cAMP Produktion, auch
auf die Aktivitdt der PKA im unstimulierten Zustand verglichen mit den LacZ-Zellen
keinen Einfluss hat. Auch bei einer Isoprenalinkonzentration, die im Bereich des EC50s
liegt, sicht man analog zu Abbildung keinen Unterschied. Erst bei Erhéhung des
Expressionsniveaus hat RKIP eine steigernde Wirkung auf die PKA-Aktivitit.
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3.2 Effekte der RKIP-Expression in transgenen Mausen

Die Untersuchungen an NRKM weisen daraufthin, dass RKIP eine bestirkende Wirkung
auf die Kontraktilitit und die die Kontraktilitdt-vermittelnden Signalwege von Herz-
zellen hat. Um die Effekte im physiologischen Kontext zu untersuchen, wurden Mause
generiert, die RKIP herzspezifisch unter Kontrolle des a-myosin heavy chain-Promotors
exprimieren. Da die Expression des aMHC-Gens fiir Kardiomyozyten spezifisch ist kann
durch die Nutzung des Promotors eine herzspezifische Expression erreicht werden. Dar-
aus ergaben sich zwei Linien, die RKIP in unterschiedlicher Héhe exprimieren. Die Linie
# 4 zeigt eine geringere Expression als die Linie #13. Sowie zwei Linien (#10 und #13)
fiir die phosphorylierungsdefiziente Mutante, RKIPS!%34 | die eine vergleichbare Expres-

sion aufweisen.

Wi RKI

Abbildung 3.4: Untersuchung der RKIP-Expression in transversalen ventrikuldren Schnitten
von Wildtyp FVB/N (Wt) und RKIP-transgenen Linie # 4(RKIP-tg # 4) Mé&usen. Représen-
tative immunhistochemische (IHC) Farbungen mit einem Antikérper gegen RKIP (Lorenz et al.,
2003).

Die Uberexpression wurde zum einen mittels Immundetektion im Western Blot kon-
trolliert (siehe Schmid etal., 2015)). Hier wurden alle verwendeten Linien untersucht
und das Makl der erhohten Expression quantifiziert. Dabei ergab sich, dass die RKIP-tg
der Linie #4 eine dreifache und die RKIP-tg der Linie #13 eine ca. siebenfache Erho-
hung zeigen. Die beiden RKIPS'%*A_Linien sind im Bereich der RKIP-tg Linie #4 (ca.
dreifach). Zum anderen wurden immunhistochemische Untersuchungen an Herzschnitten
angefertigt um die Uberexpression zu visualisieren (Abbildung . Man sieht, dass die
Braunfarbung, die einem vermehrten Auftreten von RKIP entspricht, in den Schnitten
der RKIP-transgenen Tiere der Linie #4 verstirkt ist. Dies unterstiitzt die Ergebnisse
der Quantifizierung und bestitigt die Uberexpression von RKIP in den RKIP-tg.

Die bekannteste Wirkung des RKIP ist die Inhibition von Raf. Durch die Phosphory-
lierung an Serin 153 wird die Dimerisierung und Inhibition der GRK ausgelost. Der
Austausch des Serin durch Alanin in der phosphorylierungsdefizienten Mutante verhin-
dert also die Dimerisierung und dadurch die GRK-inhibitorische Funktion von RKIP.
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Abbildung 3.5: Untersuchung der ERK1/2-und der RKIP-Phosphorylierung unter Abhéin-
gigkeit des Expressionsniveaus von RKIP. Western Blot Analyse und ein reprasentativer Wes-
tern Blot der ERK1/2-Phosphorylierung (Antikorper: pERK1/2 (T202/Y204); ERK1/2) in Wt,
RKIP (RKIP-tg) mit ca. dreifach (#4) und siebenfach (#13) erhdhter Expression und RKIPS1534
Méusen (links). Der Wt ist dabei auf 1 gesetzt. Western Blot Analyse und ein représentativer
Western Blot der RKIP-Phosphorylierung (Antikorper: pRKIP (pSer153), RKIP (Lorenz et al.,
2003)) in RKIP (RKIP-tg) mit ca. dreifach (#4) und siebenfach (#13) erhohter Expression
(rechts). RKIP-tg #4 ist dabei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber allen anderen Genotypen; p < 0,05.

In diesem Zusammenhang ist von besonderem Interesse wie sich RKIPS%%A nun gegen-
iiber Raf verhélt. Versuche die Raf-Inhibition in NRKM zu untersuchen zeigten keine
Unterschiede zwischen den verschieden-transduzierten Zellen (LacZ, RKIP, RKIPS1534).

In den Ergebnissen von Deiss et al., |2012 zeigte sich bereits, dass das Gleichgewicht
zwischen der phosphorylierten und unphosphorylierten Form (an Ser 153) stark auf die
Seite der phosphorylierten Form verschoben ist. Dies legt nahe, dass es sich um sehr
kleine Unterschiede handelt. Eine weitere Erklarung konnte die nur kurzfristige Uber-
expression von RKIP und RKIPS'34 durch Transduktion der NRKM sein. Aus diesem
Grund wurden die transgenen Méuse auf ihre inhibitorischen Effekte gegeniiber Raf
im Herzen untersucht. Da Raf am Anfang der Raf/MEK/ERK-Kaskade steht, wurde
die Phosphorylierung und damit die Aktivitat der Effektorkinase ERK als Mafs fiir die
Inhibition verwendet. Abbildung|[3.5| (links) zeigt représentative Western Blots der ERK-
Phosphorylierung am TEY-Motiv (mafgeblich fiir die Aktivitit) und die Quantifizierung
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dieser. Eine moderate dreifache Erhohung der Expression von RKIP (Linie #4) beein-
flusst die ERK-Aktivitdt nicht. Die weitere Erhohung der Expression auf das Siebenfache
(Linie #13) zeigte eine leichte aber nicht signifikant niedrigere ERK-Aktivitat und erst
die Expression der phosphorylierungsdefizienten Mutante (RKIPS%34) bewirkte eine In-
hibition um ca. 40% des Wt. Dies zeigt eine Raf/ MEK/ERK-Inhibition von RKIP, die
stark von der Expressionsmenge abhidngt. Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung
des RKIP sich abhédngig von den beiden Expressionslevel der RKIP-tg M&use dndert,
wurde die Phosphorylierung an Serin 153 des RKIP in Herzlysaten untersucht. Hier
zeigte sich, dass die Erhdhung der Expression vom Dreifachen auf das Siebenfache nicht
zu einer weiteren Erhéhung der RKIP-Phosphorylierung fiihrt. Die deutet darauf hin,
dass die basale PKC-Aktivitdt trotz der Vermehrung des Substrats RKIP keine weitere
Phosphorylierung vermitteln kann.

Die Tatsache, dass RKIP bei moderater Expression keine Raf-inhibitorischen Effekte
hat, steht im Einklang mit den Erkenntnissen, dass RKIP im Herzen zu einem grofsen
Teil an GRK2 gebunden ist (Deiss et al., 2012)). Deshalb sollte im néchsten Schritt die
GRK2-Aktivitat auf verschiedene GRK2-spezifische Substrate untersucht werden. Fiir
die Wahl der Substrate war das Vorhandensein von Antikérpern, die fiir die GRK2-
Phosphorylierungsstellen spezifisch sind und die Anwendbarkeit dieser in kardialen Ly-
saten wichtig, da die Analyse iiber Western Blots erfolgen sollte. Zur Untersuchung
der Aktivitdt gegeniiber eines Rezeptors wurde die GRK-Phosphorylierungsstelle an
Serin 356/366 des B2AR (Seibold etal., [2000) gewihlt. Als zytosolisches bzw. nicht-
Rezeptorsubstrat wurde Ezrin gewihlt (GRK-Phosphorylierung an Threonin 567; Cant
und Pitcher, 2005), das aus der Ezrin/Radixin/Moesin (ERM)-Proteinfamilie stammt,
die Aktin-bindende Proteine darstellen und damit eine wichtige Funktion in der Erhal-

tung des Zytoskeletts besitzen.

In Abbildung (links) zeigt sich, dass die Uberexpression von RKIP zu einer Re-
duktion der ByAR-Phosphorylierung im Vergleich zum Wildtypen und zur RKIPS!33A
fithrt. Dies weist darauf hin, dass die GRK in RKIP-transgenen Méausen gehemmt wird.
Die phosphorylierungsdefiziente (RKIP5%34) und damit gegeniiber der GRK inaktive
Mutante zeigt keine Reduktion, was die zuvor beschriebene phosphorylierungsabhéngige
Hemmung der GRK durch RKIP (Lorenz et al., 2003; Deiss et al., |2012)), bestétigt. Im
Gegensatz zum B2 AR ist die ERM-Phosphorylierung (Abbbildung rechts) unter den
untersuchten Genotypen nicht unterschiedlich. Daraus kann man schliefsen, dass RKIP
die Funktion der GRK gegeniiber den Rezeptoren reguliert und die GRK-Funktion ge-

geniiber dem zytosolischen Substrat Ezrin unter basalen Bedingungen nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.6: Untersuchung der GRK-vermittelten Phosphorylierung eines Rezeptorsub-
strats und eines zytosolischen Substrats. Western Blot Analyse und ein reprisentativer Wes-
tern Blot der B2 AR (links; Antkorper: pp2 AR (S355/S356), GB) und der Ezrin/Radixin/Moesin-
Phosphorylierung (rechts; Antikorper: pEzrin (T567)/Radixin (T564) /Moesin (T558), GB) in
Wt, RKIP (RKIP-tg)- und RKIPS'%3A_transgenen Miusen (Mittelwert aus n—=7). Der Wt ist da-
bei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant
gegeniiber allen anderen Genotypen; n.s. nicht signifikant; p < 0,05.

Um die Effekte von RKIP in Abhéngigkeit der BAR zu untersuchen wurden RKIP-
transgene FVB /N Miuse in einen Hintergrund gekreuzt in dem entweder der $; AR oder
der B2 AR fehlt. Als Kontrollméuse wurden nur die Wurfgeschwister verwendet, da diese
den selben gemischten Hintergrund haben. Auch diese Mause wurden auf ihre GRK-
Aktivitdt gegeniiber Rezeptor- und zytosolischen Substraten (pp2AR, Ezrin) untersucht.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle [3.1] aufgefiihrt.

Tabelle 3.1: Quantifizierung der p2 AR (Antikdrper: p2 AR (S355/S356)) und Ezrin/Radixin /-
Moesin (Antikorper: pEzrin (T567)/Radixin (T564) /Moesin (T558))-Phosphorylierung von Wt
und RKIP-tg im $; KO und B3;KO. Die reinen BKOs sind dabei auf 1 gesetzt. Die Werte stellen
den Mittelwert aus n=>5 fiir den p; KO-Hintergrund und n=6 fiir den f>KO-Hintergrund 4+ den
Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber dem $;KO; p < 0,05.

GRK2-Substrat | ;KO RKIP /B KO | B2KO RKIP /B KO
phospho-poAR | 1,04+0,0 0,724+ 0,043* | - -

phospho-ERM | 1,0£0,0 1,09+0,067 | 1,0£0,0 1,05£0,10

Es ist zu sehen, dass im Falle des f; KO und des B,KO keine Hemmung der GRK-
Aktivitdt auf zytosolischer Ebene zu sehen ist. Im Hinblick auf die Inhibition der Re-
zeptorphosphorylierung konnte durch das Fehlen des fsAR in den B,KO Mé&usen nur

die B; KO-Méause untersucht werden. Jedoch zeigt sich auch in diesem Hintergrund eine
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Sperzifitit fiir das Rezeptorsubstrat, da auch in diesen Mausen die Phosphorylierung des
B2AR in den RKIP/B;KO-Mé&usen reduziert ist. Mit Hilfe eines in wvitro Versuchs mit
Rhodopsin als Substrat konnte dieser Effekt auch fiir die RKIP/B,KO Mause gezeigt
werden (Schmid et al., 2015).

Die RKIP-Expression erh6ht die SR-Beladung

Wie zuvor in den neonatalen Kardiomyozyten, sollte nun auch die Kontraktilitiat der
adulten Kardiomyozyten aus den transgenen Mausen untersucht werden. Neben den
zuvor erhaltenen Parametern sollte besonderes Augenmerk auf die SR-Beladung gelegt
werden. Auferdem ist es in adulten Kardiomyozyten im Gegensatz zu NRKM moglich
Einzelzellmessungen anzufertigen, da diese direkt nach der Isolation gemessen werden
und keinen Zellverbund ausbilden. Dafiir wurde der vorher beschriebene calciumsensi-
tive Farbstoff Fura-2 verwendet. Die adulten Zellen wurden durch retrograde Perfusion
der Mausherzen isoliert. Die Kontraktion der isolierten Zellen wurde entweder durch das
Anlegen einer Spannung (20V; 0,5Hz) oder einer Bolusgabe von Koffein ausgelost. Die
spannungsabhingige Kontraktion simulierte die Normalbedingung, bei der durch Offnen
der spannungsabhéngigen L-Typ-Calciumkanéle (LTCC) ein Calciumeinstrom ins Zyto-
sol induziert wird, welcher die Offnung der Ryanodin-Rezeptoren 2 (RyR2) und damit
eine weitere Erh6hung des Calciumgehalts aus den sarcoplasmatischen Calciumspeichern
zu Folge hat. Der Riicktransport des Calciums geschieht durch die sarcoplasmatische
SERCA2 und den membranstidndigen NCX Transporter. Der Einstrom von Calcium
in das Zytosol ist ein passiver Vorgang entlang eines Konzentrationsgradienten durch
Kanile und damit sehr schnell wihrend der Riicktransport aus dem Zytosol ein akti-
ven und dadurch langsameren Transportmechanismus darstellt. Das Koffein bewirkt im
Gegensatz zur elektrischen Stimulation eine Spannungs- und Calcium-unabhéngige an-
dauernde Kanaloffnung des RyR2. Daraus resultiert eine komplette Entleerung des SR,
so dass die Amplitudenhéhe eine Aussage iiber den Gesamtcalciumgehalt im SR zulasst.
Auferdem bietet der t-Wert, als eine Konstante, die den Transientenabfall beschriebt,
ein Maf fiir die Aktivitdt des Natrium-Calciumaustauschers (NCX), der das Calcium
aus dem Zytosol in den Intrazelluldrraum transportiert. Da das SR andauernd entleert
wird kann die Aktivitdt der SERCA2 unter diesen Bedingungen vernachlissigt werden.
Vergleicht man nun die Calciumamplituden der verschiedenen Genotypen in Abbildung
3.7 (links), kann man sehen, dass der Calciumgehalt wihrend einer reguldren span-
nungsinduzierten Systole in den RKIP-transgenen Mausen hoher ist. Dies weifst auf eine

kraftvollere Kontraktion in den Kardiomyozyten RKIP-transgener Mause hin. Um zu
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Abbildung 3.7: Untersuchungen der Calciumtransienten von adulten Kardiomyozyten. Darge-
stellt ist der Mittelwert der Amplitude der Calciumtransienten, die elektrisch induziert (20V,
0,5Hz; links) oder durch Koffein induziert (10mM Koffein, lokale Stimulation; Mitte) wurden in
F340/380- Der tca-Wert der Koffein-induzierten Ca’T-Transienten beschreibt dessen Abnahmeki-
netik in ms (T, entspricht der monoexponentiellen Zeitkonstante des Transientenabfall) und ist
damit ein indirektes Maft der NCX-Aktivitdt. Untersucht wurden Wt (n=20), RKIP-tg (n=20)
und RKIPS!%3A (n=18).* signifikant gegeniiber allen anderen Genotypen; p < 0,05.

untersuchen wie sich der Calciumgehalt des SR in den verschiedenen Genotypen verhilt
wurden die Koffein-induzierten Transienten im Hinblick auf ihre Amplitudenhthe (Ab-
bildung 3.7, Mitte) und Abnahmekinetik (Abbildung[3.7] rechts) ausgewertet. Hier sieht
man dass die Kardiomyozyten RKIP-transgener Mause auch einen héheren Calciumge-
halt im SR zeigen und damit auch mehr Calcium fiir eine Kontraktion zur Verfiigung
steht. Betrachtet man in diesem Zusammenhang das t¢, des Transienten, dann zeigt sich,
dass sich die Aktivitit des Natrium-Calciumaustauschers (NCX) in den Kardiomyozyten

RKIP-transgener M&use nicht von den anderen Genotypen unterscheidet.

RKIP nimmt unter basalen Bedingungen keinen Einfluss auf die Expression

Calcium-translozierender Proteine

Wie schon erwdhnt sind die Hauptmediatoren der elektromechanischen Kopplung die
Kanéle und Transporter, die fiir den Einstrom und Riicktransport in und aus dem SR
verantwortlich sind. Zu Beginn vermitteln die Kanile LTCC und RyR2 den Calciumein-
strom und verursachen damit die Systole. Nachfolgend vermitteln SERCA2 und NCX,
die aktive Transportmechanismen darstellen, den Calciumriicktransport und damit die
Diastole. Unterschiede in der Expression und Aktivitiit dieser Proteine kann eine An-
derung der Kontraktilitdt zur Folge haben. Bei dem bei RKIP beobachteten Phinotyp
einer erhohten Kontraktilitdt ist es deshalb von Interesse die Proteinexpression der ein-
zelnen Komponenten zu iiberpriifen. Mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen die

oben genannten Proteine sollten Unterschiede im Proteingehalt untersucht werden.
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Abbildung 3.8: Analyse der Expression des NCX und der SERCA2. Reprasentative Western
Blots und entsprechende Quantifizierungen des NCX (links) und der SERCAZ2 (rechts) in Lysaten
von Wt, RKIP- und RKIP5'%3A_transgenen Miusen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n=7. Der
Wt wurde auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar; p <
0,05.

In Abbildung kann man sehen, dass weder die Expression des NCX (links) noch
der SERCA2 (rechts) in den Herzen RKIP iiberexprimierender Méuse verdndert ist. Im
Hinblick auf die Aktivitdt der beiden Proteine kann man in sehen, dass auch die
Aktivitdt des NCX in den RKIP-Mé&usen unverdndert ist. Ein Maf fiir die Aktivitit der
SERCAZ2 ist die Phosphorylierung des endogenen Inhibitors Phospholamban (PLN). Ei-
ne erhohte Phosphorylierung hat das Abdissoziieren des Inhibitors von der SERCA2 zur
Folge und fiihrt damit zur Erhéhung der Aktivitdt der SERCA2. Die Untersuchung der
PLN-Phosphorylierung zeigte eine Erhéhung der Phosphorylierung und deutet somit auf
einen beschleunigten Riicktransport des Calciums in das sarcoplasmatische Retikulum
hin (siche Schmid et al., 2015)). Eine beschleunigte Relaxation ist damit eher durch die
erhohte Aktivitdt des SERCAZ2 als durch das vermehrte Vorhandensein der Transporter
zu erklaren.

In Abbildung ist die Expression der wichtigsten kardialen Calciumkanéle, des RyR2
(links) und des LTCC auch Cay1.2 genannt (rechts), dargestellt. Auch hier zeigt sich,
dass die erh6hten Calciumamplituden nicht durch ein vermehrtes Vorkommen der beiden
Kanile bedingt sind. Fiir eine differenziertere Untersuchung der erhthten Calciumam-
plituden muss deshalb auch die Aktivitit beriicksichtigt werden. Die Aktivitat dieser
beiden Kanile wird im Kapitel 3.7 ndher betrachtet.
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Abbildung 3.9: Analyse der Expression des RyR2 und des Cay1.2. Reprisentative Western
Blots und entsprechende Quantifizierungen des RyR2 (links) und des Cay1.2 (rechts) in Lysaten
von Wt, RKIP- und RKIPS'534_transgenen Miusen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n—=7 im
Fall des RyR2 und n=6 im Fall des Cavy1.2. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des

Mittelwerts dar. p < 0,05.

RKIP fiihrt zu einer vermehrten PKA-Aktivierung in adulten

Kardiomyozyten

Im Hinblick auf die erhohte Aktivitdt der PKA in RKIP iiberexprimierenden neonata-
len Kardiomyozyten in Abbildung [3.3] sollte die Aktivitdt dieser fiir die Kontraktilitét
entscheidenden Kinase auch in vivo untersucht werden. Dafiir wurden die Lysate von
Wt und RKIP-tg isolierten adulten Kardiomyozyten in einem Phosphorylierungsassay
inkubiert und die Phosphorylierung des PKA-Substrats Phosducin untersucht.
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Abbildung 3.10: PKA-Aktivitét in Herzlysaten. Représentative Autoradiografie und Quanti-
fizierung der Phosducin-Phosphorylierung in Lysaten von Wt und RKIP-tg Mausen. Der Wt
wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus n=4. Die Fehlerbalken stellen den Stan-
dardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber dem Wt; p < 0,05.

Der Graph und die zugehérige Autoradiografie zeigen, dass die Aktivitdt der PKA in

den RKIP-iiberexprimierenden Mausen auf das Doppelte erhoht ist. Dies ist ein weiteres
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Indiz dafiir, dass die BAR Rezeptoren verstarkt aktiviert sind.

RKIP erhoht die Aktivitdt der kardialen CaMKII

Neben der PKA ist die CaMKII eine weitere wichtige Kinase, die durch p-adrenerge
Signalwege aktiviert wird. Wie der Name andeutet ist sie Calcium-abhéngig, so dass der
Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol in Folge der f-adrenergen Aktivierung zu
einer Erhohung der Phosphorylierung an Threonin 186 fiihrt, welche ein Maf fiir die
Aktivitat der Kinase ist (Erickson, 2014)).

In Abbildung ist der Immunoblot der CaMKII-Phosphorylierung gezeigt. Im Ver-
gleich zum Wildtyp fithrt die Uberexpression von RKIP zu einer erhthten CaMKII
Aktivierung. Da die PKA und die CaMKII mit positiver Inotropie aber auch mit der
Ausbildung einer kardialen Hypertrophie und Fibrose assoziiert sind, ist es wichtig den
Einfluss der einzelnen Kinasen auf ihre Phosphorylierungssubstrate zu untersuchen. In
Kapitel 3.8 wird der Phosphorylierungsstatus der Stellen spezifisch fiir PKA und CaM-
KII an RyR2 und LTCC nédher untersucht.
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Abbildung 3.11: CaMKII-Aktivitdt in Herzlysaten. Représentativer Western Blot und Quan-
tifizierung der CaMKII-Autophosphorylierung an Threonin 286 (Antikérper: pCaMKII (T286);
GB) als Mak der Kinaseaktivitdt in Herzlysaten von Wt und RKIP-transgenen Mé#usen. Der
Wt wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus n=6. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler des Mittelwerts dar. p < 0,05.

RKIP nimmt keinen Einfluss auf die Expression kardialer Phosphatasen

Abgesehen von dem Einfluss der Kinasen, die zu einer vermehrten Phosphorylierung
von Kontraktions-assoziierten Proteinen fithren, kénnen ebenso kardiale Phosphatasen
Einfluss auf das Maf der Phosphorylierung und damit die Kontraktilitdt haben. Wichtige

73



3 Ergebnisse

Phosphatasen im Herzen sind PP1 und PP2A; die im Zytosol lokalisiert sind (Weber
et al., 2015)). Daher sollte untersucht werden ob RKIP Einfluss auf die Expression dieser

Phosphatasen nimmt.
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Abbildung 3.12: Analyse der Expression der PP1 und PP2A. Reprisentativer Western Blot und
entsprechende Quantifizierung der Protein Phosphatase 1 (links) und der Protein Phosphatase
2A (rechts) in Lysaten von Wt, RKIP- und RKIPS!53A_transgenen Mausen. Der Wt wurde auf 1
gesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus n=7. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des

Mittelwerts dar. p < 0,05.

Die Expression wurde durch spezifische Antikérper gegen PP1 oder PP2A mittels Wes-
tern Blot analysiert. In Abbildung siecht man weder bei PP1 (links) noch bei
PP2A (rechts) einen Unterschied bei der Analyse der Herzlysate von Wildtypen, RKIP-
transgenen und der phosphorylierungsdefzienten RKIP3'33A_Mutante. Dies bedeutet,
dass die Uberexpression von RKIP keinen Einfluss auf die Expression dieser beiden
Phosphatasen im Herzen hat. Ferner kann angenommen werden, dass die Substratphos-

phorylierung in RKIP-tg durch die Aktivitit der Kinase bestimmt ist.

Der Einfluss des RKIP auf die PP1-Inhibitor (I-1) Phosphorylierung

Die Aktivitdt der PP1 wird durch ein inhibitorisches Protein, den Inhibitor 1 (I-1) re-
guliert (Wittkopper etal., 2011). Eine PKA-vermittelte Phosphorylierung an Threonin
35 flihrt zur Aktivierung des Inhibitors und zum Abdissozieren des Inhibitors von PP1.
Eine vermehrte Phosphorylierung des I-1 bedeutet somit eine erhéhte Aktivitat der PP1.
Um Aufschluss iiber die Aktivitdt der PP1 zu bekommen wurde deshalb die Phospho-

rylierung des I-1 untersucht.

In Abbildung sieht man die Western Blot Analyse des Phosphorylierungsstatus des
I-1. Der Vergleich der drei Genotypen (Wt, RKIP, RKIP5534) zeigt, dass die Phospho-
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Abbildung 3.13: Aktivitit des Phosphatase Inhibitors 1 (I-1) in Herzlysaten. Reprisentativer
Western Blot und Quantifizierung der I-1 Phosphorylierung an Threonin35 (Antikoérper: pDAR-
PP32 (T34); Detektion des pI-1 (T35) nach El-Armouche et al.,[2004)) in Lysaten von Wt, RKIP-
und RKIPS'534 _transgenen Miusen. Der Wt wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert
aus n=12. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. p < 0,05.

rylierung des Inhibitors nur in Herzlysaten von RKIP-transgenen Mé&usen leicht aber
nicht signifikant erhoht ist.

Eine erhohte Expression von RKIP hat eine Verstarkung B-adrenerger Signalwege zur
Folge. Dieses zeigt sich in wvitro in hoheren cAMP-Maxima, erhohter PKA-Aktivitit
und einer hoheren Kontraktionsrate. In vivo kann man zusitzlich eine Erh6hung der
Calciumamplitude in der Systole und eine erhohte Calciumbeladung des sarkoplasmati-
schen Retikulums beobachten. Das veridnderte Calcium-Clycling ist dabei nicht von der
Expression der Calcium-verarbeitenden Kanéle und Transporter abhingig. Neben der
PKA zeigt sich auch eine Erhohung der CaMKII-Aktivitdt und gleichzeitig eine Erho-
hung der PP1-Aktivitdt bei gleichbleibender Phosphatase-Expression. Um den Phénotyp
der RKIP-transgenen Tiere vor allem in Hinblick auf B-adrenerge Signalwege weiter auf-

zuklaren wurden die Tiere in Hypertrophie- und Herzinsuffizienzmodellen untersucht.
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3.3 Effekte der RKIP-Expression unter Aktivierung der AR

mit Isoprenalin

Die chronische Aktivierung der BAR Rezeptoren fiihrt zunichst zu einer positiv ino-
tropen, lusitropen und dromotropen Antwort des Herzens. Langerfristig wirkt sich die
Kontraktilitatsteigerung iiber diesen Weg jedoch negativ aus, in dem es durch die GRK2
zu einer Desensitivierung der kardialen AR kommt und somit das Herz in seiner Erreg-
barkeit eingeschrankt wird. Weitere Mechanismen wie das pathologische Wachstum des
Herzens (Hypertrophie) und die Vernarbung des Herzgewebes (Fibrose) sind Vorgénge
die zur Verschlechterung der Herzfunktion beitragen (K. Singh et al., 2001). Um die Ef-
fekte von RKIP auf diese Mechanismen zu untersuchen, wurde ein Modell gewahlt, bei
dem durch die Implantation einer kleinen osmotischen Pumpe eine kontinuierliche Gabe
von Isoprenalin gewahrleistet wird. Isoprenalin ist ein Agonist an BAR, der unspezifisch
auf B;AR und B, AR wirkt. Fiir diesen Versuch wurden RKIP-transgene Maus in einen
C57BL/6J Hintergrund gekreuzt und bis zur Kongenitit geziichtet (Greenhouse et al.,
1990). Erfahrungswerte zeigten, dass dieser Hintergrund sensibler auf die Induktion ei-
ner Herzinsuffizienz reagiert (experimentelle Erfahrung von Prof. Dr. K. Lorenz, Daten
werden nicht gezeigt). Die nachfolgend gezeigten Daten zur chronischen Isoprenalingabe

sind im Rahmen meiner Diplomarbeit (2011) entstanden.
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Abbildung 3.14: Analyse der Herzfrequenz und des Herzgewichts. Dargestellt ist die echokar-
diografische Analyse der Herzfrequenz (links) (Mittelwert aus Wt Kon, RKIP-tg Iso n=8, Wt
Iso n=10, RKIP-tg n=9 in bpm entspricht Herzschligen pro Minute) und die Analyse des Herz-
gewichts in Relation zur Tibia-Linge (Mittelwert aus Wt Kon, RKIP-tg Kon n=8, Wt Iso n=>5,
RKIP-tg Iso n=7 in mg/mm) in Wildtyp (Wt) und RKIP-transgenen (RKIP-tg) M&usen ba-
sal (Kon) und nach kontinuierlicher vierwochiger Verabreichung von 30mg/d/kg Korpergewicht
Isoprenalin (Iso). Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant
gegeniiber der basalen Bedingung (Kon); p < 0,05.

In Abbildung sieht man, dass durch die Verabreichung von Isoprenalin eine zu
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erwartende Erhohung der Herzfrequenz erfolgt. Diese ist unabhéngig vom Genotyp der
Mause und zeigt in Wt sowie in RKIP-tg eine dhnliche Erhéhung. Auch die durch die
Isoprenalininfusion induzierte Hypertrophie des Herzens hat in beiden Genotypen ein
ahnliches Ausmafs. Um die Funktionsweise des Herzens weiter zu untersuchen, wurden

durch Echokardiografie gewonnene Parameter herangezogen.
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Abbildung 3.15: Analyse des Kontraktionsvermogens und der Dilatation des linken Ventri-
kels. Dargestellt sind echokardiografische Parameter der Verkiirzungsfraktion (links, in %) und
des linksventrikularen Innendurchmessers (LVID, rechts; in mm ) des Herzens in Wildtypen
und RKIP-transgenen Tieren vor und nach kontinuierlicher vierwochiger Verabreichung von
30mg/d/kg Korpergewicht Isoprenalin. Mittelwert aus Wt Kon, RKIP-tg Iso n=8, Wt Iso n=10,
RKIP-tg n=9. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant
gegeniiber Wt Kon; # signifikant gegeniiber Wt Iso; p < 0,05.

In Abbildung[3.15] (links) ist die Verkiirzungsfraktion des Herzens dargestellt. Diese wird
aus dem Innendurchmessers des Ventrikels in der maximalen Diastole und Systole be-
rechnet. Der sich ergebende Wert ist ein Maf fiir die Kontraktionsfahigkeit des Herzens,
d.h. eine starke Kontraktion zeichnet sich durch eine hohe Verkiirzungsfraktion aus ei-
ne schwache Kontraktion durch eine niedrige. Hier zeigt sich, dass die erhéhte RKIP
Expression im Herzen schon vor der Isoprenalininfusion d.h. unter basalen Bedingungen
ein verstiarkte Kontraktion verursacht. Durch die Isoprenalingabe wird die Kontraktilitit
beider Genotypen in dhnlichem Mafe erhéht. Dies ist durch die aktivierende Wirkung
des Isoprenalin auf die AR bedingt. Zu bemerken ist, dass die RKIP-transgenen Tiere
auch nach Gabe von Isoprenalin noch eine im Vergleich zum Wildtyp verstirkte Kontrak-
tion zeigen, was auf eine additive Wirkung der Kontraktions-steigernden Mechanismen
hinweist und damit das Vorhandensein einer Reserve bestitigt.

Die Dilatation (Abbildung rechts) des linken Ventrikels stellt ein Maf der Fle-
xibilitdt des Herzmuskels dar. Eine bleibende Dilatation des Herzmuskels kann durch

Vernarbung auftreten und fithrt zu einem Funktionsverlust des Herzens. Unter basa-
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len Bedingungen besteht kein Unterschied zwischen den Genotypen. Auch beeinflusst
die Isoprenalininfusion die Dilatation des Herzmuskels im Wildtypen kaum. Die RKIP-
transgenen Tiere zeigen hier jedoch verringerte Innendurchmesser und damit einen funk-
tionsfahigeren Herzmuskel.

Die eben erwidhnte Vernarbung oder auch Fibrosierung des Herzens kann durch ver-
schiedene Methoden sichtbar gemacht werden. Ein Nachweis fiir die Fibrosierung des
Herzgewebes ist die Farbung von histologischen Schnitten mit Sirius Rot um das Kolla-
gen sichtbar zu machen. Dafiir wurden die Herzen nach der Entnahme fixiert, in Paraffin
eingebettet und mit Sirius-Rot gefarbt. Die Farbung wurde mittels Photoshop quantifi-

ziert und als Anteil der gefirbten Pixel zur Gesamtzahl der Pixel dargestellt.
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Abbildung 3.16: Analyse der interstitiellen Fibrose. Dargestellt ist die Quantifizierung einer
Sirius-Rot-Farbung von histologischen Schnitten von Wildtypen (Wt) und RKIP-tg, ohne (Kon)
und mit vierwochiger Infusion von 30mg/d/kg Korpergewicht Isoprenalin (Iso). Die interstitielle
Fibrose ist in einer willkiirlichen Einheit bemessen und stellt den Anteil fibrotischen Gewebes am
Gesamtgewebe innerhalb eines Herzschnittes dar. Mittelwert aus Wt Kon, Wt Iso n=8, RKIP-tg

Kon n=7, RKIP-tg Iso n=6. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. *
signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); # signifikant gegeniiber Wt Iso; p < 0,05.

Iso

In Abbildung siecht man, dass es durch die Isoprenalininfusion zu einer verstirkten
Narbenbildung innerhalb des Herzmuskels kommt. Es zeigt sich jedoch auch, dass das
Ausmall dieser Fibrosierung in den RKIP-transgenen M&ausen kleiner ist. Dieses kann
auch eine Erklarung fiir die unterschiedliche Dilatation des linken Ventrikels sein. Die
Behandlung mit Isoprenalin stellt einen dramatischen Einfluss auf das Aktivitdtsniveau
der Méuse dar. Dieses gesteigerte Aktivitdtsniveau kann sich in einer Gewichtsreduktion
zeigen. Aus diesem Grund sollte das Gewicht der Mause analysiert werden.

Abbildung zeigt, dass sich das Korpergewicht der Méuse unabhingig vom Genotyp
mit dem steigendem Alter entwickelt.

Durch die andauernde Isoprenalingabe kann die Auswirkung der RKIP-Expression auf
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Abbildung 3.17: Analyse des Korpergewichts. Dargestellt ist das Korpergewicht (in g) von
Wildtypen (Wt) und RKIP-transgenen (RKIP-tg) Mausen vor (Kon) und nach kontinuierlicher
vierwdchiger Verabreichung von 30mg/d/kg Korpergewicht Isoprenalin (Iso). Mittelwert aus Wt
Kon, Wt Iso n=9, RKIP-tg Kon n=7, RKIP-tg Iso n=8. Die Fehlerbalken stellen den Stan-

dardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); p <
0,05.

die PAR-Aktivierung untersucht werden. Einerseits gibt dieses Modell Aufschluss iiber
Unterschiede in der Hypertrophieentstehung und Fibrosierung des Herzens, andererseits
konnen auch Aussagen iiber die Funktionalitit des Herzmuskels unter dem Stress der
andauernden B-adrenergen Signale getroffen werden. Im Bezug auf RKIP zeigt sich, dass
die Uberexpression eine positiv inotrope Wirkung unter basalen sowie Stressbedingungen
hat. Gleichzeitig zeigt sich eine verringerte Fibroseentwicklung in der RKIP transgenen

Mausen, wiahrend die Hypertrophie des Herzens in beiden Genotypen ein dhnliches Aus-
malis besitzt.
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3.4 Einfluss des RKIP auf die Kontraktilitat in Abhangigkeit
des ﬁlAR und ﬁzAR

Da die kontraktile Funktion des Herzens von den BAR beeinflusst wird und sich im Iso-
prenalinmodell eine additive Wirkung der RKIP- und Isoprenalinwirkung gezeigt hat,
sollten weitere Calciummessungen zur Untersuchung der Kontraktilitdt in Abhédngigkeit
der abundantesten f-adrenergen Rezeptorsubtypen erfolgen. Es sollten die Einfliisse des
B1 AR und des B2 AR differenziert betrachtet werden. Dazu wurden die schon in Abbil-
dung eingefithrten Méause verwendet, die eine Kreuzung aus den RKIP transgenen
und homozygoten Knockouts des jeweiligen Rezeptors (B1AR oder B2 AR). Fiir die Cal-
ciummessungen wurden adulte Kardiomyozyten isoliert und die Calciumtransienten mit

Hilfe des calciumsensitiven Farbstoffs Fura-2 aufgezeichnet.
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Abbildung 3.18: Untersuchung der Calciumtransienten in Abhéngigkeit des f1 AR und B2 AR.
Dargestellt ist die Amplitude (Fs40/350) der spannungsinduzierten (20 V; 0,5 Hz) Calciumtransi-
enten in f; KO und RKIP/B; KO (links; Mittelwert aus p; KO n=10, RKIP-tg/B; KO n=9) sowie
des B2KO und des RKIP-tg/B2KO (rechts; f2 KO n=8 RKIP-tg/B2KO n=9). Die Fehlerbalken
stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber B2 KO; p < 0,05. Diese
Daten wurden von Julia Becker und Markus Weidendorfer erstellt.

Wie zuvor wurde auch hier die Amplitude des Calciumtransienten herangezogen, da
sie die maximalen Calciumspiegel wihrend der Systole im Zytosol beschreibt. Es wird
deutlich, dass im Gegensatz zum Wildtyp-Hintergrund, bei Fehlen des ;AR (Abbil-
dung , links) der vorher beobachtete Kontraktilitits-steigernde Phanotyp von RKIP
nicht mehr zu sehen ist, d.h. es gibt keinen Unterschied in der Calciumamplitude zwi-
schen RKIP/B; KO und B;KO Tieren. Im Vergleich dazu verhélt sich RKIP beziiglich
der Calciumamplitude im KO Hintergrund (Abbildung [3.18] rechts) dhnlich wie im
Wildtyp-Hintergrund. Auch hier zeigen die RKIP-tg (RKIP/B3KO) eine hohere Calci-
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umamplitude im Vergleich zu den reinen f3KO. Durch diesen Umstand kann die positiv
inotrope Wirkung der RKIP-Uberexpression, dem f; AR zugeschrieben werden. Im Ge-
gensatz dazu und im Einklang mit der Literatur (Bristow et al., [1986) ist der B2 AR fiir
die Kontraktilitats-Steigerung durch RKIP von geringerer Bedeutung.
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3.5 Einfluss von RKIP auf die kardiale Fibrosierung und die

Transkription des Herzinsuffizienzmarkers BNP

In dem Isoprenalinmodell, das als ein Hypertrophiemodell betrachtet werden kann, konn-
te bereits ein antifibrotischer Effekt der RKIP-Uberexpression beobachtet werden (Ab-
bildung . Dies ist ein protektiver Effekt, da eine voranschreitende Fibrosierung
des Herzens die Elastizitdt und damit die Kontraktilitit beeintrichtigt. Dieser Effekt
sollte nun in einem Herzinsuffzienzmodell ndher betrachtet werden. Durch eine trans-
versale Aortenkonstriktion (TAC) wurde die Nachlast des Herzens erh6ht. Mit diesem
Modell konnte gezeigt werden, dass eine Nachlasterh6hung einen gesteigerten sympathi-
schen Tonus induziert und eine Herzinsuffizienz verursacht (Rockman etal., |1991). Mit
Hilfe dieses Moodells sollte der Einfluss von RKIP auf die Herzinsuffizienzentwicklung
untersucht werden. Wie schon zuvor in dem Isoprenalinmodell wurden auch hier der
C57BL/6J Hintergrund gewéhlt, da er sensitiver auf dieses Krankheitsmodell reagiert

(experimentelle Erfahrung von Prof. Dr. K. Lorenz, Daten werden nicht gezeigt).
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Abbildung 3.19: Untersuchung der Expression des Brain natiuretic peptids (BNP). Quantifi-
zierung der mRNA-Level von BNP relativ zum basalen Wildtyp (Wt Kon wurde als 1 gesetzt),
iiber eine rtPCR, Analyse in Wt und RKIP-tg unter basalen Bedingungen (Kon) und nach drei-
wochiger Aortenkonstriktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert des 2*4“+ aus Wt Kon n=6,
RKIP-tg Kon, Wt TAC n=5, RKIP-tg TAC n=3. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); # signifikant gegeniiber
Wt TAC; p < 0,05. Diese Daten wurden von Katrin Kahlert erstellt.

Die Expression des BNP stellt einen Marker fiir das Ausmaf der Herzinsuffizienz dar.
Je hoher die Expression dieses Peptides ist, desto gravierender ist die Herzinsuffizienz
(Molkentin et al., [1998; Kehat und Molkentin, 2010). In Abbildung sieht man, dass
die Wildtyp sowie die RKIP-tg Mause unter Kontrollbedingungen dhnliche BNP-mRNA

Level zeigen. Nach dreiw6chiger Aortenkonstriktion nimmt diese in beide Genotypen zu.
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Jedoch ist das Ausmak der Zunahme in den Wt grofer als in den RKIP-tg.

Ein weiterer Marker, dessen Expression durch eine rtPCR quantifiziert wurde, war das
KollagenlIIlal. Dieses Protein ist neben anderen Kollagenen Bestandteil des Bindegewe-
bes und steigt an, wenn es zur Vernarbung bzw. zur Entwicklung einer interstitiellen

Fibrose kommt. Eine Ursache dafiir ist das Absterben von Kardiomyozyten.
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Abbildung 3.20: Untersuchung der Expression des KollagenIIlal. Quantifizierung der mRNA-
Level von Col3al relativ zum basalen Wildtyp (Wt Kon wurde als 1 gesetzt), iiber eine rtPCR
Analyse in Wt und RKIP-tg unter basalen Bedingungen (Kon) und nach dreiwtchiger Aorten-
konstriktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert des 2**“t aus Wt Kon n=7, RKIP-tg Kon
n=4, Wt TAC n=7, RKIP-tg TAC n=>5. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittel-
werts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon) # signifikant gegeniiber Wt
TAC; p < 0,05. Diese Daten wurden von Katrin Kahlert erstellt.

Abbildung zeigt die Analyse der Kollagenlllal Expression. Hier sicht man ein &hn-
liches Profil wie das des BNPs bei dem es basal keine Unterschiede gibt. Mit Entstehung
der interstitiellen Fibrose und fortschreitender Herzinsuffizienz steigt die Expression an
(Spinale, [2007; Burchfield et al.,[2013)). Dieser Anstieg ist im Wt stérker als in den RKIP-
tg. Auch dies bestéitigt ein geringeres Ausmal der Herzinsuffizienz und eine protektive
Wirkung des RKIP.

Auch fiir dieses Modell wurde die histologische Untersuchung der interstitiellen Fibrose
mittels Sirius Rot zur Anfirbung der Kollagenfasern gewdhlt. Die Analyse dieser Far-
bung zeigt eine deutliche Erhéhung der interstitiellen Fibrose im Wt nach TAC. Diese
fallt, ahnlich wie schon die Expressionsanalyse des KollagensIIlal, in RKIP-tg Mausen

geringer aus. Die Entwicklung der Fibrose ist somit in RKIP-Tieren verringert.
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Ein Mechanismus, der eine andauernde Aktivierung der BAR verhindern soll, ist die De-
sensitivierung und nachfolgende Degradation der Rezeptoren durch GRK. Dies bewirkt
eine geringere Erregbarkeit des Kardiomyozyten und spricht im Allgemeinen einer Regu-
lierbarkeit der Kontraktionsfihigkeit entgegen (Bristow et al., [1982; Bristow et al., [1989;
Bristow et al., 1993). Durch die Analyse der Rezeptordichte im Herzinsuffizienzmodell

kann zum einen eine Aussage iiber die inhibitorische Wirkung von RKIP auf die GRK
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Abbildung 3.21: Untersuchung der interstitiellen Fibrose. Quantifizierung einer Sirius-Rot-
Farbung von histologischen Paraffinschnitten in Wt und RKIP-tg unter basalen (Kon) Bedin-
gungen und nach dreiwochiger Aortenkonstriktion (TAC). Die interstitielle Fibrose ist in einer
willkiirlichen Einheit bemessen und stellt den Anteil fibrotischen Gewebes am Gesamtgewebe
innerhalb eines Herzschnittes dar. Aufgetragen ist der Mittelwert aus Wt Kon n=7, RKIP-tg
Kon n=10, Wt TAC n=16, RKIP-tg TAC n=12. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); # signifikant gegeniiber
Wt TAC; p < 0,05. Diese Daten wurden von Katrin Kahlert erstellt.

und zum anderen das Ausmall der Herzinsuflizienz bewertet werden.
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Abbildung 3.22: Dichte der p-adrenergen Rezeptoren. Analyse der Rezeptordichte in Kardio-
myozytenmembranen mittels Auswertung der maximalen Rezeptorbindung des Radioliganden
125]_Cyanopindolol in fmol/mg Protein in Wt und RKIP-tg unter basalen Bedingungen (Kon)
und nach dreiw6chiger Aortenkonstriktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert aus Wt Kon
n=6, RKIP-tg Kon n=4, Wt TAC n=>5, RKIP-tg TAC n=4. Die Fehlerbalken stellen den Stan-
dardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); n.s.
nicht signifikant; p < 0,05.
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In Abbildung sieht man die Analyse der Rezeptordichte in Kardiomyozytenmem-
branen. Diese wurde aus der maximalen Bindung des Radioliganden ['?1[-Cyanopindolol
errechnet. Man erkennt hier keine Unterschiede zwischen Wt und RKIP-transgenen Mau-
sen unter basalen Bedingungen. Die Aortenkonstriktion bewirkt im Wt eine Verringe-
rung der Rezeptordichte, die durch die Internalisierung, Degradation und Reduktion der
Rezeptorexpression verursacht wird. Im Gegensatz dazu bleibt die Rezeptordichte in
den RKIP-transgenen Mausen auch nach Aortenkonstriktion unverdndert. Die RKIP-tg
Mause sind gegeniiber dem GRK-vermittelten Verlust der Rezeptoren geschiitzt. Der
primére Grund ist die Inhibition der GRK durch die vermehrte Expression des RKIP.
Ein sekundérer Effekt ist die bessere Konstitution des Herzens die mit den héheren Re-
zeptorspiegeln einhergeht.

Diese Experimente zeigen, dass RKIP einige Effekte der Herzinsuffizienz verringern kann.
Die RKIP-transgenen Mause haben weniger Fibrose und zeigen eine geringere Expres-
sion des Fibrosemarkergens KollagenIIlal. Auch der Herzinsuffizienzmarker BNP wird
weniger exprimiert. Die gleichbleibende Dichte der AR kann sich vorteilhaft auf die

Ansprechbarkeit des Herzens auswirken.
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3.6 Einfluss des RKIP auf die Umstrukturierung in
Abhangigkeit des p;AR und ;AR

Die in Kapitel 3.5 gezeigten Ergebnisse zeigen eine protektive Wirkung der gesteigerten
RKIP-Expression. Die Untersuchung der Rezeptordichte legt dabei eine Beteiligung der
BAR nahe, da die Verringerung dieser fiir die Entwicklung der Herzinsuffizienz mitver-
antwortlich ist und RKIP in der Lage ist diese zu verhindern. Aus diesem Grund sollte
der protektive Phianotyp in Abhingigkeit des f; AR und B2 AR untersucht werden. Dafiir
wurden, wie schon in den Kontraktionsversuchen in Kapitel 3.4, die ;KO und B,KO
Maéuse verwendet. Diese wurden aufgrund des FVB/N-Hintergrundes einer sechswochi-

gen Aortenkonstriktion unterzogen und auf die in Kapitel 3.5 beschriebenen Marker

untersucht.
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Abbildung 3.23: Untersuchung der Expression des Brain natiuretic peptids (BNP). Quantifi-
zierung der mRNA-Level von BNP relativ zum basalen Wildtypen(Wt Kon wurde auf 1 gesetzt),
tiber eine rtPCR Analyse. Verglichen werden $; KO mit RKIP-tg/B; KO (links) und B2KO mit
RKIP-tg/B2KO (rechts) unter basalen Bedingungen (Kon) und nach sechswichiger Aortenkon-
striktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert des 2*4¢t aus p; KO Kon n=5, RKIP-tg/p; KO
Kon n=4, ; KO TAC n=6, RKIP-tg/pf; KO TAC n=>5 und f2KO Kon n=4, RKIP-tg/B2 KO Kon
n=6, 3 KO TAC n=6, RKIP-tg/B.KO TAC n=10. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler
des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon) # signifikant ge-
geniiber ;KO TAC; p < 0,05. In Zusammenarbeit mit Daniel Becker, Nadine Hemmrich und
Martina Fischer.

In Abbildung sieht man die Expression des Herzinsuffizienzmarkers BNP. Auch in
den KO Hintergriinden zeigt sich kein Unterschied unter basalen Bedingungen. Nach
der Aortenkonstriktion sieht man jedoch, dass die Protektion durch RKIP nur im ;KO
Hintergrund vorhanden ist. Im KO zeigt RKIP keine protektive Wirkung. Hier zeigt

sich eher eine gegenteilige Wirkung, so dass die gesteigerte RKIP-Expression zu einer
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nicht signifikanten Erhohung der BNP-Expression fiihrt.
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Abbildung 3.24: Untersuchung der Expression des KollagenITlal. Quantifizierung der mRNA
Level von Col3al relativ zum basalen Wildtypen(Wt Kon wurde auf 1 gesetzt), iiber eine rtPCR
Analyse. Verglichen werden $; KO mit RKIP-tg/B1KO (links) und B2KO mit RKIP-tg/p.KO
(rechts) unter basalen Bedingungen (Kon) und nach sechswochiger Aortenkonstriktion (TAC).
Aufgetragen ist der Mittelwert des 2°¢t aus ;KO Kon n=>5, RKIP-tg/B; KO Kon n=4, p; KO
TAC n=6, RKIP-tg/B; KO TAC n=5 und 3 KO Kon n=4, RKIP-tg/B.KO Kon n=6, . KO TAC
n=6, RKIP-tg/B:KO TAC n=10. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts
dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon) # signifikant gegeniiber p; KO TAC;
p < 0,05. In Zusammenarbeit mit Daniel Becker, Nadine Hemmrich und Martina Fischer.

w
]

[§%]

—
1

COL3a1/GAPDH
(Vielfaches von 3,KO Kon)
H
COL3a1/GAPDH
(Vielfaches von 3,KO Kon)

o

Kon TAC TAC

Die Analyse der Kollagenlllal Expression in Abbildung zeigt auch hier einen rezep-
torspezifischen Phéanotyp. Die gesteigerte Expression von RKIP fiihrt nur im ;KO Hin-
tergrund zu einer Inhibition der Kollagenexpression, wahrend diese Wirkung des RKIP
im RKIP/B,KO Tieren ausbleibt. Betrachtet man die Kollagenexpression im Zusam-
menhang mit der histologischen Untersuchung der Herzen mittels Sirius-Rot-Féarbung
in Abbildung zeigt sich eine verminderte interstitielle Fibrose in den RKIP/$,KO,
aber nicht den RKIP/B,KO Tieren. Der Mechanismus der Inhibition der Fibrose hingt
dementsprechend von den Signalen des B, AR ab.

Neben dem kontraktilen Phanotyp der eine Abhingigkeit gegeniiber dem $; AR zeigt
wurde durch die Charakterisierung der Herzinsuffizienzentwicklung in RKIP-transgenen
Mausen in den KO Hintergriinden eine Abhéngigkeit des protektiven Phénotyps gegen-
tiber dem B2 AR gezeigt. Somit zeigt sich, dass die RKIP Phénotypen von den RKIP/BAR

abhéingen, deren Signalwege gleichzeitig von RKIP verstirkt werden.
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Abbildung 3.25: Untersuchung der interstitiellen Fibrose. Quantifizierung einer Sirius-Rot-
Farbung von histologischen Paraffinschnitten in Relation zum jeweiligen 1 KO oder f2 KO unter
basalen Bedingungen (Kon) (Diese wurden jeweils auf 1 gesetzt). Verglichen werden $; KO mit
RKIP-tg/B1 KO (links) und 2 KO mit RKIP-tg/B2KO (rechts) unter basalen Bedingungen (Kon)
und nach sechswochiger Aortenkonstriktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert aus $; KO Kon
n=>5, RKIP-tg/p; KO Kon n=5, $; KO TAC n=11, RKIP-tg/p; KO TAC n=10 und KO Kon
n=>5, RKIP-tg/B.KO Kon n=7, o KO TAC n=6, RKIP-tg/B2KO TAC n=9. Die Fehlerbalken
stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen
(Kon); # signifikant gegeniiber ;KO TAC; n.s. nicht signifikant; p < 0,05. Diese Daten wurden
von Daniel Becker erstellt.

TAC

3.7 Einfluss von RKIP auf die Haufigkeit von Extrasystolen

Die Grundlage von Arrhythmien konnen Fehler in der Erregungsleitung, fehlerhafte
Funktion der Schrittmacherzellen und Unregelméfigkeiten im Calcium-Cycling in Kar-
diomyozyten sein. Neben anderen Arrythmieformen stehen besonders die Extrasysto-
len in Verbindung mit spontanen Calciumstromen, die auferhalb der normalen Systole
stattfinden. Durch die Analyse der Haufigkeit von Extrasystolen sollte Aufschluss iiber
diese spontanen Calciumstrome erhalten werden. Dies ist auflerdem dadurch begriin-
det, dass Unregelméfigkeiten im Calcium-Cycling zum Sterben der Zelle fithren, welche
den Verlust von Kontraktilitdt und die Ausbildung von Fibrose mit sich ziehen konnen
(Swynghedauw, [1999). Es wurden Wt und RKIP-tg Tiere im FVB/N Hintergrund sowie
die Kreuzung dieser in den B,KO Hintergrund untersucht. Dazu wurden den M&ausen
EKG-Sender implantiert mit deren Hilfe es moglich war, Tiere, die sich frei bewegen, zu
untersuchen. Durch die Gabe von einem Isoprenalinbolus werden die BAR aktiviert und
das Aufkommen von Arrhythmien geférdert.

Um zu iiberpriifen, ob das Isoprenalin in den Mausen wirkt, wurde die Herzfrequenz
analysiert. In Tabelle [3.2] siecht man, dass die Gabe von Isoprenalin zu einer Erhéhung
der Herzfrequenz fiihrt, welche in beiden Hintergriinden und unabhingig von der RKIP-
Expression erfolgt. Dabei ist zu beachten, dass die Tiere im FVB/N Hintergrund mit
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100ug Isoprenalin behandelt wurden und die Tiere im B2 KO Hintergrund mit 50ug.

Tabelle 3.2: Analyse der Herzfrequenz (in bpm, entspricht Herzschligen pro Minute) in Wt
und RKIP-tg im FVB/N und im B3;KO-Hintergrund vor (Kontrolle) und nach der Gabe eines
Isoprenalinbolus von 100pg im FVB/N- oder 50png im B KO-Hintergrund (Isoprenalin). Angege-
ben ist der Mittelwert aus Wt n—6, RKIP-tg n—=8 und 2 KO n=11 , RKIP-tg/f2KO n=9 + dem

Standardfehler des Mittelswerts. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kontrolle);
p < 0,05.

Kontrolle Isoprenalin

Genotyp | Wildtyp RKIP Wildtyp RKIP

FVB/N | 561 + 11bpm 547 + 19bpm | 636 + 10bpm* 629 + 2, 9bpm*

B2 KO 549 &+ 12bpm 561 £ 7,9bpm | 675 & 18bpm™ 678 &9, 9bpm*

Abbildung und zeigen reprisentative EKG-Spuren und die Auswertungen die-
ser. Eine Extrasystole zeichnet sich dadurch aus, dass sie aufserhalb des normalen Herz-
rhythmus geschieht und in ihrer Grofe, Direktionalitdt und Form stark von der eines

normalen Ausschlags abweicht (Miragoli et al., [2007). Fiir die Auswertung wurde eine

Dauer von zwei Stunden gewdahlt.
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Abbildung 3.26: Untersuchung der Haufigkeit von Extrasystolen. Reprisentative EKG-Spuren
nach Isoprenalingabe (Iso) von 100pg (links) und Analyse der EKG-Spuren nach Extrasystolen
pro Stunde in Wt und RKIP-tg im FVB/N Hintergrund vor (Kon) und nach der Gabe des
Isoprenalinbolus (Iso) (rechts). Angegeben ist der Mittelwert aus Wt n=6, RKIP-tg n=8. Die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen
Bedingungen (Kontrolle); # zu Wt unter beiden Bedingungen. p < 0,05. In Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Kristina Lorenz und PD Dr. Peter Nordbeck.

In Abbildung zeigt sich, dass die Erhéhung der RKIP-Expression zu einer Reduk-

tion der Extrasystolen fiihrt. Dieses gilt sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach
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Gabe von Isoprenalin zur Induktion der Extrasystolen. Im Vergleich dazu kann man die
Extrasystolen durch eine Steigerung der RKIP-Expression im KO Hintergrund nicht
reduzieren (siehe Abbildung . Wie schon in Kapitel 3.6 zeigt RKIP einen protekti-
ven Phinotyp der von dem B AR abhingig ist. Weiterhin ist interessant, dass die Anzahl
der Extrasystolen in den RKIP/B,KO unter basalen Bedingungen sowie nach Isoprena-
lingabe signifikant erhoht ist im Vergleich zum jeweiligen BoKO. Das weiftt darauf hin,
dass der BoAR einen proarrhythmischen Effekt des RKIP verhindert, so dass dieser nur
bei Fehlen des B2 AR sichtbar wird.
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Abbildung 3.27: Untersuchung der Hiufigkeit von Extrasystolen. Reprisentative EKG-Spuren
nach Isoprenalingabe von 50pg (links) und Analyse der EKG-Spuren nach Extrasystolen pro
Stunde in Wt und RKIP-tg im B KO Hintergrund vor (Kon) und nach der Gabe des Isoprenalin-
bolus (Iso; rechts). Angegeben ist der Mittelwert aus f2 KO und RKIP-tg/B,KO n=9. Die Feh-
lerbalken stellen den Standardfehler des Mittelswerts dar. * signifikant gegeniiber allen anderen
Bedingungen; # signifikant gegeniiber KO Kon mittels eines T-Tests; p < 0,05 In Zusammen-
arbeit mit Prof. Dr. Kristina Lorenz und PD Dr. Peter Nordbeck.

Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen, dass der B, AR eine zentrale Rolle bei
der Vermittlung des RKIP-Phénotyps spielt. Eine Verstirkung der BAR-Signale wie
sie durch RKIP hervorgerufen wird hat oftmals verheerende Auswirkungen. Im Falle
des RKIP werden diese jedoch in Abhéngigkeit des B2 AR verhindert. Dieses kann un-
ter anderem daran liegen, dass der BsAR als ein Gegenspieler des $; AR fungiert. Eine
gleichzeitige Verstarkung beider B-adrenergen Rezeptorsignale, durch die Verhinderung

der Desensibilisierung konnte so RKIP-Effekte erklaren.
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3.8 Effekte des RKIP auf die Ryanodin-Rezeptor und
L-Typ-Calciumkanal-Phosphorylierung

Wie in Kapitel 3.2 erwédhnt sind die beiden Kanile, die die Kontraktion des Herzens
vermitteln fiir das Calcium-Cycling von besonderer Bedeutung. Eine Fehlfunktion ei-
nes oder beider Kanéle kann daher dramatische Folgen fiir den Kardiomyozyten haben
(Chen et al., |2005)). Sehr wichtig ist dabei auch der Phosphorylierungsstatus der Kanile,
da dadurch die Offenwahrscheinlichkeit moduliert wird. Eine erhchte Offenwahrschein-
lichkeit der Kanile kann zur spontanen Ausschiittung von Calcium in das Zytosol fiihren
und Ursache fiir die in Kapitel 3.7 beschriebenen Arrhythmien und den Tod des Kar-
diomyozyten sein. Zentrale Kinasen in diesem Mechanismus sind die zuvor untersuchte
PKA und CaMKII. Im Hinblick auf den LTCC sind zwei Phosphorylierungsstellen von
Interesse. Zum einen das Threonin 498 der B-Untereinheit welches von der CaMKII phos-
phoryliert wird und zum anderen eine PKA-Phosphorylierungsstelle am Serin 1928 der
aUntereinheit (Biinemann etal., 1999; Striessnig et al., [2014)). Fiir eine Erhchung der
Offenwahrscheinlichkeit sind beide Phosphorylierungsstellen von Bedeutung.
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Abbildung 3.28: Aktivitit des LTCC (Cay1.2) in Herzlysaten. Reprisentative Western Blots
und Quantifizierungen der LTCC-Phosphorylierung an Serin 1928 und Threonin 498 (Antikorper:
pCay1.2 (S1928); pCaMKII(T286) zur Detektion des pCayf(T498) nach Grueter et al., 2008)
in Lysaten von Wt, RKIP- und RKIPS!*3A_transgenen Miusen. Angegeben ist der Mittelwert
aus n=6, dabei wurde der Wt auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar. p < 0,05. In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Kristina Lorenz.

Die Abbildung sieht man die Effekte der RKIP-Expression auf den Phosphorylie-
rungsstatus. Man sieht weder an der PKA- noch an der CaMKII-Phosphorylierungsstelle
einen Unterschied zwischen den Genotypen. Dies zeigt, dass die Offenwahrscheinlichkeit
des LTCC von der erhohten RKIP-tg Expression unter basalen Bedingungen nicht be-
einflusst wird.

Auch der RyR2 besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen, die seine Aktivitit beeinflus-
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sen. In der Literatur werden die Funktionen der einzelnen Stellen und die ausfithrenden
Kinasen stark diskutiert. Fiir die Untersuchung wurden die Phosphorylierungsstelle an
Serin 2808 und Serin 2814 gewéhlt. Die Phosphorylierungsstelle an Serin 2814 ist durch
die CaMKII verursacht und hat eine aktivitdtssteigernde Wirkung auf den RyR2. Die
Phosphorylierung an Serin 2808 ist umstritten. Sie kann unter anderen Kinasen auch von
der PKA phosphoryliert werden, hat aber einen geringeren Einfluss auf die Offenwahr-
scheinlichkeit des Kanals (Marx et al., |2000; Marks et al., 2002; Huke und Bers, 2008).
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Abbildung 3.29: Aktivitit des RyR2 in Herzlysaten. Reprisentative Western Blots und Quan-
tifizierungen der RyR2-Phosphorylierung an Serin 2808 und Threonin 2814 (Antikorper: pRyR2
(S2808), pRyR2 (S2814)) in Lysaten von Wt, RKIP- und RKIPS'534 transgenen Miusen. An-
gegeben ist der Mittelwert aus n=7, dabei wurde der Wt auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen
den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber allen anderen Genotypen; p <
0,05. Diese Daten wurden von Prof. Dr. Kristina Lorenz erstellt.

In Abbildung siecht man die Phosphorylierung des RyR2. Diese wird durch die
Expression des RKIP-Wildtyps nicht jedoch durch die phosphorylierungsdefiziente und
GRK-inaktive Mutante verringert. Dies betrifft beide untersuchten Phosphorylierungs-
stellen. Die verringerte RyR2-Phosphorylierung sowie die unverinderte LTCC-Phospho-
rylierung sind sehr interessant und stehen auf den ersten Blick im Widerspruch mit der
gesteigerten Aktivierung der phosphorylierenden Kinasen. Die in Kapitel 3.3 gezeigte
leichte Steigerung der PP1-Aktivitat konnte zu diesem Phénotyp beitragen. Eine weite-
re Rolle kdnnte jedoch auch der vorher beobachtete f3 AR abhéngige protektive Phinotyp
spielen. Die Rezeptorsubtypen unterliegen einer ungleichen Verteilung im Kardiomyozy-
ten, sodass der P2AR in den t-Tubuli in unmittelbarer Nahe zum LTCC, dem SR und
damit auch in unmittelbarer Ndhe zum RyR2 lokalisiert ist. Im Gegensatz dazu zeigt
der B;1AR eine gleichméfige Verteilung auf der Kardiomyozytenoberfliche (Brette und
Orchard, 2003). Da der B3AR im Gegensatz zum B; AR auch in der Lage ist an inhibi-

torische G-Proteine zu koppeln kann seine Aktivierung in diesem ortlichen Verband den
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aktivierenden und moglicherweise schlechten Auswirkungen der Gog des ;AR entgegen
wirken (R. P. Xiao etal., 1995; Daaka et al., [1997; Nikolaev et al., 2010).
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3.9 Untersuchung einer AAV-vermittelten Gentherapie zur
Erhohung der RKIP-Expression in der

Herzinsuffizienzentwicklung

Die beiden bereits verwendeten Modelle der Isoprenalininfusion und der transversalen
Aortenkonstriktion (TAC) zeigten, dass die gesteigert RKIP-Expression in den RKIP-
tg Tieren die Kontraktilitit dauerhaft erh6hen kann ohne das Herz zu schadigen und
zusitzlich der Entwicklung der Herzinsuffizienz im Hinblick auf den Grad und der Fibro-
sierung entgegenwirken kann. Diese Effekte sollten nun in einem Gentherapie-Versuch
im TAC-Modell ndher betrachtet werden. Durch die Injektion eines Vektors des Adeno-
assoziierten Virus des Serotyp 9 (AAV9) sollten ein RKIP- und eGFP-Konstrukt fiir
eine gesteigerte Expression der Proteine sorgen (Inagaki et al., 2006)). Durch den MLC-
Promotor und, die dem Serotyp 9 eigene Préferenz Kardiomyozyten zu infizieren, soll-
te eine herzspezifische Expression gewihrleistet werden (Pacak etal., 2006). Dadurch
konnte der Effekt einer induzierbaren und voriibergehenden Uberexpression untersucht
werden. Die Expression des Vektors ist durch keinen langfristigen Einbau in das Genom
und den Abbau des Vektors, von einer nicht dauerhaften Natur (Miyagi et al., 2008; Zin-
carelli et al., 2008) Fiir diesen Versuch wurden zunéchst Wt im C57BL/6J Hintergrund
gewahlt.
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Abbildung 3.30: Analyse der RKIP-Expression. Reprisentativer Western Blot aus n=4 von
2D-Gelektrophoresen des Bereichs < 35kDa (oben; Antikérper: RKIP, nach Lorenz et al., 2003)
und Coomassie-Farbung des Bereichs > 50kDa zur Ladekontrolle (unten) von Herzlysaten aus
Wt und RKIPXO Tieren.
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Von Interesse war in diesem induzierbaren Modell auch die Moglichkeit einen Verlust der
endogenen RKIP-Expression auszugleichen. Um dies zu untersuchen wurde ein homo-
zygoter RKIPXO generiert. Der Knockout wurde durch einen Gene-Trap Vektor erreicht
(Mutant Regional Resource Center, MMRRC, Universitit von Kalifornien, Davis), der
eine Splice-Akzeptor-Sequenz enthélt, durch die das RKIP-Gen nicht vollstdndig tran-
skribiert wird, sondern eine Fusions-mRNA aus dem Anfang des RKIP und der im Vektor
enthaltenden B-Galaktosidase/neo Fusion Gen (B-geo)-Kassette gebildet wird. Der Vek-
tor liegt im Intron zwischen Exon 3 und 4. Die Deletion auf DNA und auf mRNA-Ebene
wurde in der Gruppe von Prof. Dr. Kristina Lorenz nachgewiesen. Die RKIP-KO Méuse
wurden mit C57BL/6J Wt verglichen.

Abbildung zeigt eine Genotypisierung mittels 2D-Gelelektrophorese. Dies war no-

PKO zu unspezifischen

tig, da es durch unspezifische Banden im Western Blot von RKI
Banden kam (sieche Wetsern-Blot in Schmid et al., 2015). Dies fiihrte zu der Vermu-
tung, dass es Isoformen des RKIP (PEBP2-5) gibt, auf die der verwendete Antikorper
gegen RKIP reagiert. Um diese Isoformen von der Analyse auszuschliefien wurde die 2D-
Gelelektrophorese gewahlt. Die Isoformen besitzen durch verinderte Aminoséduresequen-
zen einen unterschiedlichen isoelektrischen Punkt (pH an dem das Protein ungeladen
vorliegt), durch den sie in der ersten Dimension der 2D-Gelelektrophorese unterschieden
werden konnen. Gleichzeitig beeinflussen auch Modifikationen wie Phosphorylierungen
den isoelektrischen Punkt. Der Bereich des pH-Gradienten wurde so gewéhlt, dass RKIP
sowohl in seiner phosphorylierten wie auch unphosphorylierten Form im pH-Bereich liegt.
So konnte neben dem Vorhandensein von RKIP auch der Phosphorylierungsstatus iiber-
priift werden. Um die gleichmiiftige Beladung und Auftrennung zu iiberpriifen wurden
Coomassie-Farbungen der Bereiche iiber 50kD angefertigt.

Die im Wildtypen sichtbaren RKIP-Signale, die die unphosphorylierte und phosphory-
lierte Form des RKIP darstellen sind im RKIPX© nicht zu sehen. So konnte das Fehlen
des RKIP im RKIPXO bestiitigt werden. Fiir die Gentherapieversuche wurden Wt und
RKIPX® im Moment der TAC-Operation mit dem Virus infiziert und nach vierwéchiger
Aortenkonstriktion untersucht.

Um zu iiberpriifen, ob das AAV9-Konstrukt zu einer ausreichenden Uberexpression fiihrt
musste diese untersucht werden. Dafiir wurden Herzlysate nach vierwochiger Expression
und Aortenkonstriktion im Vergleich zu den AAV9-eGFP infizierten Tieren analysiert.
Abbildung zeigt, dass es durch die Injektion des AAV9-Virus zu einer gesteiger-
ten Expression des Myc-RKIP kommt. Diese Expression entspricht dem 2,3-fachen des
endogenen RKIP in den AAV9-eGFP behandelten Tiere.
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Abbildung 3.31: Analyse der RKIP-Expression. Reprisentativer Western Blot (Antikorper:
RKIP, nach Lorenz et al., |2003) und Quantifzierung von Herzlysaten aus Wildtyp Tieren (Wt)
behandelt mit AAV9-Konstrukten, die fiir eGFP (AAV9-eGFP) oder RKIP (AAV9-RKIP) ko-
dieren nach vierwochiger Aortenkonstriktion (TAC). Angegeben ist der Mittelwert aus n=4,
dabei wurde der Wt+AAV9-eGFP auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber Wt+AAV9-RKIP; p < 0,05.

3.9.1 Untersuchungen der funktionellen Verinderungen in der

Herzinsuffizienzentwicklung durch die Gentherapie

Ein Kennzeichen der Herzinsuffizienz ist der Verlust der Kontraktionsfihigkeit des Her-
zens. Das Herz ist nicht mehr fihig mit seiner Pumpleistung dem Bedarf des Korpers
gerecht zu werden. Wie schon in Kapitel 3.3 wurden die funktionellen Parameter mittels
echokardiografischer Untersuchungen bestimmt.

In Abbildung (oben) ist die Verkiirzungsfraktion als Maf der Kontraktilitdt darge-
stellt. Man sieht, dass es im Wt (links) sowie im RKIPX© (rechts) bei Behandlung mit
AAV9-eGFP nach TAC zu einer starken Reduktion der Verkiirzungsfraktions kommt.
Diese ist im RKIPX® noch stiirker ausgeprigt als im Wt. Bei Behandlung mit dem AAV9-
RKIP-Konstrukt wird der TAC-induzierte Kontraktilitdsverlust verhindert. Im Gegen-
satz zu den Wt Kontrolltieren ist die Verkiirzungsfraktion erhdht, sodass die AAV9-RKIP
Tiere sogar eine Steigerung ihrer Kontraktionsfihigkeit erfahren. Den RKIPX® bleibt die
Kontraktionsfdhigkeit durch die Wiederherstellung der RKIP-Expression erhalten.

Im Hinblick auf die Dilatation (3.32] unten) des linken Ventrikels zeigt sich ein &hnli-
ches Bild: Die AAV9-eGFP behandelten Tiere (Wt und RKIPXO) zeigen eine deutliche
Erh6hung des Innendurchmessers, wihrend die AAV9-RKIP-Tiere auf einem, dem jewei-
ligen Kontrolltieren angepassten Niveau, verbleiben. Auch bei diesem Parameter zeigen
die RKIPX9-AAV9-eGFP-Tiere eine verstiirkt dilatierte Ventrikel als Wt-AAV9-eGFP
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Abbildung 3.32: Effekte der Gentherapie auf die Herzfunktion. Echokardiografische Analyse
der Verkiirzungsfraktion (oben) und des linksventrikuldren Innendurchmessers (LVID, unten)
von Wt (links) und RKIPX© (rechts) behandelt mit AAV9-eGFP oder AAV9-RKIP vor (Kon)
und nach vierwochiger Aortenkonstriktion (TAC). Angegeben ist der Mittelwert aus Wt n=22,
Wt+AAV9-eGFP n=11, Wt+AAV9-RKIP n=11 und RKIPX® n=19, RKIPX®+AAV9-eGFP
n=9, RKIPXO + AAV9-RKIP n=10. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts
dar. * signifikant gegeniiber allen anderen Bedingungen; p < 0,05.

3.9.2 Einfluss des RKIP auf das Lungengewicht und die ANF-Expression

als Parameter fiir das Ausmaft der Herzinsuflizienz

Als weitere Marker fiir den Grad der Herzinsuffizienz wurden das Lungengewicht im
Verhiltnis zur Tibialinge und die Expression der mRNA des Herzinsuffizienzmarkers
ANF analysiert. Im Verlauf einer linksventrikuldren Herzinsuffizienz kommt durch den
Riickstau des Blutes in den Lungenkreislauf zur Ansammlung von Fliissigkeit in der
Lunge. Es bilden sich Odeme, die die Aufnahme von Sauerstoff erschweren. Die Messung
des Lungengewichts gibt daher auch einen Aufschluss iiber den Grad der Herzinsuffizienz
(Interiano et al., [1973).
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Abbildung 3.33: Effekte der Gentherapie auf den Herzinsuffizienzgrad. Analyse des Lungen-
gewichts in Verhéltnis zur Tibialdnge (oben; Mittelwert aus Wt n=14, Wt+AAV9-eGFP n=12,
Wt+AAV9-RKIP n=12 und RKIPX® n—13, RKIPXC 4+ AAV9-eGFP n=10, RKIPXC +AAV9-
RKIP n—11) und der ANF-Expression mittels rtPCR (unten; Mittelwert aus n—9, Wt Kon bzw.
RKIPX® Kon wurden dabei auf 1 gesetzt) von Wt (links) und RKIPXO (rechts) behandelt mit
AAV9-eGFP oder AAV9-RKIP vor (Kon) und nach vierwdchiger Aortenkonstriktion (TAC).
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber basalen
Bedingungen (Kon); # signifikant gegeniiber den mit AAV9-eGFP-behandelten Tieren; p < 0,05.

Ahnlich, wie das vorher untersuchte BNP, stellt auch ANF einen Marker fiir das Ausmaf
der Herzinsuffizienz dar. Je hoher die Expression dieses Faktors ist, desto gravierender
ist die Herzinsuffizienz (Molkentin et al., [1998; Kehat und Molkentin, 2010).

In Abbildung (oben) sieht man, dass es in den AAV9-eGFP behandelten Tieren
im Wt (links) sowie im RKIPX© (rechts) zu einer Steigerung des Lungengewichts nach
TAC kommt. Auch hier zeigt der RKIPXO eine weitaus grofere Steigerung im Gegensatz
zum Wt. In den AAV9-RKIP behandelten Tieren bleibt das Lungengewicht in beiden
Genotypen fast unverdndert im Vergleich zu den Kontrolltieren. Im Hinblick auf die
Level der ANF-mRNA (unten) zeigen sich auch hier Ahnlichkeiten. Nach vierwochiger

Aortenkonstriktion nimmt diese in beiden Genotypen und durch beide Behandlungen
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zu. Die AAV9-RKIP-Injektion kann jedoch das Ausmafs dieser Zunahme inhibieren.

3.9.3 Einfluss von RKIP auf die Entwicklung der interstitiellen Fibrose und
der KollagenITIal-Expression

Die Ausbildung der interstitiellen Fibrose wurde wie schon in Kapitel 3.5 durch die
Analyse der Sirius Rot Farbung und die Untersuchung der KollagenIITal-mRNA TLevel

analysiert.
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Abbildung 3.34: Effekte der Gentherapie auf die interstitielle Fibrose. Analyse der interstitiel-
len Fibrose durch Sirius-Rot-Farbung (oben; Mittelwert aus n=10) und KollagenIIIal-Expression
mittels rtPCR (unten; Mittelwert aus n=9, Wt Kon bzw. RKIP¥© Kon wurden dabei auf 1 ge-
setzt) von Wt (links) und RKIPXO (rechts) behandelt mit AAV9-eGFP oder AAV9-RKIP unter
vor (Kon) und nach vierwdchiger Aortenkonstriktion (TAC). Die Fehlerbalken stellen den Stan-
dardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber basalen Bedingungen (Kon); # signifikant
gegeniiber den mit AAV9-eGFP-behandelten Tieren; p < 0,05.

Abbildung (oben) zeigt die histologische Auswertung der Sirius-Rot-Farbung von
Paraffinschnitten. Die Aortenkonstriktion 16st bei den Tieren (Wt, links und RKIPXO,
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rechts), die mit dem AAV9-eGFP behandelt wurden eine starke Entwicklung einer inters-
titiellen Fibrose aus. Diese wird durch die AAV9-RKIP-Injektion verhindert. In Abbil-
dung (unten) zeigt sich ferner, dass mit der interstitiellen Fibrose auch KollagenIIIal
Expression bei den AAV9-eGFP Tieren steigt. Die Erhéhung der RKIP-Expression durch
die AAV9-RKIP-Injektion wihrend der Herzinsuffizienzentwicklung kann diese Erhéhung
verringern.

In den Gentherapie-Versuchen zeigt sich, dass auch eine spéatere Steigerung der RKIP-
Expression die gleichen Effekte wie die lebenslange Erhéhung der RKIP-Expression in
den RKIP-tg Tieren verursacht. Zusétzlich kann man sehen, dass das Fehlen von RKIP
die Anzeichen der Herzinsuffizienz im Hinblick auf Funktionalitidt, Schwere und Fibrosie-
rung verschlimmert. Dies ist ein Indiz fiir eine protektive Wirkung des endogenen RKIP

PKO

im Herzen. Ferner zeigt der Versuch in den RKI Tieren, dass eine Kardiomyozyten-

spezifische Erhéhung der RKIP-Expression ausreicht, um den Phénotyp zu induzieren.

100
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3.10 Einfluss des RKIP auf die Proliferation von Fibroblasten

Die Steigerung der Expression von RKIP hat einen antifibrotischen Phénotyp verursacht.
Die Gentherapie in den RKIPX©-Tieren hat zusiitzlich gezeigt, dass die Erhohung der
RKIP-Expression in Kardiomyozyten fiir diesen Phénotyp ausreicht. Um trotzdem Aus-
sagen iiber die Effekte von RKIP in neonatalen Fibroblasten treffen zu konnen, sollten in
vitro Proliferationsversuche helfen. Dazu wurden neonatale Fibroblasten mit verschiede-
nen Viren transduziert und der Einbau von Tritium-markiertem Thymidin in die DNA

der sich teilenden Zellen analysiert.
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Abbildung 3.35: Untersuchung der Effekte von RKIP in Fibroblasten. Analyse der Prolife-
ration von neonatalen Fibroblasten mittels Einbau von radioaktiv-markiertem Thymidin ([*H]-
Thymidin) iiber einen Zeitraum von 96h Untersucht wurden die verschiedenen Genotypen durch
adenovirale Transduktion mit LacZ, eGFP, RKIP und RKIPS'%3A (links). Aufgetragen ist der
Mittelwert aus n=12, aufser LacZ n=3. Die eGFP-transduzierte Kontrolle ist auf 1 gesetzt. Die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber eGFP und
LacZ; p < 0,05. Représentative Western Blot Analyse der ERK1/2-Phosphorylierung (TEY, An-
tikorper: pERK1/2 (T202/Y204)) unter Transduktion von eGFP, RKIP und RKIPS'53A (rechts).

Der Thymidineinbau in Abbildung[3.35] (links) zeigt die Proliferation der neonatalen Fi-
broblasten nach Transduktion mit zwei Kontrollviren (LacZ und eGFP), RKIP und der
RKIPS153A Mutante. Man sieht, dass die Transduktion beider Kontrollviren einen &hnli-
chen Einfluss auf die Proliferation hat. Die RKIP und auch die RKIP3'%*4 Transduktion
fiihrt zu einer Inhibition der Proliferation, wobei diese Inhibition bei der RKIPS!534
stiarker ist. Ferner zeigt die Analyse der ERK1/2-Phosphorylierung (rechts), dass
die RKIP-Expression unabhéngig von der PKC-Phosphorylierung an Serin 153 zu einer
Inhibition der ERK-Phosphorylierung fiihrt. Dies zeigt, dass auch Wt, RKIP in den Fi-
broblasten, im Gegensatz zu den Kardiomyozyten eher im Raf-inhibitorischen Zustand

vorliegt.
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3.11 Einfluss des RKIP auf die Art des Herzwachstums

In der Entwicklung der Herzinsuffizienz spielt auch die Hypertrophie des Herzens eine
besondere Rolle. Dieses Herzwachstum wird als pathologische Hypertrophie bezeichnet
und gilt neben der Entwicklung von interstitieller Fibrose und dem Sterben der Kar-
diomyozyten als urséchlich bei der Herzinsuffizienz (Kehat und Molkentin, 2010; Tham
etal., 2015). Durch die Auswertung des Herzgewichtes und der Fliche der Kardiomyo-

zyten im Querschnitt kann das Ausmaf der Hypertrophie bewertet werden.
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Abbildung 3.36: Effekte der RKIP Expression auf das Entstehen einer Hypertrophie des Her-
zens. Analyse des Herzgewichts im Verhéltnis zur Tibialédnge in mg/mm von Wt Tieren behan-
delt mit AAV9-eGFP oder AAV9-RKIP unter basalen Bedingungen (Kon) und nach vierwochiger
Aortenkonstriktion (TAC; links; Mittelwerte aus Wt n=14, Wt+AAV9-eGFP n=12, Wt-+AAV9-
RKIP n=12) sowie der Zellgrofe von Wt und RKIP-tg Tieren in pm? unter basalen Bedingungen
(Kon) und nach dreiwtchiger Aortenkonstriktion (TAC; rechts; Mittelwerte aus n=>5). Die Feh-
lerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen
Bedingungen (Kon); p < 0,05.

In Abbildung (rechts) ist die Auswertung des Herzgewichts nach Behandlung mit
den AAV9-Konstrukten gezeigt. Durch die Induktion der Herzinsuffizienz mittels der
Aortenkonstriktion steigt das Verhaltnis von Herzgewicht zu Tibialinge an. Dies ge-
schieht sowohl unter der Behandlung mit AAV9-eGFP sowie mit AAV9-RKIP. Auch in
den transgenen Tieren zeigt sich trotz der zuvor gezeigten besseren Herzfunktion und des
geringeren Herzinsuffizienzgrads kein Unterschied in der Fliache der Kardiomyozyten vor
oder nach der Aortenkonstriktion. Die Erh6hung der RKIP-Expression nimmt demnach
keinen Einfluss auf das Ausmafs des Wachstums des Herzens.

Die zuvor erhaltenen Ergebnisse in den Herzinsuffizienzmodellen ob in transgenen Tie-
ren oder mittels Gentherapie zeigten eine protektive Wirkung in der Herzinsuffizienzent-
wicklung. Bedingt durch die vorigen Ergebnisse sollten die Entstehung der Hypertrophie

naher hinterfragt werden. Neben der irreversiblen pathologischen Hypertrophie kann das
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Herz auch in Folge von sportlicher Betédtigung und einer Schwangerschaft wachsen. Diese
Art der Hypertrophie ist reversibel und wird als physiologisch bezeichnet. Um zu unter-
suchen, um welchen Hypertrophietyp es sich im Falle der gesteigerten RKIP-Expression
handelt, wurden einige Marker, die fiir eine physiologische Hypertrophie sprechen unter-

sucht.

3.11.1 Einfluss des RKIP auf die SERCA2-Expression als Marker fiir
physiologische Hypertrophie im TAC-Modell

Die schon in Kapitel 3.2 untersuchte Expression der SERCA2 ist ein Marker, der zur
Unterscheidung herangezogen werden kann (Weeks und McMullen, 2011; Maillet et al.,
2013)). Wiahrend der Entwicklung einer pathologischen Hypertrophie kommt es zu einer
Verringerung der Expressionsniveaus der SERCA2. Die Untersuchung dieses Markerpro-

teins erfolgte mittels Western Blot Analyse.
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Abbildung 3.37: Analyse der Expression der SERCA2. Représentative Western Blots und
entsprechende Quantifizierungen der SERCA2 Expression in Lysaten von Wt, RKIP-tg unter
basalen Bedingungen (Kon) und nach dreiwdchiger Aortenkonstriktion (TAC). Aufgetragen ist
der Mittelwert aus n=8. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. *
signifikant gegeniiber allen anderen Bedingungen; p < 0,05. In Zusammenarbeit mit Prof. Dr.
Kristina Lorenz.

In Abbildung sieht man im Wt eine niedrigere SERCA2-Expression nach dreiwo-
chiger Aortenkonstriktion. In den RKIP-tg bleibt diese Expression auf dem Level der
basalen Bedingungen bestehen. Dies gibt einen ersten Hinweis auf eine nicht pathologi-

sche und von der des Wt unterschiedliche Art der Hypertrophie.
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3.11.2 Einfluss des RKIP auf die Kapillardichte im Myokard

Ferner sollte die Untersuchung der Kapillardichte im Herzen weiteren Aufschluss geben.
Durch die hohere Leistung der Kardiomyozyten auf Grund der gesteigerten Anforde-
rungen durch die Nachlast-Erhéhung bei der Aortenkonstriktion und den gesteigerten
Sauerstoffbedarf bei sportlicher Betatigung miissen die Kardiomyozyten wachsen. Damit
sie weiterhin mit Sauerstoff versorgt werden kénnen, muss sich auch das Gefdfsystem
den neuen Bedingungen anpassen (Burchfield et al., |2013)). Die geschieht bei der phy-
siologischen Hypertrophie durch gleichzeitige Erhohung der Kapillardichte im Myokard.
In der pathologischen Hypertrophie bleibt diese Anpassung aus und kann somit ein
Grund fiir die Apoptose einiger Zellen aus Unterversorgung sein (Kehat und Molkentin,
2010; Maillet et al., [2013). Um die Kapillardichte zu untersuchen wurde ein Endothel-
spezifischer Antikorper gewahlt und durch immunhistologische Farbung das Kapillar-

zu-Kardiomyozyt-Verhéltnis analysiert.
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Abbildung 3.38: Untersuchung der Effekte von RKIP auf die Kapillardichte. Analyse und
reprisentative Bilder der Kapillardichte im Verhéltnis zur Anzahl der Kardiomyozyten mittels
einer Endothelfdrbung mit einem spezifischen Antikdrper gegen CD31 in histologischen Paraf-
finschnitten. Verglichen werden die Schnitte von Wt und RKIP-tg unter basalen Bedingungen
(Kon) und nach dreiw6chiger Aortenkonstriktion (TAC). Aufgetragen ist der Mittelwert aus Wt
Kon n=10, RKIP-tg Kon n=14, Wt TAC n=9, RKIP-tg TAC n=14. Die Fehlerbalken stellen
den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber Wt; 7 signifikant gegeniiber
RKIP-tg Kon; p < 0,05. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Karina Lamprecht und der
Arbeitsgruppe unter Siileyman Ergilin erzeugt.

Abbildung zeigt reprisentative Bilder und die Auswertung der Schnitte. Es wird
deutlich, dass die RKIP-tg ein hoheres Verhéltnis von Kapillaren zu Kardiomyozyten
besitzen. Dies besteht unter basalen Bedingungen sowie nach der Induktion der Herzin-
suffizienz. Ferner wird die Anzahl der Kapillaren pro Kardiomyozyt in den RKIP-tg
Tieren nach TAC noch gesteigert, wiahrend sie bei den Wt auf basalem Niveau bleibt.

Diese Ergebnisse deuten an, dass eine bessere Blutversorgung in den Herzen der RKIP-tg
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Mause gewahrleistet wird als in den Wildtyp Herzen und stellt eine weiteren Unterschied

im Herzwachstum da, der auf eine physiologische Hyptertrophie hinweist.

3.11.3 Einfluss des RKIP auf die Akt-Aktivierung in Abhingigkeit des
B2AR

Ein weiteren molekularer Marker fiir eine physiologische Hypertrophie ist die Aktivie-
rung des PI3K/Akt-Signalweges (Weeks und McMullen, [2011; Maillet et al., [2013]). Die-
ser Signalweg kann unteren anderem von den GBy der Ga;-gekoppelten B2 AR aktiviert
werden (Stephens etal., |1994). Die Aktivierung der Akt wird zusétzlich auch mit einer
antiapoptotischen Wirkung assoziiert. Dieser kann auch zur Ausbildung einer physiolo-
gischen Hypertrophie beitragen und auch den B,AR abhéngigen Phénotyp begriinden.
Aus diesem Grund sollte die Aktivierung in den Wt und RKIP-tg, sowie in den B2 KO
und RKIP/B2KO und unter Einfluss des Gay-Inhibitors Pertussis Tozin (PTX) unter-

sucht werden.
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Abbildung 3.39: Untersuchung der Akt-Aktivierung. Reprisentative Western Blots und ent-
sprechende Quantifizierungen der Akt-Phosphorylierung an Threonin 308 (Antikérper: pAkt
(T308)) in Lysaten von Wt und RKIP-tg unter basalen Bedingungen (links) und nach Be-
handlung der Tiere mit Pertussis Toxzin (rechts) und von B;KO und RKIP-tg/B.KO (Mitte).
Aufgetragen ist der Mittelwert aus n—6, dabei ist der Wt, fo KO bzw. Wt PTX auf 1 gesetzt.
Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber Wt,
B2AR bzw. Wt PTX; p < 0,05. In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Kristina Lorenz.

Abbildung zeigt eine Erhohung der Akt-Phosphorylierung in den RKIP-tg gegen-

tiber dem Wt (links). Im Gegensatz dazu wirkt die Erhohung der RKIP-Expression in
den BoAR~defizienten Méusen zu einer Verringerung der Akt-Phosphorylierung (Mitte).
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Auch die Inhibition des Go; mit PTX fiihrt zu einer geringeren Akt-Phosphorylierung
(rechts). Dies zeigt, dass RKIP auch tiber die Aktivitit der Akt erhoht und diese Erho-
hung in Teilen von einem Gao; gekoppelten B2 AR abhingig ist.

Die Versuche zeigen, dass die Aortenkonstriktion in den RKIP-tg eine vom Wildtypen
unterschiedliche Hypertrophie verursacht. Die in diesem Kapitel untersuchten Marker
legen ein physiologisches und kompensatorisches Herzwachstums nahe. Dieses wird auch
durch die in den anderen Teilen untersuchten Marker unterstiitzt. Die Expression von
BNP und ANF und auch die Ausbildung einer interstitiellen Fibrose sind Anzeichen fiir
eine pathologische Hypertrophie. Das diese Marker sowohl in den RKIP-tg als auch in
den AAV9-RKIP in geringerem Mafse auftreten, ist ein weiteres Indiz fiir eine gutartige

Hypertrophie des Herzens unter Einfluss des RKIP.
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In dieser Arbeit konnten weitere Erkenntnisse {iber die Wirkungsweise und Regulation
von RKIP sowie die Effekte von RKIP in in vitro- und in vivo-Modellen gewonnen wer-
den.

RKIP stellt sich im kardialen Umfeld als Inhibitor der GRK2 dar, der eine unterschied-
liche Wirkungen auf verschiedenen Substrate der GRK2 hat. Diese Art der GRK2-
Inhibition bewirkte eine Verstirkung von p-adrenergen Signalwegen, welche in einer
héheren Aktivitat der Kinasen PKA, CaMKII und Akt resultierte. Interessanterweise
fiihrte die Erhohung der Kinaseaktivitdt nicht zur gleichméfigen Erhohung der Phos-
phorylierung ihrer Substrate, sondern wies ein besonderes Phosphorylierungsschema auf,
das unter anderem vom By AR abhingig ist. Die Effekte dieses Phosphorylierungsschemas
zeigten sich in einer positiven Inotropie, die vor allem in einer beschleunigten Relaxa-
tion und einer erhohten Calciumbeladung des SR begriindet ist. In vivo konnte durch
die Anwendung von Herzinsuffizienz- und Arrhythmiemodellen ein protektiver Phanotyp
nachgewiesen werden, welcher wiederum eine Abhéngigkeit vom B, AR aufweist.

In den folgenden Abschnitten wird detaillierter auf die einzelnen Ebenen der RKIP-
Effekte eingegangen. Zu Anfang soll die Regulation und die inhibitorische Funktion
von RKIP besprochen werden. Danach wird auf die molekularen Effekte der RKIP-
Uberexpression auf die p-adrenergen Signalwege eingegangen. Die daraus resultierenden
Phénotypen (pos. Inotropie und Protektion gegeniiber Herzinsuffizienz und Arrhyth-
mien) werden nachfolgend diskutiert. Abschlieflend werden die Erkenntnisse iiber die
Wirkungsweise des RKIP mit derzeit bekannten Strategien in der Herzinsuffizienzthe-
rapie verglichen. Im letzten Abschnitt soll ein Ausblick auf bestehende Fragestellungen

gegeben werden.

4.1 RKIP als Kinase-Inhibitor

Dass RKIP die Aktivitdt der GRK2 und der Raf/MEK/ERK-Kaskade inhibieren kann,
wurde bereits in fritheren Arbeiten (K. Yeung et al.,[1999; Lorenz et al., [2003; Deiss et al.,
2012) gezeigt und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit weiter bestéitigt werden. Da

die Inhibition von Phosphorylierungszustand an Serin 153 abhéngig ist wurde RKIP auf
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molekularer Ebene mittels 2D-Gelelektrophorese auf seinen Modifikationsstatus unter-
sucht. Die 2D-Gelelektrophorese wurde vornehmlich fiir den Ausschluss von Isoformen
benutzt, zeigt jedoch auch den Phosphorylierungsstatus des zu untersuchenden Prote-
ins an. Durch diesen Versuch wurde sichtbar, dass endogenes RKIP in Wildtyp Mau-
sen vornehmlich in zwei Phosphorylierungszustinden vorliegt, wobei das Gleichgewicht
stark auf die Seite einer phosphorylierten Form verschoben ist. Die Phosphorylierung
an Serin 153 ist fiir die Dimerisierung und die nachfolgende Inhibition der GRK2 ver-
antwortlich. Dadurch liegt RKIP im Herzen in einer Form vor, in der es priferentiell
die GRK2 inhibiert. Dies steht im Einklang mit Vernetzungs-/Cross-linking- und De-
phosphorylierungsversuchen aus friitheren Arbeiten (Deiss et al., [2012)). Unterstiitzt wird
dieser Fund durch die Untersuchung der ERK1/2-Phosphorylierung (als Maf der Raf-
Inhibition) in RKIP-tg Méusen der dreifach und siebenfach iiberexprimerenden Linien
(Abbildung [3.5]). Hier zeigte sich, dass die Expression von RKIP keine (dreifach, Linie
#4) oder nur eine geringe Hemmung (siebenfach #13) der ERK-Phosphorylierung und
dadurch der Raf-Aktivitit bewirkt. Dieser Versuch deutete an, dass das Gleichgewicht
zwischen Raf- und GRK2-Inhibition auch von dem Level der RKIP-Expression abhéngig
ist. Eine Hypothese wire, dass die basale PKC-Aktivitdt nur eine bestimmte Menge an
RKIP phosphorylieren kann, sodass bei einer weiteren Steigerung der RKIP-Expression
zunehmend unphosphoryliertes RKIP auf die Raf/MEK/ERK-Aktivitdt Einfluss nimmt
(Lorenz et al., 2014)). Durch dieses Phidnomen konnten auch die gegensétzlichen Effekte
anderer Verdffentlichungen erklirt werden. X. Fu etal., 2013| zeigte, dass eine Uber-
expression von RKIP die ERK1/2-Phosphorylierung inhibiert und dadurch eine sich
spontan entwickelnde Herzinsuffizienz verursacht, die durch fehlende antiapoptotische
Wirkungen des ERK1/2 bedingt ist. Eine stark erhohte Expression von RKIP kénnte
solche Effekte haben. Als Indiz dafiir dient die Inhibition der Raf/MEK/ERK-Kaskade
durch die phosphorylierungsdefiziente Mutante (RKIPS'%*4), die nachgewiesenermafen
proapoptotische Effekte hat (Abbildung und Schmid et al., 2015]).

Ein zusitzlicher Indikator fiir die geringere Bedeutung der Raf-Inhibition im Kardio-
myozyten kann auch in dem vergleichbaren Wachstum der Herzen (Hypertrophie) gese-
hen werden. Eine Raf-Inhibition wiirde zu einer verminderten Aktivierung von ERK1/2
fiihren und so die Entstehung einer Hypertrophie vermindern. Die vorliegenden Untersu-
chungen zeigen dies jedoch nicht. Im Gegensatz dazu, scheint das Gleichgewicht in den
untersuchten Fibroblasten auf der Seite der Raf/MEK/ERK-Kaskade zu liegen. Hier
hat die Expression von Wildtyp und phosphorylierungsdefizientem RKIP eine dhnliche
Wirkung, ndmlich die Reduzierung der ERK-Aktivitit und die dadurch vermittelte Pro-
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liferation der Fibroblasten. Dies lasst den Schluss zu, dass die basale Aktivitat der PKC
in Fibroblasten nicht ausreicht, um zusétzliches RKIP zu phosphorylieren und dadurch

scheint das Gleichgewicht letztendlich in Richtung Raf verschoben zu sein.

Membrankamm t-Tubuli
B,-AR B-AR
—— RK2 —
B,-AR

T (:a
% =
@

MEK1I2
ERK1/2

./ N

a-Tubulin

Abbildung 4.1: RKIP vermittelte Inhibition der GRK2 im Herzen. Das Gleichgewicht
der RKIP-Wirkung zwischen Raf-Inhibition und GRK2-Inhibition hingt von der PKC-
Phosphorylierung ab und liegt im Herzen auf der GRK2-Seite. Die GRK2-Inhibition wirkt sich
auf die Rezeptorsubstrate aus (BAR), jedoch nicht auf die zytosolischen Substrate (ERM, a-
Tubulin, Schmid et al., 2015)

Durch die direkte Untersuchung der GRK2-Aktivitdt konnte neben der Regulation auch
die Wirkungsweise der GRK2-Inhibition analysiert werden. Zunéchst zeigte die reduzier-
te GRK2-vermittelte Phosphorylierung des B2 AR die inhibitorische Wirkung des RKIP
auf die GRK2. Auf die Phosphorylierung des zytosolischen Substrats Ezrin hatte die
Erhéhung der RKIP-Expression (Abbildung , im Gegensatz zum membranstindige
Rezeptorsubstrat (B2 AR), keinen Einfluss. Durch die RKIP-vermittelte Inhibition der
GRK2 in Kardiomyozyten (Abbildung wird die Frage aufgeworfen, wie es RKIP
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moglich ist, die Phosphorylierung von Rezeptorsubstraten spezifisch zu inhibieren. Aus
Deiss etal., 2012 ist bekannt, dass die Phosphorylierung zur Dimerisierung benotigt
wird und RKIP nur als Dimer in der Lage ist die GRK2 zu binden. Ferner ist aus
Lorenz et al., |2003| bekannt, dass RKIP vor allem an den N-Terminus der GRK2 bin-
det, welcher auch fiir die Bindung an GPCR verantwortlich ist (Huang und Tesmer,
2011). Dadurch kénnte man eine kompetitive Hemmung vermuten, bei der RKIP die
Interaktion der GRK2 mit den BAR verhindert, indem es die Interaktionsschnittstelle
der GRK2 blockiert. Es wire weiter denkbar, dass der N-Terminus der GRK2 nicht an
der Interaktion /Phosphorylierung von zytosolischen Substraten beteiligt ist und dies die
Substratspezifitit erklart. Eine strukturelle Charakterisierung der Interaktionsschnitt-
stelle konnte diese Erkenntnisse bestdtigen. Aukerdem konnte sie bei der Entwicklung
kleiner chemischer Inhibitoren behilflich sein, da es trotz einiger Versuche noch keinen
niedermolekularen spezifischen GRK2-Inhibitor gibt.

Die hier durchgefiihrten Versuche sollten vor allem die Effekte auf die GRK2 und Raf
differenziert betrachten, da sie als direkte Interaktionspartner identifiziert wurden, d.h.
ihre Interaktion kommt ohne Hilfe von Stiitzproteinen, sogenannten Scaffold-Proteinen
zustande (K. Yeung etal., 1999; Lorenz et al., |2003; Deiss et al., [2012). Neben diesen
beiden Kinasen sind auch andere Kinasen (NIK, TAK, GSK3pB) bekannt, die mit RKIP
interagieren (K. C. Yeung etal., 2001; Zeng etal., |2008)). Es bleibt offen, ob die durch
RKIP verursachten Phanotypen auch von diesen anderen Kinasen beeinflusst werden. In
diesem Zusammenhang besteht die Fragestellung nach den Proteinmodifikationen, Secaf-
fold-Proteinen oder der Lokalisation, die die Bindung zu den anderen interagierenden
Kinasen vermitteln. Der Modifikationsstatus kénnte weitere Regulationsmechanismen
bereitstellen und die Interaktionen mit anderen Kinasen detaillierter charakterisieren.
In diesem Zusammenhang kénnte auch das von Skinner und Rosner, 2014| vorgestell-
te Modell helfen. Der energetisch hohere Kinase-affine Zustand koénnte als Basis fiir
weitere Proteinmodifikationen dienen. Auch durch die Bindung von Liganden in der
Bindungstasche konnen Konformationen stabilisiert werden, die RKIP zur Inhibition

anderer Kinasen befahigen (Skinner und Rosner, 2014).

4.2 RKIP in B-adrenergen Signalwegen

Die Untersuchung der RKIP Effekte auf die f-adrenergen Signalwege zeigte, dass RKIP
in der Lage ist die Signaltransduktion, die den BAR/Gay nachgeschaltet ist, zu verstér-
ken. Die untersuchten Parameter waren die cAMP-Akkumulation, die PKA-Aktivitéit
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und das Calcium-Cycling in NRKM, sowie die PKA- und CaMKII-Aktivitdt und das
Calcium-Cycling in transgenen Mausen (Abbildungen B.3 3.11)). Durch diese
Versuche wird deutlich, dass RKIP B-adrenerge Signalwege verstirkt. Ein Unterschied
zwischen den in vitro Versuchen in NRKM und den in vivo Versuchen in den transge-
nen Mausen ist jedoch auffillig. So fiihrte die RKIP-Expression nur in den transgenen
Mausen zu einer basalen Erhéhung der PKA-Aktivitdt und einer Beschleunigung des
Calcium-Clyclings. ITn den NRKM hingegen sieht man die Unterschiede in der cAMP-
Akkumulation und in der PKA-Aktivitdt erst nach Zugabe von Stimulanzen wie Iso-
prenalin, ein Agonist der BAR. Die Untersuchung des Calcium- Cyclings stellt einen Son-
derfall dar. Hier bewirkt RKIP in transfizierten NRKM eine Beschleunigung des Cal-
ciumriicktransports. Ein Grund dafiir konnte sein, dass die elektrischen Impulse (20V,
0,5Hz) ausreichen, um die Unterschiede zwischen LacZ- und RKIP-transduzierten Zellen
sichtbar zu machen, d.h. eine ausreichende Stimulation auszuiiben.

Eine Besonderheit ergab sich aufserdem bei der Untersuchung der cAMP-Akkumulation.
Die Radioimmunologische Untersuchung zeigte ein héheres Maximum, bei &hnlichen
EC50-Werten. Eine mogliche Erklarung wére, dass die RKIP-Expression zu niedrig ist,
um Unterschiede in diesem Bereich sichtbar zu machen. Aus diesem Grund wurde die
PKA-Aktivitit in Abhingigkeit zu der RKIP-Expression (RKIPtoh RKIPmedrie) mit
einer Isoprenalinkontentration im Bereich des EC50-Wertes untersucht (Abbildung[3.3).
Es zeigte sich deutlich, dass abhéngig vom Expressionsniveau die Isoprenalinkonzentra-
tion ausreicht, um eine Steigerung der PKA-Aktivitit in den RKIP(M?)_transduzierten
Zellen gegeniiber den mit der gleichen Virusmenge Kontroll-transduzierten Zellen her-
beizufithren. Da in transgenen Mausen bereits ein basaler Phinotyp besteht, kann man
vermuten, dass ein ausreichendes Expressionslevel erreicht wurde und die basale Akti-
vierung der BAR ausreicht, damit die RKIP-Effekte sichtbar werden. Umgekehrt wird
dieses Phidnomen von der Tatsache unterstiitzt, dass auch die Deletion von RKIP in vivo
keinen basalen kardialen Phanotyp zeigt.

Neben der Verstiarkung der konventionellen Signalwege {iber die Gay Proteine konnte
auch die Aktivierung weiterer Signalwege, die den AR nachgeschaltet sind, gezeigt wer-
den. Dazu gehoren zum einen die Go;-Kopplung des B, AR, sowie die Gog-unabhingigen
Signalwege des B;AR. Die Untersuchung der Akt-Phosphorylierung (Abbildung
konnte zeigen, dass es iiber eine B3 AR /Gy Kopplung zur PI3K /Akt-Aktivierung kommt.
Da dieser Signalweg in Verbindung mit einer antiapoptotischen Wirkung steht (Matsui
und Rosenzweig, 2005; Sussman et al., 2011), konnte dies zum Phénotyp in den RKIP-tg

Mausen beitragen.

111



4 Diskussion

Auch in friitheren Ergebnissen von Lorenz et al., |2003 war eine BAR-abhingige RKIP-
Phosphorylierung an Serin 153 zu beobachten. Diese wird durch die PKC vermittelt.
Die Diskrepanz zwischen Gos-Kopplung und PKC-Aktivierung begriindete die Frage-
stellung fiir meine Diplomarbeit (2011). Die weiterfithrende Untersuchung in NRKM
wies auf eine dem BAR nachgeschaltete Epac-Rap2b-PLC-Aktivierung hin. Dephospho-
rylierungsversuche in Abhéngigkeit zu den BAR-Subtypen zeigten zudem eine stérkere
Beteiligung des ;AR an der RKIP-Phosphorylierung. Zusammengenommen zeigt sich
iiber diese Ergebnisse eine zusédtzliche Gog-unabhéngige Signaltransduktion des f;AR
unter Beteiligung von Epac.

Bislang steht fest, dass RKIP p-adrenerge Signalwege verstirkt, die iiber Gag, Ga; und
Epac vermittelt werden. Eine daraus resultierende Fragestellung ist, ob alle den BAR
nachgeschalteten Signalwege verstirkt werden, oder ob RKIP auch anderweitig Einfluss
auf die Signalweiterleitung nimmt. Ein naheliegender Signalweg, der eine bedeutende
Rolle in der heutigen Erforschung von ,,biased” Signalwegen spielt, ist die Aktivierung des
B-Arrestins. Die fiir die B-Arrestin-Rekrutierung nétige Rezeptorphosphorylierung wird
von RKIP verhindert. Auch die dem B-Arrestin nachgeschalteten Signalwege, wie z.B. die
ERK1/2-Phosphorylierung (Cargnello und Roux, [2011)) oder die CaMKII-Aktivierung
(Mangmool et al., 2010), konnten somit gehemmt werden. Im Falle der ERK1/2 Phos-
phorylierung ist unklar, warum die Stimulation der BAR/Go keine ERK1/2-Aktivierung
(Vidal etal., 2012) nach sich zieht. In diesem Fall kénnte die Inhibition von Raf durch
RKIP oder auch eine mogliche Inhibition der B-Arrestin-vermittelten Aktivierung zum
Tragen kommen. Im Fall der CaMKII wiirde eine Hemmung der BAR-Signalwege die
Aktivierung verhindern, da diese von Epac und B-Arrestin abhéngt (Grimm und Brown,
2010; Erickson, 2014). Da in den RKIP-tg Mausen die CaMKII-Aktivitéit trotzdem er-
hoht ist, kann die CaMKII durch andere Mechanismen aktiviert werden. Eine Mo6glich-
keit, die zu nennen wire, ist die Aktivierung iiber einen erhéhten Calciumspiegel im
Zytosol (Erickson, 2014).

Zusammenfassend kann man sagen, dass RKIP iiber die BAR Einfluss auf eine breite Si-
gnalvielfalt nehmen kann. Welche Signale letztlich in welcher Weise beeinflusst werden,
um die ausgeglichenen Effekte der beobachteten Phinotypen zu verursachen, muss in

Zukunft weiter untersucht werden.
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4.3 Die RKIP-vermittelten Phinotypen

Die bedeutendste Aufgabe der BAR ist die Steuerung der Kontraktilitdt. Da RKIP §-
adrenerge Signale verstéirkt, liegt ein Augenmerk auf der kardialen kontraktilen Funktion
der RKIP-tg Méause. In dieser Arbeit konnte iiber mehrere Versuche und in verschiede-
nen Tier- und Zellmodellen ein positiv inotroper Effekt des RKIP bestéatigt werden. Die
Erhéhung der Expression fiihrte zu einer gesteigerten Kontraktionsrate, sowie zu einem
beschleunigten Riicktransport des Calciums in das SR der NRKM. In vivo konnte durch
die Messung der Calciumtransienten ein erhéhter maximaler zytosolischer Calciumspie-
gel und damit eine erh6hte Kontraktionskraft, sowie eine héhere Calciumbeladung des
SRs nachgewiesen werden. Durch echokardiografische Untersuchungen in FVB/N und
C57BL/6J zeigte sich ferner eine durch RKIP erhohte Verkiirzungsfraktion. Dieser Ef-
fekt konnte durch die Isoprenalininfusion weiter gesteigert werden. Ein positiv inotroper
Effekt konnte zudem in den AAV9-RKIP behandelten Wt-Tieren beobachtet werden, in
denen die Kontraktilitit selbst nach vierwochiger Aortenkonstriktion noch erhéht war.
Interessanterweise zeichnete sich in der Untersuchung der f; AR~ und By AR-defizienten
Mause (B KO, B2KO) eine Abhéngigkeit des Phianotyps vom $;AR ab, da es im ;KO
Hintergrund zu keiner Erhohung der Kontraktionskraft mehr kam. In Abbildung
ist dargestellt, wie RKIP die positiv inotropen und lusitropen Effekte iiber den ;AR
bewirken kénnte. RKIP fiihrt zur Erhéhung der Phosphorylierung von Troponin I und
Phospholamban (Schmid et al., 2015). Dies sind zwei Proteine, die die Steigerung der
Kontraktionskraft sowie die Beschleunigung der Relaxationszeit vermitteln. Die Wirkung
der erhhten SERCA2-Funktion, die durch die PLN-Phosphorylierung ausgelost wird,
zeigt sich auch in dem beschleunigten Riicktransport in das SR, sowie in dem erhéhten
Calciumgehalt des SR. Anders als die Phosphorylierungen an Tnl und PLN, tragen die
BAR-stimulierten Angriffspunkte am RyR2 oder LTCC nicht zur Kontraktilitatssteige-
rung bei. Es hat sich aufserdem gezeigt, dass RKIP Einfluss auf die Aktivitéit der Kinasen
(PKA und CaMKII) nimmt, die die Calcium-translozierenden Proteine phosphorylieren.
Die untersuchten Phosphorylierungen des LTCC und RyR2 waren im Fall des LTCC (Ab-
bildung[3.29) unbeeinflusst und im Fall des RyR2 (Abbildung [3.28)verringert. Wihrend-
dessen bleiben die Expressionen von LTCC, RyR2, SERCA2 oder NCX unter basalen
Bedingungen von RKIP unbeeinflusst (Abbildung[3.8}[3.9). Der Phosphorylierungsstatus
von LTCC und RyR2 spielt eine grofe Rolle fiir die Offenwahrscheinlichkeit der Kané-
le. Die Bedeutung der in dieser Arbeit untersuchten Phosphorylierungsstellen ist nicht
abschlieftend geklart und wird aktiv diskutiert (B. Xiao et al., 2005; Bers, [2006; Bers,
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2012; Dobrev und Wehrens, 2014; Houser, 2014)). Die Wahl der beiden Stellen ergab sich
jedoch aus Ergebnissen (Wehrens et al., [2004; Carter et al., [2006; Wehrens et al., 2006),
die fiir eine CaMKII-vermittelte (Ser2814) und eine PKA-vermittelte (Ser2808) Phos-
phorylierung sprachen, die beide die f-adrenerge Stimulation des RyR2 ausfiihren. Die
Schlussfolgerungen miissen deshalb eher auf Basis der Ser2814-Phosphorylierung gezo-
gen werden, da der Ser2808 eine Funktion in der f-adrenergen Aktivierung abgesprochen
wurde (Dobrev und Wehrens, 2014; Houser, [2014)). Fiir die getroffenen Aussagen ist dies
letztlich aber von geringer Bedeutung, da unter RKIP beide Kinasen aktiv sind und die
CaMKII ohnehin in groferem Mafe mit maladaptiven Umbauprozessen assoziiert wird
(Grueter etal., 2007). Es ist bestétigt, dass beide Kanile arrhythmogenes Potential be-
sitzen und dadurch kann das Ausbleiben dieser Phosphorylierungen als positiver Effekt
angesehen werden.

Die Hyperaktivitéit der beiden Kanéle (LTCC und RyR2), die die Einleitung der Systole
vermitteln, kann fiir gleichbleibende diastolische einwirtsgerichtete Strome verantwort-
lich und damit eine Ursache fiir friihe und spéte Nachpolarisationen sein (Dorn et al.,
1999; Guo et al., 2006; Ling etal., 2009; Eschenhagen, [2010; Koval et al., |2010; Shan
et al., 2010; Anderson etal., 2011; Respress etal., [2012; Shiferaw etal., 2012; Dobrev
und Wehrens, 2014)). Die Auswirkungen der verringerten Phosphorylierung zeigt sich in
einer ebenso verringerten Neigung zum Auftreten von Extrasystolen in RKIP-tg Mausen
gegeniiber den Wt Méusen (Abbildung . Dass dieser Phinotyp von den Signalwe-
gen des B2 AR abhingt, wurde im ByKO sichtbar. Im Rahmen von Schmid et al., 2015
wurde die LTCC- und RyR2-Phosphorylierung auch im foKO und nach Hemmung von
Ga; durch PTX untersucht. In den Experimenten zeigte sich eine Steigerung der Phos-
phorylierung der Kanéle. Im Zusammenhang mit der telemetrischen Untersuchung dieser
Maiuse, die eine erhohte Neigung zu Extrasystolen zeigten (Abbildung7 kénnte man
vermuten, dass die BAR/Ga;-Kopplung die Hyperphosphorylierung der Kanile verhin-
dert, die durch die gesteigerten ;AR Signale induziert werden.

Eine Ursache fiir dieses ungleichméfige Phosphorylierungsschema konnten lokale Signale
der BAR an den t-Tubuli sein (Kuschel et al., 1999; Orchard und Brette, 2008; Nikolaev
et al., [2010). Durch die unmittelbare Nihe des LTCC in der Zellmembran und dem
RyR2 in der SR-Membran, sowie dem gleichzeitigen Vorhandensein des f; AR und B2 AR
in der Zellmembran bildet sich eine Mikrodoméne, die durch spezielle Signalwege cha-
rakterisiert ist. Die B AR/Ga;-Kopplung vermindert die p;AR/Gag-vermittelte cAMP-
Produktion. Dadurch wird die Kinaseaktivitidt und die Phosphorylierung an LTCC und

RyR2 beeinflusst. Als Konsequenz verhindert RKIP eine irregulire Calciumfreisetzung
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Abbildung 4.2: Dargestellt sind die unterschiedlichen Mikrodoménen am Membrankamm und
an den Membranen der transversalen Tubuli. Positiv inotrope und lusitrope Effekte des RKIP
werden iiber den B; AR vermittelt. Das arrhythmogene Potential des f; AR wird an den t-Tubuli
durch den B;AR aufgehoben. Rot-gezeichnete Phosphorylierungen stellen Angriffspunkte der
PKA dar und blau-gezeichnete die der CaMKII. Gefiillte Phosphorylierungen zeigen eine ver-
stiarkte Phosphorylierung durch RKIP. Umrandete Phosphorylierungsstellen zeigen ein verringer-
te oder unverdnderte Phosphorylierung. Ic,p, L-Typ-Calciumkanal; RyR2 Ryanodin-Rezeptor
2; CaMKII Ca’"- und Calmodulin-abhiingige Kinase IT; Akt Akt/PKB; SR sarkoplasmatisches
Retikulum AC Adenylylcyclase; cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat; PKA cAMP abhan-
gige Proteine Kinase A; SERCAZ2 sarkoplasmatische Calcium-ATPase; PLIN Phospholamban;
TnlI Troponinl.

und inhibiert somit auch die Einleitung von Apoptosemechanismen.

Neben der positiven Inotropie zeigten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente,
dass sich die RKIP-Expression auch protektiv auswirkt. Dies wurde zunéchst im Modell
(Rona, 1985; Hohimer et al., 2005) der chronischen B-adrenergen Aktivierung sichtbar.
Die Tiere wurden vor der Dilatation des Ventrikels und der Ausbildung einer interstiti-
ellen Fibrose geschiitzt. In dem von Kathrin Kahlert durchgefiihrten Versuchen zeigten
sich diese Effekte auch bei einer Erhohung der Nachlast durch TAC (siche auch Schmid
et al., 2015)). Zusétzlich wurden mit ANP und BNP und KollagenIIlal Marker unter-
sucht, die charakteristisch fiir die Umbauprozesse des Herzens sind. Die Untersuchung
der protektiven Effekte in den KOs konnte zeigen, dass die Effekte von dem B,AR ab-
hangig sind. Durch die differenziertere Betrachtung des fibrotischen und hypertrophen
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Phéanotyps konnten die Wirkungen des RKIP detaillierter charakterisiert werden. Der
Versuch der AAV9-vermittelten RKIP-Expression war sowohl im RKIPX©, in dem RKIP
reexprimiert wurde und im Wildtyp, in dem RKIP als Therapeutikum verwendet wur-
de, erfolgreich. In Abbildung sind die Effekte des RKIP aufgelistet. Im Einzelnen
betrachtet fiithren bei RKIP wohl mehrere Mechanismen zur Ausbildung des protektiven
Phéanotyps.

Wt oder
AAVIO-GFP

+TAC 2om

RKIP-tg oder
AAVO-RKIP = = + = = + + 4

Abbildung 4.3: Zusammenfassung der RKIP-vermittelten Effekte unter erhdhter Nachlast
durch transversale Aortenkonstriktion (+TAC). (—) stellt eine Verringerung, (+) eine Erho-
hung, (++) eine starke Erh6hung und (=) keine oder nur geringe Verinderungen. Rechts sind
zwei mit HE-gefdrbte Longitudinalschnitte von Wt mit AAV9-eGFP und Wt mit AAV9-RKIP
behandelten Herzen.

Eine Kombination der direkten Inhibition einzelner maladaptiver Effekte, sowie das Zu-
sammenspiel der Signalwege, das die Notigkeit der Induktion vorwegnimmt, scheinen
diese RKIP-Wirkung zu verursachen. Einerseits werden frithe pathologische Mechanis-
men inhibiert: Es bleiben die Steigerung der GRK2-Expression, sowie die des Ga; aus.
Andererseits wird in RKIP-tg Mausen die PKA- und CaMKII-Aktivitit gesteigert, wel-
che die Genexpression in Richtung fetaler Gene steuern kénnen (Antos etal., 2001; T.
Zhang et al., 2003; Anderson et al., 2011). Gleichzeitig wird durch die Akt eine kardiopro-
tektive Kinase aktiviert, die den apoptotischen Signalwegen entgegensteht (Abbildung
Chesley et al., 2000; Talan et al., [2011)). Besonders ist auch die p2 AR-Abhéngigkeit
dieser Mechanismen. Dies weist auf die schon erwidhnten Effekte auf das Calcium-Cycling
hin. Zusétzlich ist auch die Akt-Aktivierung von dem B3AR abhingig und wird durch
Ga; verstarkt. Durch die AAV9-vermittelte Gentherapie in Wt-M&usen konnte ferner
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gezeigt werden, dass die RKIP-Effekte nicht auf einer Gewéhnung des Herzmuskels an
die erhohte Leistung beruhen, sondern auch durch die spontane Expression die gleichen
Effekte erzielt werden kénnen.

Vor allem fiir die Klassifizierung der Hypertrophie spielt das fetale Genprogramm ei-
ne Rolle (Maillet et al., 2013| siche Abbildungen [3.19] [3.20] [3.23] [3.24] [3.33] |3.34)). Die
RKIP-tg Tiere zeigen dhnliche Ausprigungen der Hypertrophie (Abbildung[3.36)), trotz-
dem entsprechen die Charakteristika weitestgehend einer physiologischen an Stelle einer
pathologischen Hypertrophie. Die gleichbleibende Expression der SERCA2 (Abbildung
zeigt den Erhalt der Funktionalitit des Herzmuskels und deutet auf eine regulire
Funktion der Mitochondrien hin. Zusétzlich kann durch die Steigerung der Kapillardich-
te (Abbildung eine bessere Sauer- und Nahrstoffversorgung erzielt werden, so dass

es nicht aus Griinden der Mangelversorgung zum Absterben der Kardiomyozyten durch

Apoptose oder Nekrose kommt.

Die Ausbildung der Fibrose ist eine besondere strukturelle Verdnderung des Herzmuskels,
die zur Versteifung und zum kontraktilen Funktionsverlust beitriigt. Uber die Modelle
hinweg zeigten die RKIP-exprimierenden Tiere weniger interstitielle Fibrose und eine
nur im geringem Mafse beeintrichtigte Kontraktilitdt. Fine besondere FErkenntnis konn-
te durch die AAV9-vermittelte Reexpression des RKIP im RKIPX® gewonnen werden.
Die Tatsache, dass die RKIP-Expression in Kardiomyozyten geniigt, um die profibroti-
schen Signale zu unterbinden, spricht dafiir, dass die RKIP-Expression die interzellulire
Kommunikation zwischen Fibroblasten und Kardiomyozyten und besonders den Aus-
tausch von pro- oder antifibrotischen Faktoren beeinflusst. Das ergiinzende Experiment
in Fibroblasten (Abbildung konnte zeigen, dass RKIP in Fibroblasten anders re-
guliert wird und so die Fibroblastenproliferation negativ beeinflusst. Eine gleichzeitige
Expression von RKIP in Kardiomyozyten und Fibroblasten konnte somit den Phinotyp
verstarken.

Zusammengefasst bewirkt die RKIP-Expression eine Hypertrophie mit physiologischen
Charakteristika, die die Kontraktilitit eher unterstiitzt als beeintrichtigt. Gleichzeitig
verhindert sie, durch gerichtete B-adrenerge Aktivierung und ausgeglichenes Calcium-
Cycling die Induktion von maladaptiven Umbauprozessen und fiihrt zusatzlich zur Ak-

tivierung von protektiven Signalwegen.
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4.4 RKIP als Therapeutikum

In der Herzinsuffizienztherapie ist die Steigerung der Kontraktilitidt eine kritische Kom-
ponente. Bei der Untersuchung von positiv inotropen Therapeutika (McMurray et al.,
2012; Tacon etal., [2012) und Tiermodellen kam es oft zur Induktion von maladapti-
ven Umbauprozessen (Antos etal., 2001; T. Zhang etal., 2002; Sag et al., [2009). Wie
in Kapitel 1.3.3 beschrieben waren therapeutische Angriffspunkte, die zu einer globalen
Verstiarkung von B-adrenergen Signalen fiihrten, nicht von Erfolg geprigt. Der Angriff an
den Rezeptoren fiihrte gleichzeitig zur Desensitivierung dieser (Bristow et al., 1986 Bri-
stow et al., |1989). Die BAR unabhingige Aktivierung der PKA oder CaMKII verstirkte
auch die Phosphorylierung der maladaptiven Angriffspunkte, so resultiert daraus z.B.
die Herabregulation der ;AR mRNA (Bristow etal., [1993). Ahnliche Konsequenzen
sind auch der Erhéhung des cAMP-Produktion durch PDE-Inhibition oder der PP1-
Inhibition zuzuschreiben (El-Armouche et al., 2008; Wittkopper et al., 2011; McMurray
et al., 2012)). Allen Anséitzen ist gemeinsam, dass die Aktivitidt der f-adrenergen Signal-
wege gesteigert wird, sodass es zur Aktivierung und gleichermafsen auch zur negativen
Riickkopplung kommt, wodurch mitunter auch maladaptive Prozesse gestartet werden.
Wie schon in transgenen Mausmodellen gezeigt scheint der ;AR dabei einen gréfseren
Anteil an den kontraktilitatssteigernden Mechanismen zu haben (R. P. Xiao etal., 1994).
Jedoch ist seine Aktivierung auch in héherem Mafse mit der Aktivierung der kardialen
Umstrukturierung assoziiert (Engelhardt etal., [1999; W. Z. Zhu etal., 2003; M. Zhao
etal., 2011)). Bei der Untersuchung der RKIP-vermittelten Effekte wird deutlich, dass
auch RKIP die Signalwege der BAR verstirkt. Dies zeigen die schon besprochenen Effekte
auf B-adrenerge Signalwege. Trotzdem zeigen sich in diesem Modell keine maladaptiven
sondern im Gegenteil protektive Effekte, da die Desensitivierung verhindert wird.

Einige erfolgversprechende therapeutische Angriffspunkte sind bekannt. Sie haben die
Erh6éhung des SERCA2-vermittelten Calciumtransports in das SR als Grundlage. Da-
zu gehoren die SERCA2-Expression (del Monte et al., [2001; Kranias und Hajjar, 2012),
die Deletion des PLN (T. Zhang etal., [2010) oder die Expression des S100A1. Die-
ser Angriffspunkt scheint mit dem Hauptmechanismus der Kontraktilitdtssteigerung in
RKIP-tg M#usen iibereinzustimmen. Die Uberexpression von RKIP férdert hauptsich-
lich die SERCA2-vermittelte Relaxationsphase bzw. den Calciumtransport in das SR
ohne Einfluss auf die fiir die Systole verantwortlichen einwirtsgerichteten Calciumstro-
me oder den auswartsgerichteten Transport iiber den NCX zu nehmen. Naher betrach-
tet unterscheiden sich die einzelnen Modelle. Die PLN-Deletion sowie die SERCA2-
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und RKIP-Expression verursachen jeweils eine Erhchung der basalen Kontraktilitét.
Die PLN-Deletion ist dabei jedoch ein Sonderfall, da hier auch die Regulierbarkeit des
Calciumtransports verloren geht. Es kommt zur maximalen Auslastung der SERCA2,
sodass die Relaxationsphase nicht weiter beschleunigt werden kann (Luo et al., 1994).
Dies ist eine sehr energieaufwindige Konstellation, was auch die beobachtete Tendenz
einer verkiirzten Lebensdauer der PLN-KO erkliren kénnte (Slack et al., 2001)).

Die Hochregulation der GRK2 wird als einer der frithen maladaptiven Mechanismen und
Ursachen wihrend der Herzinsuffizienz gesehen (Rockman etal., 2002). In der Reihe
der Strategien, die einer gesteigerten Aktivitit der GRK2 entgegenwirken, stehen ne-
ben RKIP auch der GRK2-KO (Matkovich et al., 2006; Raake et al., |2008; Raake et al.,
2012), die Expression des BARKcts (Rockman et al., [1998; Rengo etal., 2009; Volkers
etal., 2011)) oder Paroxetin (Thal etal., [2012). Durch die Inhibition der GRK2 werden
B-adrenerge Signalwege verstiarkt und die Desensitivierung gleichzeitig verhindert. So
wird die Reaktionsfihigkeit des Herzens erhalten und es werden die Signalwege beider
BAR-Subtypen (B1AR, B2AR) gesteigert (Tilley und Rockman, 2006). Ein Beibehalten
des 80:20 Verhéltnisses von B;AR:B2AR ist Vorteilhaft, da der Einfluss der B2 AR/Goy-
Kopplung gering bleibt und die positiv inotrope Wirkung des ;AR sich durchsetzt (Bri-
stow et al.,|1982; Bristow et al.,|1989). Die negativen Effekte einer verstirkten B AR /Goy-
Kopplung, d.h. einem Verlust der Kontraktilitit wihrend der Herzinsuffizienzentwick-
lung (W. Zhu etal., 2005) kénnte durch Erhaltung der Erregbarkeit der Rezeptoren
entgegen gewirkt werden. Durch die RKIP-Expression konnte die Rezeptordichte der
BAR trotz Induktion einer Herzinsuffizienz gleich gehalten werden (Abbildung und
so die Erregbarkeit des Herzens erhalten bleiben. Obwohl RKIP in seiner Wirkungswei-
se dem GRK-KO sehr dhnlich ist, besitzt es eine Sonderstellung, da es ein endogenes
Protein und seine Hochregluation ein endogener Mechanismus in verschiedenen Herz-
krankheiten ist. Aufserdem kommt es nur im Fall des RKIP zu einer basalen Steigerung
der Kontraktilitdt. Im Gegensatz dazu zeigt der GRK2-KO erst nach Stimulation eine
Verbesserung der kontraktilen Funktion. Betrachtet man die weiteren Modelle fallt auf,
dass RKIP im Herzen weitere Vorteile besitzt. Der BARKct wirkt als GBy-Fénger. Er
inhibiert zwar die Rekrutierung der GRK2 an den Rezeptor, jedoch werden auch alle
anderen Gfy-abhingigen Effekte gehemmt. Dadurch kann es zu ungewollten Effekten
kommen. So zeigte sich, dass selbst die kontraktilitatssteigernde Wirkung des BARKct
kein BAR-vermittelter Effekt, sondern das Resultat einer By-abhingigen Disinhibition
des LTCC ist (Volkers et al., 2011)). Paroxetin zeigt eine spezifische Wirkung gegeniiber

der GRK2. Urspriinglich ist es jedoch als selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
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und damit als Medikament zur Behandlung von Depressionen charakterisiert. Dement-
sprechend besitzt es unspezifische Wirkungen, die als Therapeutikum von Nachteil sein
konnen. Die hier gezeigte Rezeptor-spezifische Wirkung hebt RKIP in seiner Eignung
weiter hervor, da im Gegensatz zu den anderen Arten der GRK2-Inhibition die zytoso-
lischen Angriffspunkte nicht beeintréchtigt werden.

Alles in Allem stellt RKIP eine einzigartige Moglichkeit dar, B-adrenerge Signalwir-
kung zu verstirken und gleichzeitig die Ansprechbarkeit des Herzens zu erhalten. Es
vereint einige Eigenschaften von etablierten Therapiemodellen: a) So verstiarkt es die
Kontraktilitiat der BAR; b) es verhindert spezifisch die Desensitivierung der BAR; ¢) der
kontraktilitatssteigernde Effekt ist eine Konsequenz des erhéhten Calciumtransport iiber
die SERCA2, d) maladaptive Signale des ;AR werden lokal durch den B2 AR inhibiert.

4.5 Ausblick

Durch die Untersuchungen in dieser Arbeit konnte ein umfassendes Bild der Rolle des
RKIP auf kardiale Signalwege erstellt werden. Daraus ergeben sich jedoch auch neue

Fragestellungen, die die zukiinftige Forschung beeinflussen werden.

e Die erfolgreiche AAV9-Therapie legt erste Grundsteine fiir weiterfilhrende Versu-
che mit RKIP als Therapeutikum in der Herzinsuffizienz. Das hier untersuchte
Modell entspricht nicht unbedingt der Situation im Menschen, bei dem das The-
rapeutikum direkt mit dem Einsetzten der erhohten Nachlast gegeben wird. Es
miissen deshalb weitere Versuche folgen, in denen zunichst durch Aortenkonstrik-
tion eine Herzinsuffizienz verursacht wird und diese erst nachtriglich mit einer
AAV9-vermittelten Erhohung der RKIP-Transkription therapiert wird. Es wire
von besonderem Interesse, ob RKIP in der Lage ist, eine weitere Verschlechterung
zu stoppen oder sogar in Teilen umzukehren. Diese Langzeitversuche sind eine
Voraussetzung fiir Versuche in Grofstieren wie Schweinen oder Schafen und die
mogliche Untersuchung von RKIP im Menschen.

Fiir die humane Anwendung ist vor allem die Ubertragbarkeit vom Tiermodell
wichtig. Es bleibt fraglich, ob die dargestellten Mechanismen im humanen Cardiac
remodelling die gleiche Relevanz besitzen. Von Vorteil ist, dass auch im Menschen
die Veranderung des Calcium-Cyclings eine bedeutenden Anteil an der Pathophy-
siologie der Herzinsuffizienz hat (Moalic et al., 1993)). Im Hinblick auf f-adrenerge
Signalwege gibt es im murinen und humanen Herzen jedoch Unterschiede. So ver-

mittelt auch der B2 AR im Menschen eine positive Inotropie. Trotzdem konnte eine

120



4 Diskussion

Mutation, die die Phosphorylierungsstelle der PKA und damit die Fahigkeit zum
Wechsel zu Go; Signalwegen mit einer schlechten Prognose in Herzinsuffizienz-
Patienten korreliert werden (Liggett et al., 1998).

Neben dem TAC-Modell, welches eine Nachlasterh6hung verursacht, gibt es wei-
tere Ereignisse und Prozesse, die eine Herzinsuffizienz verursachen. Sehr bekannt
ist dabei die Induktion eines Myokardinfarktes durch Ligation eines Koronarge-
fakes. In diesem Krankheitsmodell sind andere Entstehungsmechanismen von Be-
deutung. Durch die Unterversorgung des Gewebes kommt es zu grofsem ischami-
schen Stress und die Verdnderungen sind vor allem durch Entziindungsprozesse,
Apoptose und Nekrose geprigt. Fiir den therapeutischen Nutzen wire es wichtig
zu sehen, ob RKIP auch hier protektiv wirkt und eine Kontraktilititssteigerung

vermitteln kann.

e Die GRK2 wird durch die aktuelle Forschung vermehrt mit dem bioenergeti-
schen bzw. metabolischen Misshaushalt in Mitochondrien assoziiert. Wahrend der
Herzinsuffizienzentwicklung finden bedeutende Verdanderungen in den Mitochondri-
en statt (siehe Kapitel 1.3.2). Auferdem haben viele Prozesse, die das Zelliiberle-
ben beeinflussen ihren Ursprung in den Mitochondrien. Im Fall der GRK2 fiihrt die
erhohte Expression der GRK2 in der Herzinsuffizienzentwicklung zu einer Akku-
mulation der GRK2 in den Mitochondrien (Hullmann et al., 2016). Dort beeinflusst
sie die Fettsdureoxidation negativ, sodass die priméire Energiequelle des Kardio-
myozyten weniger nutzbar ist (Sato etal.,[2015)). Ferner verursacht die GRK2 eine
Akkumulation von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS), durch die Apoptose indu-
ziert werden kann (Fan etal., 2013). Dadurch, dass RKIP die Hochregulation der
GRK2 verhindern kann, konnte es so Einfluss auf diese maladaptiven Mechanis-
men nehmen. Zusitzlich hat RKIP aber auch eine aktivierende Wirkung auf die
Akt und die CaMKII, die bedeutende Rollen in den Mitochondrien haben (Aikawa
et al., [2000; Manning und Cantley, 2007; T. Zhang et al., |2010).

Fiir das Verstandnis der RKIP-Funktion haben die Mitochondrien eine Schliissel-
funktion. Da ein dauerhaft erhéhter Energiebedarf, wie er auch bei der andauern-
den Stimulation von BAR entsteht, zu den metabolischen Verdnderungen fiihrt, die
urspriinglich in der Herzinsuffizienzentwicklung sind. Der Mechanismus durch den
RKIP die positive Inotropie mit dem erhohter Energiebedarf in den Mitochondrien

toleriert wird, kénnte wegweisend sein.

e Neben den kardialen Effekten konnte RKIP auch aulerhalb des Herzens niitzliche
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Effekte vermitteln. Im Blick auf BAR konnten Effekte in der Vaskulatur (Eckhart
etal., 2002), der Lunge wie auch dem Fettgewebe erwartet werden. Uber z.B. die
Verstiarkung von der a; AR-vermittelten Wirkung auf die Katecholaminausschiit-
tung in der Nebenniere konnte RKIP weitere protektive Signalwirkungen haben,
da dieser Mechanismus zur Verschlimmerung der Herzinsuffizienz durch eine iiber-
schieflsende Katecholaminstimulation beitrdgt. Mittels AAV9-BARKct konnten auf
diesem Weg schon Erfolge in Form von verringerten Katecholaminkonzentratio-
nen und verbesserter Kontraktilitdt nach einem Myokardinfarkt gezeigt werden
(Lymperopoulos et al., [2008; Dorn, 2009).

Schlussendlich ergeben sich aus den vorgestellten Ergebnissen viele Perspektiven fiir

die Zukunft, die zeigen werden, ob sich RKIP als Therapeutikum oder zumindest als

therapeutisches Prinzip durchsetzen kann.
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5 Zusammenfassung

Das Raf kinase inhibitor protein (RKIP) ist ein Kinaseregulator, der im Herzen eine
Préferenz fiir die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GRK2) zeigt. Die Regulation
erfolgt durch direkte Interaktion beider Proteine, wird durch eine PKC-Phosphorylierung
an Serin 153 des RKIP induziert und inhibiert die GRK2-vermittelte Phosphorylierung
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die GRK2 desensitiviert GPCR, und
eine Hemmung der GRK2-Aktivitdt wirkt sich so positiv auf die Ansprechbarkeit von
GPCR aus. Die p-adrenergen Rezeptoren (BAR) sind im Herzen mafkgeblich an der Regu-
lation der kardialen Kontraktilitiat beteiligt. Erste Zusammenhéange zwischen der RKIP-
Expression und der kontraktilen Antwort von Kardiomyozyten wurden bereits in einer
fritheren Arbeit untersucht und bestétigt. Sie begriinden die Fragestellung nach Effekten
einer verstirkten RKIP-Expression auf B-adrenerge Rezeptorsignale, Herzfunktion und
die Entwicklung der Herzinsuffizienz.

Im Rahmen dieses Projektes konnten die Effekte des RKIP auf B-adrenerge Signalwege
detaillierter beschrieben werden. Dabei erwies sich die inhibitorische Funktion auf die
GRK2 als rezeptorspezifisch ohne Einfluss auf zytosolische Angriffspunkte der GRK2
zu nehmen. Verstarkte p-adrenerge Signale zeigten sich in neonatalen Kardiomyozy-
ten an Hand der erhohten cAMP-Level, PKA-Aktivitit, sowie Kontraktionsrate und
Relaxationsgeschwindigkeit nach B-adrenerger Stimulation. Im Einklang damit konnte
eine erhohte PKA- und CaMKII-Aktivitdt und eine positive Inotropie in transgenen
Tieren, mit herzspezifischer Uberexpression von RKIP, beobachtet werden. Durch Mes-
sung des Calcium-Cyclings in Kardiomyozyten konnte der Phinotyp auf eine verbesser-
te Riickfiihrung des Calciums, einer daraus resultierenden erhéhten Calciumbeladung
des sarkoplasmatischen Retikulums und einem gesteigerten systolischen Calciumspiegel,
zuriickgefiihrt werden. Die Untersuchung der Phosphorylierung von Calciumkanélen, I.-
Typ-Calciumkanal und Ryanodin-Rezeptor 2, die den einwértsgerichteten Calciumstrom
vermitteln konnte ihre Beteiligung an der positiv inotropen Wirkung ausschliefien.
Neben dem kontraktilen Phinotyp konnten zusatzliche protektive Effekte beobachtet
werden. In Modellen, die eine chronische B-adrenerge Stimulation imitieren, bzw. eine
Nachlasterh6hung induzieren konnte eine Verringerung der interstitiellen Fibrose und der

damit assoziierten Marker, gezeigt werden. Mit Hilfe von in vivo EKG-Messungen konn-
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te die Neigung zur Ausbildung von Arrhythmien untersucht werden. Auch im Hinblick
auf die Anzahl der Extrasystolen waren RKIP-transgene Tiere geschiitzt. Infolge der
Untersuchung der Phinotypen in Deletionshintergriinden der einzelnen BAR-Subtypen
(B1AR, B2AR) konnte die positive Inotropie mit den spezifischen Signalwegen des ;AR
assoziiert und die protektiven Effekte gegeniiber den Umbauprozessen und der Arrhyth-
mieneigung dem fy-adrenergen Signalen zugeschrieben werden. Zusétzlich bestétigt sich
eine besondere Rolle der Ga;-Kopplung des B2 AR, durch die er einen hemmenden Ein-
fluss auf die B; AR-Singale nehmen kann.

Die Untersuchung einiger Marker, die eine physiologische von einer pathologischen Hy-
pertrophie unterscheiden, konnte das in den RKIP-transgenen Mausen auftretende Wachs-
tum der Kardiomyozyten als kompensatorische und physiologische Hypertrophie charak-
terisieren. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse auf eine ausgeglichene Aktivie-
rung der beiden Rezeptoren hin, die sich gegenseitig regulieren und durch die Inhibition
der GRK2 in ihrer Anregbarkeit erhalten bleiben. Mittels einer AAV9-vermittelten Gen-
therapie konnte das therapeutische Potential dieses Prinzips weiter bestétigt werden, da
es die prominentesten Verdnderungen wiahrend der Herzinsuffizienzentwicklung, wie die
Verschlechterung der linksventrikuldren Funktion, die Dilatation des linken Ventrikels,
die Ausbildung von Lungenddemen und interstitieller Fibrose sowie die Expression von
Herzinsuffizienz-assoziierten Genen, verhindern konnte. Auch konnten die Auswirkungen
der Deletion des RKIP, die sich durch eine beschleunigte und gravierendere Herzinsuffi-
zienzentwicklung auszeichnet, durch Reexpression von RKIP verhindert werden.

Diese Arbeit kann somit zeigen, dass das RKIP eine ausgeglichene Verstidrkung von -
adrenergen Signalwegen verursacht, die positiv inotrop und gleichzeitig protektiv wirkt.
Dieses Wirkprinzip konnte ferner eine Strategie zur Erhéhung der Kontraktilitat in der
Herzinsuffizienz darstellen, die entgegen etablierter Theorien auf der Stimulation beider
BAR basiert.
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6 Summary

The Raf kinase inhibitor protein (RKIP) is a kinase regulator with a preference for the
G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) in the heart. The mechanism is a direct
interaction of GRK2 and RKIP, which is triggered by a PKC-mediated phosphorylati-
on at serine 153 of RKIP. By binding the GRK2, RKIP prevents the GRK2-mediated
GPCR-phosphorylation and, thus, desensitisation of GPCR. As a result, inhibition of
GRK2-activity positively affects the responsiveness of cardiac G protein-coupled recep-
tors (GPCR). The GPCR primarly responsible for the regulation of the cardiac con-
tractility are the B-adrenergic receptors (BAR). Previous work proved an interrelation
of RKIP-expression and contractile response of cardiomyocytes and set a basis for the
subject of this thesis, dealing with the effects of RKIP-expression on beta-adrenergic
signalling, cardiac function and the development of heart failure.

The work describes the impact of RKIP on B-adrenergic signaling in more detail. An
important feature of the inhibitory function of RKIP on GRK2 is a specificity for re-
ceptor targets (BAR) with no, or only minor, impact on the cytosolic targets of the
GRK2. RKIP also increases B-adrenergic signalling. This appears in neonatal cardiac
myocytes through an increased cAMP-generation, PKA-activity, contractile action and
relaxation velocity after f-adrenergic stimulation. Similarly, RKIP-transgenic mice, with
heart specific RKIP-expression, showed higher PKA and CaMKII-activities as well as,
a positive inotropy. Analysis of the calcium cycling in these cardiomyocytes provided
an explanation for the hypercontractile phenotype: an enhanced calcium reuptake into
the sarcoplasmatic reticulum (SR), the resulting higher calcium load of the SR and an
increased calcium amplitude in the cytosol during the systole cause the augmented con-
tractile force. Furthermore, it could be ruled out, that two inward rectifying channels -
L-type calcium channnel and Ryanodin Receptor 2 contribute to the positve inotropy in
RKIP-transgenic mice.

Besides, the RKIP-expression had additional protective effects in heart failure develop-
ment, which were investigated by desease models. Hypertrophy was induced by chronic
B-adrenergic stimulation and heart failure by induction of pressure overload. Under these
conditions, RKIP could reduce the development of interstitial fibrosis and the expression

of associated marker genes. The occurence of arrhythmias, in particular ectopic beats,

125



6 Summary

was assessed by the analysis of in vivo ECG-traces. Rated by the number of ectopic
beats RKIP-transgenic mice were also protected against the induction of arrhythmia.
The analysis of RKIP-expression in AR subtype-KOs ($;KO, B2KO) could relate the
different effects of RKIP to the signalling pathways of either f; AR or foAR. As a re-
sult, RKIP effects the positive inotropy through signals of the $; AR and the protection
against heart failure-related remodelling processes and arrhythmia through signals of
the B2 AR. Additionally a major importance could be assigned to the Ga; coupling of the
B2AR. This capacity of the BoAR can counteract potentially maladaptive signalling of
the B;AR. A monitored growth of cardiomyocytes of RKIP-transgenic mice was assessed
in greater depth using different markers to differentiate physiological from pathological
hypertrophy. Thereby the occurring hypertrophy was characterised as physiological and
compensatory.

Taken together, these results point towards a balanced activation of both BAR. They
influence each other through downstream signals and are protected from desensitisation
and loss of B-adrenergic responsivness through inhibition of the GRK2 by RKIP. To va-
lidate the therapeutic potential of this mode of action, an AAV9-mediated gene therapy
was conducted. In this setting, RKIP was able to prevent, or strongly reduce the most
prominent changes during heart failure development. Among these are the decline of
the left ventricular function, dilation of the left ventricle, development of a pulmona-
ry congestion, interstitial fibrosis and the expression of heart failure associated genes.
Moreover, the consequences of RKIP deletion, which are reflected in an accelerated and
deteriorated heart failure development, could be reversed by the reexpression of RKIP.
This work shows, that RKIP induces an even activation of f-adrenergic signalling, which
results in a positive inotropy with concomitant protective effects. RKIPs mode of action
represents a strategy and bears the possibilty to enhance cardiac contractility in the

failing heart by stimulation of both BAR, which is contrary to the common belief.
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8 Anhang

AC
AKAP
ATP

BAR

BSA
cAMP
CaMKII
DAG
EGF

Epac
ERK
ERM

FCS
GDP/GTP
GEF

GFP
G-Protein
GPCR
GRK
GSK
HCNP
ICM/DCM
IxB

IKK

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Adenylycyclase

A-Kinase-Ankerprotein

Adenosintriphosphat

B-adrenerger Rezeptor/B-adrenerge Rezeptoren
Bovines Serum Albumin

zyklisches Adenosinmonophosphat

Ca?" /Calmodulin-abhiingige Kinase
Diacylglycerin

Epidermal growth factor

FEzxchange protein directly activated by cAMP
Extracellular signal-regulated Kinase
Ezrin/Radixin/Moesin-Proteinfamilie

Fotales Kalberserum

Guanosindiphosphat /Guanosintriphosphat
GTP Austauschfaktor

Griin-fluoreszierendes Protein
GTP-bindendes Protein
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
GPCR-Kinase

Glykogensynthase Kinase 3

Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide

Ischdmische/Dilatative Kardiomyopathie
Inhibitor von NFkB

IkB Kinase



8 Anhang

IP;

Iso

LacZ
LTCC
MAPK
MEK
MHC/MLC
NCX
NFkB
NIK
PKA/B/C
PEBP
PFA

PI3K

PIP,

PLN

PP

RIA

RKIP

152

Inositoltrisphosphat

Isoprenalin

LacZ-p-Galactosidase

L-Typ Calciumkanal
Mitogen-aktivierte Protein Kinase
MAPK und ERK Kinase

Myosin schwere/leichte Kette

Na' /Ca?"-Austauscher

Nuclear factor k-light-chain-enhancer’ of activated B-cells

NFkB-induzierende Kinase

Protein Kinase A/B/C
Phosphatidylethanolamin-bindendes Protein
Paraformaldehyd

Phosphoinositid-3-Kinasen
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Phospholamban

Protein Phosphatase

Radioimmunassay

Raf Kinase Inhibitor Protein

Ryanodin Rezeptor

Sarco-/endoplasmatisches Retikulum Ca?* ATPase,
Sarkoplasmatisches Retikulum

transversale Aortenkonstriktion

Transforming growth factor B-activated kinase
Tumornekrose Faktor a

Troponin 1

Vascular endothelial growth factor

Wildtyp



8 Anhang

8.2 Pufferzusammensetzungen

10x PBS:

PFA(4%):

10xSDS:

4x Ladepuffer:

4x Sammelgelpuffer:

4x Trenngelpuffer:

Transferpuffer:

BSA-Waschpuffer:

Magermilchlosung:

10x IBX:

1,37M NaCl

27TmM KCl

0,1mM NasHPO4x2H50
15mM KHQPO4

750mM Paraformaldehyd
1xPBS

250mM Tris
1,92M Glycin
0,01% SDS

200mM Tris-HCI (pH 6,8)

8% (m/v) SDS

40% (m/v) Glycerin

20% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,05% (m/v) Bromphenolblau

0,5M Tris (pH 6,8)
0,4% (m/v) SDS

1,5M Tris (pH 8,8)
0,4% (m/v) SDS

20% Methanol
20mM Tris
150mM Glycin

50mM Tris [pH 7,6]

2,5% Bovines Serum Albumin(BSA)
150mM Na(Cl

0,2% Nonident P40

10mM Tris [pH7,6]
5% Magermilchpulver
0,1% Tween 20

500mM NaF
50mM Na4PQO7
10mM N33VO4
0,02% NaNj
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100x Protease Inhibitor: 2mg/ml Trypsininhibitor aus der Sojabohne
3mg/ml Benzamidin
50mM Tris [pH 7,4]

100xPMSF: 100mM PMSF
in 99% Ethanol

2xTSE-Puffer: 100mM Tris [pH 7,4] (HCI)
600mM NaCl
10mM EDTA
0,02% NaN,

Lysepuffer: 1% (v/v) Triton-X-100
1XTSE
1xIBX

1xProtease Inhibitoren
1mM PMSF

Phosphorylierungspuffer: 20mM HEPES
2mM EDTA
1xProtease Inhibitoren

Phosphorylierungspuffer 2:  25mM Tris-HCI [pHT7.4]
0,5mM EDTA
0,5mM EGTA
1pg/ml Leupeptin
1pg/ml Aprotinin
1mM PMSF
100pM IBMX

Homogenisierungspuffer: 10mM HEPES [pH7,5]
10mM MgCl,
2mM EDTA
400mM KCl
1xProtease Inhibitoren
1mM PMSF

Membranpuffer: 32mM HEPES [pH 7,5]
80mM NaCl
AmM EGTA
4mM EDTA
12,5mM MgCl,
1xProtease Inhibitoren
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HEPES-Puffer:

Fokus-Ladepuffer:

Denaturierungspuffer:

Alkylierungspuffer:

CBFHH-Puffer:

Medium (1L):

Medium 1:

1mM PMSF

137mM NaCl

S>mM KCl

1mM C&Clz

15mM HEPES,/NaOI [pH7,3]
100 pM IBMX

9M Urea

4% (w/v) CHAPS

50mM DTT

0,2% (w/v) Ampholyte

0,001% (m/v) Bromphenol-Blau

50mM Tris [pH 8,8] (HCI)
6M Urea

30% (w/v) Glycerol

2% SDS

65mM DTT

50mM Tris [pH 8,8] (HCI)
6M Urea

30% (w/v) Glycerol

2% SDS

215mM lodacetamid

5,55mM Dextrose
20,06mM HEPES

137mM NaCl

O,34mM NaHgPO4 X7HQO
5,36mM KCI1

0,44mM KHyPO,
0,81mM MgSO, x7H50
100U /ml Penicillin
100pg/ml Streptomycin
pH 7,4 (NaOH)

10,5g MEM |pH7,3] (NaOH)
350mg NaHCOj3
200pg/ml Vitamin B12

5% FCS
1% Penicillin/Streptomycin
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Medium 2:

Medium 3:

Medium 4:

Perfusionspuffer:

Verdaupuffer:

Stopppuffer:

Messpuffer:

Medium adulte KM:

156

5% FCS
1% Penicillin/Streptomycin
0,1lmM BrdU

1% FCS
1% Penicillin/Streptomycin
0,1mM BrdU

1% Penicillin/Streptomycin
0,1mM BrdU

120mM NaCl
15mM KC1

O,GmM NaQHPO4
0,6mM KHyPO,
1,2mM MgSO,x7H,0O
10mM NaHEPES
4,6mM NaHCO;
30mM Taurine
10mM BDM
5,5mM Glukose
pH 7,3-7,4 (NaOH)

1xPerfusionspuffer
0,028% Trypsin
0,7mg/ml Kollagenase A
2,1mg/ml Kollagenase D
12,51M CaCl,

1xPerfusionspuffer
10% FCS
12,5uM CaCl,

137mM NaCl
5,4mM KCI
1,0/1,2mM CaCl,
1mM MgCl,
10mM HEPES
5,5mM Glukose
pH 7,3-7,4 (NaOH)

MEM
0,1% (m/v) BSA
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Hamatoxylin-Losung:

Eosin-Losung:

Sirius-Rot-Losung:

100U /mL Penicillin

100pg/ml Streptomycin

2mM L-Glutamin

20mM 2,3-Butanedionemonoxim (BDM)
1XITS-Supplement

100pM IBMX

1g/1 Himatoxylin

50g/1 KAI(SOy)9 x 12 HyO(Kaliumaluminiumsulfat)
200mg/1 NalOs(Natriumiodat)

50g/1 CyH3Cl3049(Chloralhydrat)

1g/1 C¢HgOr(Zitronensiure)

10g/1 Eosin G (gelblich)

Direct Red 80 1% (m/v)
1:10 in gesattigter Pikrinsdure
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